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koagulaci krve a ti€inek standardnich 1é¢iv

LDL-aferéza je metoda, kterd specificky odstraniuje LDL-cholesterol (LDL-C)
z cirkulujici krve. Vyuziva se pfedevsim u familiarni hypercholesterolemie (FH), ktera
zpusobuje zvySenou hladinu LDL-C, coz je spojeno s pfedéasnym rozvojem
kardiovaskularnich onemocnéni. Vyznamnou roli u téchto onemocnéni hraje aktivita
trombocytl a koagulacniho systému, a ty jsou také ovlivnény hladinami lipida.

Tato prace testovala mozné rozdily v agregaci trombocytli a koagulaci krve
u pacientti s FH. Byl porovnan u¢inek lipidové aferézy a modernich hypolipidemik
PCSK9i (protilatek proti proprotein konvertase subtilisin/kexin typu 9). Sledované
parametry pak byly srovnany se vzorky vékove odpovidajicich zdravych dobrovolnika.

Celkem bylo sledovano 15 pacienttl a 15 zdravych dobrovolniki. Sest pacientt
podstupovalo lipidovou aferézu a zarovei bylo 1é¢eno PCSK9i, stejny pocet pak byl 1é¢en
pouze PCSK9i. Agregace desti¢ek byla stanovena pomoci impedancni agregometrie za
pouziti sedmi rtiznych induktorii a tfech klinicky uzivanych antiagregancii. Dale byly
provedeny zakladni koagulacni testy (protrombinovy c¢as a aktivovany parcidlni
tromboplastinovy cas). LDL-aferéza snizovala agregaci na testované induktory,
vyznamné rozdily byly ale nalezeny jen u kolagenu a ristocetinu. Jedinci 1é€eni pouze
PCSK9i méli stejnou agregacni odpoveéd jako ti s kombinaci aferézy a PCSK9i,
s vyjimkou agregace na TRAP (thrombin receptor activating peptide). Rozdily
v koagulaci mezi témito skupinami uobou pouzitych testi nebyly nalezeny.
Protidestickovy uc¢inek ASA a vorapaxaru byl vyssi u pacientii s FH, zatimco tikagrelor
ucinkoval u pacientli i zdravych dobrovolnikli stejné. Koagulace u pacienti s FH
a odpovéd na néktera testovand antikoagulancia byla také rozdilnd oproti zdravym

jedincim. Korela¢ni analyza ukézala, Ze vyS$i hodnoty triglyceridii vedly k vyssi



agregaci krevnich desticek. Odpovéd’ na ristocetin pak stoupala nejen se zvySujicimi se
triglyceridy, ale i cholesterolem.

Zaveérem lze fici, ze 1 pres urcité limitace, a to nutnost ponechat protidestickovou
1 antikoagula¢ni terapii u nékterych pacientii, naznacila tato studie potencial PCSK9i
nahradit v nékterych ptipadech LDL-aferézu. Pro potvrzeni nizsi agregace a koagulace

u pacientd s FH je ale potfeba dal$ich studii.
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LDL-apheresis is a method that removes LDL-cholesterol (LDL-C) from the
blood. It is used to treat familial hypercholesterolemia (FH), a genetic disorder causing
high LDL-C levels and an early development of cardiovascular diseases. Blood platelets
and coagulation system play an important role in these diseases and their activity is also
affected by lipids.

The aim of this thesis was to analyze possible differences in platelet aggregation
and blood coagulation in patients suffering from FH. Two methods of treatment in this
group were compared — lipid apheresis and PCSK9Ab (proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9 monoclonal antibodies). The observed parameters were also
compared with age-matched healthy volunteers.

Our cohort consisted of 15 patients and 15 healthy donors. Six patients were
treated with lipid apheresis and also PCSK9ADb, six subjects only with PCSK9Ab. Platelet
aggregation was measured with an impedance aggregometer using 7 different inducers
and 3 clinically used antiplatelet drugs. Subsequently, standard coagulation tests
(prothrombin time and activated partial thromboplastin time) were performed. LDL-
apheresis decreased the platelet aggregation but significant differences were found only
in two inducers — collagen and ristocetin. The response to most inducers, except TRAP
(thrombin receptor activating peptide), was the same in both groups of patients. There
were no differences in coagulation between these groups in both tests. The antiplatelet
effect of ASA and vorapaxar was stronger in FH patients, whereas ticagrelor acted in
patients and healthy donors equally. The coagulation and response to some of the used
anticoagulants was also different in patients compared to healthy subjects. A correlation

analysis revealed a relationship between higher levels of triglycerides and the platelet



aggregation. The platelet response to ristocetin was higher not only to increasing
triglycerides, but also cholesterol.

In conclusion, despite some limitations, such as the chronic use of antiplatelet and
anticoagulant drugs in analyzed patients, this study suggested that PCSK9Ab might
completely replace LDL-apheresis in some cases. However, more studies are needed to

confirm lower platelet aggregation and coagulation in patients with FH.
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1. SEZNAM ZKRATEK

AA
apoB
aPTT

ASA
HDL
ICAM-1
IDL
ICHS
KVO
LDL
LDL-C
LDL-R
NO
ox-LDL
PAF
PAI-1
PAR1/4
PCSK9
PCSK9i
PDGF
PGF
PGDL
PT

TF

t-PA
TRAP-6
TXA>
VCAM-1
VLDL
vWF

kyselina arachidonovd, z angl. arachidonic acid

apolipoprotein B

aktivovany parcialni tromboplastinovy c¢as, zangl. activated partial
thromboplastine time

kyselina acetylsalicylova, z angl. acetylsalicylic acid

lipoprotein o vysoké hustot¢, z angl. high density lipoprotein
intercellular adhesion molecule 1

lipoprotein o stfedni hustoté, z angl. intermediate density lipoprotein
ischemicka choroba srde¢ni

kardiovaskularni onemocnéni

lipoprotein o nizké hustoté, z angl. low density lipoprotein

LDL cholesterol

LDL receptor

oxid dusnaty

oxidované LDL ¢astice

desticky aktivujici faktor, z angl. platelet activating factor

inhibitor aktivatoru plazminogenu

trombinové receptory na destickach, z angl. protease-activated receptors
proprotein konvertaza subtilisin/kexin typu 9

inhibitory PCSK9

rustovy faktor pro destic¢ky, z angl. platelet-derived growth factor
placentarni riistovy faktor, z angl. placental growth factor
prostacyklin

protrombinovy ¢as, z angl. prothrombin time

tkanovy faktor (tkanovy tromboplastin)

tkanovy aktivator plazminogenu

thrombin receptor activating peptide 6

tromboxan A»

vascular cell adhesion molecule 1

lipoprotein o velmi nizké hustot¢€, z angl. very low density lipoprotein

von Willebranduv faktor



2. UVOD

LDL-aferéza je extrakorporalni elimina¢ni metoda, kterd specificky odstraiuje
LDL-cholesterol (LDL-C) z cirkulujici krve. Vyuziva se predevSim u piipadd tézké
familiarni hypercholesterolemie (FH), coZ je vrozena metabolickd porucha, kterd je
charakterizovana zvySenou hladinou LDL-C a je spojena s pfedCasnym rozvojem
kardiovaskularnich onemocnéni. Vyskytuje se v raritni homozygotni formé¢ a v pomérné
CastéjSi heterozygotni. Nejcastéji je zpusobena poruSenou funkci LDL-receptort
(LDL-R), obvykle mutaci genu pro tento receptor (Ceska et al. 2015).

Zvysend hladina LDL-C v krvi nemocného piedstavuje zakladni rizikovy faktor
rozvoje ateroskler6zy. Dochazi k rozvoji komplexnich patologickych zmén cévni stény
vedoucich k tvorbé aterosklerotického platu. Nestabilni platy jsou zatizeny vysokym
rizikem ruptury s aktivaci primarni i sekundarni hemostazy (Blazek et al. 2007, Rokyta et
al. 2015). Na aktivitu trombocytl a koagulacnich faktori mé vliv samotnd hladina
LDL-C jiz v pocatecnich stadiich ateroskler6zy. Patologicky modifikované ¢astice LDL
maji ptimy protromboticky u¢inek zahrnujici interakce s krevnimi destickami a zvySeni
exprese prokoagulaéniho tkanového faktoru (TF) v makrofazich, buiikdch endotelu
a hladké svaloviny (Wang a Tall 2016, Ggsecka et al. 2021). Oxidované LDL aktivuji
trombocyty vazbou na jejich povrch pomoci specifickych receptor. Takto aktivované
desticky pak maji vyssi potencidl samy oxidovat dal§i LDL castice a podporovat jejich
internalizaci makrofagy, ¢imz prohlubuji rozvoj aterosklerézy (Ggsecka et al. 2021).

Neexistuji sice klasické velké randomizované studie potvrzujici pfinos
LDL-aferézy jako 1é¢ebné metody, existuje ale fada praci, které prokazuji vyznamny
pozitivni vliv na kardiovaskularni prognézu u zadvazné FH (Thompson a Parhofer 2019,
Pottle et al. 2019). Tézka FH je proto indikovana k 1é¢bé LDL-aferézou, coz je zejména
u homozygoti Zivot zachrafiujici postup (Blazek et al. 2007, Ceska et al. 2015).

Ptestoze je v posledni dobé k dispozici nekolik novych hypolipidemik, jako jsou
monoklondlni protilatky proti proprotein konvertase subtilisin/kexin typu 9 (PCSK9),
pravdépodobné¢ nebude mozno dosdhnout cilovych hodnot LDL-C, zejména
u homozygotu, bez LDL-aferézy (Marais a Blom 2013).

Moje diplomova préce si klade za cil zhodnotit pfinos LDL-aferézy u pomérné
specifického souboru pacientd s FH, 1écenych soucasné¢ monoklondlnimi protilatkami

proti PCSK9. Zamétuje se také na roli cholesterolu v aktivaci trombogennich déju.



3. TEORETICKA CAST

3.1 FAMILIARNI HYPERCHOLESTEROLEMIE

Familiarni  hypercholesterolemie je autozomélné dominantné dédicné
onemocnéni. Patii mezi tzv. primarni (geneticky podminéné) dyslipidémie. Ty se
vyskytuji v populaci méné Casto nez sekundarni, které vznikaji jako disledek jin¢ho
zakladniho onemocnéni. Dyslipidémii mizeme charakterizovat jako nevhodné
aterogenni sloZeni lipidi a lipoproteinti v plasmé&, vyznamné zvySujici kardiovaskularni
riziko (Ceska et al. 2015).

Zakladem FH je nejcCastéji defekt LDL-receptoru (LDL-R), ktery hraje
vyznamnou roli v metabolismu LDL-cholesterolu. Porucha funkce ¢i sniZeni poctu téchto
receptori mohou byt zptisobeny defekty v syntéze LDL-R, ovSem funkci mohou ovlivnit
1 poruchy intracelularniho transportu, vazebnosti nebo internalizace. Disledkem jsou pak
az extrémné¢ zvySené plazmatické koncentrace aterogenniho LDL-C, vedouci
k aterogenezi s rizikem rozvoje ischemické choroby srdec¢ni (ICHS) (Stejskal 1999,

Ceska et al. 2015).

3.1.1 METABOLISMUS CHOLESTEROLU

Cholesterol je esencialni slozkou bunéénych membran, reguluje jejich fluiditu,
¢imz snizuje jejich propustnost, a interaguje s dalSimi lipidy a proteiny. Dale je
cholesterol prekurzorem mnoha steroidnich molekul, jako jsou Zzlucové kyseliny,
steroidni hormony (gestageny, glukokortikoidy, mineralokortikoidy, androgeny,
estrogeny) a vitamin D (Benito-Vicente et al. 2018, Janousek et al. 2022).

Je ziskavan z potravy, ale miZze byt i nasyntetizovan, a to predevSim v jatrech.
Cholesterol je pak transportovan do perifernich tkdni pomoci lipoproteind
(Benito-Vicente et al. 2018). Lipoproteiny jsou castice nesouci na svém povrchu
fosfolipidy, volny cholesterol, bilkovinnou slozku (apolipoproteiny) a uvniti
triacylglyceroly a esterifikovany cholesterol (viz Obr. 1). Dle sloZeni rozliSujeme né€kolik
typt lipoproteintl. Cim vétsi je obsah lipidi, tim maji niz&i hustotu., od niz jsou pak
odvozeny nazvy vétSiny lipoproteint (viz Tab. 1): chylomikrony, VLDL (lipoproteiny

o velmi nizké hustoté, z angl. very low density lipoproteins), IDL (lipoproteiny o stfedni



hustoté, z angl. intermediate density lipoproteins), LDL (lipoproteiny o nizké hustoté,
z angl. low density lipoproteins) a HDL (lipoproteiny o vysoké hustoté, z angl. high
density lipoproteins). Lipoproteiny syntetizované de novo jsou chylomikrony (tvotfené
bunikami stfevni sliznice z lipida potravy), VLDL (tvofené v jatrech a zajist'ujici transport
triglyceridii do perifernich tkani) a ¢astecné HDL (dopravujici cholesterol z periferie do
jater). HDL vznikaji také odStépovanim povrchovych struktur chylomikronti a VLDL pfi
jejich katabolismu. Chylomikrony se metabolizuji za vzniku remnant (zbytka).
Produktem metabolismu VLDL castic jsou IDL a z nich vznikajici LDL, které dopravuji
cholesterol z jater do perifernich tkani (Stejfa et al. 2011, Ceska et al. 2015).

Bilkovinné ¢asti apolipoproteiny jsou velmi dilezité komponenty lipoproteint,
jelikoz maji nejen strukturni roli, ale slouzi i1 jako ligandy pro receptory, reguluji formaci
lipoproteint skrz intenzivni vyménu jednotlivych slozek mezi nimi a funguji také jako
aktivatory ¢i inhibitory enzymi ucastnicich se metabolismu lipoproteinti (Feingold
2021a).

LDL c¢astice hraji zasadni roli v metabolismu lipidi a lipoproteini, a také
v rozvoji aterosklerdzy. Jsou slozeny z jadra tvofeného piedevsim estery cholesterolu
amen$iho mnozstvi triglyceridl (viz Tab. 1). SlouZzi jako hlavni transportéry cholesterolu
v organismu (Ceska et al. 2015).

Co se metabolismu tyce, osud LDL muze byt troji (viz Obr. 2). Fyziologicka je
jednak cesta vyuziti cholesterolu v jatrech, kde je zasadni jiz zminény LDL-receptor,
a jednak transport LDL k perifernim tkanim, které¢ jsou také vybaveny LDL-R. V jatrech
je LDL-C vyuzit pro tvorbu zlu¢ovych kyselin, které jsou pak secernovany do tenkého
stteva jako soucast zluCi. V perifernich tkanich jsou z cholesterolu tvotfeny steroidni
hormony a bunééné membrany, nebo je v nich uskladnén. Ttfeti moznost je spojena
s rozvojem aterosklerdzy. Zejména pii nadbytku LDL c¢astic dochézi k jejich zvySenému
vychytavani makrofagy za vzniku pénovych bunék, které pak hraji roli v aterogenezi (viz

podkapitola 3.2) (Ceska et al. 2015).
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Obr. 1 — Struktura lipoproteinové ¢astice. Pievzato z: Engelking (2015)

Tab. 1 — Lipoproteiny: obsah cholesterolu a triglycerida, vztah k ICHS

Nazev Cholesterol Triacylglyceroly Riziko ICHS
(obsah v %) (obsah v %)

chylomikrony 5 86 neovliviuji
zbytky 8 70 zvysuji (++)
chylomikronii
VLDL 19 55 mirné zvysuji (+)
IDL 38 23 siln€ zvysuji (+++)
LDL 50 6 silné zvysuji (++++)
HDL 19 4 silné snizuji (----)

VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté, IDL — lipoproteiny o stiedni hustote, LDL
— lipoproteiny o nizké hustoté, HDL — lipoproteiny o vysoké hustoté. Modifikovano dle:

Stejfa et al. (2011).
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Obr. 2 — Metabolismus cholesterolu. ApoB-100, ApoE, ApoC-II — rizné typy
apolipoproteint, CE — esterifikovany cholesterol, TG — triglyceridy, FA — volné mastné
kyseliny. Pfevzato z: Feingold (2021a)

3.1.2 GENETIKA FAMILIARNI HYPERCHOLESTEROLEMIE

Dédi¢nost FH je autosomalné dominantni, tyka se tedy geni umisténych na
nepohlavnich chromosomech (autosomech). Protoze je dominantni, dany znak se projevi
fenotypove u homozygotl i heterozygotl. Heterozygoti s neuplnou dominanci maji méné
zévazné projevy nez dominantni homozygoti. Plati zde, Ze ob¢é pohlavi jsou postizena
stejné Casto a veétSinou se onemocnéni vyskytuje v kazdé generaci. Pokud jeden z rodict
ma heterozygotni FH, existuje 50 % pravdépodobnost, Ze 1 potomek ji bude mit (Otova
et al. 2020).

Peclivy odbér rodinné anamnézy a vysetfeni dostupnych piibuznych jiz
diagnostikovaného pacienta je proto zcela zasadni. VétSina postizenych rodinnych
prislusnikti o svém onemocnéni nevi, pfitom jsou ve velmi vysokém riziku piedCasné
manifestace zavazné kardiovaskularni piihody. Nékdy je nemoc odhalena, az kdyz
pacienti piichazeji pro klinické obtiZe asi ve tfeti az étvrté dekadé svého Zivota (Ceska et

al. 2015).



FH je monogenni postizeni, kdy defekt jednoho genu zasadné urcuje vyslednou
podobu onemocnéni. Oproti castéjSim polygennim formadm hypercholesterolemie,
u kterych se uplatituje nékolik geni s menSim vlivem a vysledna klinicka podoba
onemocnéni tedy zavisi vice na interakci s faktory vnéjsiho prosttedi, je u FH vliv
vng&jsiho prostiedi méné vyznamny. Tim padem napft. vliv rezimovych a dietnich opatieni
na snizeni LDL-C nebyva vyrazny. Udava se, Ze na dietni opatfeni reaguji pacienti s FH
poklesem LDL-C pouze o 5, maximaln& 10 % (Ceska et al. 2015).

Heterozygotni FH se diive uvadéla s prevalenci 1:500, ale recentni studie ukazuji,
7e frekvence je spis 1:200 az 1:300 (Ceska et al. 2015), v nékterych populacich dokonce
az 1:100 (Bouhairie a Goldberg 2015). Homozygotni FH se tadi s frekvenci 1:1 000 000
ke vzacnym onemocnénim, avSak nov¢jsi vyzkumy také ukazuji vyssi prevalenci kolem

1:300 000 az 1:400 000 (Vallejo-Vaz et al. 2016, Beheshti et al. 2020).

3.1.3 PATOFYZIOLOGIE ONEMOCNENI

Klasickou formou FH je geneticky determinovany defekt v LDL-R. Redukce
poctu funkénich LDL-R blokuje katabolismus LDL-C a tim vede k jeho akumulaci
v plazmé. Omezeny vstup LDL-C do jater podpoii dysregulaci jaterni syntézy
cholesterolu a muze tim zvysit produkci VLDL. Nasledkem nedostatku funk¢nich
LDL-R je naruseno odstranéni plazmatického VLDL i produktu jeho transformace IDL,
tim je dale zvySena formace LDL v séru. Hypercholesterolemie v ptipadé FH ma tedy
ptivod soucasné ve snizeném katabolismu i zvySené produkci LDL (Blazek et al. 2007).
z hlediska funkce je vazebna doména. Zde dochazi k navazani LDL castice, pii kterém
hraje zasadni roli apolipoprotein B-100 neboli apoB-100 (viz Obr. 3). LDL-R je tvotfen
v endoplazmatickém retikulu, odkud je transportovan do Golgiho komplexu a posléze na
povrch buniky. Po navdzani LDL na LDL-R dojde k internalizaci tohoto komplexu
(endosomu), kde dochazi k disociaci LDL z LDL-R. LDL-R je poté znovu transportovan
zpét na povrch buiky, je tedy opctovné recyklovan. LDL je enzymaticky Stépen
za uvolnéni volného cholesterolu (viz Obr. 4) (Ceska et al. 2015, Benito-Vicente 2018).

Mutace genu pro LDL-R vSak neni jedinou moznou pfi¢inou vzniku FH, jak se
védci ptivodné domnivali. Je zodpovédna za 80-85 % piipadi FH. Koncem 80. let
minulého stoleti byli popsani nemocni s klinicky typickou FH, ale normalnim poctem

1 funkci LDL-R. Byl u nich odhalen defekt apolipoproteinu B-100, ktery je nazyvan



familiarn¢ defektni apo B-100. Dle nejnovéjsSich vyzkumit mize byt pticinou FH i mutace
genu pro enzym proprotein konvertasu subtilisin/kexin typu 9 (PCSK9), ktery pfispiva
k degradaci LDL-R a brani jeho névratu na povrch bunky. Nové odhalena mutace PCSK9
zpusobuje vys§i aktivitu tohoto enzymu a poéet LDL-R tak klesa (Ceska et al. 2015).
Inhibitory PCSK9 ptedstavuji moderni biologickou 1é¢bu hypercholesterolemie (viz
kapitola 3.4).
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Obr. 3 — LDL-R s navazanou LDL é&astici. Clathrin — protein pokryvajici bunécnou
membranu a zajit'ujici tvorbu transportnich vezikul p¥i endocytoze. Pievzato z: Ceska et
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3.1.4 KLINICKY OBRAZ

Zékladni charakteristikou FH je vyznamna izolovand hypercholesterolemie.
Triglyceridy jsou vnormé ¢i mirné zvySené (vétSinou nepiekracujici 3 mmol/l).
U heterozygoti hladina LDL-C obvykle piesahuje 4,9 mmol/l a pohybuje se
v primérnych hodnotach 6-12 mmol/l, vyjimkou vSak neni ani nalez 15 mmol/l nebo
vyssi. U homozygoti se LDL-C pohybuje v rozmezi piiblizné 15-30 mmol/l. Normalni
hodnota LDL-C v primérni prevenci kardiovaskularnich onemocnéni (KVO) je pod
3 mmol/l (Stejfa et al. 2011, Ceska et al. 2015).

Hypercholesterolemie vede k casné manifestaci ICHS, u heterozygoti ve véku
30-50 let. U muzh to byva casto do 40 let, u zen obvykle asi o 10 let pozdéji.
Heterozygotni FH byva casto poddiagnostikovand, protoze probiha asymptomaticky
a Casto se projevi az nejzavaznéj$i komplikaci, tj. kardiovaskularni ptihodou.
U homozygott dochazi k manifestaci onemocnéni jiz v Gtlém véku, aterosklerdza pisobi
zavazné zmeény v korondrnim fecisti mezi 10. — 20. rokem Zivota a vétSina z nich umira
kolem 20. roku Zivota, pokud neni véas zahajena 1é¢ba (Ceska et al. 2015).

Ke klinicky patrnym projevim patii depozita cholesterolu na riznych castech téla.
Projevuji se jako xantomy, arcus lipoides cornae a xantelasmata. Zejména xantomy jsou
velmi typickym ptiznakem FH. Jsou to nazloutlé hrbolky na kizi, vznikajici v disledku
hromadéni cholesterolu v podkozi. Objevuji se pifedevSim v oblasti Achillovy S$lachy,
Slach kolena, loketniho kloubu, na extenzorech na rukou. U nemocnych jsou typické
zanéty az ruptura Achillovy Slachy. Xantelasmata jsou depozita cholesterolu zejména
v oblasti o¢nich vicek. Arcus lipoides je Sedobily prstenec lipidovych depozit v rohovce.
Jedna se o benigni ptiznak, bézné se vyskytuje ve vyssim véku, ovSem u pacientti s FH
se objevuje pred 45. rokem. U homozygott jsou podkozni depozita Castéjsi a objevuji se

jiz pted 10. rokem Zivota (Stejskal 1999, Bouhairie a Goldberg 2015, Ceska et al. 2015).

3.2 ATEROSKLEROZA

Ateroskler6za je loziskové degenerativni onemocnéni cév, které je spojeno se
zanétlivou reakci a tvorbou aterosklerotickych plati. Postihuje zejména stiedni a velké
arterie (zejména korondrni, mozkové, femoralni, tepny dolnich koncetin ¢i karotidy). Jeji
komplikaci je rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni, ktera jsou v CR pfi¢inou vice nez
50 % umrti. Klinicky dopad aterosklerotickych zmén odpovida jejich lokalizaci, rychlosti

rozvoje platu, vzniku sekundarnich komplikaci a také moZznostem kompenzacnich



mechanismi. Zejména tzv. nestabilni plat je zatizen vysokym rizikem komplikaci,
protoze vede k obnazeni vysoce trombogennich substanci a nasledné aktivaci hemostazy
s rozvojem nasedajiciho trombu. Arteridlni trombodza je pak Casto podkladem akutni
organov¢ ischemie, zejména myokardu, mozku a dolnich koncetin (Blazek et al. 2007).

Obecné byva ateroskler6za oznacovana za multifaktoridlni onemocnéni, ale
v kontextu familidrni hypercholesterolemie ptedstavuje hlavni rizikovy faktor praveé
hladina lipidii (pfedevsim LDL, ale i VLDL) (Stejskal 1999). Dyslipoproteinemie je pak
ustfednim rizikovym faktorem pfedevSim pro rozvoj ICHS. Centralni (postizeni
mozkovych arterii) a periferni ateroskleréza (ischemicka choroba dolnich koncetin) se
vyskytuji u nemocnych s FH jen ojedinéle, pro jejich vznik je vyznamna pfitomnost praveé
jiz manifestované ICHS a dalSich rizikovych faktori, jako je koufeni, arterialni
hypertenze a diabetes mellitus (Stejfa et al. 2011).

Bylo prokéazano, ze od cholesterolemie vyssi nez 4,0 mmol/l se riziko rozvoje
ateroskler6zy vyznamné zvySuje, pficemz pii hodnoté celkového cholesterolu vétsi nez
7,8 mmol/l je riziko manifestace aterosklerdzy asi Ctyfnasobné (Stejskal 1999). Kromé
dyslipidémie pak hraji zdsadni roli v procesu aterogeneze i morfologické a funkcni
vlastnosti endotelu, ktery vykonava fadu specializovanych funkci a regulacné zasahuje
do kardiovaskulérniho a imunitniho systému a také do systému hemostazy (Blazek et al.

2007).

3.2.1 FYZIOLOGICKE FUNKCE ENDOTELU

Endotel jako jednovrstevna bunécna vystelka cévni stény (tzv. intima) je aktivni
autokrinni a parakrinni organ, ktery reguluje buné¢nou kompozici a kontraktilitu cévni
stény. Tvoii semipermeabilni bariéru, ktera reguluje transport ¢astic mezi krvi a tkanémi.
Sklada se z monocelularni vrstvy endotelii, spocivajici na basalni membrané. Endotelové
buniky maji schopnost reversibilné¢ ménit béhem nékolika minut svoji architekturu a diky
svému umisténi se vyznamné podili na udrZzeni homeostazy. Zabezpe€uji fadu
specializovanych funkci, reguluji vasokonstrikci a vasodilataci, udrzuji rovnovahu mezi
stimulaci a inhibici ristu cév, rozhoduji o adhezi krevnich elementl, podili se na
metabolismu lipoproteini. Diilezitou roli hraje endotel také v regulaci hemostazy, jez je
za fyziologickych podminek souborem zivotn¢ dulezitych mechanismi vedoucich
k zastaveni krvaceni a udrZeni integrity intravaskuldrniho prostoru. Pfi iritaci endotelii
ptsobenim raznych patologickych faktort (dyslipidémie, ateroskleroza, hypertenze, vliv

imunokomplext, virti, toxinl, neurotransmiterti, hormonu ¢i substanci produkovanych
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trombocyty) vSak dochdzi k poruchdm hemostdzy s rizikem akutnich trombotickych
komplikaci (Stejskal 1999, Blazek et al. 2007).

Za fyziologickych podminek tvofi endotel intaktni a nesmacivy povrch lumen
cévy, zatimco subendotelium obsahuje tzv. mimobunéénou matrix a substance vysoce
trombogenni. Intaktni endotel brani aktivaci hemostdzy diky negativnimu povrchovému
naboji bunécné stény endotelii, dale sekreci substanci inhibujicich aktivaci desti¢ek
a navozujicich vasodilataci — jsou to zejm. oxid dusnaty (NO), nékteré prostaglandiny
(napt. PGE», PGD; a PGl neboli prostacyklin) a tzv. endotelovy hyperpolarizujici faktor
(EDHF). Tyto substance pak komunikuji s buitkami hladké svaloviny, které tvofi druhou
vrstvu cévy (medii) a jsou zodpovédné za zmény prusvitu cévy. Mezi dal$i G¢inné
antitrombotické mechanismy patii pfirozené inhibitory hemostdzy vdzané na povrchu
endotelii (napf. antitrombin III), glykosaminoglykany (napf. heparan-sulfat) v ochranné
povrchové vrstvé endotelu nazyvané glykokalyx (heparan-sulfat vaze antitrombin III
a zvySuje jeho inhibi¢ni kapacitu) a nékteré receptory jako trombomodulin, ktery vaze
trombin a méni jeho vlastnosti. Oxid dusnaty a prostacyklin inhibuji adhezi trombocyti,
migraci leukocyttl, snizuji permeabilitu endotelu a vedou k relaxaci hladkych svalovych
bunék s néslednou vasodilataci. PGl je také funkcénim antagonistou proagregacniho
prostanoidu tromboxanu Az (TXA2). NO navic inhibuje i migraci a proliferaci bunék
hladké svaloviny (Blazek et al. 2007, Badimon a Vilahur 2014).

K zachovéni rovnovahy tvori endotel také fadu vasokonstrikénich piisobki, jako
je endotelin. Na stimulaci tvorby endotelinu se mj. podili lipoproteiny, trombin a fibrin.
Endotel dale zasahuje do reparacnich mechanismil cév tvorbou fady latek, inhibi¢nich
1 rastovych faktort. K obnové poskozené bunécné vystelky pfispivaji také bunky

monocyto-makrofagového systému, myocyty a trombocyty (Blazek et al. 2007).

3.2.2 PATOFYZIOLOGIE ATEROGENEZE

Pti vzniku i progresi aterosklerozy podle dosud ziskanych experimentalnich idaja
hraje klicovou roli zanét, pfi¢emz tyto idaje ukazuji na velmi uzky vztah mezi zanétem
a hemostdzou. Trombocyty i1 koagulacni systém jsou dilezitymi faktory nejen
aterotrombdzy, ale i samotné aterogeneze (Kvasnicka 2012).

Za patologického stavu po stimulaci (pfip. iritaci) endotelii plisobenim riznych
rizikovych faktord mize dojit ke zménam sekrece a povrchové exprese fady molekul.

Dochazi tak k vychyleni rovnovahy fyziologickych déji a postupné i k morfologickym
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zmeénam a objevuje se tzv. dysfunkce endotelu. Ta se projevuje predevSim zménou
permeability a dysregulaci vasoaktivnich, koagulacnich i fibrinolytickych mechanismd.
Rovnovaha je vychylena smérem k vasokonstrikénim, adheznim a protrombotickym
déjam (Stejskal 1999, Blazek 2007).

Dysfunkci endotelu 1ze povazovat za inicialni stddium aterogeneze. U pacientl
s familiarni hypercholesterolemii je vyvoldvajicim faktorem vysoka hladina LDL-C.
Dlouhodoba expozice endotelu nadmérmnému mnozstvi LDL castic predstavuje
nadmérnou zatéz vedouci k vycerpani regulacniho potencialu a déle k jeho funk¢énim
a morfologickym zménam. Je naruSena pfedevSim permeabilita bunék, kterou za
fyziologickych podminek omezuji tésné spoje (tzv. tight junctions). Dusledkem je
zvysena propustnost pro LDL ¢astice, které se zachycuji a akumuluji na extracelularni
matrix v subendoteliu. Zde se stavaji tercem oxidativnich a enzymatickych modifikaci.
Takto zménéné LDL castice jsou vysoce proaterogenni, prozanétlivé a cytotoxickeé
a spousti produkci riznych cytokinli i jinych chemoatraktantd, které vedou k sérii
prozanétlivych reakci aktivujicich slozky vrozené a ziskané imunity — piedevSim
monocyty, dale NK-bunky, dendritické¢ bunky, T-lymfocyty (Maxfield a Tabas 2005,
Falk 2006).

Nésleduje migrace leukocyti do cévni stény, ktera je zprostiedkovana
cytoadheznimi molekulami, jako jsou napt. glykoproteiny ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), E-selektin
a P-selektin. Buiiky bilé krevni fady se za fyziologickych podminek nejsou schopny vazat
na endotel, ale v ptipad¢ jeho aktivace vhodnym stimulem (zde hyperlipidémie) dochazi
k expresi zminénych adheznich molekul. Selektiny podnécuji rolovani leukocyti po
povrchu poskozeného endotelu, ¢imz zprostfedkovavaji blizsi kontakt s endotelem,
a integriny zajistuji pevnéjsi zachyceni leukocytt (Maxfield a Tabas 2005, Falk 2006,
Vrablik 2015).

Monocyty prostupujici do cévni stény se vlivem cytokinii a mitogenti méni
v makrofagy. Ty fyziologicky vdzou antigen a zajist'uji eliminaci cizorodych materialt
v tkanich pomoci fagocytdzy. V piipad¢ aterogeneze ale vazou oxidované LDL ¢astice.
Aktivované makrofagy jsou pak navic dal$im zdrojem cytokind, chemoatraktanti,
mitogent a enzymu. Tyto latky dale prohlubuji migraci bunék monocyto-makrofagového
systému a indukuji prokoagulacni aktivitu endotelii. V syst¢tmovém obéhu se zvysuje
koncentrace endotelinu, coz vede k vasokonstrikci, a klesa produkce prostacyklinu, NO

a dalSich vasodilatatort (Stejskal 1999, Blazek 2007).
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Pohlceni oxidovanych LDL ¢&astic makrofagy se uskuteciiuje pomoci tzv.
scavengerovych receptorti. Zajimavosti je, Ze mechanismus samotné aterogenni
modifikace LDL castic neni Gpln¢ jasny, ale ptedpoklada se ucast kyslikovych radikala
a enzymil myeloperoxidasy, 15-lipoxygenasy a NO-synthasy, kterd zajistuje vznik NO.
Oxid dusnaty je ucinny oxidant produkovany endotelem, ale i makrofagy, a mize mit
protektivni 1 aterogenni vlastnosti dle jeho ptvodu, mista ucinku a koncentrace.
Endotelidlni NO-synthasa produkuje NO s vasodilatatnim u¢inkem a je ateroprotektivni.
Naproti tomu NO produkovany makrofagy pomoci inducibilni NO-synthasy je silny
oxidant, m4 fyziologicky antimikrobni u¢inky a je potencialné proaterogenni. Navic jsou
LDL castice zachycené v intim¢ izolované od plazmatickych antioxidantii, coz dale
podporuje jejich oxidativni modifikaci (Falk 2006).

Za fyziologickych podminek miize makrofag pohlcovat LDL ¢astice pomoci
LDL-R, ale s vy$§im zastoupenim cholesterolu v makrofagu dojde k tzv. down-regulaci,
tedy snizeni exprese LDL-R pro nativni LDL. To vede k supresi dalsi fagocytdzy
a nasledné migraci makrofagt zpét do krevniho ob&hu. Scavengerové receptory, pomoci
kterych jsou fagocytovany oxidované LDL-Castice, vSak nemaji schopnost
down-regulace. Kvili chybéni zpétné vazby neni fagocytdza tlumena, v makrofagu se
dale hromadi modifikované lipidy, coz postupné vede k jeho morfologické preméné
v tzv. pe€novou buiiku, typickou pro vyvijejici se ateromovou 1ézi. Pénové bunky jiz
nemaji schopnost prostoupit strukturou endotelu a zistavaji v intimé cév. Jejich
postupnym hromadénim vznikéd ateroskleroticky plat zuzujici prisvit postizené cévy
(Blazek 2007, Vrablik 2015).

S pokracujicim zanétlivym procesem aktivované leukocyty a buiky endotelu
uvoliuji rizné ristové faktory, napt. PGF (placental growth factor), TGF-B (transforming
growth factor ), PDGF (platelet-derived growth factor), endotelin, angiotensin-II aj. Ty
vedou k proliferaci hladkych svalii a nadprodukci kolagenu-I a kolagenu-III, elastinu
a proteoglykanti, které ptispivaji k formaci husté extracelularni matrix typické pro
pokrocila stadia aterosklerotické 1éze. Vznika tzv. vazivova Cepicka (fibrous cap), vrstva
hyalinniho vaziva pokryvajici sklerotickou 1ézi. V pokroc€ilych stadiich aterosklerozy se
mohou objevit dalsi degenerativni zmény, jako je napf. ulcerace, kalcifikace a nasedajici
krystaly cholesterolu (Stejskal 1999, Blazek 2007).

V buiikach nahromadény oxidovany cholesterol je toxicky. Pénové bunky proto
postupné v pokroc€ilych fazich ateroskler6zy podléhaji apoptéze a nasledné nekrdze za

vzniku na lipidy bohatého nekrotického jadra platu. Pii apoptoze makrofagy uvoliuji
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aktivni metaloproteinasy (napi. gelatinasa, kolagenasa, stromelysin), které narusuji
vazivovou vrstvu, ¢imz se skleroticky plat stdva nachylnéjsim k rupturdm (Badimon
a Vilahur 2014).

Ruptury s naslednym rizikem trombotickych komplikaci hrozi predevs§im u tzv.
nestabilnich aterosklerotickych plati. Na kolagen bohatd matrix tvoii hlavni komponentu
tzv. tvrdych plati a vede k jejich stabilizaci. Naproti tomu aktivni a nestabilni jsou tzv.
mekké platy s tenkou vazivovou cCepickou, které jsou bohaté na lipidy a makrofagy
produkujici  metaloproteinasy. Tyto enzymy jsou nalézany nejen uvnitt
aterosklerotického platu, ale byly nalezeny také v krvi, pficemz jejich koncentrace
koresponduji s mirou nestability platu. Bylo také prokdzano, Ze patologicky zménéné
makrofagy pifimo stimuluji apoptézu bunck hladké svaloviny, coz je dalsi faktor
podilejici se na nestabilité platu. Bunky hladké svaloviny jsou hlavnim zdrojem kolagenu
tvoticiho fibrézni Cepicku, tudiz jejich zanik ma vliv na ztenceni vazivové vrstvy (Blazek
2007).

K nestabilité platu maze dale ptispét excentricky charakter cévni stendzy, lokalni
mechanické a reologické poméry a také endotelova dysfunkce, kterd je neustile
pfitomnym modulujicim faktorem. Vliv mohou mit i faktory vnéjSiho prosttedi, rizné
fyzické a psychické stresory, které aktivuji sympatikus a uvolnéni katecholaminti, coz
vede k vasokonstrikci. Predpokladé se, ze koronarni vasospasmy mohou piispét k erozi
platu. Zaroven sympatikus ovliviiuje i hemostazu, kdy zvySuje aktivitu desticek
1 koagulaci (Blazek 2007, Badimon a Vilahur 2014).

Ruptura plétu je vyznamnou komplikaci aterosklerdzy, vede ke krvaceni do platu
a tvorbé nasedajiciho trombu, ktery miize mit rozdilny vliv na dal$i vyvoj i prognézu.
Arteridlni tromboza na podkladé dyslipidémie se manifestuje predevsim jako akutni
koronarni syndrom, coZ je souhrnné oznafeni pro nestabilni anginu pectoris, akutni
infarkt myokardu a nahlou srde¢ni smrt. O rozsahu lokalni okluze tepny rozhoduje slozeni
platu (trombogenni charakter), celkovy stav endotelu, mira vasokonstrikce. Riziko
ruptury odpovida mife nestability platu. Klicovou roli pfi nasedajici tromboze hraji
trombocyty, koagulacni systém i aktivita fibrinolytického systému (Blazek 2007). Shrnuti
jednotlivych stadii aterosklerdzy poskytuje Tab. 2.
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Tab. 2 — Morfologicky vyvoj nestabilniho aterosklerotického platu.

Faze Charakteristika Tromboza Reverzibilita
aterogeneze
ZtluSténi Makrofagy s fagocytovanymi Nepfitomna  Reverzibilni
intimy lipidy, buniky hladké svaloviny a proces
extracelularni matrix;
mikroskopické zmény
Lipidni Intracelularni hromadéni lipidd, Nepfitomna  Reverzibilni
prouzkovani vznik pénovych bunék, zanétliva proces
reakce, makroskopické zmény;
Patologické Preateromatdzni zmény: apoptéza  Nepiitomna  Ireverzibilni
ztlusténi makrofagt, extracelularni loziska proces
intimy lipidd, vazivova vrstva
Fibroaterom  Ateromatézni zmény: extracelularni ~ Nepfitomna
lipidy, splyvajici nekrotické jadro,
fibrozni Cepicka z proteoglykant a
kolagenu, pokracujici zdnét
Komplikovana  Dalsi degenerativni zmény, napf. Nepfitomna
1éze ulcerace, kalcifikace
Nestabilni plat  Intaktni fibrozni vrstva pokryvajici  Nepfitomna
nekrotické jadro bohaté na lipidy a
zangtlivé bunky
Eroze platu Povrchové poskozeni, nasedajici Obvykle
trombus nekomunikuje neokluzivni
s nekrotickym jadrem
Ruptura platu Krvéaceni do platu, nasedajici Okluzivni
trombus komunikuje s nekrotickym nebo
jadrem neokluzivni

Modifikovano dle: Blazek (2007), Badimon a Vilahur (2014).

3.2.3 AGREGACE TROMBOCYTU

V patogenezi arterialni trombdzy se uplatituje primérni i sekundarni hemostéza,

jelikoZ jsou tyto mechanismy Uizce propojeny. V inicialni fazi hraje hlavni roli aktivace
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a agregace desticek, protoze vysoky krevni tok a tlak krve v arteridlnim fecisti
neumoziuje krevni stdzu a odnasi aktivované koagula¢ni faktory. Sekundarni hemostaza
se uplatnuje az v pozdéjSich fazich, kdy destickovy trombus za¢ne obturovat lumen
a sekundarné tim ptisobi zpomaleni krevniho toku (Blazek et al. 2007).

Trombocyty jsou nejmensi krevni elementy o priméru 2-4 pm. Vznikaji
z megakaryocytil v kostni dieni a jsou to bezjaderné buiiky. Jejich koncentrace v krvi se
pohybuje mezi 150 az 400 x 10%1 a Zivotnost byva 8-10 dni. Co se intracelularnich
struktur tyce, obsahuji desticky mitochondrie, endoplasmatické retikulum a 3 typy granul:
a, denzni a lysozomy. Latky z téchto granul jsou pak dalezitymi mediatory pfi tvorbé
trombu, a to nejen v procesu aterosklerozy (Michelson 2003, Trojan 2003).

Alfa granula obsahuji von Willebrandiiv faktor (vWF), destickovy faktor
4 (antagonista heparinu), fibrinogen, trombospondin, faktor V (proakcelerin) a rastovy
faktor PDGF, ktery podporuje proliferaci bunék hladké svaloviny cévni stény
a fibroblastl a ma i chemotaktické uc¢inky. V a-granulech se také nachazi adhezni
molekuly, jako je P-selektin, ktery zajiStuje adhezi monocytt k poskozenému endotelu.
Denzni granule maji zasobni funkci, obsahuji ATP, ADP, ionty Ca’*" a serotonin.
Aktivované desticky se podobné jako makrofagy ucastni pohlcovani oxidovanych ¢astic
LDL, které jsou pak skladovany pravé v denznich granulach (Ggsecka et al. 2021).
V cytoplazmé trombocytl se dale nachazi tzv. kanalikularni systém propojenych kanalki,
ktery komunikuje s povrchem desticek a zajiStuje sekreci aktivnich signalnich molekul,
a denzni tubularni systém, ktery vychéazi z endoplasmatického retikula a je klicovy pro
syntézu TXA». Dilezité¢ jsou fosfolipidy (neboli destickovy faktor 3) v membrané
trombocytt. Diky svému negativnimu naboji zajist'uji vazbu a aktivaci nékterych enzymt
koagula¢niho systému. Desticky obsahuji 1 kontraktilni proteiny aktin a myosin, které se
uplatniuji pfi zmeéné tvaru a uvolnéni obsahu granul (7rojan 2003).

Formace destickového trombu miize byt rozdélena do tfech fazi (viz Obr. 5).
V klidovém stadiu piedchazejicim vlastni agregaci jsou trombocyty udrzovany
ptisobenim inhibi¢nich faktort, které brani aktivaci desti¢ek. Tvofi jakysi prah, ktery
musi byt prekonan, aby byla vyvolana agregace. Témito inhibitory jsou PGl a NO
produkované endotelem a ADPasa CD39 na povrchu endotelu. Tento enzym hydrolyzuje
1 malé mnozstvi ADP, které by mohlo zpusobit nezadouci aktivaci desticek (Michelson
2003).

Pti ruptufe platu v pokrocilych stadiich aterosklerdzy dochazi k naruseni vazivové

Cepicky a obnaZeni proteinl extracelularni matrix, jako je kolagen. Kolagen je silny
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stimulator desticek a spolecné s vWF zajistuje adhezi desticek k odhalenému
subendoteliu. Interakce desticek s endotelem a mediatory agregace je zajiSténa pomoci
povrchovych receptort, piicemz vétSina jsou receptory spojené s G-proteinem (viz
Obr. 6). Pro vazbu na kolagen jsou klicové integrin a,f3; a glykoprotein GPVI, zatimco
na VWF glykoprotein GPIb-IX-V. Integrin oyf3, také znamy jako komplex GPIIb/IIIa,
pak vaze hlavné fibrinogen. Adhezi k témto strukturdm dochazi k aktivaci trombocytil
a rychlé zméné¢ jejich tvaru €innosti kontraktilnich proteintl, kdy se trombocyty stavaji
kulovitymi a vysilaji dlouhé vybézky, tzv. filopodie (Michelson 2003, Trojan 2003).

Aktivované desticky se akumuluji a vytvaii prvni tenkou vrstvu, kterd poté
podporuje adhezi dalSich trombocytt a vlastni agregaci. Pti ruptuie platu zaroven dochazi
k expozici TF cirkulujici krvi. TF neboli koagula¢ni faktor III se podili na aktivaci tzv.
zevni cesty systému koagulace. Je nezbytny pro zahdjeni pfemény protrombinu na
trombin, ktery nejen hraje zasadni roli pii kone¢né pfeméné fibrinogenu na fibrin, ale je
1 jednim z klicovych aktivatorti desticek. S destickami trombin interaguje pies receptory
PAR1 a PAR4 (protease-activated receptor) Stépenim N-konce receptoru, ktery poté
slouzi jako ligand. Aktivace PAR1/4 stimuluje nékolik signalnich drah spojenych
s G-proteinem (Gq, Gi2/13), na jejichZ konci dochazi ke zméné tvaru desticek, sekreci
obsahu granul, tvorbé TXA: a aktivaci GPIIb/IIla (Badimon a Vilahur 2014).

Tromboxan A; je tvofen z kyseliny arachidonové (AA) uvolnéné z membrany
denzniho tubuldrniho systému ptsobenim enzymu fosfolipasy Az. AA je poté rychle
preménéna na prostaglandiny G2 a H> pomoci cyklooxygenasy-1 a néasledné na TXA»
plisobenim tromboxan synthasy. TXA» je uvolnén do krevniho ob&hu, kde se vaze na TX
receptor na povrchu dalSich desti¢ek a pozitivni zpétnou vazbou dale zesiluje aktivaci
a agregaci. TX receptor je také spojen s G-proteinem (Gq), a aktivuje fosfolipasu C, ktera
zajistuje tvorbu diacylglycerolu (DAG) a inositol trifosfatu (IP3). DAG aktivuje
proteinkinasu C, ktera podporuje zménu tvaru desticek a jejich degranulaci, a IP3 zvySuje
koncentraci cytosolickych ionti Ca®’, coz vede k reorganizaci cytoskeletu (Badimon
a Vilahur 2014).

Dalsi proagregacni molekuly jsou secernovany z intracelularnich granul — ADP,
trombospondin, faktor aktivujici desticky (PAF) a dalsi agonisté. PAF je jednim
z nejsilnéjSich stimulatord trombocytl. Pfi zanétlivych a infekénich procesech je
uvoliovan z aktivovanych leukocyttli, endotelu i desticek samotnych. ADP vzniké jednak

degranulaci desticek, jednak lyzou erytrocytii a zesiluje agregaci interakci s purinovymi
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receptory P2Y; a P2Y, (také spojenymi s G-proteinem). S receptorem P2X;, coz je
iontovy kandl pro Ca®" ionty, pak interaguje ATP. Skrz zmin&né receptory iniciuje ADP
dvé signélni drahy: fosfolipasou C fizené zvyseni koncentrace Ca** iontii a inhibici tvorby
cyklického AMP (cAMP), ¢imz se desticky stavaji vnimavéjsi k aktivaci (Badimon
a Vilahur 2014). Vyznam ADP jako jednoho z klicovych mediatort agregace zdlraziiuje
fakt, ze odpovéd’ desticek na TXA a trombin je slabsi v nepfitomnosti ADP receptort.
Tento poznatek podporuje domnénku, ze jednotlivé cesty aktivace desticek jsou velmi
slozité a navzajem propojené. Spolecné pusobeni vSech mediatorti vede ke zmén¢ tvaru,
degranulaci, adhezi dal§ich trombocyti a aktivaci GPIIb/IIIa, ktery podléhd konformacni
zméné a vaze fibrinogen. Diky tomu dochézi k zachyceni mnoha dalSich trombocytt
v rostoucim trombu a jeho nasledné stabilizaci. Fibrinogen je pouze jednim z fady
lokalnich piisobki, které jsou uvoliiovany spolecné s hlavnimi aktivatory desti¢ek (ADP,
TXA2, trombin). DalSi pisobky jsou napf. serotonin, fibronectin, vitronectin,
trombospondin, P-selektin a samoziejm¢é také koagulacni faktory, které dale zesiluji
trombotickou odpovéd’. Samotné desticky podporuji prokoagulacni reakce, coz dokazuje
uzky vztah mezi agregaci a koagulaci. V pozd¢jSich fazich agregace rostouci trombus
zachycuje 1 ostatni cirkulujici bunky véetné erytrocytii a leukocytl (Michelson 2003,

Trojan 2003, Badimon a Vilahur 2014).

Platelet Plug Formation

A. Resting state B. Initiation

=
O <

O l
PGl

C. Extension . Perpetuation

Obr. 5 —ZjednoduSené schéma vzniku destickového trombu. PGI: — prostacyklin, NO
— oxid dusnaty, CD39 — enzym rozkladajici ADP, vWF — von Willebrandav faktor, TXA2
— tromboxan A». Pfevzato z: Michelson (2003).
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Obr. 6 — Povrchové receptory trombocyti a intracelularni struktury. P2Y 2, P2Y1,
P2X1—receptory pro ADP, VWEF-R —receptor pro vWF, TxR — receptor pro TXA2,
PAR1/4 — protease-activated receptor (vaze trombin), SHT2a —serotoninovy receptor
2A, PLA — fosfolipasa A, COX1 — cyklooxygenasa 1, TXS — tromboxan synthasa.
Receptor A2a (vaze adenosin) a rec. pro PGL jsou inhibiéni. Pfevzato z: Mladenka

a Carazo (2022a).

3.2.4 KOAGULACE A FIBRINOLYZA

Koagulacni déje uzce souvisi s agregaci desticek. Mezi hlavni spole¢né faktory
patii TF, ktery aktivuje desticky i1 koagulac¢ni kaskadu (vnéjsi cestu) a je povazovan za
primarni fyziologicky spoustéci faktor koagulacni kaskady. U nékterych patologickych
stavl, jako je dyslipidémie, dochazi 1 k aktivaci tzv. vnitini cesty koagulace. Ob¢ cesty
jsou ve velmi uzkém vztahu a spolecné vedou ke tvorbé trombinu, coz je zasadni proteasa
pro kone¢nou konverzi fibrinogenu na fibrin (Blazek et al. 2007).

Latky potfebné k vytvofeni trombinu pochdzeji z plazmy, desticek a tkani.
Aktivni koagula¢ni faktory maji vétSinou charakter proteolytickych enzymt. Proces
koagulace probihd kaskadovité. Aktivace jednotlivych proenzymi na aktivni enzymy
spociva v jejich Stépeni enzymem aktivovanym v ptedchozi reakci (viz Obr. 7). Faktory
vnitiniho systému jsou obsazeny v plazmé, zevni cesta zacind uvolnénim tkanového
faktoru. Spolecnéa pro vSechny reakce (s vyjimkou tzv. faze kontaktu na zac¢atku vnitiniho

systému) je pfitomnost vapenatych iont (7rojan 2003).
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Koagulacni faktory jsou oznacovany fimskymi ¢islicemi, které vSak nevyjadiuji
sled d&j (jejich prehled a zakladni poznatky viz Tab. 3). U aktivovanych faktort se
piipojuje k Cislici malé a. VSechny koagula¢ni faktory (kromé¢ f. III a IV) jsou
glykoproteiny a patfi mezi plazmatické globuliny. VétSina faktorh je tvofena v jatrech,
krom& vWF, ktery je syntetizovan endotelovymi buitkami a megakaryocyty. Tvorba
faktor II, VII, IX, X a XIV je zavisla na vitaminu K (Trojan 2003, Mladénka et al.
2022b).

Vnitini systém. Pii ruptufe aterosklerotického platu dochazi k obnazeni struktur
subendotelia, které vytvari negativné nabity povrch spolecné s fosfolipidy na povrchu
trombocytl. Vnitini systém tak zacina tzv. fazi kontaktu, ktera spociva v komplexni
interakci mezi negativné nabitym povrchem a Ctyfmi proteiny: faktorem XII,
prekalikreinem, faktorem XI a HMWK (kininogenem o vysoké molekulové hmotnosti).
Stykem s obnazenym povrchem dochazi k autoaktivaci faktoru XII. Faktor XIla aktivuje
prekalikrein na kalikrein, ktery reciprocné aktivuje dal$i f. XII. Tim je vytvoieno
dostateéné mnozstvi f. XIla pro rychlou aktivaci f. XI. Ukolem HMWK je pfinaset do
tohoto mista prekalikrein a faktor XI. Faktor XIa poté aktivuje f. IX. Faktor IX muze byt
aktivovan za pfitomnosti iontl Ca®* nejen faktorem Xla, ale i aktiva¢nim komplexem
vngjsiho systému. Faktor IXa se pak stavad soucasti aktivacniho komplexu, jehoz ¢leny
jsou déle f. VIIIa, desti¢kové fosfolipidy (d. f. 3) a Ca®" ionty. Tento komplex konvertuje
f. X na f. Xa. K celému d¢&ji aktivace f. X muze dojit nejen na povrchu desticek, ale i na
bunkach endotelu (7rojan 2003).

Vnéjsi systém. Zatimco aktivace f. X ve vnitinim systému je relativné pomala
a zahrnuje celou fadu interakci mezi nékolika faktory, konverze f. X na f. Xa v rdmci
zevniho systému je pomérné rychld. Rupturou platu a narusenim cévni stény dochazi
k uvolnéni TF (f. III). TF je transmembranovy apoprotein, ktery nabyva koagula¢ni
aktivity spojenim s membranovym fosfolipidem. Za fyziologickych podminek neni
exprimovan endotelem, ale je hojné syntetizovan okolnimi buiikami (buiiky hladké
svaloviny, fibroblasty aj.), s nimiz pfijde krev do styku jen pfi naruSeni vnitini vrstvy
stény cévy. V ramci aterosklerotické 1éze je TF lokalizovan pfevazné v makrofazich,
pénovych bunkach, buikach hladké svaloviny a v detritech pénovych bunék
v nekrotickém jadte platu. TF je kofaktorem faktoru VII a tvofi spole¢né s Ca** ionty
komplex. Tato vazba je potfebna pro aktivaci samotného f. VII na f. VIla, ktery poté

aktivuje f. X (Trojan 2003, Kvasnicka 2012).
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Aktivita tkanového faktoru je vyznamné vySsi v 1ézich pacientl s nestabilni
anginou pectoris nebo infarktem myokardu nez u pacienti se stabilni formou
kardiovaskularnich onemocnéni, coz mize ukazovat na dilezitou roli tohoto
koagula¢niho proteinu v trombogenicité platu (Kvasnicka 2012).

Spoleény systém. Vnitini i vnéj$i systém jsou navzajem propojeny a konverguji
do jednotného sledu déju, ktery zacina aktivaci f. X. Faktor Xa je jediny znamy enzym,
ktery Stépi peptidické vazby protrombinu a pfeménuje ho na trombin. Aktivni faktor
X uginkuje v komplexu sf. Va, fosfolipidy a ionty Ca®", vznikd tzv. aktivator
protrombinu. Faktor Va plsobi jako proteinovy potencujici kofaktor, ktery ma vysokou
afinitu ke kyselym membranovym fosfolipidiim. Trombin (f. Ila) je G¢inny proteolyticky
enzym s velmi uzce vymezenou substratovou specifitou. Je kliCovym a terminalnim
enzymem celého koagulacniho systému. Jeho pisobenim dochazi nejen k pfeméné
fibrinogenu na fibrin, ale i k jeho stabilizaci aktivaci faktoru XIII. Trombin dale aktivuje
1 faktory VIII a V pozitivni zpétnou vazbou, Ucastni se aktivace desti¢ek a vazbou na
membranu endotelu umoziuje aktivovat hlavni antikoagulacni faktor — protein C (ten
inaktivuje f. Va a VIIla). Pii konverzi fibrinogenu na fibrin trombin atakuje
aminotermindlni Casti a- a - fetézcl a uvoliuje dvojici malych fibrinopeptidiit A a B.
Zbyla molekula vznikajici po odstépeni téchto casti se nazyva fibrin-monomer.
Odstranénim fibrinopeptidl se zpfistupni komplementarni mista molekul a umozni se
spontanni polymerace fibrin-monomerti nekovalentnimi vazbami. Nasledn¢ zasédhne
aktivovany f. XIII, ktery za piitomnosti Ca®" iontl stabilizuje fibrin-polymer tvorbou
kovalentnich vazeb mezi a- a y- fetézci sousednich molekul. Stabilizovany fibrin je
pevnéjsi, elastictéjsi a odolnéjsi vici plisobeni fibrinolytickych faktorii. Fibrinova sit
zpeviluje destiCkovy trombus a zachycuje erytrocyty. Vytvaii tak definitivni

hemostatickou zatku (Trojan 2003).
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Obr. 7 — Koagulaéni kaskada. Zobrazeny jsou vnitini a vnéjsi systém i spolecna cesta

HMWK — High Molecular Weight Kininogen, d.f.3 — desti¢kovy faktor 3 (fosfolipidy)

Ptevzato z: Trojan (2003).
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Tab. 3 — Prehled koagula¢nich faktoru.

Charakteristika, funkce

Faktor Nazev
I fibrinogen velky protein tvofeny tfemi pary polypeptidovych
fetézcl o, B a y; a, P maji terminadlné vazané
fibrinopeptidy, jejichz St€penim vznika fibrin
II protrombin a2-globulin, jeho aktivni forma aktivuje faktory I, V,
VII, VIII, XI, XIII, protein C a desticky
I tkanovy faktor transmembranovy apoprotein, koagulacné aktivnim se

(TF)/tkanovy stdva spojenim s membranovym fosfolipidem;
uplatiuje se jako kofaktor v zevnim systému

tromboplastin
v Ca®" jonty jsou nezbytné pro vétSinu interakei v koagulacni
kaskade
Vv proakcelerin kofaktor v komplexu aktivatoru protrombinu
vl prokonvertin aktivuje v komplexu zevniho systému faktor X
VIII antihemofilicky chybéni této slozky je nejcastéjsi vrozenou poruchou
faktor koagulace (hemofilie A), uplatiiuje se jako regulacni
protein ve vnitinim systému; v plazmé cirkuluje ve
vazbé s vVWF

proenzym, po aktivaci v komplexu s f. VIIla,

IX Christmastv
faktor fosfolipidy a Ca** pfeméfiuje f. X na Xa

X Stuartiv- tvoti centrum v kaskadé reakci pti tvorbé aktivatoru

Prowerové faktor protrombinu
XI PTA (Plasma plasmaticky predchiidce tromboplastinu, patii mezi
Thromboplastin proenzymy kontaktniho systému
Antecedent)

XII Hagemantiv stoji na zacatku vnitiniho systému (tzv. faze kontaktu)

faktor

XIIT  fibrin stabilizujici  podnécuje tvorbu kovalentnich vazeb mezi monomery
faktor fibrinu a vede k tvorbé fibrinové sité

soucast kontaktniho systému, jako enzym podporuje
aktivaci f. XII a f. XI

HMWK (High  kininogen o vysoké molekulové hmotnosti, kofaktor ve
Molecular fazi kontaktu na zacatku vnitiniho systému
Weight
Kininogen)

prekalikrein

proenzym antikoagulacni serin-proteasy, jeho

X1V protein C
kofaktorem je protein S

Modifikovano dle: Trojan (2003).

Soucasné s formaci fibrinu dochazi za fyziologickych podminek k aktivaci

fibrinolytického systému, ktery po urcité dob¢ Stépi fibrin na degrada¢ni produkty. Jeho
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soucasti jsou Ctyfi sloZky: plazminogen, plazmin, aktivatory a inhibitory plazminogenu
(Trojan 2003).

V pokrocilych  fazich  ateroskler6zy ovliviiuje fibrinolytickad aktivita
pravdépodobné dalsi progresi aterotrombozy. V aterosklerotickych platech byl prokazan
zvySeny obsah PAI-1 (inhibitor aktivatoru plazminogenu), coz je serinova proteasa
predstavujici jeden z nejvyznamnéjSich inhibitori fibrinolytického systému. Je obsazen
v a-granulech desti¢ek a ochranuje primarni trombus pted prfedCasnym rozpusténim. Pii
ruptuie platu je uvoliiovan z aktivovanych desticek po jejich adhezi a agregaci na
nestabilni plat. ZvySené hodnoty PAI-1 jsou tak markerem zvySené trombogeneze. Navic
zvySeni hladiny PAI-1 byvéd spojeno se zvySenim jednoho z hlavnich aktivatort
plazminogenu — tkdnového aktivatoru plazminogenu (t-PA), protoze t-PA se v séru
nachazi ptfedevs§im vazany v komplexu s PAI-1. Tento aktivator proteolytickym Stépenim
konvertuje proenzym plazminogen na u¢inny plazmin (7rojan 2003, Blazek 2007).

Role t-PA ¢i u-PA (urokinasovy aktivator plazminogenu) v patofyziologii
aterotrombdzy neni zcela objasnéna, zda se vSak, ze v arteridlnim fecisti nemaji takovy
antitromboticky vliv jako v Zilnim systému. Naopak mohou tyto protedzy dale aktivovat

desticky nebo ptispivat k ruptute sklerotického platu (Blazek 2007).

3.2.5 KOMPLIKACE ATEROTROMBOZY

Aterotrombdza je onemocnéni charakteristické pro sou¢asného ¢lovéka. Samotna
ateroskler6za je relativné benigni onemocnéni, destabilizace sklerotického platu
a tromboticka okluze arterie je vS§ak maligni komplikaci, kterd vyrazné zhorSuje prognézu
nemocnych. V poslednich letech se také ukazuje, ze existuje souvislost mezi arteridlni
a zilni trombo6zou. Dosud jsme se domnivali, Ze formy trombogeneze v arterialnim nebo
zilnim systému se svoji etiopatogenezi zasadné 1isi — v ptipad¢ arterialnich trombotickych
ptithod hraji hlavni roli trombocyty, v pfipadé Zilniho tromboembolismu aktivace
koagulace a tvorba fibrinové zatky. Nyni se vSak ukazuje, Ze Zilni tromboembolismus
a ateroskleroticky proces maji mnohé spoleéné determinanty. Toto zjiSténi by mohlo
vysvétlovat fakt, ze az 67 % pacientl s idiopatickou Zzilni trombozou trpi zaroven
dyslipidémii (Stejskal 1999, Kvasnicka 2012).

Zilni a arterialni onemocnéni zfejmé mohou mit fadu spoleénych rizikovych
faktort, jako je dyslipidémie, obezita, arterialni hypertenze, koufeni a diabetes mellitus.
Z hlediska patofyziologie se ziejm¢ jednd o podobny mechanizmus poskozeni cévni

stény, na jehoz pocatku jsou subklinické zanétlivé zmény zahrnujici selhani regulacnich
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vlastnosti endotelu. Nepfimym, ale pomérn¢ silnym dikazem mozné souvislosti mezi
tepennymi a zilnimi onemocnénimi jsou napft. vysledky rozséhlé placebem kontrolované
intervencni studie, ve kter¢ Glynn et al. (2009) zjistili vyznamny pokles nejen
kardiovaskularnich piihod, ale i tromboembolickych zilnich piihod pii podavani
rosuvastatinu. Tento ucinek nebyl zéavisly na hypolipidemickych Ucincich, a proto se
nabizi ve zminéné skupiné 1éCiv popsany ucinek pievazné protizanétlivy. To déle
podporuje teorii o subklinickém cévnim zénétu jako spoleCném jmenovateli
aterosklerotickych tepennych a zilnich onemocnéni. Zminéné poznatky naznacuji, ze ob&
skupiny onemocnéni by mohly byt pfiznivé ovlivnény jiz zavedenymi 1é€ebnymi postupy
zaméfenymi na prevenci kardiovaskuldrnich onemocnéni aterosklerotického plvodu

(Pitha et al. 2014).

3.3 LDL-AFEREZA

LDL-aferéza (n€kterymi autory také oznaCovana jako lipoproteinaferéza ci
lipidaferéza) je velmi efektivni, ale finanéné¢ a casové ndrocnd metoda specificky
odstraniujici LDL-cholesterol z cirkulujici krve. Kromé LDL-Castic je schopna
odstraniovat 1 jiné lipoproteiny, obsahujici (stejné jako LDL) apoB, jako jsou VLDL
castice a také lipoprotein (a) neboli Lp (a), ktery ma podobné slozeni jako LDL.
Lipoprotein (a) je samostatny, nezavisly rizikovy faktor ateroskler6zy. LDL-aferéza se
fadi mezi 1écebné (hem)aferézy, coz jsou metody odstraiiovani nékterych slozek krve —
napf. leukocytaferéza, trombocytaferéza, erytrocytaferéza nebo nespecificka
plazmaferéza. Ta se diive pouzivala i pro eliminaci LDL-C, ale dochazi zde k prostému
odnéti ur¢itétho objemu plazmy a jeho nahrazeni ndhradnimi roztoky. S zaddanym
LDL-aferéza je proto mnohem vyhodngjsi. V soucasnosti je pouzivano 6 riznych metod
aferézy. Klasickou metodou je imunoadsorpéni LDL-aferéza, ktera byla zavedena roku
1981 a v Ceskoslovensku byla poprvé pouzita v roce 1996. Od té doby hraje diileZitou

v Vv

FH (Ceska et al. 2015, Thompson a Parhofer 2019).
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3.3.1 KONVENCNI LECBA FAMILIARNI HYPERCHOLESTEROLEMIE

Zakladem terapie heterozygotni formy FH je farmakologickda 1écba.
Hypolipidemicka 1écba sestava piedevsim z nejvyssi tolerované davky statinu, protoze
statiny maji jednozna¢né doklady o ovlivnéni KVO, a mély by tak byt prvni volbou
u vSech heterozygotii, ale i homozygotti. U heterozygotni formy jejich mechanismus
ucinku spociva v inhibici syntézy cholesterolu v hepatocytech, coz vede k up-regulaci
LDL-R a zvy$enému vychytavani cholesterolu z krve (Ceska et al. 2015). U homozygoth
se tento mechanismus do ur¢ité miry mtze také uplatnit, pokud maji zachovanou néjakou
rezidualni aktivitu LDL-R. Pfi totalni absenci LDL-R nemaji statiny efekt na hladiny
LDL-C (Cuchel et al. 2014, Bouhairie a Goldberg 2015, Feingold 2021b). Je vSak znamo,
ze statiny maji mnoho dalSich protektivnich u¢inkl pfi rozvoji aterosklerézy a KVO,
antitromboticky, zvySuji expresi NO-synthasy v endotelu a stabilitu aterosklerotického
platu, snizuji rozvoj hypertrofie a fibrozy myokardu (Oesterle et al. 2017).

V soucasnosti jsou preferovany atorvastatin (v max. davce 80 mg) a rosuvastatin
(40 mg). Neékdy vSak nejvyssi davky nevedou dokonce ani k pfiblizeni k cilovym
hodnotam, navic jsou provazeny vysSim vyskytem nezadoucich ucCinki. U fady
(fluvastatin, pravastatin). ProtoZze monoterapie statiny nedosahuje cilli, vyuziva se ¢asto
kombinacni 1é¢ba, aby doslo alespoii k co nejtésnéjsimu piiblizeni k cilovym hodnotam
LDL-C. Vyuziva se kombinace s ezetimibem, ktery blokuje vsttebavani cholesterolu ve
sttevé, a je diky nému mozné snizit davku statinu. Tato kombinacni 1é€ba vede az k 70%
redukci LDL-C. Nékdy se vyuzivd i trojkombinace — statin, ezetimib a pryskyfice
(inhibitory reabsorpce zlu¢ovych kyselin). DalS§i moznosti jsou fibraty, ty ale nejsou
lékem volby pro kombinacni 1écbu FH. Vyhodné jsou tam, kde jsou mirn¢ zvySené
hladiny triglyceridt (Ceska et al. 2015, Turgeon et al.2016).

Cilové hodnoty LDL-C dle doporuceni American Heart Association (AHA)
a European Society of Cardiology (ESC) jsou <3 mmol/l v primarni prevenci, u vysokého
kardiovaskularniho rizika <2,5 mmol/l (v sekundarni prevenci) a u velmi vysokého rizika
<1,8 mmol/l (po probehlé kardiovaskularni ptihod¢). European Atherosclerosis Society
uvadi u pacientt s FH cilové hodnoty LDL-C <2,5 mmol/l a u pacienti s projevy ICHS
a/nebo diabetem nebo jinym KVO <1,8 mmol/l (Ceska et al. 2015, Thompson a Parhofer
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2019). U pacienti s FH je ale obtizné téchto hodnot dosdhnout, proto je za cil terapie

povazovano snizeni LDL-C o vice nez 50 % ptvodni hodnoty (Ceska et al. 2015).

3.3.2 INDIKACE K LECBE LDL-AFEREZOU

U zévaznych piipadi homozygotni FH, kdy standardni farmakoterapie
v kombinaci s piisnym dodrZzovanim dietnich a rezimovych opatieni nevede k dosazeni
cilovych hodnot LDL, je LDL-aferéza doporucena jako metoda volby. Dalsi indikaci
LDL-aferézy jsou heterozygotni pacienti rezistentni na konvencni 1é¢bu, netolerujici
vysoké davky statinli nebo napt. t€hotné pacientky, u kterych jsou statiny i ezetimib
kontraindikovany. U heterozygotnich pacientli je potfeba LDL-aferézu zvazit zejména,
pokud je jiz ptitomna progresivni ICHS a pokud neni dosahovano cilovych hodnot
LDL-C maximalni tolerovanou hypolipidemickou farmakoterapii (Ceska et al. 2015,
Thompson a Parhofer 2019, Feingold 2020).

Efekt LDL-aferézy mize byt posilen v kombinaci s uzivdnim statinli. Vyrazné
ovlivituje prognézu a délku preziti, homozygotni pacienti se diky ni dozivaji 40-50 let,

nekdy 1 vice (Bouhairie a Goldberg 2015, Benito-Vicente et al. 2018).

3.3.3 METODY LDL-AFEREZY

V soucasné dobé¢ je k dispozici Sest metod LDL-aferézy: imunoadsorpce, dvojita
filtrace plazmy, metoda vyuzivajici dextransulfat, heparinem indukovana precipitace
(HELP), piima adsorpce lipoproteinti (DALI) a dextransulfatova pifima adsorpce. Dvé
posledni zminéné metody odstraniuji LDL-C z pIné krve, zbylé metody primarné ziskavaji
plazmu bud’ centrifugaci, nebo filtraci a s ni dale pracuji (Ceska et al. 2015).

Zakladem vSech metod je odstranovani LDL-C v mimotélnim ob&hu. Pomoci
jedné kanyly je krev odebirdna z periferni Zily obvykle horni koncetiny a je vedena do
aferetického pfistroje. Po odstranéni LDL-C se o€iSténa krev vraci zpét druhou kanylou
zavedenou do zily stejné nebo druhé paze. U jednotlivych metod se pak lisi zplsob
separace LDL-C v aferetickém pfistroji (Ceska et al. 2015, Feingold 2020).

Klasicka LDL-aferéza, ktera je vyuzivana i ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové, funguje na principu imunoadsorpce, kdy jsou vyuzivany ov¢i protilatky proti
lidskému apoB. Schéma této metody je uvedeno na Obr. 8. Z odebrané krve je

odd€lovana plazma centrifugacnim (pfip. membranovym) separatorem. Antikoagulace je
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zajisSténa tivodnim bolusem heparinu a poté v mimotélnim obéhu smisenim plazmy s tzv.
Acid Citrate Dextrose (ACD), coz je vodny roztok kyseliny citronové, citratu sodného
a glukdzy. Citrat vaze vapenaté ionty za vzniku komplexu, ktery brani uplatnéni kalcia
v koagula¢ni kaskadé. Tento komplex je pak bez problému odbouran v jatrech. Oddélena
plazma je dale Cerpana do dvou adsorp¢nich kolon, ulozenych v fidicim adsorpéné-
desorpénim automatu. Kolony obsahuji polysacharid sepharosu, na kterou je kovalentné
navazana ov¢i protilatka proti apoB, tudiz je v kolon¢ zachycen LDL obsahujici apoB na
zéklad¢ imunologické reakce antigen-protilatka. Po pritoku ur¢it¢ého mnozstvi plazmy je
prvni kolona zaplnéna a pak automat piepne na druhou kolonu. Naplnéna kolona je
promyvana fyziologickym roztokem a nésledné¢ glycinem o nizkém pH, ¢imz se
zachycené ¢astice LDL uvolni z vazby (dochazi k desorpci) a odtékaji do odpadu. Poté je
kolona jest€¢ promyta pufrem pro Upravu pH, fyziologickym roztokem a je pfipravena
k dal$imu pouziti. Systém paru kolon tedy pracuje sttidavé a opakované, az je docileno
zadaného snizeni mnoZzstvi LDL-C. V praxi toto trva pfiblizn€ 3-5 hodin pfi pfitoku
z periferni zily. Adsorp¢ni kolony mohou byt pro daného pacienta pouzivany opakovang,

garantuje se 50 pouziti (Ceska et al. 2015).

m I Adsorpéné-
desorpéni
automat

Separator
krevnich

télisek
clise Adsorpéni FARN

Krev kolony L A

—_—

H .
space Plazma

Obr. 8 — Schéma imunoadsorp¢ni LDL-aferézy. PBS pufr (Phosphate Buffered Saline)

— fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem, F1/1 — fyziologicky roztok. Pfevzato z: Ceska
etal. (2015).
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3.3.4 PRINOSY, VLIV NA KARDIOVASKULARNI RIZIKO

Vsechny soucasné dostupné metody LDL-aferézy snizuji hladinu LDL-C hluboce
pod normu, obecné se udava prumérné snizeni o 60-80 %. Tohoto t¢inku nebylo mozné
diive docilit zddnym jiny dosud zndmym medikamentéznim zplsobem. Na rozdil od
plazmaferézy nema LDL-aferéza negativni dopad na HDL-C, albumin nebo
imunoglobuliny (Ceska et al. 2015).

Nevyhodou vSak je tzv. rebound fenomén. Po procedufe LDL-aferézy vznika
velmi diilezitd, ptiblizné jednotydenni perioda hypocholesterolemie, kdy se redistribuuje
LDL-C z tkani. Nasledné ovsem dochazi k opétovnému, pomérné rychlému vzestupu
hladiny LDL-C, ktera se asi za dva tydny navraci k ptivodnim hodnotdm pted procedurou.
Proto je nutné vykony pravidelné opakovat v tydennich nebo dvoutydennich intervalech.
Kazda procedura je navic ¢asov€é narocnd, trva pfiblizn€ 3-5 hodin. Piestoze rychle
dochazi k rebound fenoménu, muze pravidelna a dlouhodobd 1é€ba LDL-aferézou zajistit
pramémy pokles LDL-C asi 0 40 % (Bouhairie a Goldberg 2015, Ceska et al. 2015).

Muze dochézet i1 ke snizeni hladiny HDL ¢astic, ale jejich hladina se vraci na
puvodni hodnotu béhem 24 hod. Podobny efekt miizeme pozorovat u triglyceridd, zde
vSak také dochdzi k vyrovnani hladiny béhem 24 hod po procedute. LDL-aferéza nevede
pouze ke snizeni hladiny LDL-C, vykazuje pleiotropni uCinky na kardiovaskularni
systém. Snizuje aktivitu zanétlivych markerti (napt. CRP), fibrinogenu a dalSich
koagulacnich faktorti, komplementu i hladin PCSK9 (Feingold 2020).

Jak jiz bylo zminéno v ivodu, neexistuji velké mezindrodni randomizované
zaslepené a placebem kontrolované studie, které by detailn¢ zhodnotily vliv LDL-aferézy
na kardiovaskularni riziko. Provedeni takové studie by bylo velmi obtizné¢ vzhledem
k tomu, Ze hypercholesterolemie je spojena se vznikem kardiovaskuldrnich piihod.
Z etického hlediska by tak bylo nevhodné pacienty s velmi vysokymi hladinami LDL-C
zamerne nelécit. Byla vSak provedena fada jinych fizenych studii, které potvrzuji benefity
LDL-aferézy a jeji efekt na prognézu FH (Ceska et al. 2015, Feingold 2020).

Vsechny dostupné studie a zkuSenosti z velkych center potvrzuji klinicky benefit
pravidelné a dlouhodobé 1écby LDL-aferézou na kardiovaskuldrni systém. Pomér
nakladt a efektivity je rovnéz pozitivni (Ceska et al. 2015). Byl také pozorovan vyrazny
synergicky efekt LDL-aferézy s farmakoterapii statiny, kdy dochazi k signifikantni
redukci stendzy (resp. zvySeni prusvitu) koronarnich arterii (7atami et al. 1992, Kroon et

al. 1996). Dale byla popsana stabilizace az regrese procesu aterosklerdzy (Levine et al.
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1995, Kroon et al. 1998, Blaha et al. 2004), zlepSeni perfize myokardu a snizeni némé
¢i zatézové ischemie (Adengevaeren et al. 1996). Jiné prace zase dokladaji pozitivni zmény
ve fyziologickych funkcich endotelu jiz po jedné procedure LDL-aferézy, véetné zvySeni
syntézy NO (Igarashi et al. 1995, Tamai et al. 1997). Mezi dalsi ptiznivé efekty metody,
které vedou ke zlepSeni progndzy, patii zvySeni rezistence LDL castic k oxidaci
(Leitinger et al. 1996, Donner et al. 1999) ¢i snizeni exprese adheznich molekul (Uno et
al. 1995). Dulezitd je také prokdzana normalizace funkce aktivovanych trombocyth
(Sinzinger et al. 1996).

Vice jak Ctyficetileté zkuSenosti potvrzuji tspéSnost a bezpecnost LDL-aferézy.
U vysoce rizikové skupiny homozygotnich pacientd 1ze dosahnout regrese aterosklerdzy,
primarni i sekundarni prevence aterogennich komplikaci, a tak vyznamné ovlivnit kvalitu
zivota 1 délku pteziti (Cuchel et al. 2014, Blaha et al. 2015). Heterozygoti jsou Castéji
léCeni az v rdmci sekundéarni prevence a odstranéni ¢i vyrazné zmirnéni angindznich
1 klaudikacnich symptomt se pfiznivé odrazi zejména ve zvySeni kvality zZivota. Nicméné
1 u téchto pacientl s té¢zkou hypercholesterolemii (refrakternich ¢i netolerujicich 1é¢bu
statiny) fada praci prokédzala nespornou u¢innost LDL-aferézy a snizeni kardiovaskularni
morbidity (Thompson 2013, Blaha et al. 2015).

LDL-aferéza je také jako jedind metoda moznéd v t€hotenstvi. Diky lécbé
LDL-aferézou muze téhotenstvi nékdy hladce probéhnout 1 u homozygotnich pacientek

(Ceska et al. 2015).

3.4 MONOKLONALNI PROTILATKY A DALSI MODERNI
LECIVA

V soucasné dob¢ jsou na trhu dostupna nové;jsi 1éCiva, ktera 1ze vyuzit v pripadé,
ze pacienti netoleruji 1écbu statiny nebo nedosahuji cilovych hodnot. Diky vyvoji téchto
novych hypolipidemik se v budoucnu pravdépodobné snizi nutnost pouziti LDL-aferézy
u nekterych pacientd s FH, predev§im u heterozygotii. Lécba LDL-aferézou by se tedy
mohla zazit na homozygotni pacienty (Feingold 2020).

Jednou z moznosti moderni farmakoterapie heterozygotni formy FH (a ptipadné
1 homozygotni formy s rezidudlni aktivitou LDL-R) jsou PCSK9-inhibitory (PCSK9i).
Pokud nestaci terapie statiny, ev. statiny v kombinaci s ezetimibem, ma byt zvazeno praveé
piidani PCSK9i1. Za urcitych podminek, napt. statinové intolerance mohou byt vyuzity

v monoterapii, ale jsou vhodné i do dvoj- nebo trojkombinace. PCSK9i snizuji LDL-C
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v priméru o 50-60 % (v monoterapii i v kombinacich) a redukuji riziko
aterosklerotickych kardiovaskuldrnich piihod (Soska a Kyselak 2021).

Jedna se o monoklondlni protilatky proti enzymu PCSK9 a v soucasnosti jsou
dostupné dv¢ — alirokumab a evolokumab. Jejich mechanismus uc¢inku spoc¢iva ve vazbe
na PCSKD9 a jeho inaktivaci. Tim je znemoZznéna vazba PCSK9 na LDL-R a internalizace
tohoto komplexu v endozomu, kterd brani recyklaci LDL-R. Vysledkem je zvyseni poc¢tu
povrchovych LDL-R s néslednym urychlenim vychytavani a degradace castic LDL
apoklesem hladiny LDL-C (Vrablik 2014, Soska a Kyselak 2021). Role PCSK9
v metabolismu LDL-R je zndzornéna na Obr. 9.

PCSKO9i jsou primarn¢ eliminovany bunéénou endocytdzou a fagocytézou, nejsou
metabolizovany ani vyluCovany jatry ¢i ledvinami, neni proto potfeba upravovat
davkovani u pacientli se snizenou funkci jater nebo ledvin. Nebyly u nich pozorovany
zadné 1ékové interakce, neinteraguji s enzymy cytochromu P450 ani transportnimi
proteiny (Feingold 2021b).

Podavaji se subkutanné v zavislosti na davce jednou nebo dvakrat mésicné. Jejich
vyhodou je vysoka uc¢innost a malé mnozstvi nezadoucich u¢inkt. Vyznamné nezadouci
ucinky zahrnuji vétSinou pouze reakce v misté aplikace. Byly u nich dokonce prokazany
pleiotropni u¢inky podobné jako u statinii — antiaterosklerotické, ucinky stabilizujici
ucinkim je jejich pouziti pifinosné 1 u homozygotni formy FH. Nevyhodou
monoklonélnich protilatek je ale vysoka cena (Basiak et al. 2021, Feingold 2021b).

Mezi nejnovéjsi 1é¢iva schvalena pro 1écbu FH patii inklisiran, ktery patii do
skupiny malych interferujicich molekul RNA (siRNA, z angl. small interfering RNA).
Indikace inklisiranu jsou shodné s monoklonalnimi protilatkami PCSK9i a tykaji se
dospélych pacienti s primarni hypercholesterolémii (heterozygotni familiarni
a nefamiliarni formou) nebo smisenou dyslipidémii (S/iva 2021).

Mechanismem ucinku se inklisiran podobéd inhibitorim PCSK9. Pasobi
v hepatocytech, kde specificky stimuluje St€peni mRNA kodujici PCSK9, ¢imz redukuje
syntézu PCSK9 a vyrazné tak snizuje jeho hladiny v plazmé (Feingold 2021b, Sliva
2021).

Vysledky klinickych studii ukazuji, Ze pfi terapii inklisiranem dochézi
k vyznamnému snizeni hladiny LDL-C. Nespornou vyhodou této 1écby oproti
monoklondlnim protilatkdm je podavani subkutanné jednou za 6 meésicti, coz by mohlo

zvysit kompliance pacientl. Prozatim jedinymi nezddoucimi ucinky spojenymi

31



s uzivanim inklisiranu byly opét nezadouci u€inky v misté vpichu (Feingold 2021b, Sliva

2021).

endoplazmatické
retikulum

endozom

LDL receptor

@ LDL éastice

Obr. 9 — PCSK9 a degradace LDL-R. Pievzato z: Vrablik (2014).

Pro 1é€bu homozygotni FH s nefunkénimi LDL-R jsou pak schvalend léciva
lomitapid a mipomersen (ten je zatim schvalen pouze v USA). Mechanismus ucinku
téchto 1éCiv neni na rozdil od statind, ezetimibu ¢i monoklonalnich protilatek proti
PCSK9 zavisly na aktivit¢ LDL-R. Lomitapid je inhibitor MTP (microsomal transfer
protein). Tento protein hraje vyznamnou roli v transportu cholesterolu, triglycerid
a produkci VLDL v jatrech a chylomikroni ve stievé. Lomitapid tak snizuje hladinu
LDL-C 1 triglyceridi. Mipomersen je antisense oligonukleotid inhibujici syntézu
apolipoproteinu B a je podavan ve formé subkutannich injekci (Ceska et al. 2015,

Bouhairie a Goldberg 2015, Benito-Vicente et al. 2018).
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4. CIL PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo otestovat mozné rozdily v agregaci trombocyta
a koagulaci krve u pacientii s FH, a to ve vztahu k pouzité 1é€ebné metod¢ a v porovnani
se zdravymi jedinci. FH pacienti byli 1é¢eni monoklonalnimi protildtkami proti PCSK9
a Cast z nich navic podstupovala LDL-aferézu.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda existuje korelace mezi agregaci desti¢ek a hladinami
lipidd — triglyceridi, celkového, LDL-cholesterolu a tzv. ,,non-HDL* cholesterolu, ktery
vyjadfuje sumu cholesterolu obsazeného ve vSech potencidlné aterogennich

lipoproteinovych ¢asticich — LDL, IDL, VLDL a zbytcich chylomikronti.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 MATERIAL
5.1.1 KOHORTA DARCU

Vzorky krve byly ziskany ve spolupraci sIII. interni gerontometabolickou
klinikou Fakultni nemocnice Hradec Kréalové (Prof. Milan Blaha), kam také pacienti s FH
dochazeli na LDL-aferézu. Vzhledem k tomu, ze FH patii mezi méné ¢asta onemocnéni,
skladala se kohorta darcti krve z menSiho souboru patnacti pacienti. Jednalo se ale
o vSechny pacienty, ktefi do této nemocnice dochézeji s diagndézou FH. V této skupiné
pak osm pacientii podstoupilo LDL-aferézu, zbylych sedm nebylo 1é¢eno aferézou. Sest
pacientli na LDL-aferéze bylo zaroven 1é¢eno inhibitory PCSK9. Stejné tak ve skupiné
bez aferézy Sest pacientli uzivalo inhibitory PCSK9. Ke vzorktim krve vSech nemocnych
byly pro porovnani ziskdny vzorky od zdravych dobrovolnikl, vékové shodnych
s pacienty s FH (stejna klinika, MUDr. Pavel Skotepa).

VSsichni Gcastnici studie pfed odbérem vyplnili informovany souhlas, GDPR
dokumenty a dotaznik s klicovymi informacemi ve vztahu k naSemu projektu. Soucasti
dotazniku byla hmotnost a vyska pacienta, v€k, pohlavi, koureni (ANO/NE), diagnoza/y
(u pacientl jina nez FH) a uzivana 1é¢iva. Zakladni data o pacientech s FH jsou shrnuta
v Tab. 4-6. Studie byla schvalena etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové
(¢islo 202007 SO1P z 18. ¢ervna 2020) a vSechny experimenty byly provedeny v souladu

s principy aktudlniho znéni Helsinské deklarace.

5.1.2 ODBERY A ZPRACOVANI KRVE

U pacientl podstupujicich LDL-aferézu byly provedeny vzdy dva odbéry — prvni
tésné pied aferézou a druhy ihned po jejim skonceni. Aferéza trvala vzdy cca 4 hodiny.
Prvni odbér pied procedurou probihal rano na lacno a sestra postupné krev odebirala do
zkumavek v nésledujicim pofadi: 6 ml srazlivé krve na serum do zkumavky
s akceleratorem agregace pro stanoveni hladin lipida (LDL-C, HDL-C, triglyceridy),
glykémie, zanétlivych markert a vitaminu K; 2x4,5 ml krve do citratovych zkumavek
(obsahujicich 3,2 % citrat sodny) pro méfeni koagulace a stanoveni mikrodesticek
a agregatl leukocyt-desticka; 2x10 ml krve do heparinizovanych zkumavek (170 IU/10

ml) pro méfeni agregace. Stejny postup byl zopakovan u pacienti s FH, ktefi
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nepodstoupili LDL-aferézu, a zdravych dobrovolnikti, kdy byl proveden pouze jeden
ranni odbér.

Transport odebrané krve byl vzdy zajistén tak, aby byl experiment zahdjen piesné
30 minut po ukonceni odbéru. Po dopraveni vzorkli na FaF bylo odebrano 750 ul citratové
krve na pritokovou cytometrii a zbytek se ihned dal centrifugovat na plazmu pro
stanoveni koagulace pti 3795 otaCkach/min (2000 g) na centrifuze Hettich Universal 320
R (radius rotor 138 mm), po dobu 20 min. Heparinizovana krev byla po pfineseni opatrné
promichéna a totéz se d¢lo pravidelné pti provadéni experimentu pied kazdou dalsi sérii.

Lipidy a glykémie byly stanoveny standardnim zptisobem na Ustavu klinické

biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
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Tab. 4 - Geneticka data pacientii s FH.

Pacient LDL- Bez Fenotyp Gen  Varianta 1 Varianta 2  Lokace

¢. aféza  aferézy zmény DNA zmény exonu
(pohlavi (roky proteinu
) )
1 (M) - ANO HeFH - - - E4-8
2(M) - ANO HeFH LDL-R - p.-Asp345Ala  E9
3(Z) - ANO HeFH LDL-R - p.GIn378Pro  ES8
4 (M) - ANO HeFH LDL-R - p.Gly324Ala E7
fsX46
5(M) - ANO HeFH LDL-R ¢.2072C>A  p.Ser691Ter -
6 (M) - ANO HeFH LDL-R ¢.2072C>A p.Ser691Ter -
7 (M) - ANO HeFH LDL-R ¢.1775G>A p.Gly592Glu EI12
8(Z) ANO - HoFH LDL-R c.1474G>A; - E10;
(22) c.1775G>A E12
9(Z) ANO - HoFH LDL-R - p.Asp354Ala  ES
(10)
10(Z) ANO - HoFH LDL-R ¢.1729T>G; p.Trp577Gly -
(%) c.1414G>T p.Asp472Tyr
11(Z) ANO - HeFH - - - -
(22)
12(M) ANO - HeFH - EX9 14del - E9-14
(5)
13(Z) ANO - HeFH - - - -
19)
14 (M) ANO - HeFH - - - -
(25)
I5(M) ANO - HoFH LDL-R c.1775G>A; - E12;
(20) ¢.2390- E16
1G>A

M: muz Z: zena; HeFH: heterozygotni familiarni hypercholesterolemie; HoFH:

homozygotni familidrni hypercholesterolemie; LDL-R: low density lipoprotein receptor.
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Tab. 5 - Charakteristika pacientii s FH.

LDL- Bez LDL- p-hodnota

aferéza aferézy

Pacienti, N 8 7
vek® 40-77 57+ 13 48+ 6 0,151
BMI? 18,5-30+ 27,65+ 30,87 £ 0,191

4,21 4,17

Kouteni ANO 1 (12,5 %) - 0,333
COVID-19* ANO 2(25%) 3(42,9%) 0,464
KVO Arteridlni hypertenze 3 (37,5 %) - 0,070
AKB 2(25%) 2(28,6%) 0,876
AS karotid 3(37,5%) 3(42,9 %) 0,833
ICHS 5(62,5%) 2(28,6 %) 0,189
PAD 2 (25 %) - 0,155

AS+kalcifikace/AS+defekt/ pouze AS 3 (37,5%) 1(143%) 0310

aortalni chlopné

CMP 1 (12,5 %) - 0,333

Mirna stendza levé ACC 1 (12,5 %) - 0,333

Bilateralni AS a kalcifikace ACC 1 (12,5 %) - 0,333

Hemodyn. nevyznamna aort. stenéza 1 (12,5 %) - 0,333
Onemocnéni FH 8 (100 %) 7 (100 %) -

Diabetes mellitus typ 1 2(25%) 1(14,3 %) 0,605

Hypothyreoza 3 (37,5 %) - 0,070

Anémie 1 (12,5 %) - 0,333

Alergie 1 (12,5 %) - 0,333

Glaukom 1 (12,5 %) - 0,333

Astma bronchiale 1 (12,5 %) - 0,333

AKB: aortokoronarni bypass; ACC: spolecna karotida, z lat. arteria carotis communis; AS:
aterosklerdza; BMI: body-mass index; CMP: cévni mozkova ptihoda; ICHS: ischemicka choroba
srde¢ni; KVO: kardiovaskularni onemocnéni; PAD: onemocnéni perifernich tepen (peripheral
artery disease); N: pocet pacientd. Data jsou prezentovana jako pocet pacientti v obou skupinach
a v procentech z celkového poctu subjektti ve skupiné s aferézou (n=8) a bez aferézy (n=7).
P-hodnoty byly stanoveny pomoci statistického softwaru GraphPad 9.3.1 s vyuzitim neparového
t-testu nebo Chi-kvadratového (a Fisherova exaktniho) testu. BMI bylo vypoc¢itano pomoci
vzorce: hmotnost [kg]/ (vy$ka [m])% # V&k a BMI jsou prezentovany jako primér = SD. ® Pacienti,
kterym byl diagnostikovan COVID-19 v obdobi 3—7 mésict pted odbéry krve.
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Tab. 6 — Léciva uzivana pacienty s FH.

Hypolipidemicka lécba Antiagregancia Antikoagulancia
M HeFH PCSK9i+S+E
M HeFH PCSK9i+S+E
F HeFH PCSK9i+S+E
M HeFH PCSK9i+S+E
M HeFH PCSK9%i+S +E enterosolventni
ASA
M HeFH PCSK9i+S+E ASA
M HeFH S+E
F HoFH LDL-aferéza + PCSK9i+ S + warfarin
E
F HeFH LDL-aferéza+ PCSK91+S+  enterosolventni apixaban
E ASA
HeFH  LDL-aferéza + PCSK9i + E ASA
F HoFH LDL-aferéza + PCSK9i+ S+ klopidogrel, ASA
E
M HoFH LDL-aferéza +PCSK9i+ S + ASA
E+L
F HeFH LDL-aferéza +S + E warfarin,
Detralex®
M HeFH LDL-aferéza + S + Fi klopidogrel,
enterosolventni
ASA

F HoFH LDL-aferéza +PCSK9i+ S +
E+L

Hypolipidemika + ATC koéd: S — statiny (C10AA); Fi — fenofibrat (C10AB);
E — ezetimib (C10AX09); L — lomitapid (C10AX12); PCSK9i — monoklonalni protilatky
(C10AX13-14).

5.1.3 REAGENCIA

Induktory agregace

V této praci bylo pouzito celkem sedm induktord pro otestovani rtiznych cest
aktivace desticek. Byly pouzity fyziologické induktory jako kolagen, ADP a PAF
(konkrétné PAF-16), ale 1 syntetické sloucCeniny aktivujici pozadované cesty agregace.
Mezi né patfily kyselina arachidonova (AA), ristocetin, U-46619 a thrombin receptor

activating peptide (TRAP). Tato analoga byla pouzita, abychom se vyhnuli problémim
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spojenym s pouzitim endogennich latek. Ristocetin, plivodné antibiotikum, pfimo

interaguje s VWF a jeho receptorem, proto byl s vyhodou pouzit misto endogenniho vWF,

coz je prili§ velka a heterogenni molekula. U-46619 je dobie znamy a stabilni analog

tromboxanu A, ktery je naopak velmi nestabilni. TRAP je vyuzivan jako analog

trombinu, jehoz nevyhodou je, Ze kromé¢ agregace aktivuje i koagulaci. TRAP

reprezentuje N-termindlni sekvenci aminokyselin vznikajici po navazani trombinu na

PAR enzymatickym odStépenim z tohoto receptoru. Tato sekvence pak slouzi jako ligand

pro PAR. Vyhodou TRAP je, Ze postradd enzymatickou aktivitu trombinu, tim padem

aktivuje pouze desticky.

AA — Roche (Basel, Svycarsko)

kolagen — Diagnostica, a.s. (Praha, CR)

ADP — Roche (Basel, Svycarsko)

TRAP-6 — Roche (Basel, Svycarsko)

ristocetin — Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
PAF-16 — Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
U-46619 — Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Antiagregancia

V experimentu byla vyuzita tfi klinicky uzivand antiagregancia: kyselina

acetylsalicylova (ASA) — inhibitor COXj, tikagrelor — antagonista receptoru P2Y 12 pro

ADP, vorapaxar — antagonista thrombinového receptoru PAR-1 (relativné novéjsi 1é€ivo,

pouziva se momentalné jen v USA, v Evropé ne).

ASA - Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
tikagrelor — Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
vorapaxar — Selleck Chemicals GmbH (Planegg, Némecko)

Induktory koagulace

Vsechny induktory byly zakoupeny od Technoclone (Viden, Rakousko). Také
kontrolni plazma byla zakoupena od tohoto vyrobce.

Technoplastin HIS® — tkafiovy tromboplastin (f. I1I) s ionty Ca?" (PT test)
Dapttin TC®- oxid kiemiéity, sulfatid (druh sfingolipidu) piedstavujici zaporné
nabity povrch a smeés purifikovanych fosfolipidta (aPTT test)

chlorid vapenaty — CaCl, (aPTT test)
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Antikoagulancia
heparin (5000 IU/ml) — komeréné dostupny preparast HEPARIN LECIVA
(Zentiva, CR)

apixaban — Toronto Research Chemicals (Toronto, Kanada)
argatroban — Selleck Chemicals GmbH (Planegg, Némecko)
dabigatran — Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
rivaroxaban— Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Rozpoustédla
dimethylsulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

superéistd voda — pfipravena pfistrojem Milli-Q® RG (Merck Millipore,
Massachusetts, USA)
fyziologicky roztok — B.Braun (Melsungen, Némecko)

5.1.4 PRISTROJE A DALSI POMUCKY

e impedan¢ni agregometr Multiplate® Analyzer (Roche Diagnostic, Basel,
Svycarsko)

e koagulometr Ceveron® (Technoclone, Videni, Rakousko)

e analytické vahy (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

e vortex IKA® Vortex Genius 3 (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Némecko)

e centrifuga Hettich Universal 320 R (Hettich, Tuttlingen, Némecko)

e mikrozkumavky — 0,5 ml; 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e automatické pipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Spicky k pipetdm (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e kyvety pro stanoveni agregace krevnich desticek — Multiplate® Test Cells
(Roche Diagnostic, Basel, Svycarsko)

e kyvety pro stanoveni koagulace (Technoclone, Viden, Rakousko)
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5.2 METODIKA PRO MERENI AGREGACE TROMBOCYTU
5.2.1 PRIPRAVA ROZTOKU INDUKTORU A ANTIAGREGANCI{

Pied piipravou reagencii bylo nutné zapnout agregometr, ktery se postupné
vytemperoval na 37°C. Zaroven byl z lednice vytazen fyziologicky roztok a naplnil se do
zkumavek, které byly vloZeny do pfistroje, aby se roztok zahtal na pozadovanou teplotu.
Vétsina induktorti byla pfedpipetovana a uchovavdna ve form¢ zasobnich roztokl
k rychlému vyuziti v experimentu. Zasobni roztoky AA, ADP, TRAP a U-46619 jsou
stabilni 4 tydny pfi uchovavani pii — 20 °C, kolagen v lednici (2-8 °C) také 4 tydny,
ristocetin v lednici 1 tyden a PAF pii — 80 °C ma zarucenou stabilitu 3 mesice.
Antiagregancia vorapaxar a tikagrelor byla také ulozena ve formé zasobnich roztokt pti
— 20 °C se stabilitou 4 tydny, zatimco ASA nemél predem ptipravené zasobni roztoky,
pracovni roztoky byly ptfipraveny vzdy az v den experimentu.

Po zapnuti pfistroje bylo potfeba vytdhnout z mrazéku (— 20 °C) balicek
obsahujici induktory AA (95 pl, 15 mM), ADP (95 ul, 0,2 mM), TRAP (60 ul, 1 mM)
a protidestickova léCiva vorapaxar a tikagrelor. Induktory byly po rozmrznuti jiz
piipraveny k pouziti v uvedenych koncentracich. Analogicky byl uchovavan induktor
U-46619 (1 mM), ten byl ale rozmrazen a natfedén az tésné pred vlastnim méfenim.
Nésledovalo vytazeni hluboce zmrazené¢ho zasobniho roztoku PAF (2 mM). K 10 pl
tohoto roztoku bylo ihned pfidano 90 pl ethanolu, ¢imz jsme ziskali koncentraci 200 pM.

V dalsim kroku byly piipraveny roztoky antiagregancii. U ASA byl nejprve
piipraven zasobni roztok o koncentraci 30 mM. Navazka a potiebné mnozstvi
rozpoustédla (DMSO) pro ptipravu 30 mM roztoku byla vzdy vypocitana doptedu. Po
rozpus$téni ASA se ze zasobniho roztoku pfipravily i pracovni roztoky.

Déle se natedily jiz rozmrzlé zasobni roztoky vorapaxaru a tikagreloru a z lednice
se vytahl ristocetin a kolagen. Pro zasobni roztok kolagenu bylo k dispozici vyrobcem
urcené nespecifikované rozpoustédlo urcené pro fedéni kolagenu. Nakonec byly
natedény roztoky PAF a U-46619. Deset minut pfed zahdjenim experimentu byl
pfipraven finalni pracovni roztok PAF. K 10 pl roztoku o koncentraci 200 pM,
piipraveného v prvnich krocich, bylo ptfidano 790 ul fyziologického roztoku, ¢imz jsme
ziskali roztok 2,5 uM. Pracovni roztok U-46619 byl pfipraven az tésné pied jeho pouzitim
v experimentu. Po vytazeni z mrazaku bylo ihned k 10 pul 1 mM roztoku ptidano 990 pl

fyziologického roztoku, a byl tak ziskan 10 pM pracovni roztok.
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Detaily fedéni reagencii jsou zndzornény v Tab. 7 a Tab. 8. PouZité koncentrace

induktori byly vétSinou zvoleny na zaklad¢ vysledkti ptedchozich studii vyzkumné

skupiny Kardiovaskuldrni a respira¢ni farmakologie a toxikologie se zdravymi

cvwr

v predchozich experimentech (Carazo et al. 2023). Koncentrace ristocetinu byla vybrana

na zaklad€¢ dostupnych udaju z literatury (Frontroth a Favaloro 2017). U tikagreloru

a ASA byla také zvolena koncentrace pouzitd v jinych studiich, jedna se o 1é¢iva jiz dobie

znama. Vorapaxar je vSak relativné nové klinicky pouzivané antiagregans, proto byla

u n¢j nejprve na vzorcich krve ne€kolika dobrovolnikil stanovena na ddvce zavisla mira

inhibice. Ze vzniklé kiivky této zéavislosti byla odectena ICso (polovina maximalni

inhibi¢ni koncentrace), a ta pak byla pouzita v naSem experimentu (Carazo et al. 2023).

Tab. 7 — Priprava roztoki induktor.

Induktor Koncentrace Objem Redéni: rozpoustédlo + Koncentrace
zas. roztoku Zas. objem pracovniho
roztoku roztoku
AA 15 mM - pfipraven k pouziti po 15 mM
rozmrazeni
ADP 0,2 mM - pripraven k pouziti po 0,2 mM
rozmrazeni
TRAP 1 mM - pfipraven k pouziti po 1 mM
rozmrazeni
kolagen 1 mg/ml 20 ul 180 ul ,,collagen diluent R2* 100 pg/ml
ristocetin 12,5 mM - piipraven k pouziti 12,5 mM
PAF 2 mM 10 pl 90 pl ethanolu 200 uM
PAF 200 uM 10 ul 790 ul fyz. roztoku 2,5 uM
U-46619 1 mM 10 pl 990 pl fyz. roztoku 10 uM
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Tab. 8 — Priprava roztoku inhibitoru.

Inhibitor  Koncentrace zas. Objem zas. Redéni: Koncentrace
roztoku roztoku rozpoustédlo prac.
+ objem roztoku
vorapaxar 10 mM 10 pl 70 ul DMSO 1,25 mM
vorapaxar 1,25 mM 10 ul 90 ul DMSO 0,125 mM
tikagrelor 0,625 mM 10 ul 90 ul DMSO 0,0625 mM
ASA 30 mM 85 ul 215 ul DMSO 8,5 mM
ASA 30 mM 37 ul 263 ul DMSO 3,7 mM

5.2.2 IMPEDANCNI AGREGOMETRIE

Agregace desticek byla méfena pomoci piistroje Multiplate® Analyzer, ktery
pracuje na principu impedancni agregometrie. V praxi se pfistroj pouziva pro vySetfeni
funk¢nich defekti krevnich destiCek a monitorovani protidestickové lécby, kdy
analyzator detekuje pouze aktivované desticky. Pfidanim riznych induktortt miizeme
monitorovat rizné cesty aktivace adheze a agregace desticek. Samotné méfeni se provadi
v jednorazovych kyvetach, které obsahuji dva senzory, kazdy tvofeny dvéma elektrodami
pokrytymi vrstvou stiibra. Timto zptisobem je zajiSténa vnitini kontrola kvality kazdého
méieni. Jednotlivé kyvety jsou propojeny s péti nezavislymi méficimi kanaly, které
umoznuji méfeni péti vzorki soucasné. Pfidanim vhodného induktoru je zahdjen proces
aktivace a agregace krevnich desticek. Desti¢ky se prichycuji na povrch elektrod, coz se
projevi narGstem impedance (odporu) mezi elektrodami. Pfistroj pfevadi impedanci na
velikost agregace v Case [vnitini jednotky AU]. Dalsi parametr, ktery piistroj vypocita, je
parametrem je vSak plocha pod agregacni kiivkou (AUC) udavana v bezrozmérnych
jednotkach [U], ktera nejlépe vyjadiuje celkovou aktivitu desticek. Protoze mame
v kyvetach dva na sobé nezavislé senzory, mame i dvé kiivky grafu, které¢ jsou hodnoceny
zvlast’ (viz Obr. 10). Vypocitané parametry jsou primérem hodnot jednotlivych kiivek.
Ptistroj zaznamenava rozdil mezi kiivkami a pocita korelacni koeficient, ktery by nem¢l

byt mensi nez 0,98 (Hoffmann-La Roche Ltd., 2017-2021).
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Obr. 10 — Vystupni parametry agregometru Multiplate®. Prevzato z: Hoffinann-La
Roche Ltd. (2017-2021).

Pii méfeni se postupovalo podle jasné daného schématu (Tab. 9-14), které
sestavalo ze Sesti sérii méfeni. Na zacatku kazdé série bylo do meéficich kyvet
napipetovano 300 ul predehiatého fyziologického roztoku a 300 pl plné krve. Poté se
podle schématu krev nechala inkubovat s inhibitorem (ASA, tikagrelor, vorapaxar) nebo
rozpoustédlem DMSO (findlni koncentrace 0,8 %) po dobu 3 min. Nésledné byla
stimulovana agregace pfidanim induktorti v pozadované koncentraci (viz Tab. 15)
a monitorovana 6 min. Po skonceni kazdého cyklu se zaznamenaly hodnoty AUC [U],

velikost agregace [AU] a rychlost [AU/min].

Tab. 9 - Schéma antiagregacni série 1.

Inhibitor/rozpoustédlo Induktor
Kanal typ ul  koncentrace  induktor upl  koncentrace

¢.

1 DMSO 5 - U-46619 5 0,01 mM
2 DMSO 5 - PAF 5 2,5 uM

3 DMSO 5 - PAF 5 2,5 uM

4 DMSO 5 - U-46619 5 0,01 mM
5 4-MC* 5 2,4 mM kolagen 6 100 pg/ml

* 4-MC (4-methylkatechol) byl sou¢asti experimentu, ale ne této diplomové prace.
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Tab. 10 - Schéma antiagrega¢ni série 2.

Inhibitor/rozpoustédlo Induktor

Kanal typ ul  koncentrace  induktor pul  koncentrace
¢.
1 DMSO 5 - kolagen 6 100 pg/ml
2 ASA 5 8,5 mM kolagen 6 100 pg/ml
3 ASA 5 8,5 mM kolagen 6 100 pg/ml
4 4-MC* 5 2,4 mM kolagen 6 100 pg/ml
5 DMSO 5 - kolagen 6 100 pg/ml

* 4-MC (4-methylkatechol) byl souc¢asti experimentu, ale ne této diplomové prace.

Tab. 11 - Schéma antiagrega¢ni série 3.

Inhibitor/rozpoustédlo Induktor
Kanal typ ul  koncentrace  induktor pl koncentrace

¢.

1 ASA 5 3,7 mM AA 8 15 mM
2 ASA 5 3,7 mM AA 8 15 mM
3 DMSO 5 - AA 8 15 mM
4 ASA 5 8,5 mM AA 8 15 mM
5 4-MC* 5 1,2 mM AA 8 15 mM

* 4-MC (4-methylkatechol) byl sou¢ésti experimentu, ale ne této diplomové prace.

Tab. 12 - Schéma antiagregacni série 4.

Inhibitor/rozpoustédlo Induktor
Kanal typ ul  koncentrace induktor pl koncentrace

¢.

1 DMSO 5 - AA 8 15 mM
2 4-MC* 5 1,2 mM AA 8 15 mM
3 ASA 5 8,5 mM AA 8 15 mM
4 DMSO 5 - TRAP 6 1 mM
5 vorapaxar 5 0,125 mM TRAP 6 I mM

* 4-MC (4-methylkatechol) byl sou¢ésti experimentu ale ne této diplomové prace.



Tab. 13 - Schéma antiagrega¢ni série 5.

Inhibitor/rozpoustédlo Induktor
Kanal typ ul  koncentrace induktor pul  koncentrace

¢.

1 vorapaxar 5 0,125 mM TRAP 6 1 mM

2 DMSO 5 - TRAP 6 1 mM

3 DMSO 5 - ADP 15 0,2 mM
4 tikagrelor 5  0,0625 mM ADP 15 0,2 mM

5 DMSO 5 - ristocetin 20 12,5 mM

Tab. 14 - Schéma antiagregacni série 6.

Inhibitor/rozpoustédlo Induktor

Kanal typ pul  koncentrace induktor pl  koncentrace
¢.

1 tikagrelor 5  0,0625 mM ADP 15 0,2 mM

2 DMSO 5 - ADP 15 0,2 mM
3 DMSO 5 - ristocetin 20 12,5 mM
4 1

5

! Misto pro zopakovani méfeni u identickych vzorkd v p¥ipadg, Ze by se u

nich pfili§ lisila AUC (>30 %).

Tab. 15 — Finalni koncentrace induktoru a inhibitoria agregace.

Induktor Koncentrace Inhibitor Koncentrace
kolagen 1 ng/mL ASA 30a70 uM
AA 200 uM 4-MC 10220 uM
PAF-16 20 nM vorapaxar 1 uM
U-46619 80 nM tikagrelor 504 nM
ristocetin 400 uM
ADP 5uM
TRAP-6 10 uM
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5.3 METODIKA PRO MERENI KOAGULACE
5.3.1 PRIPRAVA ROZTOKU INDUKTORU A ANTIKOAGULANCI{

Prvnim krokem pfed samotnou ptipravou reagencii bylo zapnuti pfistroje pro
méfeni koagulace a zvoleni typu testu: protrombinovy c¢as (PT) nebo parcidlni
tromboplastinovy ¢as (aPTT). Poté bylo potfeba vyckat ptiblizn¢ 10-15 minut, nez se
piistroj vytemperuje na teplotu 37°C.

Vétsina reagencii byla ziskdna ve formé komeréné vyrabénych lyofilizovanych
prasku. V této formé byla jejich stabilita 3 roky pii uchovavani v chladu. Antikoagulancia
vSak byla pfedem rozpusténa a zamrazena. Vzniklé zasobni roztoky pak byly uchovavany
pii -20°C (stabilita 2 roky), proto se pfed dalSim fedénim musely nechat nejprve
rozmrznout. Jediny heparin byl zakoupen jiz ve formé zasobniho roztoku v koncentraci
5000 IU/ml a uchovavan v chladu. Z této koncentrace byly pfipraveny pracovni roztoky
vzdy Cerstvé az v den experimentu, a to v koncentraci 500 [U/ml (pro PT test) a 50 [U/ml
(pro aPTT test). Zasobni roztoky zbylych antikoagulancii byly pfipraveny v nasledujicich
koncentracich: rivaroxaban 10 mM (rozpoustédlo DMSO), apixaban 50 mM (DMSO),
argatroban 500 mM (DMSO), dabigatran 4 mM (0,1 M HCI). Nasledn¢ z nich byly
pripraveny pracovni roztoky v koncentraci 100 uM. Finalni koncentrace antikoagulancii
pak byla vzdy 1 uM a byla zvolena na zékladé ptedchozich experimentii stanovenim na
davce zavislé miry inhibice. Detaily pifipravy pracovnich roztokd zobrazuje Tab. 16.

Technoplastin® HIS, Dapttin® TC a CaCl, byly uchovavany v chladu (2-8°C). Po
vytazeni z lednice se po dobu 3-5 minut nechaly zahiat na pokojovou teplotu. CaCl, byl
jiz k dispozici ve formé roztoku (v koncentraci 25 mmol/l). Z tohoto roztoku bylo
odebrano 1300 pl a tento objem napipetovan do zkumavky, kterd se umistila do pfistroje,
aby byl roztok po celou dobu experimentu vytemperovan na teplotu 37°C. Technoplastin
HIS® a Dapttin TC® musely byt nejprve rekonstituovany. K Technoplastinu® bylo
piidano 10 ml destilované vody a opatrnym promisenim byla zajisténa homogenizace.
Dapttin® byl rekonstituovan piiddnim 2 ml destilované vody. Z 10 ml roztoku
Technoplastinu byly odebrany 2-3 ml do zkumavky a ta opét umisténa do pfistroje pro
zahtati na pozadovanou teplotu. Stejny postup se provedl u rekonstituovaného Dapttinu®,
pro experiment bylo odebrano 1300 pl. Rekonstituovana reagencia mohla byt pouzivana
max. 6 hodin (Technoplastin®) a 8 hodin (Dapttin®). Zbylé mnoZstvi obou roztokt mohlo

byt uchovéavano pro dalsi experimenty v chladu (2-8°C) nebo hluboce zmrazené (-20°C).
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Technoplastin® je v chladu stabilni 6 dni, pfi -20°C 2 mésice a Dapttin® v chladu 15 dni,
hluboce zmrazeny 6 mésici.

Plazma déarce v mnozstvi 2600 ul ziskana, jak bylo vySe uvedeno, centrifugaci
citratové krve byla odebrana do nové zkumavky a opét umisténa do piistroje pro zahtati
na teplotu 37°C. Tato plazma mohla byt pouzivana max. po dobu 2 hodin. Kontrolni
plazma byla podobné jako predchozi reagencia dostupna v lyofilizované formé. Prasek
uchovavany v chladu byl nejprve ponechan 3-5 min pii pokojové teplote, poté se plasma
rekonstituovala ptidanim 1 ml destilované vody. Z tohoto roztoku bylo odebrano 210 pl
do nové zkumavky a vlozeno do pfistroje k vytemperovani. Takto rekonstituovana

kontrolni plazma byla stabilni max. 4 hod.

Tab. 16 — Piiprava pracovnich roztoki antikoagulancii.

Antikoagulans Koncentrac Objem Redéni: Koncentrace
e zas. zZas. rozpoustédlo + pracovniho
roztoku roztoku objem roztoku
Heparin 5000 TU/ml 10 pl 90 ul fyz. roztoku 500 IU/ml
500 IU/ml 10 pl 90 ul fyz. roztoku 50 IU/ml
Rivaroxaban 10 mM Sul 495 ul DMSO 100 uM
Apixaban 50 mM S5ul 2495 ul DMSO 100 uM
Argatroban 500 mM 1 ul 4 999 ul DMSO 100 uM
Dabigatran 4 mM S5ul 195 ul 0,1 M HCI 100 uM

5.3.2 PRINCIP MERENI KOAGULACE

Méieni koagulace bylo zalozeno na metod¢ vyuzivajici kovovou kulicku. Do
piistroje se vlozi jednorazové kyvety a do kazdé z nich jedna nerezova kulicka. Kyvety
se v pribéhu méfeni otaci kolem své osy a kulicka diky magnetu v pfistroji ziistava na
jednom misté na dné¢ kyvety. Jesté pred zacatkem koagulace je zapnuto métfeni Casu
a nasledn¢ ptidan induktor, ktery spousti koagulacni kaskadu. Vznikajici vlakna fibrinu
pak zméni tekutou plazmu v pevnou srazeninu, a kulicka se tak stane jeji soucasti a rotuje

okolo. To zaznamena elektromagneticky senzor a dochézi k zastaveni méteni Casu.

48



5.3.3 PROTROMBINOVY CAS (PT)

Protrombinovy Cas neboli tromboplastinovy ¢as ¢i také Quicklv test je testem
vnéjsi a spolecné cesty koagulace. Méteni PT 1 aPTT probihalo podobné jako méteni
agregace podle jasn¢ dané¢ho schématu (Tab. 17-24). Nejprve bylo odebrano 210 pl
plazmy darce a smichano s 2,1 ul pfisluSného antikoagulancia (dabigatran, rivaroxaban,
apixaban, argatroban) nebo heparinu nebo rozpoustédla (DMSO). Z této smési bylo
napipetovano 100 pl do kyvety v méficim pftistroji (kazdy vzorek dvakrat), byla tak
ziskana findlni koncentrace 1 pM u zminénych pfimych antikoagulancii a 5 IU/ml
u heparinu. Dale se ptidaly dva vzorky komer¢né¢ ziskané plazmy pro kontrolu a vypocet
INR. Celkem prob¢hly 4 série méteni, v jednom cyklu mohly byt testovany max. 2 riizna
reagencia (obé po dvou vzorcich, pfistroj se sklada ze 4 méticich kanal). Po ptidani
antikoagulancia nebo rozpoustédla byly vzorky inkubovany po dobu 1 min. Thned poté
se ptidalo ke viem vzorkéim v kyvetach 200 pl Technoplastinu® HIS a bylo spusténo
méieni casu. Po skonceni métfeni byl zaznamenan ¢as do vzniku srazeniny (s), procenta

PT vzorku

IsI
normalu (%) a INR vypocitan¢ dle vzorce: INR = ( ) , kde PT je

PT kontrolni plazmy

protrombinovy ¢as (s) a ISI faktor G¢innosti pouzitého tromboplastinu dany vyrobcem.

Tab. 17 — Schéma PT testu (1. série).

Kanal ¢. Antikoagulans/  Objem reagencia Plazma + Technoplastin

rozpoustédlo pridany k 210 pl reagens (nl)

plazmy (ul) (ub)
1 DMSO 2,1 100 200
2 DMSO 2,1 100 200
3 Heparin 2,1 100 200
4 Heparin 2,1 100 200
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Tab. 18 — Schéma PT testu (2. série).

Kanal ¢. Antikoagulans/ Objem reagencia  Plazma + Technoplastin
rozpoustédlo  pridany k 210 pl  reagens (ul) (nl)
plazmy (ul)
1 dabigatran 2,1 100 200
2 dabigatran 2,1 100 200
3 rivaroxaban 2,1 100 200
4 rivaroxaban 2,1 100 200

Tab. 19 — Schéma PT testu (3. série).

Kanal ¢. Antikoagulans/ Objem reagencia  Plazma + Technoplastin
rozpoustédlo pridany k 210 pl reagens (nl)
plazmy (ul) (1))
1 apixaban 2,1 100 200
2 apixaban 2,1 100 200
3 argatroban 2,1 100 200
4 argatroban 2,1 100 200

Tab. 20 — Schéma PT testu (4. série) - Synteticka kontrolni plazma.

Kanal ¢. Antikoagulans/ Objem reagencia Plazma (ul) Technoplastin (ul)
rozpoustédlo + 210 pl plazmy
(1D
1 - - 100 200
2 - - 100 200

5.3.4 AKTIVOVANY PARCIALNI TROMBOPLASTINOVY CAS (aPTT)

Tento test sleduje vnitini a spolecnou cestu koagulace. Postup méteni byl podobny
jako u PT testu, opét probihal podle ptislusného schématu (viz nize). K 210 pl plazmy
darce bylo piidano 2,1 pl antikoagulancia, heparinu nebo DMSO a z toho roztoku bylo
napipetovano 100 pl do kyvet v pfistroji (opét kazdy vzorek dvakrat, stejné jako u PT
testu). Byla tak ziskana findlni koncentrace 1 uM u antikoagulancii a 0,5 IU/ml
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u heparinu. Déle se ptidaly dva vzorky syntetické plazmy pro kontrolu. Do kazdé kyvety
pak bylo piiddno 100 pl Dapttinu® TC a ve stejné chvili byla zahdjena inkubace na 2 min.
Ihned po skonceni inkubace se do kazdé kyvety napipetovalo 100 pl roztoku CaCl,
a zaroven bylo spusténo méfeni ¢asu. Po dokonceni méteni byl zaznamenan koagula¢ni

¢as, tedy ¢as do vzniku fibrinové sraZeniny (s).

Tab. 21 — Schéma aPTT testu (1. série).

Kanal Inhibitor/ Objem reagencia Plazma + Technoplastin CaCl:z

¢. DMSO pridany k 210 pl  reagens (ul) (nb) (nl)
plazmy (ul)

1 DMSO 2,1 100 100 100

2 DMSO 2,1 100 100 100

3 Heparin 2,1 100 100 100

4 Heparin 2,1 100 100 100

Tab. 22 — Schéma aPTT testu (2. série).

Kanal  Inhibitor/ Objem Plazma+  Technoplastin CaClz
¢. DMSO reagencia reagens (ul) (nl) (nl)
pridany k 210
ul plazmy (pl)
1 RIV 2,1 100 100 100
2 RIV 2,1 100 100 100
3 DAB 2,1 100 100 100
4 DAB 2,1 100 100 100

Tab. 23 — Schéma aPTT testu (3. série).

Kanal Inhibitor/ Objem reagencia  Plazma + Technoplastin CaClz

¢. DMSO  pridany k 210 pl  reagens (ul) (nb) (nl)
plazmy (ul)

1 API 2,1 100 100 100

2 API 2,1 100 100 100

3 ARG 2,1 100 100 100

4 ARG 2,1 100 100 100
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Tab. 24 — Schéma aPTT testu (4. série) — Synteticka kontrolni plazma.

Kanal Inhibitor/ Objem reagencia Plazma (ul) Technoplastin CaClz

& DMSO  pridany k 210 pl (nl) (nl)
plazmy (ul)

1 - - 100 100 100

2 - - 100 100 100

5.4 STATISTICKA ANALYZA

Vysledky méteni byly zpracovany pomoci statistického softwaru GraphPad Prism
9.3.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) a jsou prezentovany pomoci medidnu
a 95 % konfiden¢nich intervali. Rozdily byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu
(ANOVA) s naslednym vyuzitim Dunnettovy metody mnohonasobného porovnavani pro
analyzu zjisténych rozdili, nebo byl pouzit neparovy t-test (Studentovo t-rozd€leni)
v zavislosti na poctu proménnych. V ptipad¢ vzorki pred a po aferéze byl pouzit parovy
t-test. Pokud nebylo nalezeno normélni (gaussovské) rozlozeni (pomoci Shapirova-
Wilkova testu) byl vyuzit Mannlv-Whitneyho test pro neparové hodnoty nebo
odpovidajici Wilkoxoniiv parovy test pro parové hodnoty. Dale byla provedena korela¢ni
analyza a stanoven Pearsontiv korelac¢ni koeficient. V pfipadé nalezeni signifikantni

korelace byla provedena linearni regrese.
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6. VYSLEDKY

6.1 AGREGACE TROMBOCYTU

V prvnim kroku byl porovnan ucinek hlavnich 1é¢ebnych prostiedkti ve skupiné
pacienti s FH. Konkrétné byla u skupiny nemocnych pacienti podstupujicich
LDL-aferézu a zéaroven lécenych PCSKOi sledovana odpovéd desticek na rizné
induktory a inhibitory agregace ve srovnani s pacienty léCenymi pouze PCSK9i
(Obr. 11-13). U pacientt lécenych LDL-aferézou byla porovnana agregace pied a po
procedure.

Samotna LDL-aferéza vZdy minimaln€ numericky sniZovala agregaci na testované
induktory. Statisticky vyznamného rozdilu bylo dosazeno u kolagenu v koncentraci
1 pg/ml (Obr. 11 A) a u ristocetinu (Obr. 11 B). Pfi porovnani odpovédi desticek
pacientl pred aferézou a pacientli na farmakoterapii nebyly nalezeny signifikantni rozdily
v agregaci desticek, az na jedinou vyjimku. Tou byla ponc¢kud piekvapivé snizena
odpovéd’ desti¢ek na TRAP u skupiny 1é¢ené pouze farmakoterapii (Obr. 11 C).

Ani porovnani agregace desticek po provedené lipoaferéze k samotné
farmakoterapii neukézalo vyrazné rozdily. Jediny rozdil byl nalezen u ristocetinu, na
ktery reagovaly silnéji destiCky pacienti lé€enych pouze farmakoterapii (Obr. 11 B).

Reakce na kyselinu acetylsalicylovou a tikagrelor se také nelisila (Obr. 13 B-E),
ale logicky s popsanymi rozdily u induktoru TRAP byla agregace navozend timto
induktorem po premedikaci desticek vorapaxarem nizsi ve skupiné, které byla podana
Cisté farmakoterapie, tj. inhibice agregace byla silngjsi (Obr. 13 A).

Nésledné byly porovnany reakce desti¢ek pacientli trpicich FH a zdravych
dobrovolnikii. Signifikantné rozdilné odpovédi byly nalezeny u péti ze sedmi testovanych
induktori, a to: AA (Obr. 14 A), kolagenu (Obr. 14 B), ADP (Obr. 14 C), ristocetinu
(Obr. 14 D) a U-46619 (Obr. 14 E). U vSech téchto induktorti byla nizsi agregace
u pacienttl trpicich FH. Vyznamné rozdily nebyly nalezeny po inkubaci s PAF a TRAP
(Obr. 15).

Také byl porovnan vliv riznych inhibitorii agregace u vSech pacientii a vékove
odpovidajicich zdravych dobrovolnikii (Obr. 16). Kyselina acetylsalicylova v nizsi
koncentraci 30 uM (Obr. 16 A) i ve vyssi koncentraci 70 uM (Obr. 16 B) snizila agregaci
indukovanou pomoci AA (200 uM) vice u pacientii s FH, nez tomu bylo u zdravych

jedinct. V pifipadé agregace navozené¢ kolagenem byl rozdil v agregaci krve
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premedikované ASA pouze numericky, ale ne vyznamny (Obr. 16 E). Statisticky
vyznamny rozdil byl také v odpovédi na vorapaxar 1 uM (s induktorem TRAP 10 uM),
kde opét pacienti méli vyssi profit z jeho u€inku nez zdravi dobrovolnici (Obr. 16 C).
V ptipadé tikagreloru nebyly mezi pacienty a zdravymi dobrovolniky nalezeny rozdily
(Obr. 16 D).

Dale byla testovana korelace hladin lipidi (LDL, non-HDL, celkovy cholesterol
a triglyceridy) s mirou agregace desticek u vSech pacienti s FH, tzn. jedinct
podstupujicich aferézu 1 jedinct 1éCenych pouze farmakoterapii. Vysledky korelacni
analyzy jsou uvedeny v Tab. 25 a grafické znazornéni korelaci je na Obr. 17-18.
Statisticky vyznamné korelace byly nalezeny u triglyceridii s nékolika induktory
a inhibitory (Obr. 17). V pfipad¢ triglyceridt, ¢im vyssi byla jejich hladina, tim vyssi
byla agregace. Tento vztah byl nalezen u agregace navozené AA (200 uM), kolagenem
(1 pg/ml) (Obr. 17 A a C) a také ristocetinem (Obr. 18 B). Stejny vysledek byl
pozorovan po ptidani protidestickovych 1é¢iv ke dvéma induktorim: ASA (30 uM) + AA
(Obr. 17 B) a ASA (70 uM) + kolagen (Obr. 17 D). U induktorti byla nalezena statisticky
vyznamna korelace zejména u ristocetinu, ktery koreloval kromé zminénych triglyceridii
1 s dal§imi lipidy, a to LDL-C, non-HDL a celkovym cholesterolem (Obr. 18). I zde

platilo, Ze ¢im vy$si byla hladina lipidd, tim vétsi byla agregace navozena ristocetinem.
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Obr. 11 — Porovnani agregace desticek u pacienti 1écenych LDL-aferézou (pred
a po) + PCSKJ9i, a pacientii 1é¢enych pouze PCSK9i — ¢ast 1.

A: Agregace navozena kolagenem (1 pg/ml), B: Odpovéd na ristocetin (400 uM),
C: Reakce na TRAP (10 uM). Pocet pacientii byl v obou skupinach 6.
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Obr. 12 — Porovnani agregace desticek u pacienti 1écenych LDL-aferézou (pred
a po) + PCSKJ9i, a pacientii 1é¢enych pouze PCSK9i — ¢ast II.

A: Reakce na AA (200 puM), B: Odpoved’ desticek na PAF (20 nM), C: Induktor ADP
(5 uM), D: Agregace indukovana U-46619 (80 nM). Pocet pacientt byl v obou skupinach

6. V zadném z téchto piipadii nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily.
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Obr. 13 - Porovnani u¢inku antiagregancii u pacientii 1é¢enych LDL-aferézou (pred
a po) + PCSKV9i, a pacientii 1é¢enych pouze PCSK9Yi.

A: Odpovéd na vorapaxar 1 uM (induktor TRAP 10 uM), B: Inhibic¢ni vliv ASA 70 uM
(induktor kolagen 1 pg/ml), C: ASA 30 uM (induktor AA 200 uM). D: ASA 70 uM
(induktor AA 200 uM), E: Odpovéd’ na tikagrelor 0,5 uM (induktor ADP 5 uM). Pocet
pacientl byl v obou skupiniach 6. Statisticky vyznamné rozdily byly nalezeny jen

v ptipad¢ vorapaxaru.
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Obr. 14 - Porovnani agregace desticek bez inhibice u zdravych dobrovolniki
a pacienti trpicich FH — ¢ast 1.

A: Porovnani agregace navozené AA (200 uM). B: Kolagenem (1 pg/ml) indukovana
agregace. C: Ucinek ADP (5 uM). D: Rozdily v agregaci pii pouZiti ristocetinu
(400 uM). E: Vliv U-46619 (80 nM) na agregaci desticek. PocCet pacientii v obou
skupinach byl 15.
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Obr. 15 - Porovnani agregace desticek bez inhibice u zdravych dobrovolniki
a pacienti trpicich FH — ¢ast I1.
A: Odpovéd na PAF (20 nM), B: Agregace navozena TRAP (10 uM). Pocet pacientii

v obou skupinach byl 15. V obou piipadech nebyly nalezeny statisticky vyznamné

rozdily.
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Obr. 16 — Porovnani ucinku antiagregancii u zdravych darci a pacienti trpicich
FH.

A: Antiagregacni u€inek ASA v nizsi koncentraci 30 uM, induktor AA 200 uM, B: Efekt
ASA ve vyssi koncentraci 70 pM se stejnym induktorem, C: U¢inek vorapaxaru 1 uM,
agregace indukovana pomoci TRAP 10 pM, D: Odpovéd’ na tikagrelor 0,5 pM, induktor
ADP 5 uM, E: VIliv ASA 70 uM na agregaci indukovanou kolagenem 1 pg/ml. Pocet

zdravych jedinct i pacientti byl 15.
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Tab. 25 — Korelace riznych lipidi s induktory a inhibitory.
LDL-C HDL-C TG TC Non- Glukéza

HDL-C
AA 200 uM 0,05 0,09 0,46 0,12 0,11 -0,13
AA 200 uM vs. ASA 30 0,07 0,13 0,46° 0,14 0,12 -0,07
uM
AA 200 uM vs. ASA 70 -0,14 0,23 0,10 -0,06 -0,11 0,06
uM
kolagen 1 pg/ml 0,11 0,18 045 0,19 016  -024
Kolagen 1 pg/ml vs. 0,13 0,15 0,59 0,24 0,21 0,04
ASA 70 uM
ADP 5 uM 0,12 0,03 0,31 0,15 0,15 0,02
ADP 5 uM vs. tikagrelor -0,26 -0,23 0,10 -0,25 -0,22 0,30
0,5 uM
TRAP 10 uM -0,01 0,21 0,23 0,06 0,02 -0,20
TRAP 10 uM vs. vorapaxar 0,22 0,51" 0,13 0,31 0,22 -0,14
1 uM
Ristocetin 400 uM 0,48" 0,19 0,51° 0,55 0,53" -0,12
PAF 20 nM 0,30 0,22 -0,03 0,29 0,26 -0,19
U-46619 80 nM 0,11 -0,02 -0,08 0,09 0,10 0,03

Vysledky jsou prezentovany pomoci Pearsonova korelaéniho koeficientu. Cervend
zvyraznéné hodnoty piedstavuji signifikantni korelace. “p<0,05, ““p<0,01. Induktory
a inhibitory agregace jsou uvedeny ve finalnich koncentracich. Data byla ziskdna ze 23
vzorkd pacientli trpicich FH (u pacientli 1écenych aferézou byly k dispozici vzdy

2 vzorky, pted a po aferéze). TC: celkovy cholesterol (total cholesterol), TG: triglyceridy.
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Obr. 18 — Korelace riiznych (potenciilné aterogennich) lipidi s ristocetinem.
A: LDL-C a odpovéd’ na ristocetin. B: TAG a odpovéd’ na ristocetin. C: Celkovy

cholesterol a agregace navozena ristocetinem. D: Korelace hladin non-HDL cholesterolu

a odpovédi na ristocetin.
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6.2 KOAGULACE

V piipad¢ krevni koagulace byly porovnany pouze vzorky krve ptfed aferézou
s témi od pacientl 1éCenych pouze farmakoterapii. Vzorky po aferéze nejsou pouzitelné
pro porovnani, protoze pfi vlastni aferéze se pouziva antikoagulant (viz kapitola 3.3.3
Metody LDL-aferézy). Samotny typ terapie, tj. aferéza s PCSK9i vs. samotné PCSK9i,
nem¢l rozdilny vliv na koagula¢ni parametry (Obr. 19). Vyznamny rozdil byl nalezen
jen u rivaroxabanu, a to navic pouze u protrombinového ¢asu, ne u aPTT (Obr. 19 A).

Naopak pfi porovnani s vékoveé odpovidajici skupinou zdravych jedinct byly
nalezeny u léenych pacientli s FH vyznamné rozdily, a to Casto u obou sledovanych
koagula¢nich parametrti (Obr. 20). Protrombinovy ¢as, a tedy i1 vysledna hodnota INR se
signifikantn¢ 1iSily u vSech antikoagulancii kromé heparinu. VéEtsi acinek méla
antikoagulancia u pacienti s FH (Obr. 20 A). Pii méteni aPTT byly zjiStény signifikantni
rozdily v koagulaci, kdy u pacientt byly ¢asy do vytvoreni zatky delsi, koagulace tedy
byla nizsi. Vliv antikoagulancii se signifikantné projevil podobné jako u PT testu, pouze
odpovéd’ na apixaban nebyla statisticky vyznamna. Vétsi inhibice koagulace byla opét

u pacientd s FH (Obr. 20 B).
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Obr. 19 — Porovnani koagulace a vlivu antikoagulancii u pacienti 1é¢enych aferézou
i PCSKJYi a pacienti 1é¢enych pouze PCSK9i.

A: PT test — vliv antikoagulancii na INR, B: aPTT test — ovlivnéni ¢asu do vytvoteni
fibrinové zatky. Pocet pacientli byl v obou skupinach 6. Jediny statisticky vyznamny

rozdil byl zjistén u rivaroxabanu, ale pouze pii hodnoceni INR.
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Obr. 20 — Porovnani koagulace a vlivu antikoagulancii u pacient s FH a zdravych

dobrovolnikii.

A: PT test — vliv jednotlivych inhibitord na hodnotu INR, B: aPTT test — vliv inhibitort

na Cas do vytvoteni fibrinové zatky. PocCet pacienta byl v obou skupinéach 15.

Vzhledem k tomu, ze 3 pacienti z 15 zahrnutych byli pravidelné 1éCeni antikoagulancii,

v dal$i analyze jsme tyto pacienty vyloucili, aby ptipadné neovlivnili finalni analyzu

(Obr. 21 a 22). Doslo sice k urfitym zménam ve vyznamnosti, ale principidlné se

potvrdily piedchozi vysledky, tj. Ze dobte 1éceni pacienti s FH mohou odpovidat silnéji

na antikoagulancia, a to specidln¢ na rivaroxaban a dabigatran. U téchto dvou piimych

antikoagulancii byly rozdily jak u PT, tak u aPTT.
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Obr. 21 — Porovnani koagulace a vlivu antikoagulancii u pacienti 1é¢enych aferézou
i PCSK9i a pacientii 1é¢enych pouze PCSK9i po vylouceni pacientii lécenych
antikoagulancii.

A: PT test — vliv antikoagulancii na INR, B: aPTT test — ovlivnéni ¢asu do vytvofeni

fibrinové zatky. PocCet pacienti byl 6 ve skupiné s farmakoterapii a 4 ve skupiné pred

aferézou.
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Obr. 22 — Porovnani koagulace a vlivu antikoagulancii u pacientii s FH a zdravych
dobrovolnikii po vylouceni pacientii 1é¢enych antikoagulancii.

A: PT test — vliv jednotlivych inhibitorti na hodnotu INR, B: aPTT test — vliv inhibitora
na Cas do vytvoreni fibrinové zatky. Pocet zdravych pacientt byl 15, zatimco FH pacientii

bylo 12.
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7. DISKUZE

Cilem této prace bylo otestovat vliv LDL-C na agregaci trombocytt a koagulaci
krve u pacientd s FH. Patologicky zvysena hladina LDL-C, typicka pro toto onemocnéni,
je dobfe zndmym rizikovym faktorem rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni na
podklad¢ aterosklerozy. V soucasnosti je znamo, ze mimo tradi¢ni roli v procesu
aterogeneze ovliviiyji lipidy, resp. lipoproteiny (zejména LDL) také trombogenezi
pusobenim na biogenezi a aktivitu desticek i1 koagulacni systém. ZvySend aktivita
trombocytl hraje klicovou roli v mobilizaci imunitnich bun¢k a prozanétlivych mediatort
Jiz v pocatecnich stadiich aterosklerozy (Wang a Tall 2016, Ggsecka et al. 2021).

Oxidované LDL c¢astice (ox-LDL) interaguji s destickami vazbou na specificka
mista na povrchu desticek, a maji tak pfimé protrombotické t€inky. Konkrétné se jedna
o scavengerové receptory CD36 a LOX1 (lectin-like oxidized low-density lipoprotein
receptor-1) (Ggsecka et al. 2021). Fyziologické role CD36 neni jesté zcela pochopena.
CD 36 se nachazi také na povrchu makrofagi a endotelii, kde slouzi jako signalni
molekula (Podrez et al. 2007). Ox-LDL vazbou na tento receptor ovliviiuji expresi
P-selektinu a aktivaci integrinu ounf3, fibrinogenového receptoru. Trombocyty
s navazanymi ox-LDL uvoliuji mediatory zanétu, podporuji aktivaci endotelii zvySenim
exprese adheznich molekul, jako je ICAM-1, a podporuji transformaci monocytii na
makrofagy, coz vede k urychleni pohlcovani modifikovanych LDL (Ggsecka et al. 2021).
Druhy receptor, LOX1, je exprimovan na povrchu desticek a také endotelii. Touto cestou
aktivuji ox-LDL jiz zminény integrin oumfs a také receptor a1 pro kolagen. Samotny
LOXI1 vaze aktivované desticky a podili se na stabilizaci vznikajiciho trombu, dale
snizuje stabilitu sklerotického platu plisobenim na produkci metaloproteinas a na
apoptézu bunék hladkého svalstva (Ggsecka et al. 2021, Xu et al. 2013). Bylo také
zjisténo, ze LDL jsou schopny aktivovat signalni drahy nékterych induktort agregace,
jako je ADP, tromboxan A, ¢i trombin (Knorr et al. 1988). Aktivované desticky
produkuji reaktivni formy kysliku (angl. zkr. ROS), a tak pfispivaji k oxidaci LDL.
Castice LDL véazané na povrchu jsou postupné internalizovany a ukladany v denznich
granulach. ZvySené mnozstvi ox-LDL v aktivovanych trombocytech podporuje dalsi
produkci ROS, které hraji roli jako signalni molekuly, reguluji pfesun desticek do mista
postizeni cévy i jejich aktivaci a naslednou agregaci (Ggsecka et al. 2021).

Kromeé interakcei s trombocyty aktivuji ox-LDL i koagula¢ni systém. Mechanismy

tohoto ptisobeni vSak nejsou zatim dostatecné popsané. Nékteré in vitro studie naznacuji,
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ze ox-LDL aktivuji expresi TF v monocytech/makrofazich, endoteliich a buiikach hladké
svaloviny. ZvysSena hladina TF zarovei koreluje s aktivaci zanétlivé odpovédi a zvySenou
produkci prozanétlivych mediatorti. Interakce ox-LDL s monocyty probihd skrz
receptory na povrchu téchto bunék, resp. receptorovy komplex CD36/TLR4/TLR6
(toll-like receptory, Gcastni se vrozené imunitni odpovedi). Vazbou na tento komplex
aktivuji LDL castice expresi TF a nékterych cytokinl, plisobi touto cestou tedy
prokoagulacné i prozanétlive (Owens et al. 2012).

VysSe uvedené poznatky naznacuji moznost vyuziti interakce LDL s trombocyty
a koagula¢nim systémem jako marker u¢innosti jednotlivych metod 1écby FH. Predev§im
u LDL-aferézy, ktera je Casové i ekonomicky narocnd, je nutné se snazit o co nejmensi
frekvenci vykonii, ovSem s dostatecnym piinosem. Proto je nutné nalezeni vhodnych
markerti, které by ihned po proceduie s dostateCnou piesnosti predikovaly uc¢innost
terapie (Blazek et al. 2007).

U pacientll podstupujicich LDL-aferézu a zaroven lécenych PCSK9i byl
zaznamenan pokles agregace bezprostiedné po procedufe. LDL-aferéza u vétSiny
induktori snizovala agregaci pouze numericky, statisticky vyznamné zlepSeni
sledovanych parametrti bylo pozorovano jen u kolagenu a ristocetinu. Tyto dva induktory
se ucastni prvnich krokl aktivace agregace, proto je podobna odpoveéd’ ocekavana. Pti
interpretaci vysledki je potieba brat v tivahu, ze pacienti ve sledovaném souboru jsou jiz
stabilizovani, proto zmény parametri pied a po aferéze (a longitudindlni vyvoj dat)
nemusi byt jiz statisticky vyznamné.

Vyznamné rozdily nebyly nalezeny pii porovndni ucinku LDL-aferézy
a farmakoterapie PCSK9i. Ob¢ metody 1écby se jevily jako srovnatelné. PCSK91 maji dle
vysledkii nékolika studii vliv na aktivitu desticek podobné jako statiny a také
LDL-aferéza. Ovlivnéni aktivity desti¢ek spociva jednak ve snizeni plazmatické hladiny
LDL c¢astic, jednak ve schopnosti snizit expresi LOX1 receptort (Ding et al. 2015, Basiak
et al. 2021). Zaroven nekteré studie poukazuji na roli enzymu PCSK9, ktery podporuje
ucinek induktort agregace (Puccini et al. 2022). NaSe vysledky by mohly odpovidat
zaveéram studii od Lappegdrd et al. (2016) a Baum et al. (2019), které porovnaly ucinnost
LDL-aferézy a PCSK9i u heterozygotni formy FH a zjistily stejny uc¢inek na snizeni
hladin LDL-C pfi pfechodu z LDL-aferézy na farmakoterapii, a tak i signifikantni snizeni
potieby LDL-aferézy. Studie, které by pro porovnani uvedenych metod 1é¢by vyuzivaly

méieni parametrl agregace trombocytl a koagulaci krve, vSak zatim chybi.
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V ptipad¢ pridani antiagregancii k testovanym vzorkim pacienti s FH jsme
zaznamenali rozdil v agregaci pouze u vorapaxaru, kdy pacienti dobfe reagovali na
vorapaxar bezprostfedn¢ po aferéze. Pacienti pouze s PCSK91 méli vyssi profit
z vorapaxaru nez jedinci pred aferézou, to bylo pravdépodobné dano slabsi odpovédi na
induktor TRAP u téchto pacientti (Obr. 11 C).

Pii porovnéani pacienti trpicich FH se zdravymi dobrovolniky byla nalezena
signifikantné¢ niz$i odpoveéd’ pacienti na vétSinu testovanych induktorti. Podobna
odpovéd’ na Ctyfi induktory (AA, kolagen, ristocetin, U-46619) vyplyva z jejich role
v aktivaci desticek. Kolagen a ristocetin (VWF) spolecné aktivuji tvorbu kyseliny
arachidonové, kterd pak déle podléha  metabolismu  cyklooxygenasou
1 a tromboxansynthasou za vzniku tromboxanu A», ktery dale stimuluje své receptory.
Tromboxan A> je znacné nestabilni, v nasi studii jsme pouzili jeho stabilni analog
U-46619. Vyznamny rozdil se ukézal také v ptipadé ADP, ktery nema piimou souvislost
s uvedenymi induktory, nicméné AA a nésledné vznikajici tromboxan Az jsou schopné
dale stimulovat desticky pravé napft. aktivaci sekrece ADP. Niz$i mira agregace na
vetsinu testovanych induktort u pacientt s FH pravdépodobné souvisi se dvéma fakty:
1) pacienti s FH méli nizsi hladiny cholesterolu, a to tedy odpovida nizsi agregaci, 2) neni
mozno ani vyloucit vliv protidestickovych 1é¢iv, protoze fada pacientd, i kdyz ne vSichni
(viz Tab. 6), byla I1éfena 1 protidestickovymi léCivy zdavodu prevence
kardiovaskularnich onemocnéni. Z etickych divodi samoziejmé nebylo mozné tuto
terapii prerusSit. Z podavanych 1é¢iv se jednalo hlavné o ASA a antagonistu na
ADP-receptorech klopidogrel. Na druh¢ strané byly ovlivnény evidentné i nesouvisejici
kaskady a z tohoto ditvodu je velmi pravdépodobné, ze podavani téchto 1€civ nebylo
jedinym divodem pozorovanych zmén. Je také nutno zminit, Ze dva pacienti dostavali
enterosolventni ASA (preparat Stacyl®), kterd je podle aktualnich znalosti spise neti¢inna
na rozdil od konven¢ni ASA (Gaziano et al. 2018).

Zatimco u odpovédi na induktory agregace se projevily urcité rozdily v pouzitych
metodach u pacientti s FH, u koagulace typ 1é€by nehral roli, sledované parametry se
tém¢er nelisily. I tady sice 3 pacienti dostavali antikoagulancia, ale vzhledem k jejich
relativné nizkému poctu bylo mozné, na rozdil od antiagregancii, provést podanalyzu
vysledkl vyfazenim téchto pacientli. Bylo tak mozné pfimo porovnat vliv terapie FH
a rozdily vzhledem ke zdravym jedincim. Na druhé strané¢ nemohla byt koagulace
sledovana bezprostfedné po aferéze, metody 1€cby FH tedy mohly byt porovnany jen

z hlediska dlouhodobého ucinku. Na fadu antikoagulancii reagovali siln€ji u obou testl
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pacienti. Nelze ale Gplné vyloucit vliv antiagregacni terapie. Trombocyty se podili na
aktivaci koagulacni kaskady a bylo prokézano, Ze ASA inhibuje vznik trombinu a jeho
funkci v koagula¢nim systému. Kromé znadmého ucinku na aktivitu COX-1 je schopna
acetylovat dalsi proteiny Ucastnici se koagulace vcetné¢ fibrinogenu, ¢imz podporuje
efektivitu fibrinolyzy (Undas et al. 2014). Kromé toho nesmime opomenout efekt statinti
a PCSKO9i. V experimentalni studii s 21 dobrovolniky s izolovanou hypercholesterolemii
a ateroskler6zou, kterym byl podavan PCSKO9i, Basiak et al. (2022) pozorovali snizeni
hladin a aktivity fibrinogenu, faktoru VII a PAI-1 a tendenci k prodlouzeni PT 1 aPTT.

Se zvySenym rizikem aterogeneze je spojovan nejen LDL-C, ale i jiné lipidy,
predevsim triglyceridy (Peng et al. 2017). Zbytky lipoproteinii obsahujicich nejvice
triglyceridd, tzn. chylomikronti a VLDL, a jsou schopny také infiltrovat subendotelium.
Navic oproti LDL obsahuji diky jejich velikosti mnohem vice cholesterolu a nemusi byt
modifikovany/oxidovany, aby se staly aterogennimi. Lipoproteiny bohaté na triglyceridy
a jejich zbytky by tak mohly mit vétSi aterogenni ucinek nez LDL. Bylo zjisténo, Ze
podporuji aktivitu desti¢ek a prokoagulacni stav zvySenim hladiny fibrinogenu, faktort
VII a XII a exprese PAI-1 (Olufadi a Byrne 2006, Peng et al. 2017, Sandesara et al.
2019). V nasi studii jsme nalezli pozitivni korelace mezi agregaci desticek a hladinami
ruznych lipoproteinti. Nalezena korelace LDL-C s ristocetinem odpovidala ptredchozim
vysledkiim, kdy po LDL-aferéze byla odpovéd na ristocetin nizsi, a to i oproti
farmakoterapii. Zajimava byla korelace ostatnich lipidl s timto induktorem, a to jako
jedinym z testovanych molekul. Ristocetin je analog vWF, ktery je vyznamnym
mediatorem hemostazy. Jeho primarni funkce je zajisténi adheze a agregace desticek, ale
také slouzi jako prenaSec faktoru VIII v krevnim ob¢hu a brani jeho degradaci. Zvysena
plazmatickd hladina vVWF je nalézana u ICHS, po prodélaném infarktu myokardu,
ischemické CMP a je spojovana s horSi progndézou, vyssim rizikem aterotrombdzy
a kardiovaskularni mortalitou (Kiouptsi a Reinhardt 2020, Atiq et al. 2021). Dlouhodobé
zvySené hladiny LDL a dalSich lipoproteinli mohou tedy, jak se zd4, korelovat se
zvysenou hladinou vWF a vétsi vnimavosti desti¢ek k tomuto induktoru.

Tato prace ma nékolik limiti. PfedevSim je to maly pocet pacientdi, coz
samoziejmé vyplyva z prevalence FH. Prevalence této nemoci v heterozygotni form¢ je
sice mnohem vys$i, nez se puvodné predpokladalo (Singh a Bittner 2015), ale pocet
pacientl, ktery mé schvalenou nakladnou specifickou 1écbu (tj. lipidovou aferézu a/nebo
PCSK91) je velmi maly. Krom¢ zminéné finanéni naroCnosti je lipidova aferéza

1 technicky naro¢nd a momentaln¢ jsou pouze dvé centra v CR, kterd ji provozuji.
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V nasem souboru jsme zahrnuli vSechny pacienty, ktefi dlouhodobé podstupujici
lipidovou aferézu ve FN Hradec Kralové. Ani vyspéld zahrani¢ni pracovisté mnohdy
nemaji obdobné soubory dlouhodobé¢ sledovanych pacienta ptesahujicich pocet 10-20. Je
také potieba brat v ivahu vliv dlouhodobé 1é¢by sledovaného souboru pacientli na
nékteré¢ vysledky (napf. aferézu nékteti podstupuji 20 i vice let). Co se zdravych
dobrovolnikil tyce, u pacientl starSich 60 let nebylo jednoduché ziskat zcela zdravé
jedince, ktefi by neuzivali zadnd 1éCiva. Obecné ale vSichni dobrovolnici uzivali
minimum nebo zadna 1éCiva, takze nepredpokladame, ze by méla néjaky vliv na nase
vysledky. Podavani antiagregancii, antikoagulancii a jinych 1é€iv, ktera ovliviuji srazeni
krve (napt. nesteroidni antiflogistika), bylo vylu¢ovacim kritériem v ramci kontrolniho
souboru zdravych dobrovolnikt. Prevalenci nékterych onemocnéni (napft. alergie a astma
bronchiale) nepovazujeme za vyznamné konfoundery. V piipadé experimentalniho
stanoveni koagulace nebylo mozné porovnat parametry pted a po LDL-aferéze vzhledem
k pouzité antikoagulaci pfi provadéni procedury. Z tohoto diivodu se méteni koagulace
nejevi jako vhodny ukazatel ucinnosti aferézy ihned po jejim provedeni. Na rozdil od
zdravych dobrovolnika nebylo v souboru pacientti s FH mozné vyloucit jedince 1é¢ené
antikoagulancii a/nebo antiagregancii, protoze byla tato 1écba indikovéana u fady z nich.
Z diivodu malé Cetnosti pacientl s antikoagulacni terapii vSak bylo mozné tyto jedince
vyloucit pro dalsi podanalyzu. Stejny postup ale nebylo mozné uplatnit u antiagregancii,
nebot’ by se nas zkoumany soubor vyrazné zmensSil a vysledky takové statistické analyzy

by neposkytly jednoznacné vysledky.
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8. ZAVER

Na zavér 1ze dodat, ze tato prace je prvni, kterd komplexné hodnoti trombogenni
d¢je u familiarni hypercholesterolemie, navic u dvou riiznych typt 1é€by a v porovnéani
se zdravymi jedinci.

Lipidové aferéza vzdy minimalné numericky sniZzovala agregaci na testované
induktory. Mezi pouzitymi metodami 1écby (aferéza, farmakoterapie) nebyl vyznamny
rozdil (s jedinou vyjimkou u ristocetinu), a to ani pii mefeni koagulace. Tento fakt
podporuje tvrzeni nékterych studii, Ze by v budoucnu aferéza mohla byt u nékterych
pacienti pln€¢ nahrazena PCSK9i. Monoklondlni protildtky pouzivané v terapii
hypercholesterolemie vSak stale patii mezi relativné novéa 1éCiva, proto je potteba provést
dalsi vyzkum pro upiesnéni jejich u€inkt z hlediska dlouhodobého pouziti a moznosti
uplného nahrazeni aferézy v indikovanych ptipadech. Standardn€ uzivana antiagregancia
ASA a tikagrelor uCinkovala mezi pacienty bez vyznamnégjSich rozdilt, ucinek
vorapaxaru nebyl u vSech pacientli jednoznacny. Oproti zdravym dobrovolnikiim vSak
méli pacienti siln€js$i reakci na néktera antiagregancia i antikoagulancia, coz bylo
potvrzeno za pouziti jak PT, tak aPTT testu.

Byly také nalezeny pozitivni korelace dalSich potencialné aterogennich lipida
s aktivitou desticek u nékterych induktorti. Vyznam tohoto nalezu by bylo potieba
podpofit dalsimi studiemi. Dale je nutné upfesnit vyznam a mechanismy interakci LDL
s trombocyty 1 koagulacnim systémem pro optimalizaci 1écby trombotickych komplikaci

u téchto pacientt.
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