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V terminu 27. 8. 2017 az 28. 2. 2018 probéhla ma staz na vy-
zkumném pracovisti prof. Mirandy Van Eck na oddéleni Bio-
therapeutics - Leiden Academic Centre for Drug Research
- Leiden University, Nizozemsko. Zde jsem se byla zapo-
jena do FeSeni SirSiho projektu - Atherosclerosis Regression:
A challenging goal with the macrophage as therapeutic target.
Tento projekt se zabyvd moZnostmi navozeni regrese atero-
sklerdézy s perspektivou potenciondlni [éCby pacientl s jiz roz-
vinutou formou aterosklerézy.

Byt byla mozZnost regrese aterosklerézy zamitdna a po-
vazovédna za nepravdépodobnou zejména u pokrogilych
lézi s nekrotickym jadrem, velkym mnoZstvim vaziva a kal-
cifikace [13], v poslednich 20 letech studie provedené jak
v rdmci klinickych studii, tak na zvifecich modelech (ApoE
nebo LDL- recepror knock outované mysi) pfinesly dikazy
o reverzibilité aterosklerotického plaku [4]. Dnes je koncept
regrese aterosklerézy namnoze pfijiman, byt jeho zakladni
mechanizmy a pfipadnéa uzite¢nost v klinické praxi, vyZaduji
dalsi vyzkum.

Tento projekt je zaméfen zejména na Ulohu makroféag(, které
hraji vyznamnou roli jak v rozvoji ¢asnych, tak i v pokrocilych
aterosklerotickych |ézich. BEéhem progrese aterosklerézy mo-
nocyty migruji do cévni stény v disledku plsobeni chemokini
produkovanych zejména burikami jiz diferencovanymi v 1ézich
[5-6]. Monocyty se nasledné diferencuji na makrofagy a pohl-
cuji lipidové Gastice, coZ mize vést aZ k formaci tzv. pénovych
bunék [7-10]. Tyto makrofagy produkuji prozanétlivé cytokiny
a fadu matrix-degradujicich enzymd, vedoucich k tenceni va-
zivové Cepicky (fibrous cap) a tkanové faktory vedouci k rup-
tufe plaku, formaci trombu nebo aZ ucpéni cévy [11-17]. Na
druhou stranu makroféagy disponuji i schopnosti efluxu choles-
terolu, coz vede k odstrariovéani nadbyte¢ného obsahu lipidd,
a touto cestou pripadné azZ k regresi aterosklerotického plaku
[18]. Neni vSak znémo, jsou-li pénové bunky schopny se trans-
formovat na makrofaga nebo v dendritické buriky schopné mi-
grace a nasledné migrovat z léze zpét do obéhu. Je mozZné, Ze
pénové buriky, zejména v pfipadé pokrocilého aterosklerotic-
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kého platu, jiz potfebuji alternativni pfistup zahrnujici napf.
indukci programované bunécéné smrti (apoptézy). Jinym pfri-
stupem k indukci regrese aterosklerézy mize byt sniZeni in-
makrofagdm. V rdmci tohoto projektu se studuji mechanizmy
nezbytné pro zahdjeni regrese aterosklerotické éze se zamé-
fenim na makrofégy.

V rdmci své stdZe jsem pracovala zejména na projektech
doktorandky Olgy Snip. Na 3 zvifecich modelech byl analyzo-
van (1) vliv cyklodextrinu na regresi aterosklerézy u ApoE KO
mysi, (2) vliv ApoA1 mimetik (CS6213) u mysi po transplan-
taci kostni diené od ApoA1 KO mysi do ApoE KO prijemct a (3)
znovuzavedeni apolipoproteinu E prostfednictvim adeno-aso-
ciovaného viru s dalSim podavanim CCR2 antagonisty (15a)
pro inhibici influxu novych makrofagu. Pro tyto projekty jsem
na zékladeé literarni reSerSe navrhla a také zavedla 3 panely pro
analyzu pratokovou cytometrii - panel zaméreny na (a) krvinky
bilé Fady obecné, (b) makroféagy a (c) monocyty.

(a) Panel je zaméreny na lymfocyty obecné. Z tohoto panelu
jsme ziskali informace o zastoupeni B-bunék (CD19*), T-bu-
nék (CD4" a CD8" T-bunky), monocytl (Ly6C/Ly6G), makro-
fagl (CD11b'F4/80°) a jejich polarizaci (CD62L"CD44", CD62L-
"CD44%) v analyzovanych tkénich. (b) Makrofagovy panel se
zaméroval na analyzu polarizace makrofagd, coZ bylo i nasim
hlavnim cilem. Zékladni znakem makroféagi byla double pozi-
tivita bunék pro F4/80 a CD11b a zaroven negativita CD161
(marker pro NK buriky) a Ly6G (znak neutrofilnich granulo-
cytl). Polarizace takto definovanych makrofagl byla dale
hodnocena na zékladé exprese prozéanétlivych (CD38, CCR7,
MHC I1) a protizénétlivych (CD206, CD62L) markerd. (c) Panel
pro analyzu monocytl a slezinnych makrofagi vcetné ga-
teovaci strategie byl designovén na zakladé publikace Rose
et al [19]. Tento panel byl vyuzit zejména kvali faktu, Ze ko-
mercéné dostupné protilatky proti F4/80 znaci slezinné mak-
rofagy velmi slabé [19]. Po o¢isténi od nemonocytéarnich popu-
laci monocyty/makrofagy (Ly6G-Ly6CP""es/Ly6GLy6CH) byly
déle analyzovény na zékladé exprese CCR2 a CD62L pro-
tein(i podilejici se zejména na extravazaci monocytl z obéhu
paneld jsme ve vybranych studiich kvantifikovali mnozstvi
lipidG v makrofazich respektive pénovych burkéach. K tomu
bylo vyuZito barvivo Bodipy (fluorescenéné znaci neutrélni
lipidy kumulované v lipidovych kapénkéch) v kombinaci se
znacenim proti makrofaglm. Prostfednictvim téchto kom-
plexnich panelll jsme ziskali informace o fadé typd leukocytd
(monocyty/makroféagy, T-bunky, B-bunky, NK-bunky, eozino-
filni a neutrofilni granulocyty) v€etné jejich diferenciace v za-
vislosti na typu pouZité 1éCby v krvi, sleziné a peritonedini
dutiné, pfipadné i v srdecnich lymfatickych uzlinach a aorte.

Nejvétsi vliv na pocty a polarizaci makrofagl v analyzova-
nych tkanich méla prévé posledni forma terapie adenovirem
v kombinaci s CCR2-antagonistou. Na zékladé publikovanych
dat CCR2-antagonista vede ke sniZeni infiltrace makrofagy
[20], coZ se potvrdilo. A lé¢ba v kombinaci s adenovirem
vedla k vyznamnému poklesu poctu makrofagd a polarizaci
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znamné nizsi obsah lipid{ ve srovnani s negativni kontrolou.

Vysledky z priitokové cytometrie ostatnich 2 zvifecich
model nevedly v nami sledovanych parametrech k tak za-
sadnim zméndm. V rdmci mé stadze jsme bohuZel nestihli
provést dal$i analyzy, jako jsou genové exprese, zmény
v zastoupeni lipidd v krevni plazmé a histologické barveni
a hodnoceni oblasti kofene aorty a oblouku aorty.

Celkové hodnotim svou staz na pracovisti v Leidenu jako zda-
filou a velice pfinosnou pro svij dalsi profesni rdst. Je pfinosné
nahlédnout do fungovani zahraniéni laboratore i vzdélavaciho
systému, v fadé skute€nosti odliSného od naseho. StéZovala
jsem ve fakultni laboratofi, jeZ zajistuje z velké Césti praxe pro
studenty. Bakalarsti studenti musi zavérem studia splnit néko-
lik kratSich praxi (4 tydny) zahrnujicich vyfeSeni malého pro-
jektu na nékolika rliznych pracovistich. To bych pfirovnala
k nasim mirné rozsitenym praktickym cvi¢enim s rozsifenym
zavérecnym protokolem. Magistersti studenti maji 9 mésicl na

naméreni experimentalni ¢asti a sepsani vysledkd ve formé di-
plomové prace. Obé trovné pregradudlnich studentl jsou vét-
Sinou vedeny doktorandy. Magistersti studenti feSi samostatné
ucelenou ¢ast projektu, kterd byva soucasti projektu supervi-
zora, coz urychluje feseni a vyhodnocovani experimentd. Jedna
se vSak o fakultni pracovisté s prevézné pregradudlnimi stu-
denty, ktefi se teprve uci zachézet s laboratornim vybavenim,
coz mé Casto za nésledek nefunkénost nebo nepresnost vyba-
veni, pfipadné nefad v jeho umisténi. A¢ se kvalita vybaveni
a témat vyzkumu na ,,zdpadé&“ nelisi od naSich, bylo by pro nés
prinosné si osvojit jejich schopnost a chut prezentovat a disku-
tovat jakékoli dil&i vysledky a ideje.

Moje staz byla podporena programem Erasmus, ale chtéla
bych podékovat za fellowship udéleny CSAT, ktery mi nesmirné

pomohl v pFi absolvovani celé staZe.
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Ve dnech 11.-14. fijna 2018 jsem méla diky podpore Ceské
spole€nosti pro aterosklerézu moZnost zd&astnit se 3. lipi-
dové Skoly v Dubrovniku, které se konala pod z&Stitou Eu-
ropean Atherosclerosis Society a Chorvatské spoleénosti
pro aterosklerézu. Program se vénoval Siroké problematice
dyslipidemii od etiopatogeneze aterosklerézy, vztahu dysli-
pidemie aZ po jednotliva civilizaéni onemocnéni, pres famili-
arni hypercholesterolemii aZ po mozZnosti terapie dyslipidemie
dietou, statiny nebo inhibitory PCSK9. A poselstvi tohoto ro¢-
niku Ize shrnout do konstatovani: ,,Na pfi¢iny sekundérnich
dyslipidemii, kterych je cela fada, je potfeba vZdy pamato-
vat, aby bylo mozné 1é¢it onemocnéni kauzalné.”

Pozor na hypotyreézu...

V pfedndSce o sekundérnich dyslipidemiich endokrinolozka
dr. Sandi TeSanovic z Dubrovniku prezentovala kazuistiku
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39leté pacientky, kterd byla odeslédna s dosud nevyznam-
nou osobni anamnézou k doSetfeni hypercholesterolemie. Fy-
zikalni nalez byl bez pozoruhodnosti. Pacientka si stéZovala na
nepravidelny menstruaéni cyklus Unavu a ztrdtu schopnosti
koncentrace. Laboratornimi odbéry byla kromé hypercholes-
terolemie nové zjisténa také autoimunitni hypotyreéza (TSH
8,7 mlU/I) s pozitivitou protilatek proti tyreoglobulinu a tyreo-
peroxidaze. Po zahédjeni substituce levotyroxinem v davce
50 pg/den doSlo k normalizaci lipidogramu. Kazuistika pod-
trhuje dulezZitost vylouceni hypotyreézy jako mozné priciny
sekundarni dyslipidemie pred zahdjenim samotné terapie
hypercholesterolemie.

...a chronickad onemocnéni ledvin a jater
Z chronickych onemocnéni ledvin byva dyslipidemie ty-
picky pfitomna pfi nefrotickém syndromu. U téchto paci-
entd dochazi pfi normdalni clearance kreatininu ke zvyseni
koncentraci LDL-cholesterolu v dlsledku zvySené tvorby
VLDL-¢4stic a také pfimo zvySené produkce LDL-choleste-
rolu jatry. To je déno tim, Ze sniZzeny onkoticky tlak stimu-
luje transkripci genll pro apolipoprotein B. Proto zédvaznost
hyperlipidemie inverzné koreluje s poklesem onkotického
tlaku, a tedy sérového albuminu. TAG nebyvaji vétSinou zvy-
Seny a HDL-cholesterol miZe byt v normé anebo sniZeny.
Pokud dojde k vylé&eni nefrotického syndromu, upravi se
také dyslipidemie. U chronické rendlni insuficience (Chro-
nic Kidney Disaese - CKD) jsou obvyklé poruchy lipidového
metabolizmu ve vSech stadiich a lipidovy profil je zavisly na
Grovni glomerulérni filtrace a zévaznosti proteinurie. PFi pe-
ritoneélni dialyze dochdzi k absorpci glukézy z dialyzaéniho
roztoku peritoneem, coZ vede k vzestupu TAG a apolipopro-
teinu B, a proto je LDL-cholesterol také zvySen.

Z onemocnéni jater vedoucich k sekundarni dyslipidemii byly
jmenovany cholestaza, hepatocelularni poskozeni a cholelitidza.
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