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V obdobi mezi 18. Gnorem a 17. srpnem 2019 probihala ma
staz ve vyzkumné laboratofi prof. Wolfganga Koeniga v Deuts-
ches Herzzentrum Miinchen. Zde jsem byl zapojen do feSeni
¢asti vétsiho projektu s nazvem OPERATION (Elucidate mo-
nocyte phenotype to predict arterial wall inflammation).

V Gvodu bych se rad zminil o charakteristice a podstaté
celého projektu. Je vSeobecné zndmo, Ze az 70 % vSech kar-
diovaskularnich (KV) pfihod nelze predejit navzdory ade-
kvatni hypolipidemické terapii. V pracich zabyvajicich se
timto rezidudlIni rizikem se diskutuje predevsim role imu-
nitné zprostredkovaného zanétu cévni stény (zejména pak
role monocyto-makrofégového systému), ktery se zda byt
klicovym hracem nejen v rozvoji aterosklerotickych platd,
ale také v procesu jejich destabilizace.

V souladu s vysledky experimentalnich modelG ateroskle-
rézy se zda, Ze zanétliva aktivita probihajici v aterosklero-
tickych platech je Gzce spojena s influxem plazmatickych
leukocytl, presnéji monocytll a z nich vychéazejicich makro-
fagl, jez se lisi svym ,,chovanim®. Cirkulujici monocyty vy-
kazuji rlizny stupen heterogenity, podle kterého Ize do jisté
miry predikovat schopnost danych elementl migrovat do
cévni stény, tj. krucidlni krok procesu aterosklerézy. Pred-
poklada se, Ze uréeni fenotypu cirkulujicich monocytl by
mohlo poslouZit nejen jako indikator tiZe aterosklerotického
postiZeni, ale také jako prognosticky ukazatel v rémci KV-
-prevence. Stéle Castéji se tedy zacina hovofit o reziduéal-
nim nikoliv ,lipidovém®, ale ,zanétlivém* riziku.

Dosud zkoumané tradi¢ni biomarkery zénétu nebyly schop-
né predikovat zanétlivé postiZzeni cévni stény; ve svétle posled-
nich poznatkd se proto védecky zajem obraci k determinaci
fenotypu monocytl a s nimi spojenych plazmatickych meta-
bolitl, jakozto moznych markerd KV-rizika. Postupné se upus-
tilo od stanovovéani jednotlivych biomarkerd, ale v souladu
se studiemi prezentovanymi prednimi leadery v oboru atero-
sklerézy (napf. prace Ganz et al) se preslo k mySlence sta-
novovani jakychsi biomarkerovych vzor(/podpisd, jeZ maji
lepSi vypovédni hodnotu o zanétlivém postiZeni cév, respek-
tive eventudlni KV-riziku. Proto byla také vytvorena iniciativa
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ke vzniku studie OPERATION - jedné z mnoha praci podpo-
rovanych evropskou vyzkumnou agenturou ERA-CVD. Pro-
jekt OPERATION (Elucidate monocyte phenotype to predict
arterial wall inflammation) si klade za cil stanoveni pravé
onéch biomarkerovych vzor(/podpisd korelujicich se z&-
nétlivym postiZzenim cévni stény, a to na zakladé kombino-
vani metabolického modelovéni dat ziskanych z experimen-
tld s monocyty a plazmatickou proteomikou. Tato data by
v budoucnu méla byt ndpomocna k vytvoreni optimalniho
biomarkerového vzoru/podpisu schopného predikovat KV-
-riziko, a to jak v primarni, tak sekundarni prevenci.

Cely projekt OPERATION probiha ve spolupraci s nizozem-
skou védeckou skupinou pod vedeni prof. Stroese, pfi¢emz
taméjsi prace zahrnuje spise ,,klinictéjsi“ ¢ast projektu. Nizo-
zemskymi kolegy byla cilené vybréna skupina 208 KV-rizi-
kovych pacient(; jednalo se o pacienty s vysokym lipopro-
teinem (a) - Lp(a), revmatologickym onemocnénim nebo
pacienty s vysokym nebo velmi vysokym KV-rizikem. Plazma
téchto probandd byla odeslana do Svédské firmy OLINK, jeZ
je schopnd stanovit Sirokou Skélu prozanétlivych a dalSich
biomarkerd asociovanych s KV-onemocnénimi (KVO). Ana-
lyza vysledkl pak vedla k jasnému zavéru, Ze Ize vycist bio-
markerové vzory/podpisy urcujici rizikovost daného nemoc-
ného k budouci KV-pfihodé, pfi¢emz u vysoce rizikovych
aterosklerotickych platd bylo vy$si zastoupeni MMP12,
PLA2G7, TNFRSF10A, TRANCE, REN, TNFRSF13B, PRSS27,
MEPE ¢i CD4, ale naopak nizsi TNFRSF10C a SERPINA7. Ob-
dobné situace nastala také u pacientd s nizce rizikovymi ate-
rosklerotickymi platy, kde bylo zaznamenéno vys$§i zastoupeni
LEP a UMOD, ale niz&i GDF-15, CCL24, CHIT1, REN, PLA2G?7,
MMP12, OPG, TNFRSF9 ¢i MB. Z vysledkd Ize usuzovat na
zcela zasadni roli monocyto-makrofdgového systému v pro-
cesu rozvoje i destabilizace aterosklerotickym plata.

Cilem mého pusobeni v Mnichové bylo ovéreni dat z in vivo
studii v podminkéach in vitro, tj. zda stimulace monocytl (re-
spektive jejich derivatld - THP-1 bunék) hlavnimi aterosklero-
tickymi hraci (Lp (a), oxidovany LDL-cholesterol (oxLDL), oxido-
vané fosfolipidy izolované z povrchu Lp(a) - oxPL ¢i remnantni
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cholesterol) skute¢né vede k produkci monocyt-specifickych
cytokinl a definovani obdobnych biomarkerovych vzori/pod-
pisd, jaké byly ziskany v ,,in vivo“ studiich.

Béhem prvnim tydnd stéZe jsem ziskal feSenim dil¢ich
Ukold z projektd mych kolegl potrebné praktické doved-
nosti a zkuSenosti v zakladnich laboratornich metodach
(napt. izolace DNA, elektroforéza jejich fragment(, pésto-
vani bunéénych kultur a jejich stimulace, ELISA ¢i Western
blotting), které jsem déle vyuZil v rdmci svych experiment(.

Plvodné bylo zvaZovéno, Ze se ke stimulacim vyuZziji mono-
cyty od zdravych darc(, avSak vzhledem k jejich velmi kom-
plikované separaci se tyto nahradily bunéénymi kulturami
THP-1 bunék - liniemi vychéazejicimi z leukemického klonu
monocytd, které dobfe mimikuji fenotyp béZnych mono-
cytd. Jak jiz bylo zminéno vySe, postupné byly provedeny
stimulace THP-1 bunék Lp(a), oxPL, oxLDL a také remnatnim
cholesterolem ziskanym od pacientl s familiarni dysbetali-
poproteinemii (ten byl poskytnut laskavosti prof. J. Kroona).
Takto ziskany materiél byl déle zpracovan nésledujicim zp{-
sobem: (1) separovan supernatant k dal$i analyze biomar-
kerd, (2) jedna polovina stimulovanych bunék byla lyzovéna
k dalSimu studiu RNA a (3) druhd pak k analyze proteinové.

JelikoZ se jednalo o finanéné naro¢né analyzy, bylo nutné
peclivé vybrat nejvhodnéjsi biomarkery, které by dobre ko-
relovaly s daty ziskanymi z OLINK a mohly byt zméreny pri-
sluSnymi ELISA kity. | pfes sloZitost toho vybéru, byly na-
konec vSechny studie Uspé3né provedeny a toho Casu se
zpracovavaji vysledky k jejich budouci publikaci, a to nejen
v rdmci pravidelného ro¢niho hodnoceni projektl sponzo-
rovanych ERA-CVD.

Bé&hem svého pobytu jsem byl také vyslan na 3 denni meet-
ing vSech projektl probihajicich pod zastitou ERA-CVD do
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Rigy, kde byla prezentovana impozantni data vedouci evrop-
skych laboratofi zabyvajicich se problematikou ateroskle-
rézy.

Celkové hodnotim svou staz jako velmi zdafilou a pfinos-
nou, a to v mnoha ohledech. Mél jsem moznost nahlédnout
do vskutku excelentni laboratore, jejiz védeckou a publi-
kaéni kvalitu Ize srovnat s pracemi celosvétového atero-
sklerotického ,,guru® prof. Libbyho. Bylo velkou zkuSenosti
zapojit se do provozu a fungovéni nejen zdejsi laboratore,
ale celého vzdélavaciho systému - €asto velmi rozdilného
od toho naseho. Jednalo o fakultni pracovisté, kde se vy-
skytovali zejména postgradudini studenti nejriznéjsich pri-
rodovédnych ¢i farmaceutickych obor(, ktefi se déle délili
do mensSich pracovnich skupin vedenych |ékafi zdejsi kar-
diologické kliniky. Kazdy tyden pak jeden po druhém pre-
zentovali vysledky své prace prednostovi kardiologické kli-
niky a diskutovali s nim a vedoucimi svych praci pfipadné
nedostatky, nejasnosti ¢i dalsi kroky jejich vyzkumu. Kazdy
z postgraduélnich studentl pak k sobé mél vétsinou jedno
studenta (zejména mediciny), ktery do jisté miry participo-
val na projektu svého Skolitele a plnil si tak povinnou ¢ést
své disertacni prace nutné k obhéjeni magisterského titulu.
VySe zminény ,hierarchni“ systém fungoval velmi dobre
a jisté by mohl byt dobfe aplikovatelny i v nasich podmin-
kéch - |ékafi nastinuji hypotézy, které spolu s laboratorné
orientovanymi kolegy ovéruji. ,Take home message” by také
mohlo byt osvojeni si prezentace a diskuse vlastnich vy-
sledkd, jeZ je zde naprosto rutinni zalezitosti.

Zavérem bych znovu rad podékoval za finan¢ni podporu
poskytnutou CSAT, které spolu s programem ERASMUS do-
pomobhla k hladkému pribéhu celé stéze.
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