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1. Teoreticka vychodiska prace

1.1. Uvod

Akutni koronarni syndrom je stdle jednou z hlavnich pfi¢in mortality a morbidity ve
vsSech rozvinutych zemich. V jeho terapii se doséhlo v poslednich letech vyznamnych uspéchi
zavedenim zejména direktni balonkové koronarni angioplastiky, s cilem minimalizovat

lozisko vysledné nekrézy a zlepsit prognozu pacientu.

Podstatou akutniho koronarniho syndromu je ruptura ateromového platu. V patogenezi
nestability koronarniho platu se predpoklddda soubéh fady mechanismi. Za klicovy
mechanismus se kromé& obsahu lipidua v jadru platu povaZuje nerovnovaha trombotické
aktivity krve a proteolytickych enzymu cévni stény. Stabilni koronarni platy vlivem lytickych
enzymu podléhaji zménam se vznikem kiehké cepicky s rizikem ruptury a nasledné trombozy.
Vedle lytickych enzymii spoluptisobi i protromboticka aktivita krve prezentovana destickami

a tkanovym faktorem.

Pochopeni téchto d€jii by mohlo vést k moznosti ovliviiovat tyto procesy a minimalizovat

tak riziko vzniku akutniho koronarniho syndromu.

1.2. Zakladni patogenetické déje akutniho koronarniho
syndromu

Zéakladnim mechanismem vzniku akutniho koronarniho syndromu je ruptura ateromového
platu bohatého na lipidy s nasedajici trombozou. Tradiéni pojeti akceptuje nestabilni

koronarni plat jako pfi¢inu akutniho koronarniho syndromu, ktery vede k jednomu lokalnimu
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poskozeni v koronarni tepné — pouzivame vyraz ,,culprit” léze”. V poslednich letech se ale
pomoci analyz koronarnich tepen ukazuje, Ze nestabilni koronarni platy jsou pfevazné

4,5 T L, L1 . .6, 7 i
2345 3 zanétlivy proces v koronarnich tepnach je generalizovany® . Kli¢ovymi

multifokalni
déji v tomto procesu mohou byt jak lokalni degradace pojivové tkan¢ systémem aktivovanych
tkafiovych metaloproteindz, ktery vede k nestabilits platu®, tak protromboticky proces

Vv koronarni cirkulaci. Tyto procesy se zdaji vzajemn¢ zavislé, a proto by mél byt pouzivan

’ . , v 9
termin ,,aterotrombotické* déje”.

Pivodni termin vulnerabilni plat byl specificky uzivan k popisu platu nachylného
K ruptufe. U pacientd umirajicich nahlou srde¢ni smrti nalézame histopatologicky ruptury
platu, eroze platu a kalcifikované noduly v platu. Ruptura platu tak neni jedinym nalezem,
ktery vede ke vzniku trombozy, a proto by mél byt vulnerabilni (nestabilni) plat definovan
jako plat nachylny k trombéze vedouci k akutnimu korondrnimu syndromu se vznikem
akutniho infarktu myokardu nebo nestabilni anginy vznikem permanentniho nebo
tranzitorniho uzavéru tepny. Koncept vulnerability musi byt tedy spojen s vyskytem tvorby
trombu. Vulnerabilni plat je tedy 1épe mozné definovat jako vysledek procesu nedostatecného

VNI 1
hojeni v misté aterogeneze™.

V soucasné¢ dobé mame kardiospecifické troponiny k ovéfeni diagnostiky akutniho
koronarniho syndromu'’. Troponiny ale nejsou zapojeny do patofyziologie akutnich
koronarnich syndromt, kde dochazi ke vzdjemné interakci subendotelidlnich struktur cévni

stény a ateromového platu a aktivaci krevnich desticek a monocytt.



1.2.1. Koronarni ateroskleroza

Ateroskleroza je systémova choroba postihujici intimu velkych a stfedné velkych tepen —
aorty, karotid, koronarnich a perifernich tepen. Normaln¢ fungujici endotelové buiiky hraji
klicovou roli v homeostaze cévni stény (reguluji funkce cévni stény) a zabranuji vyvoji
aterosklerézy. Endotel reguluje cévni tonus, trombogenicitu, funkci desti¢ek, proliferaci a
migraci hladkych svalovych bunék a tonus cévni stény. Za normalnich okolnosti uvoliiuje
endotel fadu ptisobkt, které zajist'uji rovnovahu mezi vasodilataci (produkce oxidu dusného =
NO) a vasokonstrikei (endotelin-1) cévni stény, brani excesivni agregaci desti¢ek (produkce
NO a prostacyklinu = PGl,) a zajist'uji rovnovahu hemokoagulaéni kaskady regulaci tvorby
fibrinu komplexem tkanového faktoru (TF) a inhibitoru tkanového faktoru (TFPI) a aktivace
fibrinolyzy komplexem tkénového aktivatoru plasminogenu a inhibitoru tkanového aktivatoru

plasminogenu-1°.

Dysfunkce endotelu je vstupnim patogenetickym faktorem aterosklerozy. Ta je
zpisobovana rizikovymi faktory (tj. arteridlni hypertenzi, hyperlipidémii, koufenim,
oxida¢nim stresem atp...), které mohou spoustét aterosklerozu bez vlastniho morfologického
poskozeni endotelu. Dysfunkéni endotel pak podporuje adhezi a migraci makrofagh produkei
monocyty chemoatrahujiciho proteinu-1, podporuje rist platu a indukuje vasokonstrikci (viz

Obrazek 1) °.
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Obrazek 1: Antiaterogenni a antitrombotické vlastnosti endotelu. Upraveno dle Corti et
al’. (TF= tkanovy factor, VII= factor VII, Xa= factor Xa, NO = oxid dusnaty, PGI, =
prostacyklin I, TXA; = tromboxan A;, SMC = hladké svalové buriky, tPA = tkanovy activator
plasminogenu, PAI-1 = inhibitor tkanového aktivatoru plasminogenu-1, MCP-1 = monocyty
chemoatrahujici protein 1, MMPs = metaloproteinazy, ET1= endotelin 1, VEGF = vaskularni
rustovy factor).

Ateroskleréza je charakterizovana ztlu$ténim intimy nasledkem akumulace bunék a

012
u

lipidii, zplisobené nerovnovédhou mezi pfisunem a vystupem (odsunem) lipidi~. Sekundarni

zmény mohou byt zaznamendny jak v pfilehlé medii a adventicii, zejména v pokrocilych
stupnich choroby. Postupna progrese tukovych prouzki (nalézdny uZ v intim& d&ti™®)
progreduje do fibroateromu tvofeného cepickou hladkych svalovych buné€k a kolagenu. Tyto

Casné faze aterosklerozy mohou progredovat bez zmény velikosti lumen pomoci

kompenzaéniho zvétseni tepny (pozitivni remodelace)™.



Dysfunkéni endotel vede ke vzniku vyrazn€ proaterogenniho prostfedi se vznikem
atherosklerotickych 1ézi a trombotickych komplikaci. Tvorba cytokinti a exprese adheznich
molekul (napft. selektini, VCAM = vascular cell adhesion molecule, ICAM = intercellular cell
adhesion molecule), napomaha leukocytiim a monocytiim k zachyceni a infiltraci do cévni
stény™®. Monocyty migruji subendotelidlng, zde se transformuji na makrofagy a reguluji

zénétlivou reakei a tvorbu dal§ich chemokinii atrahujicich buiiky™.

1.2.2. Nestabilni plat

Akutni koronarni syndrom je zplisobeny nestabilnim nebo tzv. vulnerabilnim platem,
ktery je nachylny k ruptufe. Léze zodpovédna za korondrni postizeni (culprit lesion) je casto
puvodné malo stenotickd a nedetekovatelna na koronarni angiografiile. Plat nachylny
k ruptufe ma obvykle objemné lipidové jadro s tenkou fibrosni Cepickou a vysoky pocet

zénétlivych bunék a to zejména na okrajich platu, kde nejéastgji k ruptuie platu dochazi'’.

Monocyty a makrofagy jsou kliCovymi v rozvoji nestability ateromového platu.
Makrofagy produkuji riistové, mitogenni, prozanétlivé a lytické piisobky, které zvyraziuji
progresi aterosklerotickych plétﬁlg. Desticky a zanétlivé buiikky mohou byt zdrojem i cilem

prozanétlivych pasobki®®.

Mechanické faktory vedouci k vulnerabilité platu jsou tfi: obvodové napéti stény tj. napéti
na obvodu ateromové 1éze neboli ,,inava* ¢epicky, charakteristiky 1éze (lokalizace, velikost a
konzistence) a charakteristika krevniho priitoku. V ptipadé, ze lipidové jadro piekroci vice
nez 40% objemu plétu, je plat povazovan za nestabilni?’. Hladké svalové buiiky jsou ptitomny

Vv ateromové Cepicce a produkuji kolagenni vldkna (pojivovou tkai), na které zavisi integrita



povrchové Cepicky. Povrchova cepicka je dynamicky se ménici v zavislosti na rovnovaze
mezi produkci pojivové tkané hladkymi svalovymi buitkami a jeji degradaci®’. SniZeni
mnozstvi hladkych svalovych bunék vede ke snizené produkci pojiva. Kromé& mechanickych
vlivi hraje dilezitou roli zanét. Aktivované zanétlivé buiky jsou nalézany v oblasti ruptur
platu ze vzorkd z aterektomii u pacientd s akutnim koronarnim syndromem?. Tyto buiiky
jsou schopny degradovat extracelularni matrix vyluCovanim proteolytickych enzyma —
zejména metaloproteinaz®®. T-lymfocyty izolované z oblasti nachylnych k ruptufe mohou
stimulovat makrofagy k produkci metaloproteindz a mohou predisponovat rupturu 1ézi
zeslabenim jejich fibrosni &epicky”®. Metaloproteindzy a jejich inhibitory ovlivituji
remodelaci cévni stény a migraci hladkych svalovych bun&k pres bazalni membranu®.

Makrofagy produkované rustové faktory a kyslikové radikdly jsou pravdépodobné

zodpovédné také za apoptozu hladkych svalovych bungk v platu®.

1.2.3. Aterotrombéza
Ruptura platu a nasledna tvorba trombu je zodpovédna za vznik akutniho koronarniho
syndromu, jehoZz zavaZnost je ovlivilovana mnoZstvim a stabilitou trombu. Opakované
pfihody ruptury platu a asymptomatické tvorby trombu mohou byt zodpovédné za progresi

., ;25,26
koronarnich 1ézi .

Jakmile dojde k ruptuie platu, ovliviiuji dalsi rozvoj jak lokalni, tak systémové faktory.
Lokalnimi faktory jsou sloZeni platu a dynamika tekutin. Ruptura platu bohatého na lipidy
napomaha interakci mezi tkanovym faktorem a protékajici krvi, spousti aktivaci koagulacni
kaskady, syntézy trombinu a tvorby trombu®” #’. SloZeni platu mtze také regulovat aktivaci

desti¢ek; zvysené hladiny tromboxanu A» zjist'ované u ischemické choroby srdeé¢ni svédéi pro
9



podil destiek na aterotromboze®®. Navic 1é¢ba protidestickovymi 1éky zlepsuje prognézu

, , - 29
nemocnych s akutnim koronarnim syndromem®.

Makrofagy mohou byt zdrojem cirkulujiciho tkanového faktoru. Trombogenicita 1éze
koreluje s obsahem tkanového faktoru; lokalni TFPI snizuje trombogenicitu. Vysoké hladiny
cirkulujiciho tkanového faktoru jsou u pacientl s hyperlipidémii, diabetem a u akutniho

. 30,31, 32
koronarniho syndromu .

Asi jedna tfetina akutnich korondrnich syndromi vznikne bez ruptury platu nebo pouze
na podkladé drobné povrchové eroze fibrosniho platu, ktery tepnu vyznamné stenozuje®.
V téchto ptipadech tvorba trombu zavisi na zvySené trombogenicité spousténé systémovymi
faktory. K témto faktorim patii zvySené hladiny LDL cholesterolu, snizené hladiny HDL
cholesterolu, koufeni cigaret, diabetes mellitus a nékteré poruchy hemokoagulace zvysujici
trombotické komplikace® ** **. Ovlivnénim rizikovych faktori, jako je hyperlipidémie a

kompenzace diabetu, je mozné dosahnout normalizace trombogenicity*®.



1.3. Systém metaloproteinazy a systém inhibitoru tkanovych
metaloproteinaz

1.3.1. Tkanové metaloproteinazy

Metaloproteindzy jsou velkou rodinou endopeptiddz s obsahem zinku, které rozkladaji
mezibunéénou hmotu (matrix). Souhrnné celou skupinu nazyvame tkanové metaloproteindzy

(MMPs). Jejich spole¢nymi vlastnostmi jsou:
1. schopnost degradace slozek mezibunécné hmoty (extracelularni matrix)
2. vyluCovani v neaktivni pro-formé a dodate¢na aktivace
3. pritomnost molekuly zinku (Zn®*) v aktivnim mist&
4. piitomnost ionizovaného kalcia (Ca?") ke stabilit&
5. aktivita pouze za chemicky neutrdlniho pH
6. inhibice aktivity specifickymi inhibitory tkdnovych metaloproteinaz.

Zdrojem metaloproteindz jsou monocyty, makrofagy a hladké svalové bunky. Jejich
klic¢ovou funkci je degradace extracelularni matrix, akcelerace angiogeneze, indukce

leukocytarni infiltrace a indukce apoptdzy.

Skupina tkanovych metaloproteinaz je dnes velmi rozsahld a v soucasnosti je znamo vice
nez 20 typt. Podle substratové specificity a své primarni struktury jsou rozdéleny do ctyt

skupin (viz Tabulka 1) ¥



Tabulka 1: Skupina metaloproteinaz a jejich substraty (upraveno dle

37 5 45)

Enzym e Substrat Aktivator Inhibitor Induktor | Hlavni distribuce
e
Kolagenazy
Intersticialni MMP-1 Kolagen LILII, VIl a X, Plasmin,MMP-3, 7, - | TIMP-1, -2, -3, -4 TNFo, IL-18, PDGF, Vyznamné zastoupen v
kolagenaza gelatin,entactin, aggrecan 10, MT-MMP Tetracyklin phorbol, TGF-5 myokardu
. . : Neutrofily
Neutrofilni kolageniza MMP-8 Kolagen 11,111, aggrecan, gelatin MMP-3, -7, -10 TIMP-1, -2 TNFa, IL-18 Postpartélni uterus
L . Siroce zastoupena v¢.
Kolageniza-3 MMP-13 IKol_ag_en 111, II_I, gelatin, fibronektin, MT-MMP LIF, TNFa, IL-18, myokardu
aminin, tenascin phorbol postpartalni uterus
Kolagenaza-4 MMP-18 Kolagen
Gelatinazy
Gelatin, kolageny I, 1V, V, VIl a X,
Gelatinaza A MMP-2 fibronektin, laminin, aggrecan, MT-MMP TIMP-1, -2, -3, -4 TGF-B Ubikvitni
tenascin-C, vitronektin
. . 4 o o TGF-8, TNFa, IL-18, Leukocyty
Gelatindza B MMp-g | Gelatin, kolagen IV, V, VI, XIV, | Plasmin TIMP-1, -2, -3, -4 LPS, phorbol, EGF, Ostoklasty
aggrecan, elastin, entaktin, vitronektin [ MMP-2 Tetracycline ischemie Trofoblast
Stromelysiny
Gelatin, fibronectin, laminin, kolagen
Stromelysin 1 MMP-3 | 111, IV, V, IX a X, tenascin-C, TIMP-1, -2, -3, -4 EEE“ [L-18, phorbol, -} o 4ee plice, jétra
vitronektin




Stromelysin 2 MMP-10 Kolagen IV, fibronektin, aggrecan TIMP-1, -2 Srdce, plice, jatra, stievo
. Fibronektin, gelain, laminin, kolagen
Stromelysin 3 MMP-11 IV, aggrecan TIMP-1, -2
Mebranove typy MMPs

Kolagen I, 1l a lll, fibronektin,
MT1-MMP MMP-14 laminin, vitronektin, progeoglykany TIMP-2, -3 Trll\loiboé’lnéélnﬁ’asgﬁ’ A Plice, ledviny, slezina, placenta

proMMP-2 a proMMP-13 P '
MT2-MMP MMP-15 | proMMP-2 Napéti Srdce, plice, jétra, colon,

ledviny
MT3-MMP MMP-16 proMMP-2 Mozek, plice, placenta
MT4-MMP MMP-17 ) Srdce, mozek, c_olon,
leukocyty, ovaria
MT5-MMP MMP-24 | proMMP-2
MT6-MMP MMP-25 -
w7
Dalsi

Matrilysin MMP-7 Gelatin, fibronektin, laminin, kolagen TIMP-1, -2, -4 LPS Postpartalni uterus

IV, vitronektin, tenascin-C, elastin,

aggrecan
Metalloelastaza MMP-12 | Elastin
Enamelysin MMP-20 | Aggrecan
Endometase MMP-26 -




Prvni skupina — kolagenazy jsou zejména aktivni ve vazb&é k molekulam kolagenu, ktery
Stépi na N-termindlnim konci za vzniku kratkého (Y4 délky) a dlouhého fragmentu. Tyto

fragmenty ztraceji svou konformaci helix a méni se na fragmentované fetézce zvané gelatiny.

Druhd skupina — gelatinazy (metaloproteindza-2 a -9) maji vyznamnou schopnost
degradace gelatinu. Gelatinazy jsou schopné degradovat kolagen typu IV, ktery je zastoupen

V bazalnich membranach.

Treti skupina -  stromelysiny (MMP-3, -10 a —11) jsou zaméfeny specificky proti
Sirokému  spektru extracelularnich komponent zahrnujicich proteoglykany, lamininy,

fibronektin, vitronektin a dalsi typy kolagenu.

Ctvrta skupina - membranové typy metaloproteindz degraduji nékteré extracelularni
komponenty a jsou schopné aktivace dalSich metaloproteinaz. Tato forma metaloproteinaz je

, v , .. . . . v . .24
vazana na bunénych membranach a jejich aktivace hraje roli v bunééné migraci®".

Z dnesniho pohledu toto dé€leni neni striktni, napiiklad gelatinazy jsou schopny S$tépit 1

vvvvvv 7

Regulace aktivity metaloproteindz probihd na tfech Grovnich — ovlivnéni transkripce a
sekrece MMPs do extracelularniho prostoru makrofagy, aktivace latentnich proenzymi a
inhibice aktivnich enzyml endogennimi inhibitory (zejména tkdfiovymi inhibitory

metaloproteinaz = TIMP) %,

Regulace exprese MMP

Induktory exprese metaloproteindz je velkd skupina prozanétlivych cytokind, hormont a
rastovych faktort,, zejména interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), tumor nekrosis faktor

(TNF-a), epidermalni rustovy faktor, destickovy rustovy faktor (PDGF), bazicky
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fibroblastovy faktor a CD40%® *. Dalgim aktivatorem je povrchovy bun&ény protein
indukujici expresi metaloproteinaz, ktery je zastoupen na normadlnich i poskozenych tkénich
myokardu®®. Naopak jiné faktory, kortikosteroidy, kyselina retinova, heparin a interleukin-4
(IL-4), inhibuji expresi genu pro MMPs*'. Existuji ale i diverzifikované stimulaéni efekty,
kdy transformujici ristovy faktor 8 stimuluje syntézu MMP-2 a MMP-9, ale inhibuje syntézu

MMP-1 a MMP-3%.

Aktivaéni mechanismus neaktivnich MMP

Neaktivni formy metaloproteinaz musi byt aktivovany proteolytickym Stépenim do
ucinnych forem z prekurzori MMP odstépenim karboxylové skupiny z proenzymu. Byly

popsany tii riizné aktivaéni mechanismy:
1. postupna aktivace

2. aktivace pomoci bunééného povrchu a syst¢tmem membranovych MMP (MT-

MMP)
3. intracelularni aktivace

Aktivace metaloproteindz miize probéhnout intracelularné, ale vétSina MMP je
secernovana a uloZena v extracelularni matrix*?, Aktivace proMMP v intersticiu je fizena
plasmin-independentni nebo plasmin-dependentni cestou®. Plasmin vytvofeny urokinasa-like
aktivatorem plasminogenu (uPA) spolu s MMP-2 aktivuje MMP-9*. uPA spojena
s receptorem uPA upfednostiiuje extracelularni degradaci. Aktivované membranové typy
metaloproteinaz a MMP-2 nebo TIMP-2 slouzi k transmembranovému fizeni aktivace dalSich
metaloproteinaz®. | koncentrace TIMP-2 mé dileZitou roli v povrchové aktivaci MMP-2.

V nizkych koncentracich slouzi TIMP-2 jako receptor pro prekurzor MMP-2, zatim co ve



vysokych koncentracich TIMP-2 neutralizuje povrchové komplexy membranovych

metaloproteinaz a brani aktivaci zejména MMP-2%.

Lokélni aktivace MMP je facilitovana vazbou na kolagen. Pfitomnost solubilniho
kolagenu stimuluje kolagenazy a kolagenolytickou aktivitu — kultury monocyt v prostiedi
kolagenu typu I uvoliuji vice MMP-9, nez buiiky kultivované bez tohoto média*. Stejng tak
aktivace MMP-2 je indukovéana kolagenem typu I, zatim co specifické protilatky proti

hlavnimu receptoru pro kolagen I &aste¢ng inhibuji aktivaci MMP-2*.

Inhibice MMP
Metaloproteindzy jsou inhibovany inhibitory tkanovych metaloproteinaz, syntetickymi
komponenty a o2-makroglobulinem®®. TIMP jsou bilkoviny s mnoho&etnymi funkcemi,

TIMP-1, 2 a 3 maji rstovou stimula¢ni aktivitu®.

Dusledky nadmérné exprese nebo deficitu MMPs nebo TIMPs
V modelu bylo sledovano navozeni tvorby TIMP-1 pomoci adenovirového vektoru. Tato
indukce zvysené exprese vedla k inhibici migrace hladkych svalovych bunék a i1 sniZeni

50 51 o
. Nadmérna

neointimalni hyperplazie navozené poskozenim pfi balonkové angioplastice
produkce TIMP-1, -2 a -3 inhibuje chemotaxi hladkych svalovych bungk a invazi pies bazalni
membranu. Adenoviry navozena produkce TIMP-2 sniZuje neointimalni ztluSténi cévni stény

primarn& inhibici MMP aktivity a migrace hladkych svalovych bunék in-vitro i in-vivo™.

Zvyiena aktivita MMP-3 je spojena se zvysenou tvorbou kolagenu a fibrotizaci®.

U aterosklerotického platu je popisovana zvySend koncentrace metaloproteinaz (MMP) a
jejich aktivity, zvlasté v oblastech s vysokym obsahem pénovych bungk, které jsou spojeny s

vy$$im rizikem nestability platu. V makrofazich nestabilnich plath byla zjiSténa zejména



vysoka produkce a obsah MMP-9 (gelatinasy B) a MMP-3 (stromelysinu)®?, sou¢asnd
S vyraznou prevahou aktivnich lytickych enzymt nad jejich pfirozenymi inhibitory. Nejvyssi

absolutni koncentrace i rozdily koncentrace jsou ve vulnerabilnich oblastech &epicky™ .

Metaloproteinaza 2 = kolagenaza (MMP-2), degraduje kolagen typu IV. V aorté se
vyskytuje MMP-2 ve vy$$im mnozstvi u aterosklerotickych 1ézi vice nez u tukovych prouzki

a to vice neZ v normalni stén& — pomér AS plat : tukovy prouzek : normalni sténa je 4:2:1%,

Extracelularni matrix a angiogeneze

Angiogeneze je primarné fizena tkanovou hypoxii a odehrava se za fyziologickych
podminek jako je béhem hojeni rany, ristu endometria béhem menstrua¢niho cyklu nebo pfti

pouziti tkanového $tépu a ischemii.
MMP-9 a aterosklerdza

Ve studii platu u kralikt zivenych dietou bohatou na lipidy byla zjisténa vysoka hladina
MMP-9 v pénovych bunkach. Aktivita metaloproteindzy v tomto modelu platu vykazovala
vysokou aktivitu enzymu nad jejich inhibitory. V piipadé intervence N-acetylcysteinem, jako
kyslikovym radikalem, dochéazi v pénovych buiikach ke snizeni exprese jak prekurzoru MMP-
9, tak i jeji aktivni formy™. Vysazeni lipidové diety vede ke sniZeni obsahu MMP-9 a jeji

aktivity v platu®.



1.4 Tkanovy faktor a inhibitor tkarioveho faktoru

1.4.1. Tkanovy faktor (TF)

Tkanovy faktor je kli¢ovou molekulou aktivace koagula¢ni kaskddy. Uvolnéni tkanového
faktoru vede ke spusténi koagulacni kaskady tzv. zevni cestou a facilituje aktivaci koagulacni
kaskady. Slouzi také jako signélni receptor v pribéhu hemokoagulace. Historické oznaceni
cesty pochdzi z vyjadieni nutnosti zevniho Cinitele (tj. tkdnového faktoru) spoustét koagulacni

kaskadu. (viz Obrazek 2)

Zevni cesta Vnitrni cesta
TF + VIl == TF:Vlla
 FFVilai : Xa <—IX |_ AT ¢
Heparmy
[ vllla ‘_ vIII ..........................
| | TFPI, Xa inhibitory :
X —>Xax i Pentasaccharide
 LMWH : V—>Va \vc.-,.u
\ Prothrombin (II) — Thrombin (lla) |-Ant|thromb|ny

Vil —Vllla Fibrinogen

~

FIBRIN

Obrazek 2: Schéma koagulaéni kaskady. Upraveno dle >’ a % (TF = tkanovy factor, VII =
factor VII, TFPI= inhibitor tkanového faktoru, LMWh = nizkomolekularni heparin, AT II1=
antitrombin 11, Xi=faktor XI, IX = faktor IX, VIII = faktor VIII, X = faktor X.

Tkanovy faktor je transmembranovy protein s kratkou cytoplasmatickou a dlouhou
extracelularni doménou o velikosti cca 45 kilodaltond. TF ma vysokou afinitu k faktru VII i

v Vlla, které vaze. Komplex TF:VIla spousti koagula¢ni kaskadu aktivaci plasmatickych



faktorti IX a X. Dalsi komplexy TF:VIla jsou tvofeny lokalné z inaktivnich komplexti TF:VII
autoaktivaci a pozitivni zpétnou vazbou pisobenim f Xa a f [Xa. Malé¢ mnozstvi f Xa je
schopno vyvolat zménu stopového mnozstvi protrombinu na trombin, ktery zpétnou vazbou
aktivuje faktor VIII a f. V°’. Komplex aktivovaného faktoru Xa s faktorem Va spousti §tdpeni
protrombinu na trombin; trombin je klicova molekula koagula¢ni kaskady s mnohocetnym
efektem: 1. pfeména fibrinogenu na fibrin, 2. pfeména f VIII na VIIla tvoficim nasledné
aktivni komplex s faktorem IXa, 3. pfeména faktoru XIII na XIlla ménicim rozpustny fibrin
do nerozpustné formy, 4. pfeména fV na Va, ktery je zasadnim kofaktorem premény

protrombinu na trombin, 5. aktivace desti¢ek, které uvolnu;ji faktor V8,

Tkanovy faktor je bézn¢ tvofen monocyty, fibroblasty a destiCkami, na jejichz
membranach je exprimovan. Pfi stimulaci (poranéni nebo atroskleroza, CD40L) je
exprimovan na povrchu aktivovanych endotelii, monocytt a také subendotelialné ulozenymi
butikami hladkého svalu a fibroblasty®. V jadru ateromového platu je velké mnoZstvi
tkanového faktoru tvofeno makrofagy. Naopak v normalnich tepnach je tvorba tkanového
faktoru omezena na adventicii, krom& sporadického vyskytu v medii®®. V adventicii se
tkanovy faktor vyskytuje ve vazbé na faktor VII, coz umoziiuje v ptipadé poranéni rychlejsi
aktivaci srazeni®’. Malé mnozstvi cirkulujiciho tkafiového faktoru je piitomno v plné krvi i
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v séru zdravych jedinci®.

Ptitomnost TF se lisi dle jednotlivych organti. Vysokym obsahem TF jsou znamy mozek,
plice, srdce, uterus, placenta a testes. Naopak nizké hladiny TF jsou pfitomny ve svalech,
kloubech a jatrech®. Zvysené mnozstvi TF by mohlo pro vyse uvedené organy znamenat

snizeni rizika krvaceni®,

V krvi je ¢ast aktivniho TF vazanano na mikropartikule (fragmenty membran) vzniklé

apoptozou bunék ateromového platu. TF cirkulujici v této podobé ma vysokou prokoagulacni



aktivitu®®.  Mikropartikule na sebe vazi TF puavodng vytvofeny monocyty,
polymorfonuklearnimi leukocyty, lymfocyty, destickami, endoteliemi a hladkymi svalovymi
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bunikami™".

U normaélnich jedinci je schopnost rychle reagovat na cévni poSkozeni zajiSténa
r r ’ r r1.7 . I~ 7 64 S Pt soe I
systétmem trvalé nizké bazalni aktivace srdzeciho systému”'. Bazélni aktivitu srazeciho

systému lze potvrdit bazalnimi hodnotami faktoru Xla a Xa®” ©

a hladinou komplexu
trombin-atitrombin. Podani protilatky anti-TF vede u Simpanz k inhibici TF a snizeni
bazéalnich hladin faktoru Xla a Xa®®. Také sniZeni hladiny tkafiového faktoru, v modelu
geneticky modifikované mysSi, vede ke snizeni plasmatickych hladin trombin-
antitrombinového komplexu®. Tyto nalezy ukazuji, Ze zevni aktivaéni cesta je zodpovédna za
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spousténi srazeci kaskady u normalnich jedinct a mysi®.

Existuji dva modely mozného spousténi koagulacni kaskady cestou tkanového faktoru.
Prvni model se opird o spousténi extravaskularné ulozenym tkanovym faktorem. V tomto
ptipadé, je mozny mechanismus ,,prosakovani* srazecich faktord z krve do cévni stény nebo
nik po subklinickém porandni cévni stény, coz vede k tvorbd malé davky trombinu’. Je
mozné spekulovat, ze v cévni sténé pritomny komplex TF a f VIla® spolu se srazecimi
faktory unikajicimi do cévni stény, dochazi ke vzniku trombinu. Difuze tohoto trombinu zpét
do krve umoZiiuje jeho kontakt s fibrinogenem®. Alternativn® mtiZe dochézet k uniku
srazecich faktort do cévni stény jejim poranénim. Model intravaskularni aktivace tkanovym
faktorem se opird o piitomnost malého mnozstvi tkanového faktoru v krvi, nazyvané
cirkulujici tkafovy faktor, ktery by mohl byt zodpovédny za spousténi srazeci kaskady'
V krvi je TF zastoupen na povrchu krevnich bunék (cirkulujici monocyty), v mikropartikulich
a jako plasmaticky protein rozpustény v plazmé. Zejména monocyty exprimuji malé mnozstvi
TF a mohou byt hlavnim zdrojem intravaskularniho TF, ktery by pak udrZoval bazalni

koagulaci”. Tento mechanismus je ale zpochybiiovan, nebot zejména prace Butenase



neprokéazala pfitomnost funkéniho TF vkrvi normdlnich jedinct. Pii vylouceni dalsi

stimulace monocytd se odhaduje mnozstvi bazalniho TF na méng neZ 20 femtomolu’”.
TF a ateroskleroza

Infiltrace intimalnich vrstev monocyty a jejich transformace na makrofagy a pénové
bunky reprezentuje zanétlivy ptivod ateroskler6zy. Tvorba zanétlivych cytokint jako TNF-a a
interleukinti vede k uvolnéni a zvyseni indukce exprese TF. V Casnych fazich aterogeneze je
zvySena exprese TF pozorovana v monocytech75, v pozdéjSich fazich je TF nalézan
Vv pénovych buiikach, endoteliich a hladkych svalovych buitkich’®. TF je také piitomen
Vv nekrotickém jadru platu, zejména ve vazbé na mikropartikule ze zaniklych pénovych bunék,
makrofagl a lymfocytd’®. Tyto mikropartikule reprezentuji hlavni &ast aktivity TF
v aterosklerotickém platu’’. Exprese TF je tzce spojena s apoptozou makrofigi v platech
bohatych na lipidy, coz ukazuje, Ze nejen zanét, ale také apoptéoza mize urCovat

trombogenicitu platu’®,

Nartstajici velikost aterosklerotického platu miize vést az ke stendze tepny, spojené se
vzestupem stfizného napéti, které¢ indukuje expresi TF endoteliemi. Za hlavni faktor nasledné
ruptury ale neni povaZzovan stupen zuzeni tepny, ale spiSe sloZeni platu, tj. na lipidy bohaty
plat s tenkou cepiCkou, masivnim lipidovym jadrem a excesivni infiltraci makrofagy a TF.
Ruptura platu vystavi vysoce trombogenni obsah cirkulujici krvi. Na TF bohaté makrofagy a
TF obsahujici mikropartikule z nekrotického jadra iniciuji formaci trombu a s tim souvisejici

komplikace jako akutni infarkt myokardu78.

Kromé¢ aktivace koagulacni kaskady, je TF zapojen v jinych patogenetickych udalostech,
které se odehravaji béhem tvorby aterosklerotické 1éze. TF je receptor pro faktor VIla a timto
mechanismem miiZe ovliviiovat migraci a proliferaci hladkych svalovych bungk’, *3, Tento

proces ma piimy vliv na cévni remodelaci, protoze hladké svalové buniky migruji a proliferu;ji



V neointim¢ poranénych tepen. Efekt komplexu TF/fVIla na migraci a proliferaci hladkych
svalovych bun¢k je zavisly vyhradné na cytoplasmatické doméné TF. Cévni remodelace,
jako odpovéd’ na porandni, je redukovana u mysi s absenci této domény®. Tvorba mikrocév
Vv aterosklerotickém platu mtize vést k progresi platu prispivajici k destabilizaci platu a
ruptuie'®. Stejné& jako je TF zapojen do aterogeneze, miize také hrat roli v neovaskularizaci
platu a tedy i spoustét jeho destabilizaci. TF tedy nemusi byt zapojen do aterogeneze
vyvolanim trombdzy, ale také piimym plsobenim na cévni remodelaci, progresi platu a jeho

nestabilitu’®.

In-vitro vytvoifeny komplex TF/VIla béhem koagulace zvySuje migraci hladkych

svalovych bun&k, toto nabizi moznou roli komplexu TF/VIIa na remodelaci cévni stény™.

Hladiny tkanového faktoru Ize ovlivnit i farmakologicky — podani statinli snizuje expresi

TF na endotelidlnich buiikach®.

1.4.2. Inhibitor tkanového faktoru (TFPI)

Inhibitor tkanového faktoru je pfirozenym mechanismem branicim prokoagulacnimu

efektu zpiisobenému komplexem tkafiovy faktor/faktor VIla a faktoru Xa™®

Normalni hladina TFPl v plazmé je 2,25 nmol/l s vyraznym rozptylem v ramci

populace® 8

. TFPI je uvoliovan endotelidlnimi buikami a destickami, v plazmé cirkuluje ve
vazb& na plasmatické lipoproteiny®. Mnozstvi TFPI obsazeného v desti¢kach je odhadovano
jako 5-10% plasmatické hladinygs. Hlavni pool TFPI (vice nez polovina celkového mnozstvi
Vv destickach a plazm¢€) je vazan na endotel’’. Malé mnozstvi TFPI je exprimovano i
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hladkymi svalovymi bunkami, megakaryocyty, monocyty, fibroblasty a kardiomyocyty™, .

Byl nalezen i v makrofazich a T-buiikach atrosklerotickych plata®.



TFPI zajistuje regulaci prokoagulac¢nich stimulti tak, aby maly podnét nevyvolal
nekontrolovanou tvorbu trombinu. Mechanismus pusobeni TFPI je dvoji, nejprve rychlé
vytvofeni komplexu TFPI:Xa, ktery je silnym inhibitorem komplexu TF:V11a®. Aby doslo ke
spusténi koagulacni kaskddy, musi mnozstvi f Xa vytvofeného TF:VIla nejprve piekrocit
inhibi¢ni schopnost lokalniho TFPI. TFPI je zasadni v regulaci koagulace spousténé

komplexem TF:Vlla™.

Exprese TFPI je v podminkach in-vitro stimulovana endotoxiny, interleukinem-1, TNF-a,

PDGF, heparinem, bazickym fibroblastovym faktorem a stfiznym nap&tim®.

Podéani heparinu, nefrakcionovaného i LMWh, zvySuje uvoliiovani TFPI tvofen¢ho
endotelem a tim zvySuje plasmatickou hladinu cca 1,5 — 3x. Heparin timto mechanismem
zvySuje svoji anti-Xa aktivitu®®. Enoxaparin samostatnd je schopen dosdhnout vysSich
maximdlnich hladin TFPI neZz nefrakcionovany heparin®, TFPI je zodpovédné za cca 1/3
antikoagulacniho efektu heparinu, zbyly efekt je vazén na antitrombin®’. Za antikoagulacni
efekt vyvolany poddnim heparinu/LMWh je zodpovédnd ta frakce TFPI, kterd je jejich
pisobenim uvolnéna zendotelu a nikoliv vplasmé ptitomny TFPL. Podavani
nefrakcinovaného heparinu Vv terapeutickych davkach vede k progresivnimu ubytku TFPI, coZ
vede k rebound prokagulaénimu fenoménu po jeho vysazeni. Podani LMWh tento efekt na
TFPI nem4, je tim vysvétlovan lepsi vysledek LMWh ve studiich na akutni koronarni

syndrom®’.

Endogenni TFPI inhibuje aktivitu TF vytvofenim komplexu TF-fVIla-fXa-TFPI a to jak
na endotelu, tak na cirkulujicich monocytech a pravdépodobné i na mikropartikulichl36. Dnes
je tvorba komplexu vysvétlovana nejcastéji dvoustupiioveé — nejprve vazba TFPI na volny fXa
a nasledné vazba na komplex TF-fVIla. Farmakokinetické studie ale podporuji pfimou vazbu

TFPI na f Xa dosud neuvolnéného z komplexu TF-fVIla®.



Plasmaticky TFPI cirkuluje v plasmé ve spojeni s LDL lipoproteiny a zda se, ze jeho
hladina s LDL hladnou koreluje®. V plasm& je TFPI degradovan na neaktivni formy
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trombinem, plasminem, elastdzami a metaloproteinazami™ .

V normalni tepné je TFPI soustfedén v endotelidlnich bunikach a v buiikdch hladkych
svali medie. V tepnach postizenych aterosklerézou je TFPI ptfitomen v endoteliich nad
platem, ale 1 v endoteliich mikrotepen platu, v hladkych svalovych bunkach medie a i
V neointim¢. Navic je obsazen i v makrofazich/pénovych buiikach a T-bunikach obklopujicich
nekrotické jadro. Aktivita TFPI je vyss$i v mistech s niz§im obsahem TF. Celkové mnozstvi
TFPI je wvyssi v aterosklerotickych 1ézich nez ve zdravych tepnach, zejména u

komplikovaného platu s pitomnosti trombu®”.



1.5. Solubilni ligand CD40 (sCD40L)

CDA40 ligand (CD40L/CD154) je transmembranovy proteinovy komplex strukturou blizky
TNF-o.. Pavodné byl nalezen na CD4" T-lymfocytech®®. Dnes vime, Ze systém CD40/CD40
ligand je zastoupen jak na T i B leukocytech, tak na edoteliich a buikach hladkych svala®,
aktivovanych monocytech, makrofazich, endoteliich a dendritickych buikach'®® ' Je
pfitomen zejména na aktivovanych destickach'®. Liganda CD40 je pfitomna ve vazané i

Vv solubilni formé&, ob& formy jsou stejné biologicky aktivni ve vztahu k receptoru CD40™%,

Solubilni forma je aktivné uvoliiovana po aktivaci desticek a nebo po stimulaci lymfocytfl104’
105 ' CD40 receptor je exprimovan na B-lymfocytech, makrofazich, endotelidlnich buiikach a
buiikach hladkého svalstva'®. CD40 ligand pak pusobi prozéanétlivé na endotelidlni buniky a
napomaha hemokoagulaci stimulaci tvorby tkanového faktoru na rnonocytech106 a na
endotelialnich buiikach'®” '8, Solubilni ligand CD40 navic obsahuje sekvenci KGD'®, ktera
je shodna se sekvenci vazebného mista pro hlavni destitkovy integrin olIbB3'®. Ligand
CD40 se vaze na glycoprotein IIb/Illa a agonisticky ptisobi na desticky ke stabilizaci

1 11
arterialniho trombu**°.

Membranova 1 solubilni forma ma stejné biologické uinky. Vazbou na ateromovy plat
spousti tvorbu metaloproteindz produkovanych buitkami hladkého svalu cévni stény a

makrofagy™, 1% zvysuje tvorbu bun&nych adheznich molekul, prozanétlivych cytokini,

chemokint (IL-1, 3, 4, TNF-a, interferon-y)"'? a tkatfiového faktoru™®, . Po inicialni
stimulaci transkripénimi faktory (nukledrni faktor kappaB a aktivatory transkripénich kindz)
nebo prozanétlivymi cytokiny a oxidovanym LDL dochazi za 6-12 hodin ke zvySeni

koncentrace, ktera trva na membranovém povrchu 24-72 hodin*®. Aktivovany CD40 vede ke

stimulaci signalnich cest zahrnujicich nuklearni faktor kappa-B s naslednou up-regulaci
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prozanétlivych a proaterogennich geni''®. Tyto zmény vedou k progresi aterosklerozy,

nestability platu a tvorbé intravaskularniho trombu.

Naopak blokadou interakce CD40-CD40L/CD154 podanim protilatek proti
CD40L/CD154 u mysi s deficitem LDL receptoru nebo ApoE je mozné navodit redukci

aterosklerozy a indukovat stabilizaci platu. ™’

Zvysena hladina sCD40L indukuje zvySené uvolfiovani monocyty chemoatrahujiciho

peptidu-1 z mononukleart a CC-chemokin, které se podili na patogenezi aterosklerozy™*.

Zvysend hladina sCD40L u jinak zdravych Zen je spojena se zvySenym rizikem
kardiovaskularni prihody**®. Z analyzy podskupiny zafazené do studie CAPTURE vychazi,
ze u pacientt, ktefi dle protokolu dostali placebo, jsou zvysené hladiny sCD40L na 5000
pg/ml spojeny s vyssim rizikem smrti nebo nefatalniho akutniho infarktu myokardu béhem 6

mésict (hazard ratio 2,71; 95% ClI 1,51-5,35; p=0,001)"*.

Hladina sCD40 neni ovlivnéna podavanim Kyseliny acetylsalicylové ani podavanim

inhibitort ITb/I11a%*,



2. Cile prace

Zékladnim cilem studie je prukaz zvysené hladiny tkanového faktoru a zmeén inhibitoru
tkanového faktoru, zmény hladin solubilni ligandy CD40, tkanovych metaloproteindz a jejich
inhibitord  u pacienti S akutnim koronarnim syndromem (skupina ACS) V porovnani
S pacienty se stabilni ischemickou chorobou srdec¢ni (skupina SCAD). Ob¢ skupiny budou

léceny standardnim zplisobem.

Dil¢éi cile:

1. Zjisténi systémové detekovatelnych projevii zmén tkanového faktoru, inhibitoru
tkanového faktoru, metaloproteinazy 2, 3, 9 a inhibitoru tkanovych metaloproteinaz 2,

solubilni ligandy CD40 (s1CD40), vysoce senzitivniho CRP (hsCRP).

2. Sledovani kinetiky vysSe uvedenych markeri u pacientd s akutnim korondrnim

syndromem béhem prvniho tydne.

3. Stanoveni rozdilu markeri sledovanych dle bodu 1 v odbéru z kmene levé véncité tepny,

femoralni Zily a koronarniho sinu a zji$téni rozdilu hladin.



3. Metodika

3.1. Soubor pacientu

Sledovana sestava pacientll prestavuje ¢asové omezenou Cast pacientll hospitalizovanych
na L. interni klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové s ischemickou chorobou srdecni.
V dob¢ realizace studie, byli do sestavy zarazeni vSichni nemocni, ktefi ptichazeli
k nemocni¢nimu oseteni, pokud spliiovali dana kriteria. Pacienti byli seznameni s povahou
studie, byl vyplnén informovany souhlas schvaleny Etickou komisi Lékatrské Fakulty

Vv Hradci Kralové.

Soubor pacientti byl rozdélen do dvou skupin, podle typu manifestace ischemické

choroby srde¢ni na pacienty s akutni nebo stabilni formou.

3.2. Kriteria zarazeni do studie
Do skupiny s akutnim koronarnim syndromem byli zafazeni pacienti s anamnézou bolesti
na hrudi do 24 hodin od vzniku obtizi a pfitomnosti jasnych znamek infarktu myokardu na

EKG nebo pozitivity troponinu T nebo CK_MB*# 12!

Do skupiny se stabilni ischemickou chorobou srde¢ni byli zafazeni pacienti podstupujici
diagnostickou koronarografii z divodu symptomatické anginy pectoris s nalezem alespon
50% stendzy na jedné véncité tepné nebo pacienti po probéhlém akutnim infarktu myokardu

pied vice nez 6 mésici, indikovani k diagnostické koronarografii z jiného divodu.

Do sledovani nebyli zatazeni nemocni, kterym byl podan heparin 4 hodiny pfed nebo
nizkomolekuldrni heparin 24 hodin pied vySetfenim. Byli vylouc¢eni nemocni, ktefi méli
zévazné limitujici onemocnéni, které by mohlo samo o sob& ovliviiovat hladiny sledovanych
ukazatelli, souc¢asné¢ nepiitomnost anamnestického tidaje o jakékoliv terapii, kterd by mohla

ovlivnit plazmatické hladiny sledovanych ukazateld.



3.3.

Po splnéni vstupnich kriterii a podpisu informovaného souhlasu se zatazenim byla

Postup odbéru vzorku a jejich zpracovani

provedena punkce arteria a vena femoralis v ramci rutinni diagnostické koronarografie.

3.3.1. Odbér vzorku

Do kmene levé véncité tepny byl zaveden diagnosticky Judgkinsiv katetr, do koronarniho
sinu byl zaveden upraveny diagnosticky Amplatziv katetr s bo¢nimi otvory 0,5 cm od

distdlniho konce. B&hem 20 sec byl proveden odbér zkmene levé véncité tepny,

z koronarniho sinu a z femoralni vény v obou skupinach pacient.

Ve skupiné pacientli s akutnim koronarnim syndromem byl proveden kontrolni odbér

Z periferni zily za 24 hodin a za 7 dni (viz Obrazek 1).

/ Koronarni sinus\

V. femoralis
Kmen

e MMP-2, 3,9, TIMP
« SCD40L, hsCRP
« TF, TFPT

Skupina A + B

4 N

Venosni
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-

Venosni

~

- MMP-2, 3,9, TIMP
- SCD40L, hsCRP
. TF, TFPI

Skupina A

Den O
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3.3.2. Zpracovani vzorku po odbéru

Vzorky krve k biochemickému zpracovani (MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-2) byly do
30 minut transportovany na Ustav klinické biochemie a diagnostiky FN Hradec Kralové, kde
byly centrifugovany rychlosti 3000 otacek/min a poté zamrazeny na teplotu —70 °C az do

davkového zpracovani.

Vzorky krve ke zpracovani hematologickych parametri (TF, TFPI) byly do 30 minut
transportovany na Oddéleni klinické hematologie FN Hradec Kralové, kde byly

centrifugovany rychlosti 6000 otacek/min a zamrazeny do doby davkového zpracovani.

Vzorky krve ke zpracovani imunologickych parametrti (hsCRP, sCD40L) byly do 16
hodin transportovany, po 16 hodin€ uloZeny do teploty + 4 °C a zpracovany nasledujici den.
Zpracované vzorky byly centrifugovany na 3.000 otacek/min a zamraZeny na —40 °C azZ do

davkového stanoveni.

Opakované rozmraZeni a zamrazeni vzorkd bylo vylouceno.

3.4. Metody uzite ke stanoveni plasmatickych hladin
3.4.1. tkanovy faktor (TF)

Plasmatické koncentrace hladiny tkanového faktoru byly stanoveny komercéné
dostupnymi ELISA kity (IMUBIND®™ Tissue Factor ELISA Kit, Product No. 845, fy

American diagnostica inc.).

3.4.2. inhibitor tkanového faktoru (TFPI)

Plasmatické koncentrace hladiny inbitoru tkanového faktoru byly stanoveny komeréné
dostupnymi ELISA kity (IMUBIND® Total TFPI Elisa Kit, Product No. 849, fy American

diagnostica inc.).



3.4.3. metaloproteinaza 2 (MMP-2)

Sérové koncetrace metaloproteindzy 2 byly stanoveny komer¢nimi kity Quantikine®

Human MMP-2 (total) Immunoassay (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA).

3.4.4. metaloproteinaza 3 (MMP-3)

Sérové koncetrace metaloproteinazy 3 byly stanoveny komer&nimi kity Quantikine®™

Human MMP-3 (total) Immunoassay (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA)

3.4.5. metaloproteinaza 9 (MMP-9)

Sérové koncetrace metaloproteinazy 9 byly stanoveny komer&nimi kity Quantikine®™

Human MMP-9 (total) Immunoassay (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA).

3.4.6. inhibitor tkariovych metaloproteinaz 2 (TIMP-2)

Sérové koncetrace inhibitoru tkdnovych metaloproteindz 2 byly stanoveny komerénimi
kity Quantikine® Human TIMP-2 (total) Immunoassay (R&D Systems, Inc., Minneapolis,

USA).

3.4.7. hsCRP

Sérové koncentrace vysoce senzitivniho CRP byly stanoveny chemoluminiscenci pomoci

standardniho kitu (DPC, USA).

3.4.8. solubilni ligand CD40 (sCD40L)

Sérové koncentrace solubilniho ligandu CD40 byly stanoveny pomoci komercéné

dostupnych ELISA kit (Quantikine human sCD40 Ligand, R&D Systems, MN, USA).



3.5. Statistické zpracovani vysledku

Statistick¢é zhodnoceni vysledkl bylo provedeno statistickym programem SigmaStat v.

3.1 (fy Systat Software Inc. USA)
Bylo otestovano normalni rozdéleni dat Kolmogorov-Smirnovovym testem.

Testovani u normaln¢ rozdélenych dat bylo provedeno pomoci t-testu, Vv piipadé
statistického zhodnoceni vyvoje hladin byl pouzit parovy t-test nebo test ANOVA pro

vicecetné paroveé porovnavani.

Pfi nesplnéni normalniho rozdéleni dat byl pouzit Mann-Whitney znaménkovy test pro
porovnani dvou skupin, ke statistickému zhodnoceni vyvoje hladin byl pouzit Wilcoxoniiv

test.

K analyze korelace byl v pfipadé normalniho rozdéleni pouzit Pearsoniv korelacni

koeficient, nebyla-1li normalita splnéna, byl pouzit Spearmantiv korela¢ni koeficient .

Za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty p<0,05.



4. Vysledky

4.1. Demografické slozeni a klinicka charakteristika souboru.
Skupina pacientit s akutnim koronarnim syndromem (ACS) zahrnovala 29 pacientl, z
toho 20 muzt (69%) a 9 (31%) zen. Primérny veék skupiny byl 64+11 let. VSichni pacienti
byli hospitalizovani pro akutni koronarni syndrom (STEMI, non-STEMI/NAP dle

diagnostickych kriterii Evropské kardiologické spole¢nosti % 121

). Vyskyt rizkovych faktort
— pozitivni rodinnd anamnéza 4 pacienti (14%), BMI>25 22 pacientd (76%), arteridlni
hypertenze 18 pacientii (62%), hyperlipidémie 19 pacienti (66%), diabetes mellitus 10

pacientd (34%), koufeni 2 pacienti (7%). Anamnézu dokumentované ischemické choroby

srde¢ni v predchorobi mélo 10 pacientt (34%).

Skupina pacientli se stabilnimi formami anginy pectoris (SCAD) zahrnovala 24 pacientd,
z toho 21 muzi (88%) a 3 Zeny (12%). Primérny veék skupiny byl 6248 let. Vyskyt
rizikovych faktori — pozitivni rodinnd anamnéza 6 pacientti (25%), BMI>25 22 pacientt
(92%), arterialni hypertenze 16 pacientl (67%), hyperlipidémie 23 pacientd (96%), diabetes
mellitus 10 pacientd (42%), koufeni 6 pacientti (25%). 13 pacientl (54%) mélo v anamnéze

prodélany AIM.

Skupina pacientll s akutnim korondrnim syndromem méla echokardiograficky stanovenou
ejekéni frakei levé komory 51 £+ 10 %, skupina pacientli se stabilni ischemickou chorobou

srde¢ni méla ejekéni frakci 52 + 15 %.

Farmakologicky byly obé skupiny lé¢eny v dobé zatazeni kyselinou acetylsalicylovou —
26 pacientl (90%) ve skupiné€ akutni a 24 pacientti (100%) ve skuping stabilni, thienopyridiny

— 8 pacientii (28%) resp. 7 pacientil (29%), B-blokatory — 21 pacientti (72%) resp. 24 pacientd



(100%), ACEI/ATII blokatory - 11 pacienti (38%) resp. 20 pacientd (83%), statiny - 10

pacienttl (34%) resp. 22 pacientii (92%).

Charakteristika souboru viz Tabulka 2.

Tabulka 2: Demograficka a klinicka charakteristika souboru pacienti

Akutni korondrni Stabilni ICHS
syndrom (ACS) (SCAD)
N % N %
Celkem 29 24
- muzi 20 69 21 88
- Zeny 9 31 3 12
Prim. vék (£SD) 64 (£11) 62 (£8)
Rizikové¢ faktory
- pozit. RA 4 14 6 25
-BMI > 25 22 76 22 92
- art. hypertenze 18 62 16 67
- hyperlipidémie 19 66 23 96
- diabetes mellitus 10 34 10 42
z toho insulin 2 7 2 8
- koufeni 2 7 6 25
Anam. ICHS 10 34 13 54
Akutni koron.sy
- STEMI 9 31
- NSTEMI/NAP 16 55 NA NA
- subak. Q-IM 4 14
EF (+SD) 51 (+10) 52 (+15)
Medikace:
- ASA 26 90 24 100
- thienopyridiny 8 28 7 29
- B-blokatory 21 72 24 100
- ACEI/ATIIL.bI. 11 38 20 83
- Ca-blokatory 6 21 5 21
- diuretika 8 28 16 67
- statiny 10 34 22 92




4.2. Vysledky

4.2.1. Tkanovy faktor

Plasmatické hladiny TF byly signifikantné¢ vyss$i u pacienti s akutnim koronarnim
syndromem neZ u pacientd se stabilni ICHS (239,0+ 99,3 pg/ml vs 164,3+114,2 pg/ml;
p=0,016). Mezi CS, venosni krvi a kmenem LCA nebyl signifikantni rozdil v hladinach
plasmatického TF. Plasmatické hladiny TF mély sedmy den statisticky nesignifikantni trend k

poklesu (239,0+ 99,3 pg/ml vs 224,4+109,8 pg/ml).

Hodnoty hladin TF jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Vysledky stanoveni hladiny tkanového faktoru

ACS = akutni koronéarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny, 1D = odbér za 24
hodin, 7D = odbér za 7 dni, n = normalni rozdéleni, nn = nenormalni rozdéleni

) l[);;/lrnneli =D '[\g(;?rlnalr]] periéntil pergéntil O O

CS 29 253,8 131,51 237,4 172,25 288,55 nn

VF 29 239,0 99,33 235,9 171,05 301,55 n

ACS LMCA 29 250,6 116,42 244,7 176,65 284,5 n
1D 29 251,5 176,20 199,4 116,55 340,85 nn

7D 29 2244 109,83 210,2 126,4 297,9 n

CS 24 193,1 176,70 137,9 76,5 232,9 nn

SCAD VF 24 164,3 114,21 130,5 75,35 245,5 nn

LMCA 24 153,4 104,20 136,0 73,9 223,95 nn



Graf ¢. 1: Porovnani hladin tkanového faktoru u pacienti s akutni (n=29) a chronickou
(n=24) ICHS

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemicka choroba srde¢ni, CS =
koronérni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny
(n= primér + SD, nn = median +1 a 3 kvartil)

400,0

pg/ml

350,0

300,0

250,0

W ACS 200,0

W SCAD
150,0

100,0

50,0

0,0
(o) VF LMCA

Graf ¢ 2: Vyvoj hladin tkanového faktoru u pacienti s akutnim koronirnim
syndromem

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemicka choroba srde¢ni, VF =
femoralni zila (n= pramér + SD, nn = =£1 a 3 kvartil)
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4.2.2. Inhibitor tkanového faktoru

Plasmatické hladiny inhibitoru tkanového faktoru se statisticky vyznamné neliSily mezi
koronarnim sinem, zilni krvi a kmenem levé koronarni tepny v obou skupinach. Nebyl zjistén
rozdil mezi skupinou S akutni a s chronickou ischemickou chorobou srde¢ni. Ve skupiné
s akutnim koronarnim syndromem nebyl statisticky vyznamny rozdil ve vyvoji hladiny za 24

hodin a 7 den.

Plasmatické hladiny TFPI jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Vysledky stanoveni hladiny inhibitoru tkafiového faktoru

ACS = akutni koronéarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny, 1D = odbér za 24
hodin, 7D = odbér za 7 dni, n = normalni rozdéleni, nn = nenormalni rozdéleni

N l[)r:;]lllrnnel]r =0 '[\:S(/jrlnalr]‘ pe riéntil per(?éntil o o

CS 29 42,5 34,95 36,5 26,35 46,875 n

VF 29 45,4 35,95 40,1 25,275 46,525 nn

2o LMCA 29 43,4 26,04 38,6 29,725 52,5 n
1D 29 41,9 26,51 35,0 25,925 52,95 nn

D 29 36,5 15,07 33,8 26,95 42,95 n

Cs 24 42,0 60,13 30,3 19,25 38,7 n

SCAD BYs 24 41,5 60,37 27,2 20,9 38,9 n

LMCA 24 42,5 60,56 28,0 22,75 39,7 i



Graf ¢. 3: Porovnani hladin inhibitoru tkanového faktoru u pacienti s akutni (n=29) a
chronickou (n=24) ICHS

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny
(n = pramér + SD, nn = median +1 a 3 kvartil)
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Graf ¢. 4: Vyvoj hladin inhibitoru tkanového faktoru u pacient s akutnim koronarnim
syndromem

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni zila, LMCA = kmen levé véncité tepny
(n=pramér + SD, nn = median £1 a 3 kvartil)
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4.2.3. Metaloproteinaza 2

Sérové hladiny metaloproteinazy 2 se statisticky vyznamné neliSily mezi korondrnim
sinem, zilni krvi a kmenem levé koronarni tepny v obou skupinach. Nebyl pozorovan rozdil
V hladinach vstupné, za 24 hodin a za 7 dni. Nebyl zjistén rozdil mezi skupinou akutni a

S chronickou ischemickou chorobou srdeé¢ni.

Sérové hladiny MMP-2 jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledky stanoveni hladin metaloproteinazy 2

ACS = akutni koronéarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny, 1D = odbér za 24
hodin, 7D = odbér za 7 dni, n = normalni rozdéleni, nn = nenormalni rozd€leni

N l[);:;/Irnnel]r =10 '[\:ng(ljrlnalr]] pe riéntil per(?éntil ———

Cs 29 162,3 55,80 162,9 13513 185,25 n

VF 29 161,0 48,25 153 132,05 176,25 n

2o LMCA 29 156,4 49,61 150,3 129,33 179,35 n
1D 29 146,1 46,55 142,1 121,30 178,75 n

D 29 158,3 74,25 174 136,28 205,75 nn

Cs 24 176,8 6585 167,75 138,00 198,75 n

SCAD BYs 24 175,8 66,43 162,25 136,00 191,50 nn

LMCA 24 178,3 62,50 164 142,25 203,25 n



4.2.4. Metaloproteinaza 3

Sérové hladiny metaloproteinazy 3 se statisticky vyznamné neliSily mezi korondrnim
sinem, zilni krvi a kmenem levé koronarni tepny v obou skupinach. Nebyl pozorovan rozdil
V hladinéch vstupné, za 24 hodin a za 7 dni. Nebyl zjistén rozdil mezi skupinou s akutni a

S chronickou ischemickou chorobou srdeé¢ni.

Sérové hladiny MMP-3 jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Vysledky stanoveni hladin metaloproteinazy 3

ACS = akutni koronéarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny, 1D = odbér za 24
hodin, 7D = odbér za 7 dni, n = normalni rozdéleni, nn = nenormalni rozdéleni

l[);:;/r::lel]r =10 '[\:Ixz(/jrflr]] pe riéntil per(?éntil ———
Cs 29 13,8 9,57 12,355 6,75 15,65 nn
VF 29 14,4 9,58 12,4 6,66 16,80 nn
2o LMCA 29 13,6 8,68 12,1 7,22 16,03 nn
1D 29 10,7 6,87 9,88 5,78 12,75 nn
D 29 14,4 10,20 13,3 8,23 20,27 n
Cs 24 11,3 4,48 10,55 8,10 14,40 n
SCAD BYs 24 11,1 4,43 10 7,65 14,50 n

LMCA 24 11,1 4,90 9,3 7,05 15,42 nn



4.2.5. Metaloproteinaza 9

Plasmatické hladiny MMP-9 byly signifikantné vyss$i u pacientii s akutnim koronarnim
syndromem neZ u pacientd se stabilni ICHS (815,5+451,8 mg/l vs 504,8+245,7 mg/l;
p=0,004). Mezi CS, venosni krvi a kmenem LCA nebyl singnifikantni rozdil v hladinach

MMP-9.

Ve skuping€ pacientll s akutnim koronarnim syndromem se hladiny metaloproteinazy 9

statisticky neliSily v provnani vstupné, za 24 hodin a 7 dni.

Tabulka 7: Vysledky stanoveni hladin metaloproteinazy 9

ACS = akutni koronéarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny, 1D = odbér za 24
hodin, 7D = odbér za 7 dni, n = normalni rozdéleni, nn = nenormalni rozd€leni

l[);;/r::lel]r =D '[\:Ixz(/jlflr]] pe riéntil per(?éntil LT
CS 29 8155 451,76 750,95 576,00  1045,00 n
VF 29 842,4 453,15 816 601,75  1090,50 nn
2o LMCA 29 760,5 442,78 770 417,00 987,00 n
1D 29 7615 429,11 716 388,50  1104,58 n
D 29 747,1 52422 6536 410,75  1065,00 n
Cs 24 504,8 24572 4835 331,50 603,00 n
SCAD BZ 24 571,8 304,32 4495 339,50 701,00 nn

LMCA 24 519,5 288,62 444 319,00 699,00 n



Graf ¢ 5: Vyvoj hladin metaloproteinazy-9 u pacienti s akutni (n=29) a chronickou
(n=24) ICHS

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemicka choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny
(* normalni rozdéleni - pramér + SD, ** nenormalni rozdéleni -median +1 a 3 kvartil)
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Graf ¢. 6: Vyvoj hladin metaloproteinazy 9 u pacienti s akutnim Kkoronarnim
syndromem

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemicka choroba srde¢ni
(hodnoty jsou uvedeny jako primér £+ SD)
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4.2.6. Inhibitor tkannovych metaloproteinaz-2

Hladiny inhibitoru tkanovych metaloproteinaz (TIMP-2) se statistiky neliSily u pacientd S
akutnim koronarnim syndromem od pacienti se stabilni ICHS. Mezi CS, venosni krvi a

kmenem LCA nebyl singnifikantni rozdil v hladindch TIMP-2.

U pacientt s akutnim koronarnim syndromem doslo ke statisticky signifkantnimu poklesu
hladin TIMP-2 za 24 hodin (82,0+15,8 vs. 74,4+12,8; p=0,23), ktera se¢ upravila sedmy den
(74,4+12,8 vs. 90,9+19,8; p<0,001). Hladiny TIMP-2 vstupné a sedmy den nebyly statisticky

vyznamng¢ rozdilné.

Sérové hladiny TIMP-2 jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Vysledky stanoveni hladin inhibitoru tkafovych metaloproteinaz — 2
ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny, 1D = odbér za 24
hodin, 7D = odbér za 7 dni, n = normalni rozd€leni, nn = nenormalni rozdéleni

l[);;/l::lel]r =D '[\:Ixegt/jlflr]] pe riéntil pergéntil O O
CS 29 83,1 15,52 80,05 73,00 89,25 n
VF 29 82,0 15,83 82,3 72,18 88,05 n
2o LMCA 29 82,9 16,13 78,4 72,40 90,15 n
1D 29 74,4 12,80 72,95 66,35 85,75 n
D 29 90,9 19,85 85,4 77,70 106,55 nn
Cs 24 84,0 21,25 83,35 68,90 94,80 n
SCAD BZ 24 87,0 17,76 81,65 7520 93,40 n

LMCA 24 83,4 19,90 80,95 68,75 95,60 ]



Graf ¢. 7: Vyvoj hladin inhibitoru tkanové metaloproteinizy-2 u pacientu s akutni
(n=29) a chronickou (n=24) ICHS

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronérni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny
(hodnoty jsou uvedeny jako primér + SD)
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Graf ¢. 8: Vyvoj hladin inhibitoru tkanovych metaloproteinaz-2 u pacientii s akutnim
koronarnim syndromem

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemicka choroba srde¢ni
(n=pramér = SD, nn = +1 a 3 kvartil)
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4.2.7. Vysoce senzitivhi CRP

Hladiny vysoce senzitivniho CRP (hsCRP) byly signifikantn¢ zvySeny ve skupiné akutni
proti stabilni ICHS (14.7+20.9 ng/ml vs 3.99+7.05 ng/ml; p=0.013) s trendem

nesignifikantniho vzestupu prvni (20.9+26.6 ng/ml) a sedmy den (24.4+42.7 ng/ml).

Hladiny hsCRP se statisticky neliSily mezi koronarnim sinem, femoralni Zilou a kmenem

levé véncité tepny.

Sérové hladiny hsCRP jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Vysledky stanoveni hladin vysoce senzitivniho CRP

ACS = akutni koronéarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny, 1D = odbér za 24
hodin, 7D = odbér za 7 dni, n = normalni rozd€leni, nn = nenormalni rozdéleni

N lfr:;;rnnel]r =10 '[\:Ilg?rflr]] pe riéntil pergéntil ———

Cs 29 12,0 13,49 8,23 2,05 15,40 nn

VF 29 14,7 20,90 9,5 2,33 14,15 nn

2o LMCA 29 15,0 20,24 9,8 2,38 17,10 nn
1D 29 20,2 26,40 12,9 6,28 20,85 nn

D 29 21,1 40,48 5,9 2,90 17,63 nn

Cs 24 3,8 6,88 1,85 0,90 3,10 nn

SCAD BYs 24 4,0 7,06 1,8 0,90 3,75 nn

LMCA 24 3,6 5,61 1,85 0,80 3,70 nn



Graf ¢. 9: Vyvoj hladin hsCRP u pacienti s akutni (n=29) a chronickou (n=24) ICHS
ACS = akutni korondrni syndrom, SCAD = stabilni ischemicka choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni zila, LMCA = kmen levé véncité tepny
(hodnoty udavaji median £1 a 3 kvartil)
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4.2.8. Solubilni ligand CD40

Plasmatické hladiny solubilniho ligandu CD40 (sCD40L) v koronarnim sinu byly u
nemocnych s akutnim koronarnim syndromem vyznamné vys$i neZ u nemocnych ve skupiné

se stabilni ICHS (9070,5 + 4539,3 pg/ml vs 6841,4 + 3283,8 pg/ml; p=0,026).

Hladiny sCD40L mély ve skupiné¢ akutniho koronarniho syndromu trend k

nesignifikantnimu vzestupu sedmy den (9679,6 + 4195,0 pg/ml v.s. 11254,1 + 6528 pg/ml).

Mezi koronarnim sinem, femoralni zilou a kmenem LCA nebyl singnifikantni rozdil v

hladinach sCD40L.

Tabulka 10: Vysledky stanoveni hladin solubilniho ligandu CD40

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny, 1D = odbér za 24
hodin, 7D = odbér za 7 dni, n = normalni rozdéleni, nn = nenormalni rozdéleni

N l[);;/lrnneli SIo '[\g(;?rlnalr]] periéntil pergéntil ———

CS 29 8908 45393 8712 5101,0  12250,0 nn

VF 29 8217 4080,0 6440 4583,8 111250 nn

S8 LMCA 29 8519 3966,9 6713 5591,3  11275,0 nn
1D 29 9071 5258,1 7442 52630 98343 nn

D 29 11203  6528,2 9968 55455  15850,0 n

CS 24 6841 3283,8 7546 41550 89435 n

SCAD Bz 24 8262 3908,4 7856 53003  9878,0 n

LMCA 24 8348 4357.4 7164 5220,5  11005,0 nn



Graf ¢. 10: Vyvoj hladin solubilniho ligandu CD40 u pacientd s akutni (n=29) a
chronickou (n=24) ICHS

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemické choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny
(n=pramér + SD, nn = median £1 a 3 kvartil)
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Graf ¢. 11: Vyvoj hladin solubilniho ligandu CD40 u pacient s akutnim koronarnim
syndromem

ACS = akutni koronarni syndrom, SCAD = stabilni ischemicka choroba srde¢ni, CS =
koronarni sinus, VF = femoralni Zila, LMCA = kmen levé véncité tepny
(n=norm. rozdé€leni - primér + SD, nn= nenorm. rozdéleni median +1 a 3 kvartil)
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Transkorondrni gradient sCD40L ve skupiné¢ ACS a SCAD

Transkoronarni gradient — rozdil hladin sCD40L mezi CS a kmenem levé véncité tepny

byl signifikantné vyssi u pacientt s akutnim koronarnim syndromem (p=0,041).

Graf ¢. 12: Transkoronarni gradient hladin solubilniho ligandu CD40 mezi koronarnim
sinem a kmenem levé véncité tepny
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4.2.9. Korelaéni vysledky

Korelace TF a TFPI

Korelacni analyzou nebyla prokazana statisticky vyznamnd korelace mezi hodnotami

tkanového faktoru a inhibitoru tkanového faktoru v obou skupinach.

Korelace TF a hsCRP

Mezi hladinami tkanového faktoru a hladinou vysoce senzitivniho CRP byla nalezena

stitedné silna positivni korelace (r=0,34; p=0,016).

Graf ¢. 13: Korelace hladin tkanového faktoru a vysoce senzitivniho CRP u pacienti s
akutnim koronarnim syndromem

hsCRP=vysoce senzitivni C-reaktivni protein, TF = tkanovy faktor
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Korelace TF a sCD40L

Mezi hladinami tkanového faktoru a hladinou solubilniho ligandu CD40 byla nalezena

stiedné silna pozitivni korelace (r=0,49; p<0,005).

Graf ¢ 14: Korelace hladin tkanového faktoru a solubilni ligandy CD40 u pacientu s

akutnim koronarnim syndromem

sLCD40= solubilni ligand CD40, TF = tkanovy faktor
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Korelace MMP-9 a hsCRP

Mezi hladinami metaloproteinazy 9 a hladinou vysoce senzitivniho CRP byla nalezena

stfedné silna positivni korelace (r=0,32; p=0,02).

Graf ¢. 15: Korelace hladiny metaloproteinazy 9 a hsCRP u pacienti s akutnim

koronarnim syndromem

hs-CRP= vysoce senzitivni CRP, MMP-9 = metaloproteinaza 9
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5. Diskuse

5.1. Tkanovy faktor a inhibitor tkaniového faktoru

Tkanovy faktor a inhibitor tkanového faktoru jsou exprimovany v cévni sténé k zajiSténi
rovnovahy koagula¢ni kaskady. Za normélnich okolnosti pii cévnim poranéni dochazi
K prezentaci tkanového faktoru a spusténi vnitini koagulacni cesty, inhibitor tkanového
faktoru brani excesivnimu nartstani trombu. Jak tkanovy faktor, tak TFPI se ve zvySeném
mnoZstvi vyskytuji v ateromovém platu, zejména v nestabilnim™® . Systémova aktivace
cytokiny, endotoxiny a imunokomplexy stimuluje monocyty Vv ateromovém platu i
v systémové cirkulaci ke zvysSené tvorbé tkanového faktoru a spolu se zvysenou produkci
fibroblasty a hladkymi svalovymi buiikami mtze ptispivat k prokoagula¢ni aktivité tkanového
faktoru. Tkanovy faktor, vytvofeny aktivovanymi krevnimi télisky, miize spoustét tvorbu
trombii v mikrocirkulaci pacientil s akutnim koronarnim syndromem™?. Hlavnim rezervoarem
cirkulujiciho tkanového faktoru jsou mikropartikule (drobné membranové vacky vzniklé
apoptozou nebo pii aktivaci desticek, monocytd, makrofagii, endotelii nebo erytrocytﬁ)123.

Mikropartikule vykazuji vysokou aktivitu TF®.

Nadmérma produkce tkanového faktoru mize spoustét tromboticky proces, prispivajici
k akutnimu zhorSeni ischemické choroby srde¢ni. Experimentalni data ukazuji, Ze ateromovy
plat obsahuje vysoké koncentrace tkanového faktoru v porovnani s okolni tkani'?*. U
pacientd s akutnim koronarnim syndromem je pfitomno zvySené mnozstvi tkanového faktoru
u 43% ateromovych platli, zatimco u pacientl se stabilni ICHS ma toto zvySeni TF jen 12 %
plétﬁlzs. Tento nalez je potvrzovan i1 v aterektomovanych vzorcich pacientii s nestabilni

anginou nebo akutnim IM*%.
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Pii vzniku akutniho koronarniho syndromu je plasmatickd koncentrace zanétlivych
cytokind, jako TNF-a a interleukint, v misté akutni okluze zvySena a vede k dalSimu zvyseni

tvorby TF cévnimi buiikami?’.

Ruptura platu, kterd vede k expozici vysoce prokoagulacniho obsahu platu do cirkulace,
muze také prispét k elevaci plasmatické hladiny TE"". Tém&F 30% pacientll ma pouze
povrchovou erozi, na kterou nasada trombus, a zvySena hladina TF u téchto pacienti muze

byt dana zvySenou tvorbou TF v ateromové 162i"®,

U pacientil s ischemickou chorobou srde¢ni je popisovana zvySend plasmaticka hladina

128 130

tkanového faktoru u akutniho infarktu™", nestabilni anginy pectoris'®, ale i u stabilni AP**°.
U nestabilni anginy pectoris zvySené hladiny koreluji s hor$i prognédzou pacientd™®. Je
popsan nesignifikantni trend zvySeni plasmatickych hladin tkanového faktoru u pacientl
s akutnim infarktem myokardu a nestabilni anginou pectoris v porovnani s pacienty se stabilni

. . Y . 131,132
ischemickou chorobou srde¢ni a zdravymi dobrovolniky

. Hladiny TF jsou zvysSené i u
pacientii s diabetem™®.  Zvygené hladiny tkafiového faktoru jsou nezavislou proménnou
zvysujici riziko manifestace ischemické choroby srde¢ni u zdravych jedinci'®. Zvysené
hladiny tkanového faktoru pfi pfijeti pro akutni infarkt myokardu znamenaji vys$si riziko

mortality béhem 3 et U pacientd s akutnim koronarnim syndromem 1 cirkulujici

monocyty a mikropartikule s TF zvysuji systémovou prokagulacni aktivitu'®. Genové
polymorfizmy TF mohou byt spojeny s hor§i prognézou pacientti s akutnim koronarnim

syndromem, pravd&podobné v souvislosti se zvysenou expresi TF na monocytech™’, 3 |

Pro etiopatogenetické pusobeni TF jako pfi¢iny akutniho koronarniho syndromu svédci
také pozorovani zjiSténd pii uZivani koxibil v lécebné praxi. Zatim co rofekoxib vede ke
zvySeni trombotickych komplikaci u nemocnych s kardiovaskularnim onemocnénim, u

celekoxibu toto nebylo pozorovano. Jako vysvétleni se nabizi inhibice exprese TF



zprostfedkovana celekoxibem v endotelidlnich bunkach (exprese TF je také inhibovana
dal$im experimentalnim koxibem NS-398). Efekt se zda byt nezavisly na inhibici

cyklooxygenazy, naopak je zprostiedkovan snizenim fosforylace indukované TNF-a'®.

Protoze hlavnim zdrojem TF jsou desticky, Ize si predstavit, Ze protidestickova lécba,
ktera je uzivana v 1écbé AKS, snizuje expresi TF a plasmatické hladiny TF. Ve zvifecim
modelu blokdda ADP receptoru desticCky navozena clopidogrelem snizuje expresi TF
V ischemické tepné139. Také podani inhibitori receptoru glykoproteinu IIb/Illa abciximabu

snizuje expresi TF monocyty a aktivitu desti¢ek snizenim interakce mezi trombocyty a

140 r141

monocyty ", naopak eptifibatid tuto interakci neovlivni~ . Inhibitor Ilb/Illa tirofiban neni
schopen blokovat tkanovym faktorem zprostiedkovanou aktivaci desti¢ek, naopak podani
nizkomolekularniho heparinu ve standardnich terapeutickych davkach vede k blokadé z vice
nez 70%%. Anopyrin inhibuje endotoxiny indukovanou transkripéni aktivaci exprese TF
Vv monocytech a muze tedy sniZovat plasmatickou aktivitu tkanového faktoru ptimou regulaci

exprese TF*,

Néami zjisténé hladiny tkanového faktoru byly ve vSech kompartmentech stejné,
signifikatn€ vys$i byly hladiny u pacienti s akutnim korondrnim syndromem,
s nesignifikantni tendenci k poklesu. Toto je ve shodé s pracemi Suefuji a kol.*** a Misumi a
kol.** srovnavajici akutni koronarni syndrom a stabilni formy ischemické choroby srdeéni.
Ob¢ ve shod¢ zjistily zvySenou hladinu TF u akutniho koronarniho syndromu a pokles
hladiny TF v ¢ase. Mtizeme spekulovat, ze hladina TF odrazi celkovou prokoagula¢ni aktivitu
danou nejen koronérni aterosklerozou, ale viceCetnym postizenim cév, a proto se zvysSené

hladiny TF ukazaly jako negativn& prognostické™®".

Limitaci naseho stanoveni je méfeni pouze celkové hladiny tkanového faktoru — méteni

na zéklad¢ protilatek urcujicich aktivni 1 neaktivni formy tkanového faktoru, bez stanoveni



funk¢ni aktivity na zakladé aktivity faktoru Xa zavislého na TF. V pracich Malého a kol. u
pacientl s akutnim koronarnim syndromem nepozorovali signifikantni rozdil v hladinach
celkového TF*3, stejné tak analyza pacientii ve studii AtheroGene neprokazala ve skupiné
s akutnim korondnim syndromem vyssi hodnoty TF v prorovnani se stabilni ICHS™*, Maly a
kol. v recentni praci stanovovali aktivitu tkanového faktoru a zjistili signifikantni snizeni u
pacientt s akutnim koronarnim syndromem v systémové a nejen koronarni cirkulaci, jako

moznou konsumpci TF.

Neni jasné, zda vlastni korondrni intervence zvySuje hladinu TF. Lze si dobfe pifedstavit,
ze disekce platu zpasobena balonovou dilataci maze vést k expozici obsahu platu krevnimu
proudu a tedy zvySeni hladin plasmatického TF. Pti reperfuzi vytvofené kyslikové radikaly
indukuji zvySeni TF akutn€, zatimco trvajici zanétlivé postizeni aterosklerotické koronarni
tepny miize zvysit hladiny TF v pozdéjsich fazich™. ZvySena hladina TF ma negativné
prognosticky dopad na vznik resten6zy po perkutdnni korondrni intervenci, coz mize byt
dano stimulaci migrace a proliferace hladkych svalovych bun¢k pomoci TF vyustujici

v restenozu™*’. Pacienti s nedostateénou odpovédi na ASA maji vyssi hladiny TF',

Hladiny tkanového faktoru korelovaly s hladinou hsCRP. CRP je syntentizovan v jatrech
vlivem IL-6 jako primarni odpovéd’ na systémovy zanét™®. Soudasng ale experimentalni data
ukazuji, ze CRP muiZe byt tvofeno v platu hladkymi svalovymi buitkami a makrofégylso, Bla
muze hrat roli v nestabilité¢ platu a ruptufe. CRP ma prozanétlivou a proaterosklerotickou
funkci, zahrnujici aktivaci a chemoatrakci cirkulujicich monocytd, indukci endotelialni
dysfunkce, uvolnéni cytokinli, aktivaci komplementového systému, facilituje remodelaci
extracelularni matrix a indukuje protromboticky stav stimulaci syntézy TFY?, 13 Je proto
pravdépodobné, ze korelace TF a hsCRP vyplyva z aktivni koronarni choroby jako vysledek

aktivity zan&tlivych bun&k — zejména monocytd a neutrofild'?, dale desti¢ek™, endotelii**® a



aterosklerotického plétul‘%, jako odpovéd na zanétlivé podnéty a vlastni koncentrace TF mize

odrazet rozsah a tizi aterosklerotického procesu.

Byla zjisténa pozitivni korelace mezi hladinou tkanového faktoru a hladinou solubilniho
ligandu CD40. Stimulace CD40 receptoru na monocytech a makrofazich v ateromovém platu,
prostiednictvim ligandu na membranach T-lymfocyti i jeho solubilni formy, vede k vyrazné
expresi tkanového faktoru, intersticialni kolagenazy (MMP-1) a stromelysinu (MMP-3). Pti
stimulaci IL-1 nebo TNF-a. vsak byla zjisténa stimulace tvorby tkanového faktoru jen slaba.
Zablokovani efektu ligandu CD40 protilatkou inhibuje efekt na monocyty/makrofagy™’.
Nami zjistény nalez podporuje vyznam a zapojeni CD40 ligandu v aktivaci koagula¢niho

systému.

Role TFPI

V normalni tepné je TFPI soustfedén v endotelidlnich bunkach a v buiikdch hladkych
svalll medie. V tepnach postizenych aterosklerozou je TFPI pfitomen v endoteliich nad
platem, ale i v endoteliich mikrotepen platu, v hladkych svalovych bunkach medie a i
v neointim¢&. Navic je obsazen 1 v makrofazich/pénovych bunkéch a T-buiikdch obklopujicich
nekrotické jadro. Aktivita TFPI je vyssi v mistech s niz§im obsahem TF. Celkové mnozstvi
TFPI je wvys$i v aterosklerotickych 1ézich nez ve zdravych tepnach, zejména u

komplikovaného platu s pfitomnosti trombu®.

Role TFPI v procesu regulace hemostazy je velmi dilezita. Lze ofekavat, ze nedostatek
TFPI miize pispét k patogenezi trombotickych chorob. Prace Suefuji a kol.'**, Yamamota a
kol.*®, Malého a kol.** a analyza studie AtheroGene'® zjistily zvySené plasmatické hladiny

TFPI u pacientl s nestabilni anginou pectoris.



Pti méteni inhibice TFPI u pacienti s infarktem myokardu 1é€enym trombolyzou nebo
aktivity TF zprostiedkovanad TFPI. Vysvétlenim je Stépeni TFPI plazminemls9 nebo mozna
indukce tvorby trombinu™®® u trombolyzovanych pacientd. Alternativni je i vysvétleni, Ze
plasmin zvysi vylu¢ovani TFPI do plasmy, kde je neucinny, a snizi vaskularni pool, ktery ma

antitromboticky efekt™.

Asociace snizené hladiny TFPI s klinicky vyznamnou symptomatologii dosud nebyla
prokazéana, pouze hladiny TFPI méné nez desaty percentil, jsou slabym rizikovym faktorem

zilni tromb(')zy160

. U pacientil se stabilni ischemickou chorobou srde¢ni byla zvySena hladina
TFPI jako nezavisly rizikovy faktor kardiovaskuldrni mortalityml, Stejné tak u zdravych

subjektl sledovanych v PRIME studii bylo zjis§téno zvysené riziko budouci koronarni ptihody

Vv piipad¢ snizeni hladiny TFPI pod desaty percentilm.

TFPI interferuje s aktivitou komplexu TF/fVIla vazbou k aktivnimu mistu f Xa, coz vede
K tvorbé kvarterniho komplexu s TF/fVIla. Za fyziologickych podminek je TFPI dominantné
tvofen a uvolilovan z endotelialnich bunék. Ve zvifecim modelu rekombinantni TFPI (rTFPI)

snizuje depozita fibrinu a neointimalni Zztlusténi po dilataci balonem'®®

. U pacientll
s aterosklerotickym postizenim tepen rekombinantni TFPI sniZuje trombogenicitu platu
inhibici destiek a deposit fibrinu'®. Adenoviry zvysena exprese TFPI v postizené cévé
inhibuje rekurujici trombozy navozené stfiznym napétim bez ovlivnéni systémovych

koagulac¢nich parametrﬁ165. Podobné zvySena exprese TFPI snizuje trombogenicitu stejné jako

cévni remodelaci pri balonkové dilataci aterosklerotickych tepen*®.

V nasi praci nebyly zjistény zvySené hladiny TFPI mezi skupinami s akutnim koronarnim
syndromem a stabilni ischemickou chorobou srde¢ni. Stanovovana hladina TFPI byla bazalné

méfena jesté pred podanim heparinu, ale ani po podani heparinu, dle standardniho 1é¢ebného



protokolu u akutniho korondrniho syndromu, jsme nezjistili zvySené hladiny TFPI. Jako
mozné vysvétleni se nabizi tii divody: nizké cirkulujici hladiny celkového plasmatického
TFPI nebo velmi nizké hodnoty volného detekovatelného (celkova délka) TFPI a v neposledni
fad¢ nemoznost stanovit v buiitkach vazanou TFPI. Dopad hladin TFPI neni zcela jasny. Ve
vétsing praci byva zvysSeny. V praci Morange a kol. korelovala hladina TFPI s troponinem a
tedy mohla vyjadiovat miru postizeni myokardialniho svalu ischemii*®*. TFPI je dominantn&
tvofen v endoteliich a zvySena hladina mize pouze vyjadiovat tizi hypoxie nebo zanétlivé

odpovedi.

Stanoveni hladiny TF u akutniho koronarniho syndromu miiZze slouZit k upfesnéni
prognozy (zvysena hladina je prediktorem mortality) a predikovat budouci nestabilitu. TFPI

muze slouzit v korelaci s troponiny k posouzeni rozsahu myokardialniho poskozeni'®'.

5.2. Metaloproteinazy

Role tkanovych metaloproteinaz v ateromovém platu je komplexni. Jejich tvorba je
indukovana zanétlivou reakci. Enzymy degraduji extracelularni matrix a bazalni membréanu a
umoziuji migraci a proliferaci zejména endotelii se vznikem neovaskularnich 162i™°.

Metaloproteinazy jsou zodpovédné za remodelaci tkani a angiogenezi.

In vitro lidské endotelidlni buiiky po stimulaci medidtory pfitomnymi v ateromovém platu
(interleukin-1 nebo TNF-a) exprimuji intesticialni kolagenazu (MMP-1), gelatinazu A a B

(MMP-2 a MMP-9) a stromelyzin (MMP-3)"°,

U hypertenznich pacientti koreluji hladiny MMP-9 s rizikem ischemické choroby srde¢ni

169

a po korekci TK dochazi za 3 roky k poklesu hladiny™. MMPs jsou povazovany za marker



vaskularniho postizeni*’™®, jsou zvyseny i u déti a adolescenti s diabetem mellitem 1. typu®™,

koreluji s chronickou endotelialni dysfunkci a tvorbou nestabilniho plétu172.

Ze skupiny metaloproteindz jsme zjistili signifikantn€¢ vyssi pouze hladiny MMP-9,
nezjistili jsme zvySenou hladinu MMP-2, MMP-3. ZvySené hladiny metaloproteinazy-9 a
TIMP-2 spolu ssCD40L jsou zvySeny u pacienti s ischemickou chorobou srde¢ni

173

V porovnani s pacienty bez signifikantni ateroskler6zy'”. Prace Kai a kol. nalezla zvySeni

hladiny MMP-9 a nikoliv MMP-2 u pacientd s akutnim koronarnim syndromem®*, Inokubo

>V praci Ferroniho a kol. je

a kol. zaznamenal jejich zvyseni pouze v koronarni cirkulaci'
popsano signifikantni zvyseni MMP-9, ale hladina MMP-2 byla beze zmény'’®, coz odpovida
nami zjisténym vysledkim. Naopak pouze prace Eckarta a kol. pozorovala zvySené hladiny
MMP-2, zatim co hladiny MMP-9 byly ve skupin¢ s akutnim infarktem sniZzeny. Timto
zjisténim je ale prace ojedinélé177. Po provedeni perkutdnni revaskularizace je popisovan
vzestup MMP-9, coz podporuje roli MMP-9 jako vaskularniho faktoru odpovédi na cévni
poranénil77, nevylucuje ale ani moznost uvolnéni MMP-9 z aterosklerotického platu pfi
mechanické disrupci. U diabetikti s AKS jsou hladiny MMP-9, TIMP-2 a hsCRP vyssi nezu

pacientll nediabetiki™®, toto mize sv&d¢it pro mozny piimy patogeneticky podil MMPs na

ruptufe platu.

Z dosud publikovanych praci tedy vyplyva souvislost mezi metaloproteindzami a
vznikem akutniho koronarniho syndromu. Jejich zvySené hladiny (zejména MMP-9) jsou
detekovany v akutnim ateromovém platu a to jak extracelularnég, tak intracelularn&'’®. Odrazi
to jejich aktivni syntézu v nestabilnim platu a je zde mozna pticinnost s rupturou plétum, ale
pfima zodpoveédnost za poruseni fibrosni Cepicky platu je, 1 ptes tyto prikazy zvysSené hladiny

MMP-9 v nestabilnim platu obtizné prikazna™ *.



V dostupné literatufe je uvadéna také vyssi koncentrace MMP-2, jejiz exprese je

v koronarnim platu aktivovana a jeji hladina koreluje s kalcifikacemi v ateromovém platu™®,

182 183

Nami zjisténé zvySené hladiny MMP-9 koreluji s hsCRP, a tedy se zanétlivou aktivaci.
Neni jasné, zda aktivita MMP-9 v séru koreluje s aktivitou v ateromovém platu. Prace
Inokubeho a kol. pozorovala zvySenou hladinu MMP-9 v koronarni cirkulaci, coz muze

175, ale naSe

sveédcit pro aktivaci lytického procesu v koronarnim fecisti s uvolnénim MMPs
zjisténi nepotvrdilo zvySenou korondrni produkci MMPs. V praci Fukudy a kol. vySetfenim
pomoci intravaskularniho ultrazvuku prokazali korelaci vyskytu ruptury platu se zvySenymi
hladinami MMP-9, ale nikoliv s MMP-2'*, Také prace Higa a kol. ukéazala, ze pacienti
s akutnim infarktem myokardu méli vyssi hladinu MMP-9 v culprit koronarni tepné nez

Vv koronarnim sinu nebo femoralni tepné, coz podporuje souvislost MMP-9 a nestabilniho

platu spiSe nez souvislost s myokardidlni nekrozou™®.

U pacientl s akutnim koronarnim syndromem bez elevaci ST usekt Bittner a kol.. zjistili
korelaci mezi MDA jako markeru oxidativniho stresu a MMP-9. Prace ve shodé¢ s naSimi
zavery nalezla elevaci MMP-9 s poklesem b¢hem pétidenniho sledovaciho intervalu, stejné
jako pokles hladin MDA u pacientt s akutnim koronarnim syndromem. Nebyly nalezeny

zmény v hladinach MMP-21%,

Vyse uvedena prace Kai a kol. popsala postupny pokles plasmatickych hladin MMP-9 u
pacientli s ACS po prvnich 24 hodinach. V rozporu s nasim zjis§ténim pozorovali vyssi hodiny

MMP-2, které poklesly béhem 24 hodin k normé& a neménily se b&hem 7 dni'™.

Galis a kol. u na mys$im modelu s deficitem MMP-9 prokazali snizeni intimalni

hyperplazie a ztraty lumen a soudasn& k nahromadéni intersticidlniho kolagenu®®’. To



podporuje moznost zvySeni mechanické stability tepen zvySenim obsahu kolagenu a snizeni

ztraty lumen ve spojitosti se snizenim hladiny MMP-9.

U diabetikli a pacientll s akutnim koronarnim syndromem jsou pozorovany zvysené
hladiny MMP-2, MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2 v porovnani se zdravymi kontrolami*®. Zvysené

hladiny proto svéd¢i pro moznost podilu MMPs na vlastni patogeneze aterosklerozylss.

Excesivni pfevaha lytickych metaloproteindaz nad jejich pfirozenymi inhibitory je
popisovana v nestabilnim platu s maximem V oblasti vulnerabilni cepi¢ky. Toto nabizi
moznou cestu inhibice nebo prevence progrese aterosklerdzy a klinickych ptihod snizenim
produkce metaloproteinaz nebo snizenim jejich aktivace. Je tedy nutné najit mechanismus,
ktery vede knavySeni exprese a zvySeného uvolnovani proenzymu nebo zvySené
extracelularni aktivaci. Potencidlnim cilem je ovlivnéni pisobkid TNF-a, IL-1, lymfocyti
s CD40 a sCD40, respektive jejich regulace na zvySeni aktivity metaloproteindz stimulaci

makrofégﬁlgg, 3

S timto souvisi potencidlni terapeutické vyuziti inhibice MMP. Pfirozené inhibitory ale
nejsou vhodné k farmakologické intervenci z diivodu jejich kratkého polo€asu. Syntetické
inhibitory MMPs, testované na zvifecich modelech, vykazovaly zlepSeni funkce srdce
blokadou progrese srde¢niho selhani*®.  Batimastat (BB-94) byl prvnim syntetickym
inhibitorem MMPs se strukturou napodobujici kolagen, ktery byl zkouSen na lidech.
Chemicky modifikované tetracykliny byly prvnimi Iéky, které obdrzely schvaleni ke

klinickému vyuziti v anti-MMPs 16&b& periodontalnich onemocnéni™.



5.3. sCD40L

In vitro, lidské endotelidlni bunky, po stimulaci mediatory pfitomnymi v ateromovém
platu (interleukin-1 nebo TNF-a), exprimuji receptor CD40, nasledna interakce receptoru

CD40 a ligandu CD40 indukuje tvorbu adheznich molekul*** .

Zvysené hladiny sCD40L jsou u pacientii s vysokym kardiovaskuldrnim rizikem spojeny
S vySS$im rizkem smrti nebo nefatdlniho akutniho infarktu myokardu, kdy zvySené hladiny

jsou nezavislym rizikovym faktorem po adjustaci na troponin T, CRP, TNF-a, ICAM-1'*°,

Poprvé byla zvySena sérova hladina sCD40L u pacienti s akutnim koronarnim
syndromem popsana v praci Aukrusta a kol. vroce 1999. Tato prace méfila jak solubilni
formu sCD40, tak jeji membranovou porci vazanou na leukocytarnich membranach T-
lymfocytt, a autofi potvrdili i vy$$i membranovou expresi CD40L u pacienti s nestabilni
anginou pectoris'®. T-lymfocyty CD4+ zvysené exprimuji CD40L u pacientii s nestabilni
anginou™®. Pacienti s akutnim infarktem myokardu a nestabilni anginou pectoris maji na
destickach, v porovnani se stabilni ICHS, zvySenou expresi CD40 ligandulgs. Béhem Sesti
meésict dochazi k poklesu hladin solubilniho ligandu CD40, ale pacienti s rekurenci anginy

pectoris nebo nutnosti opakované koronarni angioplastiky maji trvale zvysené hodnoty'*.

V naSi praci jsme zjistili zvySené hladiny sCD40L ve skupiné pacientli s akutnim
korondrnim syndromem v porovnani s pacienty se stabilni ischemickou chorobou srdecni.
Toto pozorovani je ve shod¢ se stavajici literaturou o akutnim koronarnim syndromu a

sCD40L%,

sCD40L ma biologicky efekt na buiiky hladkého svalu, T- i B-lymfocyty a trombocyty.
Zvysené honoty u pacientli s akutnim korondrnim syndromem mohou byt odrazem mozného

patogenniho pasobeni sCD40L u akutniho koronarniho syndromu, nebot sCD40L je



vyznamnym aktivditorem MMPs Vv makrofazich a hladkych svalovych builkach, ale

neovliviiuje expresi jejich inhibitort — TIMP™’, ¥,

Zvysené hladiny sCD40L u pacientii s nestabilni anginou pectoris nejsou jen znamkou
imunitni aktivace, ale mohou byt i patogenetickym faktorem. Cirkulujici sCD40 muze projit
aterosklerézou postizenym endotelem a naslednou aktivaci leukocyti a uvolnénim
prozanétlivych cytokinli zvysit expresi adheznich molekul a expresi tkanového faktoru®.
Piisobi proaterogenné s naslednou destabilizaci aterosklerotického platu indukci cytokinii,

chemokint, rastovych faktort a MMP,

Solubilni ligand CD40 je pln& aktivni biologicky a je prozanétlivym plisobkem
endotelovych bun¢k a spousti koagulaci indukci exprese tkanového faktoru na monocytech i
endoteliich s pfimym ovlivnénim antikoagula¢niho efektu endotelu'®, 1%, Soucasng je
solubilni CD40L glykoproteinovy ligand pro lIb/Illa receptor a destiC¢kovy agonista, ktery
mize byt nezbytny pro stabilitu arterialniho trombu®®.  Nami zjisténd korelace hladin

sCD40L a TF u pacienti s akutnim korondrnim syndromem tak prokazuje vzijemnou

interakci zanétlivého procesu vulnerabilniho platu a trombogenni aktivity.

Problémem je moznost zvySeni sCD40L nikoliv jako pfi€iny nestabilni anginy pectoris,
ale jako disledku akutniho koronarniho syndromu. Vyrazné zvyseni sCD40L po mechanicky
indukované ruptufe po perkutdnni korondrni angioplastice miize napovidat, ze zvySené
hodnoty sCD40L jsou sekundarnim nalezem. Avsak skuteCnost, Ze ruptura platu zptisobena
koronarni angioplastikou mtize vést k vzestupu sCD40, nevylucuje patogentickou etiologii
pro CD40L v nestabilité platu. Navic aktivované desticky produkuji a uvolnuji velké
mnozstvi SCD40L'®. Provedeni aortokoronarniho bypassu vede k vzestupu plasmatickych
hladin sSCD40L s odpovidajicim poklesem destitkového CD40L*’. Trombinem stimulovanou

sekreci SCD40L z trombocytil nelze plné blokovat podanim aspirinu®®. Clopidogrel snizuje



expresi CD40L a hladiny SCD40L%. Nalez zvyseného transkoronarniho gradientu u pacientd

s AKS potvrzuje zdroj v koronarnim fe¢isti, jsou odrazem trombotického procesu z aktivace

trombocyti a tedy nutnost maximalni suprese destickové aktivity™*®.



6. Zaver

Lécba akutniho koronarniho syndromu, zahrnujici akutni infarkt myokardu a nestabilni
nadale nejsme schopni predikovat a tedy i dostatecné preventivné zasahnout V incidenci
akutniho infarktu myokardu. Hlavni 0sili musi byt cileno na porozuméni mechanismd, které
mohou vést k akutni koronarni okluzi a vyzkum nestabilniho platu a jeho interakce
S koagulaénim systémem. Spolehliva neinvazivni cesta k detekci casné aterosklerotické
choroby a charakteristiky slozeni platu mize zlepSit porozuméni patofyziologického
mechanismu aterotromboézy s cilem individualizace 1é¢by pacienta a piimé sledovani

metabolické reakce cévy.

Pacienti s rizikovymi faktory, jako jsou hypertenze, diabetes, dyslipidémie a koufeni,
maji zvySené plasmatické hladiny TF, solubilniho ligandu CD40, MMP-9, které mohou byt

zapojeny jak do proaterosklerotického, tak do protrombotického procesu.

Tkanovy faktor mé& vyznamnou funkci ve fyziologii a patofyziologii akutniho
koronarniho syndromu. Dle naSich vysledkti dochazi k zvysené produkci tkanového faktoru u
akutniho koronarniho syndromu. Tento fakt mtze slouzit k upfesnéni prognézy a nabizi se
jako potencialni cil k ovlivnéni patogenetického faktoru stojiciho na pocatku koagulaéni
kaskady, smoznosti podani napf. protilatek proti TF, neaktivniho faktoru VIla nebo
rekombinantniho TFPI. Hladiny sCD40 souvisi s aktivitou desticek, transkoronarni gradient
ukazuje na vyrazné¢ zvySenou aktivitu aterotrombotického procesu a dokladd nutnost
maximalni blokady desti¢ek pii akutnim koronarnim syndromu. Hladiny TF, sCD40 a hsCRP
koreluji a souvisi s aktivitou aterotrombotického procesu. Stejné tak MMP-9 koreluje
s hsCRP. Zmény sérovych hladin MMP-9 odrazi zvySenou aktivitu lytického procesu platu

pfi akutnim koronarnim syndromu a podporuji mozny piimy vliv MMP-9 na indukci ruptury



a vzniku nestabilniho platu. Nabizi se zabranit destabilizaci podavanim pftirozeného
inhibitoru, ale toto je$t¢ neni zcela vyjasnéno. MMP-2 pravdépodobné nema

Vv pritbéhu akutniho koronarniho syndromu patogenetickou roli.

Z naSich zavéru vyplyva vyuziti v praxi:

- hladiny sCD40L, hsCRP a TF koreluji a souvisi s aktivitou aterotrombotického
procesu, zaméieni na postupy snizujici hladiny tkanového faktoru a sCD40L muze

ptinést ptiznivé ovlivnéni vzniku nebo priubéhu akutniho koronérniho syndromu.

- aktivita MMP-9 je zvySena pii akutnim koronarnim syndromu — ovlivnéni jeji

hladiny nabizi moZnost sniZeni rizika ruptury ateromového platu.

- nalez zvySeného transkoronarniho gradientu u pacienti s AKS potvrzuje zdroj
V koronarnim fecisti, jsou odrazem trombotického procesu z aktivace trombocytl a

tedy nutnost maximalni suprese destickové aktivity

Prace prokazuje zvySenou trombotickou aktivitu a zvySenou aktivitu proteolytickych
enzyml u pacientli s akutnim koronarnim syndromem. Pfispiva tak k dalsimu pochopeni
souvislosti d&jii podilejicich se na vzniku nestabilnich forem ischemické choroby srdecni a
vzniku nestability koronarniho platu s rizikem rozvoje akutniho infarktu myokardu,
porozuméni patofyziologického mechanismu aterosklerozy s cilem optimalizace individudlni

lécby a pifimého sledovani reakce cévy.



7. Seznam zkratek

ACS
CD40L
CS
EGF

f. IXa
f. Va

f. Vlla
f. Xa
hsCRP
ICAM
IL-1
IL-4
IL-6
LDL
LMCA
LMWh
LPS
MMP-2
MMP-3
MMP-9
MMPs
MT-MMPs
PDGF
sCD40L
SCAD
TF
TFPI
TIMP
TIMP-2
TNF-a
uPA
VF

akutni koronarni syndrom

ligand CD40 (povrchovy znak leukocyttt)
korondrni sinus

epitelialni rastovy faktor

aktivovany faktor IX

aktivovany faktor V

aktivovany faktor VII

aktivovany faktor X

vysoce senzitivni CRP

intercellular cell adhesion molecule
interleukin-1

interleukin-4

interleukin-6

low-density cholesterol = cholesterol o nizké hustoté
kmen levé véncité tepny (left main coronary artery)
frakcionovany (nizkomolekularni) heparin
lipopolysacharidy

metaloproteindza 2

metaloproteinaza 3

metaloproteinaza 9

tkanové metaloproteinazy

membranovy typ metaloproteindzové matrix
destickovy ristovy faktor

solubilni ligand CD40

stabilni ischemicka choroba srde¢ni
tkanovy faktor

inhibitor tkanového faktoru

inhibitory tkanovych metaloproteinaz
inhibitor tkanovych metaloproteinaz 2
tumor nekrosis faktor-a

urokinaza-like aktivator plasminogenu
femoralni véna
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