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Abstrakt

Mechanické srde¢ni podpory jsou dilezitou terapeutickou modalitou
v oblasti pokrocilé chirurgické terapie terminalniho srde¢niho selhdni. Doposud
pouzivand zafizeni generuji pfevazné nepulzatilni tok krve. Navzdory
prokazatelnym klinickym tuspéchim této 1écby se setkavame s komplikacemi
specifickymi pro zafizeni s kontinudlnim pratokem. Komplikace jsou
pfipisovany zejména zvySenému smykovému zatiZzeni a zméndm cév, krevnich
elementl a endotelu. Cilem prace bylo zjistit vliv kontinudlniho pritoku na
vaskulaturu a krevni elementy pomoci longitudinalniho sledovdni vybranych
biomarkertt vaskuldrniho zdravi. Ve studii byly sledovany cirkulujici
mikrocastice, endotelidlni progenitorové buiikky a kmenové builky a byla

vySetfena dynamika degradace von Willebrandova faktoru a jeho funkce.

Vysledky dosazené vnaSi studii potvrzuji stanovenou hypotézu o
zménach dynamiky sledovanych marker v zavislosti na zméné charakteristiky
krevniho toku. Ve sledovaném obdobi byl pozorovan pravdépodobny negativni
vliv kontinualniho pritoku na sledované parametry. Pii sledovani degradace
multimer von Willebrandova faktoru s vysokou molekuldrni hmotnosti byl
pozorovan pravdépodobny pozitivni vliv arteficidlni pulzatility. Dalsi vyzkum
muZze poskytnout vyznamné podklady pii vyvoji specifickych charakteristik
novych generaci mechanickych srde¢nich podpor, zejména v definovani miry

pulzni amplitudy a jeji synchronizace s nativnim srde¢nim rytmem.



Abstract

Ventricular assist devices are an important therapeutic modality in
advanced surgical therapy of end-stage heart failure. Devices mainly used until
recently generate primarily non-pulsatile blood flow. Despite indisputable
clinical success of this therapy, we encounter complications specific to the
devices with continuous flow. Complications are mostly attributed to increased
shear stress and changes in blood vessels, blood elements and endothelium. The
aim of this study was to determine the effect of continuous blood flow on the
vasculature and blood elements by longitudinal monitoring of selected
biomarkers of vascular health. During the study we monitored circulating
microparticles, endothelial progenitor cells and stem cells and examined

degradation dynamics of von Willebrand factor and its function.

Results obtained in our study confirm the hypothesis of changes in the
dynamics of studied markers dependent on the change of characteristics of blood
flow. The possible negative effect of continuous flow on monitored parameters
was observed in tracked period. In degradation of the high molecular weight von
Willebrand factor multimers the probable positive effect of artificial pulsatility
was observed. Further research can provide important data for the development
of specific characteristics of new generations of mechanical circulatory support,
especially in defining pulse amplitude rate and its synchronization with native

heart rhythm.



1 UVOD

Pro pacienty, u kterych srdecni selhani onemocnéni navzdory maximalni
konzervativni terapii progredovalo do terminélni faze, byla doneddvna krajni
lécebnou moznosti transplantace srdce. Dnes je jednou z moznosti chirurgické
terapie implantace mechanické srde¢ni podpory (MSP). Tato Cerpadla krve jsou
schopna pievzit ulohu srdce v krevnim ob¢hu a klinické vysledky této terapie
jsou vice nez uspokojivé (Kirklin et al., 2014). MSP generuji prevazné
kontinualni pritok, ktery mize naruSit normalni cirkulaci a krevni elementy
zvySenim smykového zatizeni a podpoftit vznik endotelidlni dysfunkce (Healy et
al., 2016). Ke sledovani vlivu kontinudlniho pritoku na vaskulaturu lze vyuzit
recentné studované biomarkery vaskularniho zdravi. Cirkulujici mikroc¢astice
jsou uvolnovany za patologickych 1 fyziologickych podminek, zejména u
kardiovaskularnich onemocnéni. Kmenové a endotelidlni progenitorové bunky
jsou uvolnovany z kostni dien¢ pii akutnim vaskuldrnim postizeni a nutnosti
obnovy endotelu (Burger a Touyz, 2012). Nezadouci procesy jsou také velmi
dobte reprezentované degradaci funkce von Willebrandova faktoru a vznikem
ziskané von Willebrandovy nemoci (Mutiah et al., 2016). Pfedkladand prace
slouzi k alespon Castecnému objasnéni otazek tykajicich se omezené pulzatility a
jejiho vlivu na vaskulaturu. Pro tento uc¢el bylo nutné longitudinalni sledovani
vaskuldrnich parametrii u pacientl se srde¢nim selhanim a implantovanou

mechanickou srde¢ni podporou.



2 HYPOTEZY A CILE PRACE

V praci byla testovana hypotéza o zméndch koncentraci cirkulujicich
biomarkerti vlivem kontinudlniho pritoku. Zmény byly sledovany pomoci
koncentraci cirkulujicich mikrocastic, cirkulujicich kmenovych bunék a
endotelidlnich progenitorovych bunék. Nezadouci procesy také mohou byt take
reflektovany zménami v koagulacnim systému a degradaci funkce von
Willebrandova faktoru, které mizi po obnoveni pulzatilniho pratoku. Testovali
jsme proto také hypotézu o pozitivnim vlivu pulzatility na vznik ziskané von

Willebrandovy nemoci.
V préci byly stanoveny tyto cile:

I.  Definovat vyznam novych biomarkerii vaskuldrniho zdravi (cirkulujicich
mikrocastic) u pacientil s implantovanou mechanickou srde¢ni podporou.

II. Longitudindlné posoudit vliv  mechanické srde¢ni  podpory
s kontinudlnim pritokem na dynamiku plazmatické koncentrace
cirkulujicich mikrocastic.

III. Longitudindlng¢ posoudit vliv  mechanické srde¢ni  podpory
s kontinudlnim pritokem na dynamiku zmén poctu cirkulujicich
kmentovych a endotelialnich progenitorovych bun¢k.

IV. Zhodnotit vliv pulzatility na vznik ziskané von Willebrandovy nemoci.



3 METODIKA

Ke zhodnoceni koncentrace mikrocastic byla pouzita metoda ELISA
(Hyphen Biomed, Francie). Koncentrace byly vyjadieny v nanomolech na litr
vztazenych ke koncentraci fosfatidylserinu (nMPS). Cirkulujici kmenové bunky
a endotelidlni progenitorové bunky byly vySetfeny na expresi povrchovych
antigeni a meéfeny pomoci prutokové cytometrie. Kmenové buinky byly
definovany jako CD34+/CD45low+ a endotelialni progenitorové bunky jako
CD34+/CD45low+/KDR+ bunky. K analyze multimerd von Willebrandova
faktoru s vysokou molekuldrni hmotnosti byla pouzita gelova elektroforéza a
chemiluminiscence pomoci Western blot. Dalsi metody analyz vWF jsou

podrobné popsané v publikované praci.

Data byla statisticky analyzovdna pomoci softwaru STATA a SPSS v. 21.
V popisnych/deskriptivnich statistikdch byly pouzity priméry a smérodatné
odchylky s vybérem, medidny, piipadné procenta. Rozdily mezi jednotlivymi
skupinami v ptipad¢ kontinudlnich proménnych byly analyzovany neparovym t-
testem (Student) a v pfipad¢é kategorickych proménnych %2 testem. Zmény
sledovanych parametri (vyhradné kontinualni) v ¢ase v jednotlivych skupinach
byly analyzovany parovym t-testem. U parametrQi s abnormalni distribuci bylo
pouzito logaritmickych hodnot. Hodnoty p nizs$i nez 0,05 byly povazovany za

statisticky signifikantni.
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PRACE A piedstavuje souhrn dosavadnich obecnych poznatkil na poli
recentné zkoumanych biomarkerti vaskularniho zdravi, cirkulujicich mikrocastic
(MP). Vuvodni ¢asti jsou diskutovany potenciondlni fyziologické regulacni
ulohy MP a jejich podil na vzniku a patogeneze onemocnéni, u nichz byly
pozorovany zmény jejich koncentrace. MP hraji dulezitou roli pifi regulaci
zanétu, endotelidlni funkce nebo u trombdzy. Zmény plazmatickych koncentraci
téchto markerti jsou u kardiovaskularnich onemocnéni popsany jednoznacng.
Nejcastéji pouzivanymi metodami k detekci mikrocastic jsou ELISA a
prutokova cytometrie. Prace komplexné popisuje dosavadni studie zabyvajici se
MP u pacientlt s MSP. Zmény jejich koncentrace byly popsany prakticky ve
vSech znich a to nejen vporovnani proti zdravym kontrolam, ale také
v longitudindlnim sledovani. M¢feni koncentraci MP se tedy muze stat
dalezitym pii ur€ovani stavu vaskulatury u pacienti s MSP, ma slibny potencial
pii predikci nezddoucich udalosti a pii spravné klinické korelaci se mlze stat
nastrojem napomahajicim pii vyvoji novych generaci mechanickych srde¢nich

podpor.

PRACE B popisuje sledovani koncentraci cirkulujicich mikrogastic
u pacientll s mechanickou srde¢ni podporou v obdobi pied implantaci MSP a 3
meésice po vykonu. V praci je testovand hypotéza o longitudinalnich zménach
v koncentraci MP a vlivu implantace MSP na jejich vyvoj. V této studii bylo

vySetteno 30 pacientli (25 muzi a 5 Zzen ve véku 54,16+10,03 let; 18 ischemicka,
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12 neischemickd kardiomyopatie) v obdobi pfed a 3 mésice po implantaci MSP
s kontinudlnim pratokem. Koncentrace MP byly zméfeny pomoci metody
ELISA (Hyphen Biomed, Francie) a vyjadfeny v nanomolech na litr vztazenych
ke koncentraci fosfatidylserinu (nMPS). V porovnani koncentraci pted
implantaci MSP a 3 mésice po vykonu byl pozorovan signifikantni pokles
koncentraci MP (p=0,03) u vSech pacienti. Nebyl pozorovan rozdil mezi
pacienty s ischemickou a neischemickou etiologii srdecniho selhdni pted
implantaci MSP (p=0,53) a ani 3 mésice po ni (p=0,75). Vliv véku (p=0,72) ani
pohlavi (p=0,90) na koncentraci MP nebyl statisticky signifikantni. Vysledky
provedené studie neprokdzaly jednoznacny negativni efekt kontinudlniho
prutoku na funkci vaskulatury, vyjadfeného jako koncentrace cirkulujicich
mikrocastic. Toto pozorovani naznacuje, ze v kratkodobém horizontu 3 mésicti
po implantaci MSP, pravdépodobné nedochazi k zdsadnimu zhorSeni funkce
vaskulatury vlivem kontinuédlniho toku. Studie potvrdila hypotézu o zménach

koncentraci MP pied a po implantaci mechanické srde¢ni podpory.

PRACE C byla zaméfena na longitudinalni sledovani poétu cirkulujicich
kmenovych (SC) a zejména endotelidlnich progenitorovych bunck (EPC),
kterym je pripisovana schopnost endotelidlni regenerace a participace
v angiogenezi. V praci je testovand hypotéza o zméndch poctu téchto bunék
v periferni krvi v zavislosti na zméné typu krevniho pratoku ovlivnéného MSP.

Hlavnim cilem studie byla evaluace paralelnich zmén u cirkulyjicich

11



endotelidlnich progenitorovych bunck, kmenovych bunck a cirkulujicich
mikrocastic (MP). Analyza prob¢hla u 23 pacient (5 zen, primérny veék
50,6£14,1 roku), kterym byla implantovana MSP s kontinudlnim priitokem.
M¢feni bylo provedeno pied a poté tii a Sest mésict (£15 dni) po implantaci.
Cirkulujici SC a EPC byly méfeny pomoci priitokové cytometrie, SC byly
definovany jako CD34+/CD45low+ a EPC jako CD34+/CD45low+/KDR+
buiiky. Koncentrace MP byly stanoveny metodou ELISA (Hyphen Biomed,

Francie).

Pocty cirkulujicich SC a EPC signifikantné poklesly 3 mésice po
implantaci MSP pfi porovnani se stavem pifed implantaci (p=0,01 pro SC a
p=0,001 pro EPC). V Sesttm mé&sici doSlo kjejich opétovnému narlstu
v porovnani s méfenim ve tfetim meésici (p=0,006 pro SC a 0,003 pro EPC).
Koncentrace MP se statisticky signifikantné neliSily, 1 kdyZ trendové kopirovaly

jejich koncentrace vyvoj SC a EPC.

Implantace MSP tedy vedla k signifikantnim zméndm v poctu
cirkulyjicich SC a EPC a potvrzeni hypotézy. NejpravdépodobnéjSim
mechanismem poklesu poctu sledovanych bunék ve 3. mésici se zda
znovuobnoveni suficientniho krevniho toku do tkani po implantaci MSP.
Nasledny nartist hladin sledovanych bunc¢k v 6. mésici by mohl byt odrazem
reakce organismu na pokracujici endotelidlni dysfunkci a poSkozeni, vyvolané

nepulzatilnim krevnim tokem.
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PRACE D popisuje vznik ziskané von Willebrandovy nemoci (VWD) u
pacienti s implantovanou mechanickou podporou s kontinualnim pratokem a
MSP s arteficidlni pulzatilitou. Soucasné mechanické srdecni podpory
s kontinudlnim priitokem jsou asociované se zvySenou degradaci multimerti von
Willebrandova faktoru (vWF) s vysokou molekuldrni hmotnosti (HMWMs),
které jsou dilezité pro sprdvnou funkci trombocytl. Po explantaci MSP pii
transplantaci srdce a znovuobnoveni pulzatilniho pritoku se vSak vySe zminéné
komplikace jiz nevyskytuji. Nejnovejsi typ MSP HeartMate 3 (HM 3) je
Cerpadlem s arteficidlni pulzatilitou. Lze ptfedpokladat, Ze vytvoienim
arteficialni pulzni vlny se snizi cirkula¢ni smykové zatiZzeni a tim bude pozitivné
ovlivnéna funkce studovanych hemostatickych parametrii. Prace je prvni studii
porovnavajici Cerpadlo s kontinudlnim pritokem a s arteficidlni pulzatilitou
s ohledem na vznik ziskané vWD. Hypotéza testovana v této praci predpoklada
rozdilnou degradaci HMWMs u MSP s kontinudlnim pritokem a arteficidlni
pulzatilitou. Primarnim cilem této prospektivni studie bylo urcit efekt HM 3 na
smykové zatizeni krevnich elementd, vyjaddienych jako mira degradace
HMWMs. Sekundarnim cilem bylo porovnat degradaci s kontrolni skupinou
pacientil s implantovanou mechanickou srde¢ni podporou HeartMate 11 (HM II)
s kontinudlnim priatokem. Béhem studie bylo vySetfeno 15 pacientl (3 Zeny,
pramérny veék 67,3£1,4 let) simplantovanou MSP HM 3 s arteficidlni
pulzatilitou a 11 pacientd (1 Zena, praimérny vek 52,8+2.5 let) s implantovanou

MSP HM II s kontinudlnim pritokem. Pacientiim byly odebrany krevni vzorky
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pfed implantaci mechanické srde¢ni podpory a nasledné 2., 7., 30., a 45.
pooperacni den. Hlavni analyza byla zaméfend na zmény HMWMs, méteni
ristocetin kofaktoru, vWF antigenu a aktivitu metaloproteinazy ADAMTS 13.
Béhem studie byly vySetfené také dal§i parametry souvisejici se ziskanou vWD
— aktivita ristocetin-kofaktoru (RiCO), vySetieni antigenu von Willebrandova
faktoru (VWF Ag) a jejich pomér (RiCO:vWF Ag ratio). Sub-analyzy
zahrnovaly analyzu vlivu programované rychlosti otacek MSP, indikatora
hemolyzy a otevirdni aortdlni chlopné na sledované parametry. U skupiny
s implantovanym cerpadlem s arteficialni pulzatilitou (HM 3) byla potvrzena
signifikantné niz§i degradace @HMWMs v porovnani se skupinou
s implantovanou MSP bez arteficidlni pulzatility, s maximéalnim rozdilem ve
druhém pooperacnim dni (vSechny p<0,001). U ostatnich sledovanych
parametrii a sub-analyz nebyl mezi sledovanymi skupinami prokéazan statisticky
signifikantni rozdil. Komparativni analyza potvrdila rozdilny vzorec degradace
HMWMs mezi sledovanymi skupinami (p<0,05 pro vSechna vySetieni). Ve
studii byla potvrzena hypotéza, ze efekt Cerpadla s arteficidlni pulzatilitou
pravdépodobné redukuje posSkozeni plasmatickych elementli, véetné HMWMs.
Toto pozorovani je podpofeno také nizSim vyskytem hemolyzy u tohoto
zafizeni. Ve studii se neprokazaly signifikantni rozdily ve funk¢énich analyzach
aktivity vVWF mezi sledovanymi skupinami. U obou zafizeni bylo pozorovano

podobné zachovani funkcénich atributh vWF.
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S DISKUZE

Hlavnim cilem préace bylo potvrzeni hypotézy o vlivu kontinualniho toku
na vaskulaturu a cirkulujici elementy. K tomuto ucelu bylo pouzito sledovani
zmén koncentraci cirkulujicich vaskularnich biomarkert a stanoveni degradace a
funkce von Willebrandova faktoru u pacientli s implantovanou mechanickou

srde¢ni podporou.

Béhem studie byly detekovany zmény koncentraci cirkulujicich
biomarkeri — mikrocastic, endotelidlnich progenitorovych buné¢k a kmenovych
CD 34+ bunck. Publikované vysledky prace referuji o sniZzeni koncentraci
cirkulujicich mikroc¢astic (MP) ve tfetim mésici po implantaci mechanické
srdecni podpory. Za piicinu pozorované snizené koncentrace MP ve 3. mésici
muze byt povazovano zlepSeni perfuze organa po zvysSeni srde¢niho vydeje do
adekvatnich hodnot. Srestauraci adekvatniho srde¢niho vydeje se
pravdépodobné snizi stres vyvolavajici zvySeni poctu MP 1 zatiZzeni endotelidlni
vrstvy v cévach. Dale se eliminuje relativni ischemie cilovych organti. Hodnoty
absolutniho poctu kmenovych bunék (SC) a subpopulace endotelidlnich
progenitorovych bun¢k (EPC) v porovnani s obdobim ptfed implantaci MSP
signifikantné poklesly ve tfetim mésici. V dal§im sledovani v 6. mésici se
hodnoty signifikantné¢ zvysily. EPC jsou povazovany za ukazatel regeneracni
schopnosti organizmu a jejich zvySeni poukazuje na zvySenou nutnost obnovy

endotelidlni vrstvy cévni stény. Proto je obnoveni adekvatniho srde¢niho vydeje
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ve spojeni s adekvatni dodavkou kysliku a ostatnich zivin po implantaci MSP
charakterizovano snizenim poctu EPC ve tfetim mésici. Pfi dlouhodobém
nepulzatilnimu pritoku jsou stény cév vystaveny vétSimu stresu, nejsou cyklicky
namahany a prohlubuje se endotelidlni dysfunkce. Proto se zvySuje nutnost
obnovy endotelidlnich bunék, kterd se odrazi zvySenim hladin EPC 1 kmenovych
bunék v Sestém mésici po implantaci MSP. V dalsi ¢asti prace byla provedena
komparativni analyza pacienti s MSP s kontinualnim pritokem a MSP
s arteficidlni pulzatilitou z hlediska funkce von Willebrandova faktoru (vWF) a
degradace jeho multimeri s vysokou molekuldrni hmotnosti (HMWMs). Zde
byly demonstrovany signifikantni rozdily mezi degradaci fetézcli von
Willebrandova faktoru u odlisnych typl cerpadel. Navzdory tomu, Ze vysledky
naznacuji vys$$i prezervaci HMWMs u pfistroje HeartMate 3 (HM 3)
s arteficidlni pulzatilitou, toto pozorovani nebylo asociovano s funk¢ni diferenci
parametrit VWF pfi porovnani s kontinudlnim ¢erpadlem HeartMate II (HM II).
V  doposud publikovanych studiich ptfedchozich typi MSP (axidlni,
centrifugalni), nebyl mezi nimi pozorovan rozdil v degradaci HMWMs.
Pozorovani tedy naznacuje, Ze unikétni charakteristiky MSP HM 3, mezi které
patii arteficidlni pulzatilita, se odrdzeji na vyssi prezervaci HMWMs a potvrzuji

jeho vyssi hemokompatibilitu.

V ptredkladané praci bylo pozorovano pravdépodobné zhorSeni

endotelidlni funkce u pacientli simplantovanou MSP. Zmeéna koncentraci
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cirkulujicich biomarkert se jevi jako reakce na aberantni zatizeni cévni stény
kontinualnim tokem. Koncentrace cirkulujicich mikrocastic, které jsou
pravdépodobné uvolilovany pii poSkozeni krevnich elementii a endotelu
statisticky vyznamné poklesly. Pozorovani lze wvysvétlit bud® obnovenim
srdecniho vydeje a odstranénim povSechné ischemie, nebo plisobenim
mechanickych sil v ¢erpadle samotném a ztoho rezultujicimu posSkozeni
mikroc¢astic a jejich degradaci, ktera byla méfena jako jejich signifikantni
pokles. Toto vysvétleni podporuje hypotézu o zvySeném smykovém zatizeni
krevnich elementl proudicich pies turbinu Cerpadla. Z;jisténi zvySené degradace
multimeri von Willebrandova faktoru ¢ini tuto moznost pravdépodobnou, avSak
u Cerpadel s arteficialni pulzatilitou k této degradaci dochdzi v mensim méfitku.
Hypotéza o patologickém zatizeni cévni stény je také podpofena zménou
koncentraci cirkulujicich endotelialnich progenitorovych bun¢k a kmenovych
bunék. Zmeény jejich koncentrace s vlivem kontinudlniho toku naznacuji
zvySenou potiebu obnovy endotelu v dlouhodobém horizontu a tedy jeho

zvySené poskozeni a pravdépodobnou dysfunkci vlivem nepulsatilniho pritoku.

Vysledky mohou osvétlit unikatni  patofyziologii  prutoku krve
vaskulaturou u tohoto typu terapie. Zaroveih mohou poskytnout zpétnou vazbu
pii vyvoji dalSich generaci mechanickych srde¢nich podpor urcenych
k dlouhodobému pouziti s cilem maximalni hemokompatibility a eliminace

nezadoucich udalosti.
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6 ZAVERY

II.

I1I.

IV.

V praci byly identifikovany a zhodnoceny moderni plasmatické biomarkery,
zejména cirkulujici mikroc¢astice, a dynamika jejich koncentraci v souhrnu
recentnich publikaci a vlastnich vysledkd. Souhrn podtrhuje jejich zmény
v pfitomnosti mechanické srde¢ni podpory a potencial markerii ve vztahu
k nezadoucim klinickym piihodam.

Longitudindlni posouzeni plasmatické koncentrace mikrocastic provadéné
metodou ELISA vykazuje dlouhodoby pokles, ktery lze vysvétlit jako
upravu funkce vaskulatury ve 3. mésici po implantaci MSP. Nelze vyloucit
podil mechanickych sil reprezentovanych zvySenym smykovym tfenim.
Pocéty endotelidlnich progenitorovych a kmenovych bunék vykézaly
signifikantni bifazickou dynamiku. Na poklesu ve 3. mésici po implantaci
MSP se pravdépodobné¢ dominantné podili zlepSeni funkce vaskulatury a
zejména tkanové perfuze. Nasledny vzestup pfisuzujeme negativnimu
ucinku kontinuélniho toku krve a prohloubeni endotelialni dysfunkce, které
aktivuji repara¢ni mechanismy endotelu.

Degradace multimertt von Willebrandova faktoru s vysokou molekularni
hmotnosti byla signifikantné¢ redukovana u mechanické srdecni podpory
s arteficialni pulzatilitou v porovnani s MSP s kontinualnim priitokem. Tento
efekt naznacCuje piinos arteficidlni pulzatility pro zachovani krevnich

elementd a pozitivni vliv na hemokompatibilitu.
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