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ANOTACE

Tato prace se zaméfuje na problematiku aktivace trombocyt v disledku implantace
umélych materialti. Popisuje morfologii, strukturu a funkci trombocytt, véetné jejich interakce
s imunitnim systémem. Dale zkouma ulohu chemokinii produkovanych trombocyty pfi aktivaci
a jejich interakci s implantatem, véetné adsorpce bilkovin. Zavérecna ¢ast se zamétuje na rizné
typy implantatl, véetné kardiovaskularnich implantati jako jsou stenty a ndhrady srdec¢nich

chlopni, a jejich specificky vliv na aktivaci trombocytu.

KLICOVA SLOVA

krevni desti¢ky, chemokiny, aktivace desticek, implantaty

TITLE

Platelet Activation After Implantation of Artificial Materials

ANNOTATION

This thesis focuses on the issue of platelet activation due to the implantation of artificial
materials. Describes the morphology, structure and function of platelets, including their
interaction with the immune system. Furthermore, thesis investigates the role of chemokines
produced by platelets in activation and their interaction with the implant, including protein
adsorption. The final section focuses on different types of implants, including cardiovascular
implants such as stents and heart valve replacements, and their specific effect on platelet

activation.
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UVOD

Implantace umélych materialt je béznym lékarskym postupem v moderni medicing.
Tyto materidly slouzi k nahrazeni, opravé nebo vylepseni funkce orgdnu nebo tkané. Tyto
implantaty mohou byt vyrobeny z riznych materiali, jako je kov, plast, sklo nebo biologicky
kompatibilni materialy. Pfestoze tyto materidly pifinaseji mnoho vyhod, jejich interakce
s biologickym prostiedim miize zaroven stat za fadou komplikaci. Mezi né€ patfi mimo jiné
aktivace trombocytli, a nezaddoucim nasledkim jako je tvorba trombu a spusténi reakce

imunitniho systému.

Trombocyty, znamé také jako krevni desticky, jsou kli€¢ovou slozkou hemostatického
systému a zastavaji zasadni ulohu pfi zajisténi hemostazy a tkanového hojeni. Jejich aktivace
je regulovana slozitym souborem signalnich drah a interakei s okolnimi butikami a molekulami.
Mezi tyto signalni molekuly patii chemokiny, které predstavuji diilezity prostfedek komunikace
mezi krevnimi destickami a okolnimi tkdnémi. Po implantaci umélého materidlu se trombocyty
aktivuji a adheruji k povrchu materialu. To mtze vést k tvorb¢ trombi, krevnich srazenin, které
mohou blokovat cévy a vést k zdvaznym komplikacim, jako je tromboéza, infarkt nebo mozkova
mrtvice. Aktivace trombocytil je komplexni proces, ktery je ovlivnén fadou faktorti. Mezi né
patii také vlastnosti materialu, jako jeho povrchova topografie a hydrofilita, a ddle biochemické

faktory krve, jako je fibrinogen, von Willebrandtv faktor a trombin.

Cilem této prace je shrnuti aktualniho porozuméni této problematice. Toto shrnuti je
klicové nejenom pro zlepSeni GspéSnosti implantaci a minimalizaci komplikaci spojenych s
jejich pouzitim, ale také poskytuje diilezité poznatky pro dalsi vyvoj a optimalizaci umélych

materidlii v oblasti biomediciny a chirurgie.
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1 KREVNI DESTICKY

Primarni funkei krevnich desti¢ek je aktivni ucast v procesu hemostaze, ktery vznika v
reakci na poSkozeni cév s cilem zastavit krvaceni a minimalizovat ztratu krve. Pii poskozeni
trombocyty rychle reaguji a pfilnou k mistu poranéni, uvolni obsah intracelularnich granul a
navzajem interaguji s jinymi aktivovanymi destickami k vytvofeni destickového shluku
(Thomas, 2019). Dale krom¢ hemostdzy a trombozy se u trombocytli zkouma jejich role i
z hlediska dal$ich procest, které probihaji v téle, jako jsou zanét, aterogeneze, antimikrobidlni

obrana a naddorovy rust (Gremmel et al., 2016).

1.1 Morfologie

Krevni desti¢ky neboli trombocyty fadime mezi krevni elementy krve. Jsou to nejmensi
bezjaderné bunééné fragmenty o prumér 2-5 um. Fyziologicky pocet trombocyti je
150 az 300 x 10° v 1 litru krve. Nadmérné zvyseni pocétu krevnich destiek nad hodnotu
fyziologickou se oznacuje jako trombocytéza a naopak pokles se nazyva trombocytopenie.
Pocet krevnich desticek je regulovan trombopoetinem, ktery je tvofen v ledvinach a jatrech

(Chottova Dvorakova et at., 2023).

V periferni krvi jsou dvé tfetiny krevnich desticek z jejich celkového poctu, ve sleziné
je zbyvajici tretina. Tato zadrZena tietina slouzi jako tzv. zasobni pool organismu, ktery je
v rovnovaze s kolujicim poctem trombocytt v krvi. Slezina v piipadé potfeby snadno uvolni
rezervni mnozstvi do periferni krve naptiklad plisobenim adrenalinu. V periferni krvi jsou
heterogenné pfitomny krevni desti¢ky rtizného stéfi, velikosti, tvaru a struktury. Trombocyty
mladsiho v€ku jsou vétsi, maji kvalitngjsi funkce, maji hustsi cytoplazmu s vice granuly. Starsi
trombocyty jsou pravym opakem. Dalsi rozdil (mezi mladym a starSim trombocytem) je v poctu
vazebnych mist, mladé krevni desticky jich maji vice. Trombocyty maji na svém povrchu rtizné
skupiny receptort, které maji za tikol zachycovat signal z vnéjSiho prostiedi, ale také slouzi
k navazani n€kterych aktivacnich a stimulacnich latek. Trombocyty ptezivaji v periferni krvi
zpravidla 9-12 dni. Kratsi doba pieziti v periferni krvi mtize sméfovat k trombocytopentii,
pokud nejsou dostatecné nahrazovany novotvorbou. Staré a poSkozené krevni desticky jsou
odstraiiovany monocyto-makrofagovym systémem, a to ve slezing€, jatrech a kostni dfeni

(Pulcer et al., 2022).

Bunééna membrana krevnich desti¢ek se skladd zlipidové dvojvrstvy, vniz jsou
zabudovany proteiny. Nejvice zastoupenych lipida jsou fosfolipidy. RozloZeni fosfolipida

v membrané je asymetrické (Thomas, 2019). Vné&jsi vrstva obsahuje prfevazné neutralni
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fosfolipidy, zatimco ve vnitini vrstvé jsou nejvice zastoupeny negativné nabité fosfolipidy jako
je fosfatidylinositol a fosfatidylserin, které pii klidovém rezimu nepfijdou do styku s krvi.
Membranové proteiny se skladaji pievazné z glykoproteini (GP), které pronikaji celou
tloustkou membrany (Chottovd Dvotdkova et at., 2023). Rozlozeni lipidii je udrzovano
ATP-dependentni flipazou. Diky uspotddani fosfolipidd, povrch klidové krevni desticky
nepodporuje koagulaci, dokud nenastane jeji aktivace (Thomas, 2019). Bunéénd membrana
trombocytu je zvrasnéna a vytvari cetné invaginace, které se nazyvaji otevieny kanalikularni
systém (Obr. 1). Tento systém vyznamné zvétSuje povrch bunééné membrany. VEtsi povrch
znamend, ze na ném muze byt umisténo vice receptori. Tyto receptory slouzi k navazani
plazmatickych koagulac¢nich faktord a vépniku, coz je dulezité pro spusténi hemostazy

(Chottova Dvorakova et at., 2023) a vice popsany jsou v ndsledujici podkapitole.

plazmatickd ~
membrana

mitochondrie

glykogen—"

p
/ /// p P,

¥

- e P
~ r Py 3
a-granula  lysozymy denzni,”

grv a /
!
denznitubulérm’kanal'kfjlam' \
systém SYStem  mikrotubuly

Obrazek 1: Struktura trombocytu(Chottova Dvorakova et at., 2023)

1.2 Funkce

Funkce trombocytt v téle zahrnuje n€kolik klicovych aspektt, které se predevsim tykaji
zastaveni krvaceni (primarni i sekundarni hemostaza) a obnovy vnitiniho povrchu cévni stény
pfi poranéni ¢i disledku poSkozeni aterosklerotického procesu. Kromé toho maji schopnost

fagocytozy a transportu riiznych latek (Chottova Dvotakova et at., 2023).

Primérni funkci krevnich desticek je vytvareni destickové zatky, ta se tvoii béhem
2 - 4 minut (Ktizkova, 2021). Tento proces je spusStén, kdyz se trombocyty dostanou do
kontaktu s poskozenou sténou cévy nebo s cizim povrchem (Chottova Dvorakova et al., 2023).
Po poskozeni stény cévy dochazi k aktivaci trombocytl, ktera je zprostiedkovéana jejich

interakci se subendotelidlnimi strukturami. Aktivace trombocytii je spojena s produkci
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cyklického adenosinmonofosfatu a cyklického guanosinmonofosfatu, coz zplsobi zmény
v trombocytech a pfesunu intracelularniho Ca**. Tyto zmény jsou kli¢ové pro nasledujici faze
vytvareni krevni srazeniny, jako jsou adheze, zmény tvaru desticek, sekrece, agregace a retrakce

(Duligek, 2022).

V prvni fazi, zvané adheze, dochazi k hromadéni trombocyti na misté poSkozené
endotelialni vystelky ihned po poranéni cévy. Trombocyty se prichytavaji k subendotelidlnim
strukturam, rychla adheze je zprostiedkovéana pfitomnosti GPIa na povrchu trombocytii. Pro
pokra¢ovani tohoto procesu je nezbytnd piitomnost dalSiho glykoproteinového receptoru
GPIb-IX-V a von Willebrandova faktoru (vWF) (Dulicek, 2022). Pevné spojeni mezi destickou
a kolagenovymi vlaky je diky interakci mezi imobilizovanym VWF a GPIb-IX-V. Toto
umoziuje vazani kolagenu na nizkoafinitni GPVI (Gremmel et al., 2016). KdyZz krevni desticky
pfijdou do kontaktu s kolagenem, ktery se nachazi na poSkozené cévni stén€, zacnou se
morfologicky ménit. Jejich ptivodni plochy tvar se zméni na kulaty. Kromé toho zacnou
vytvafet vybézky membrany, které se nazyvaji pseudopodie. Tyto pseudopodie umozuji
trombocytim se pfichytit k poSkozenému mistu cévni stény a rozprostfit se po ni, dale dochézi
k tipravam povrchovych vlastnosti membrany desticek a k uvoliiovani dtlezitych faktort. Ve
fazi sekrece dochdzi k uvolnovani obsahu o granul, které obsahuji vW{, trombospondin,
destickovy ristovy faktor (PDGF), faktor V, B-tromboglobulin a dalsi faktory. Pfi silnéjSim
stimulu dochédzi k uvolfovani obsahu o granul, které obsahuji adenosindifosfat (ADP),
adenosintrifosfat (ATP), serotonin a Ca®". Dal$im stadiem je agregace, v tomto stadiu se
trombocyty, které se jiz ptichytily k poskozené cévni stén¢, shlukuji s dal§imi trombocyty, které
proudi v krvi. Hlavnimi faktory, které indukuji agregaci trombocytt, jsou ADP a tromboxan A2
(TXAZ2) a déle se podili trombin, ktery se tvoii v malém mnozstvi na povrchu trombocytt.
Agregace trombocytli vyZzaduje pfitomnost dvou glykoproteinovych receptorii (GPIIb a GPIlla)
v membrané desticek, Ca2+ a fibrinogenu (Dulic¢ek, 2022). Aktivovany allbp3 (GPIIb-IIIa)
umoznuje destickdm mezibunécné interakce a tvorbu destickovych agregata tim, Ze se vazou
na divalentni fibrinogen (Gremmel et al., 2016). Prostacyklin PGI, zabraiiuje tvorb¢é krevni
srazeniny mimo misto poranéni. Adheze a agregace krevnich desticek vedou k vytvofeni tzv.
primarni hemostatické zatky. Retrakce, neboli smr$téni uz vytvofené krevni sraZeniny,
predstavuje zavére¢ny krok v primarni hemostdze. Retrakce je funkci desticek, kterd umoziuje
jejich pseudopodiim pftilnout k fibrinovym vldkniim (Duli¢ek, 2022). Fibrinova vlakna, ktera
podporuji tvorbu zatky, vznikaji z bilkoviny krevni plazmy znamé jako fibrinogen (Ktizkova,

2021).
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Jednotlivé faze koagulaéni kaskady probihaji na povrchovych fosfolipidech u aktivniho
trombocytu. Béhem tohoto procesu krevni desticky také uvoliiuji rizné bioaktivni latky, véetné
rustovych hormont (napt. PDGF), které hraji klicovou roli v procesu hojeni. Na reakci se dale
podili serotonin, tromboplastin, protrombin, trombin, fibrinogen a fibrin. Po vzniku destickové
zatky dochazi k dokonceni procesu koagulace, ktery predstavuje posledni fazi hemostazy a

nasledné dochazi k vytvoteni krevni srazeniny (Ktizkova, 2021).

1.3 Tvorba

Proces vytvareni krevnich desticek je znamy jako trombopoéza a probiha v kostni dfeni.
Zde se trombocyty tvoii z prekurzorovych buné¢k, konkrétné z megakaryocyta, ktefi predstavuji
pouze maly zlomek celkové bunééné populace kostni dieni. Megakaryocyty se vyvijeji
z pluripotentni kmenové bunky se schopnosti diferenciace v fadu myeloidni a lymfoidni.
Megakaryocyty pochdzeji z myeloidni fady. Béhem svého zrani se znacéné zvétSuji, coz je
vysledkem specidlniho druhu bunééného déleni zvaného endomitéza. Béhem tohoto procesu
dochazi k déleni jadra, ale nedochézi ke zaskrceni cytoplazmy, a nevznikaji dvé samostatné
buiky, coz zpusobuje, ze jadro megakaryocytii je lobulizované (velké kulaté). Plazmaticka
membrana megakaryocytll vytvaii tzv. ohraniujici membranovy systém (DMS) skrze
invaginaci. K tvorbé DMS pfispivaji také aktin a mikrotubuly, ktera se pozdéji stanou soucasti
cytoskeletu nové vzniklych desti¢ek. Pfesnd role DMS neni zcela jasna, ale pravdépodobné
slouzi jako zdroj membrany pro vybézky cytoplazmy aktivovanych megakaryocyti. Tyto
vybézky zasahuji pfimo do dutiny krevnich vldsec¢nic, kde se oddéluji a tvoti samotné krevni
desticky (Obr.2). Z jednoho megakaryocytu mlZe vzniknout aZ n€kolik tisic desticek. Mladé
desticky obvykle obsahuji zbytky RNA, tyto trombocyty se nazyvaji retikulotrombocyty
(Chottova Dvorakova et al., 2023).

KAPILARA —

MEGAKARYOCYT

granula

mikrotubuly

Obrazek 2: Tvorba trombocytii (Chottova Dvordkova et al., 2023)

17



Pti studiu krevnich desti¢ek byly navrzeny rizné modely jejich produkce, mezi které
patii puceni trombocytu, cytoplazmaticka fragmentace prostfednictvim IMS a tvorba
protrombocytl ( Obr. 3). Schéma na obrazku €. 3 znazoriiuje pfeménu, krevni kmenové bunky
v kostni dfeni v pfitomnosti trombopoetinu na megakaryocyty. Megakaryocyty prochdzeji
procesem zvanym endomitoza, pii kterém se jejich jadra replikuji bez déleni bunky. V dasledku
toho se obsah DNA v jejich jadrech miize pohybovat od az po 128n. Béhem procesu zrani
megakaryocytll se vytvoii v cytoplazmé slozita, vlnitd membrana (invaginovand membrana).
Tato membréana je spojend s vnitini plazmatickou membranou a slouzi jako zdsobarna pro
tvorbu protrombocyti. Ve vaskuldrnim prostiedi se megakaryocyty vyvijeji a uvoliuji
protrombocyty do krevniho ob&hu. Cely megakaryocyt se pfitom pieménuje na
pre/protrombocyty a jeho jadro je postupné€ vypousténo a fagocytovano. Po vstupu do krevniho
ob¢hu se protrombocyty rozpadaji na pretrombocyty. Pii §tépeni protrombocytl ve tvaru ¢inky

vzniknou dvé krevni desticky (Machlus et al., 2019).

Obrazek 3: Model produkce krevnich desticek (1) vyvoj megakaryocytii v kostni dreni, 2) Endomitoza za vzniku polyploidniho
jadra, 3) Cytoplazmatické zrani, 4) Formovani a uvolnéni protrombocytii, 5) preména protrombocytii na pretrombocyty,
6) uvolnovani trombocytit). Upraveno podle (Machlus et al., 2019).
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1.4 Povrchové receptory

Na povrchu krevnich desticek se nachazi mnoho rtiznych glykoproteinti s funkci receptort.

vvvvvv

Tyto glykoproteiny hraji klicovou roli pfi adhezi, aktivaci a agregaci desticek (Gremmel, 2016).

v

Glykoproteinovy komplex Ib-IX-V je jednim z nejhojnéjSich receptorovych komplexii na
povrchu krevnich desticek (Klaeske et al., 2023). GPIb-IX-V komplex se sklada ze
4 podjednotek: GPIba, GPIbpB, GPV a GPIX (Gremmel et al., 2016). Hlavni podjednotkou je
GPIba, ktera obsahuje vazebné misto pro vWF (Klaeske et al., 2023). GPIb-IX-V umoziiuje
krevnim destickam v krevnim fecisti pfipoutat se k subendotelidlni matrix prostiednictvim
interakce s VWF na mistech poranéni cévni stény. Ten pak spusti sekreci
autokrinnich/parakrinnich mediatorti, jako je ADP a TXA2. Poskozeny endotel aktivuje
desticky prostfednictvim komplexu GPVI a integrinu allB1, coZ zplsobuje jejich hromadéni.
Nakonec aktivace GP IIb-IIla vede hemostatické zatky (Enomoto et al., 2023). GPIb-I1X-V také
vyvolava prokoagulacni aktivitu na aktivovanych krevnich destickach poskytnutim mist pro

vazani a trombinu, faktoru XI a vysokomolekularniho kininogenu (Gremmel et al., 2016).

Trombospondin (TSP1) pisobi jako dalsi ligand pro GPIb-IX-V (Gremmel et al., 2016).
Zejména molekula Trombospondin 1 se vaze na receptor GPIba na povrchu krevnich desti¢ek
(L1, 2019). TSP1 dokaZze podporovat adhezi desticek 1 v pfipadé, ze neni pfitomen von
Willebrandtv faktor (Gremmel et al., 2016). Védci zkoumali, zda TSP1 pfimo interaguje s
GPIba, ale zatim nenasli dostatek dikazii. Zda se, ze TSP1 spiSe ovlivituje tvorbu trombil z
desticek nepiimym zptisobem, a to za pritomnosti vVWF. Pravdépodobné TSP1 brani §tépeni

VWF enzymem ADAMTSI13, coz stabilizuje trombus a zabranuje jeho rozpadu (Li, 2019).

Integrin aMp2, také zvany jako Mac-1, slouzi jako protireceptor pro GPIb-IX-V,
umoznujici pfipojeni desticek k leukocytim (Gremmel et al., 2016). Tato interakce umoZziuje
adhezi a migraci leukocytll na mistech, kde doslo k usazeninam krevnich desti¢ek a poskozeni
cév. Specifické zbytky v oblasti integratni doméné¢ aMp2 jsou dulezité pro jeho vazbu na
vazebnou doménu pro ligand GPIba. Bylo zjisténo, Ze lektinova doména aMf2 rozpoznava

zbytky B-N-acetylglukosaminu na GPIba na krevnich destickach za chladu (L1, 2019).

Krevni desticky vytvafeji pevné spojeni s kolagenovymi vlakny diky interakci mezi
imobilizovanym VWF a GPIb-IX-V. Toto umoziluje vazani kolagenu na nizkoafinitni GPVI,
spoustgjici intracelularni signdly, které aktivuji integriny, jako jsou allfl a allbB3, spolu s

dalSim shlukovanim GPVI. Timto mechanismem dochazi k posileni aktivace GPVI, coz
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nasledné podporuje stabilni pfichyceni krevnich desticek prostfednictvim vazby allp1 a allbB3
na kolagen a VWF. GPVI je dulezity receptor na krevnich destickach, ktery hraje roli v
hemostaze a dalSich procesech zprostiedkovanych destickami. GPVI existuje v monomerni a
dimerni form¢. Monomerni forma je pfitomna zejména na neaktivovanych krevnich destickach
a ma nizkou afinitu ke kolagenu. Dimerni forma ma vyssi afinitu ke kolagenu a je zodpovédna
za aktivaci krevnich desticek (Gremmel et al., 2016). Muze také vazat dalsi latky, ale ucel
nekterych z nich zlstava nejasny (napf. fibrin, fibrinogen, lamininy, histon) (Koo et al., 2022).
Receptor GPVI spolupracuje s proteiny FcRy pro aktivaci signalni drahy. FcRy jsou diilezité
pro signalizaci i umisténi GPVI na povrchu desticek. Shlukovani GPVI v membranég aktivuje
enzymy Lyn, Fyn a Src, které fosforyluji ITAM motivy. To umoziuje vazbu a aktivaci proteinu
Syk, ¢imz se spusti kaskdda dalSich reakci. Klicovym vysledkem je aktivace enzymu
fosfolipazy C y2 (PLCy2) a nasledné zvySeni hladiny vapniku v buiice (Haining et al., 2019).
Prestoze je role GPVI v aktivaci trombocytl jasna, jeho deficit u lidi a mys$i nema zasadni vliv
na hemostazu. GPVI hraje kli¢ovou roli v prevenci krevnich srazenin v tepnach (arterialni
tromboza) a probihaji vyzkumy, zda by se zablokovani vazby GPVI na kolagen dalo vyuZit
jako Iék na tento typ trombozy. Navic je GPVI klicovym faktorem pfi udrZovani cévni integrity
b&hem zanétu a mize hrat dalsi roli pfi zilni tromboze (Koo et al., 2022). Bez fetézce FcR v se
GPVI nedostane na povrch krevnich destic¢ek a aktivace desticek zptsobena kolagenem neni
spusténa (Gremmel et al., 2016). Po navazani ligandu na GPVI je zahdjen ptenos signalu
prostfednictvim fosforylace imunoreceptort s aktivaci tyrozinu (ITAMs) ve dvojici fetézcl
y receptoru Fc (FcR y-fetézec), ktery je trvale spojen s GPVI (Koo et al., 2022). Po aktivaci
kolagenem nebo jinymi agonisty je GPVI rychle odstranén z povrchu krevni desticky,
pravdépodobné jako ochranny mechanismus pifed nadmérnou aktivaci megakaryocyti a
krevnich desti¢ek vyvolanou kolagenem v kostni dfeni a po drobnych poskozenich cévniho

systému (Gremmel et al., 2016).

Integrin allbP3 (také zndmy jako GPIIb-IIIa a CD41/61) je exprimovany na povrchu
desti¢ek. Tento receptor patii do rodiny adheznich receptorti (Bledzka et al., 2019). Nachazi se
na povrchu krevnich desticek, megakaryocytu, zZirnych bunék, bazofilnich bun¢k a nékterych
nadorovych bun¢k (Gremmel et al., 2016). Na povrchu desti¢ek predstavuje integrin allbp3
hlavni plazmaticky membranovy protein. Tvoii zhruba 3 % z celkového mnoZstvi proteinu v
desti¢ce a zhruba 17% hmotnosti proteinu v membrané desticky. Kazd4 desti¢ka obsahuje mezi
80 000 az 100 000 kopii tohoto integrinu (Bledzka et al, 2019). allbp3 je heterodimer sloZeny

ze dvou podjednotek, allb a B3, které jsou syntetizovany jako jednoduché glykosylované
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proteiny (Gremmel et al., 2016). Stézejni funkei integrinu allbB3 je jeho schopnost aktivovat
se, coz znamend prechod z nizkoafinniho klidového stavu do vysokoafinniho aktivniho stavu,
ve kterém miize vazat své extracelularni ligandy (Bledzka et al., 2019). Aktivace desticek
vyvolana agonisty spouSti vnitrobunécné signadlni udalosti, které se sbihaji na
cytoplazmatickych koncich allbB3 a nasledné se prendseji pfes membranu desti¢ek pomoci
transmembranové signalizace inside-out. Toto nakonec vede k transformaci vnéjs$i ¢asti allbB3,
¢imz se vytvoii vysokoafinni receptor pro fibrinogen a VWF. Aktivovany allbB3 umoziuje
interakce mezi destickami a tvorbu destiCkovych agregatl prostiednictvim vazby divalentniho
fibrinogenu nebo multivalentntho VWF. Kromé toho muze aktivovany ollbPB3 vazat dalsi
sérové proteiny, jako je vitronektin, fibronektin a trombospondin-1. Tyto proteiny pomahaji
destickam se navazat k subendotelidlnim strukturdm a regulovat jejich agregaci (Gremmel et

al., 2016).

1.5 Vnitini struktura

Trombocyty obsahuji mitochondrie, denzni tubularni systém, granula, glykogen,
kanalikularni systém a cytoskelet (Obr. 1, kapitola 1.1). Cytoskelet trombocyti, skladajici se
z mikrotubulll a mikrofilament, plni roli v udrzovéni klidového tvaru téchto bunék. Soucasné

se aktivné zapojuje do procesu aktivace desticek (Chottova Dvotdkova, 2023).

V trombocytu se nachéazi tfi typy granul: o granula, denzni granula a lysozomy
(Chottova Dvorakova et al., 2023). Z nich jsou a granula nejvyznamnéjsi a nejpocetnéjsi. Jsou
kulaté az ovalné, s primérem 200-500 nm, a v kazdé desti¢ce jich najdeme 40 az 80 (Thomas,
2019). a granula obsahuji proteiny, specifické pro desticky, proteiny shodné s plazmatickymi
proteiny a mitogenni proteiny (Chottova Dvorakova et al., 2023). Tyto proteiny maji rizné a
proménlivé funkce, které jsou uvoliovany z desticek po aktivaci (Thomas, 2019).
Megakaryocyty produkuji specifické desti¢kové proteiny a zahrnuji destickovy faktor 4 a
tromboglobulin. V a granulich se nachazi i1 dalsi proteiny, které se bézné vyskytuji v plazmé,
vcetné fibrinogenu, faktoru V, inhibitoru aktivatoru plazminogenu 1 (PAI-1), plazminogenu a
vWEF. Predpoklada se, Ze megakaryocyty anebo desticky tyto proteiny aktivné absorbuji a

faktor (Chottova Dvotéakova, 2023).

Denzni granula, nazyvané také & granule, jsou mensi a méné ¢asné nez o granule.
Obvykle se v jedné desticce nachazi 3-8 denznich granuli o velikosti kolem 150 nm

(Thomas, 2019). V denznich granulech se nachdzi piedev§im serotonin, dvojmocny kationty
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(Ca**, Mg?") a nukleotidy (ATP, ADP), tzn. latky nezbytné pro aktivaci desti¢ek, a diileZité pro
vazokonstrikci (Chottova Dvorakova et al.,, 2023). Absence & granuli mize vést k tadé
onemocnéni, napiiklad Hermansky-Pudlakiiv syndrom nebo Chediak-Higashiho syndrom

(Thomas, 2019).

Lysozomy a peroxizomy se v krevnich destickach nachdzeji v relativné malych
mnozstvich (Chottovd Dvorakova et al.,, 2023). Kulaté¢ lysozomy maji primér kolem
200-250 nm, jedna krevni desticka obsahuje az 3 lysozomy, které obsahuji fadu degradacnich
enzymu. Presna funkce této organely neni plné objasnéna, predpoklada se, ze jejich funkce
spociva v degradaci cytosolickych proteinti. Lysozomy béhem aktivace krevni desticky mohou
uvolnit svilj obsah, ktery mize napomoci k degradaci proteinti a extraceluldrnich faktort, ty
jsou pottebné pro spravnou funkci hemostdzy (Thomas, 2019). Lysozomy obsahuji fadu
enzymd, katepsin D a E, lysozomalni membranovy protein (LAMP)-2 (Gremmel et al., 2016).
Lysozomy maji schopnost uvolnit sviij obsah tehdy, kdyz se desticka navéaze k subendotelové

hmoté, proto se lysozomy oznacuji jako tfeti typ granul (Chottova Dvorakova et al., 2023).

Dalsi znamé latky uvolnované krevnimi desticky jsou uvedené v Tab. 1
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Tabulka 1: Nejdiilezitéjsi latky uvoliiované trombocyty. Prevzato a upraveno z (Chottova Dvordakova et al., 2023)

Latka Lokalizace Funkce
destickovy ristovy faktor (PDGF) a granula rustovy faktor (angiogeneze)
destickovy faktor 4 o granula antagonista heparinu
von Willebrandtv faktor (vVWF) a granula protromboticky faktor
fibrinogen a granula koagulac¢ni faktor
inhibitor aktivatoru plazminogenu 1
a granula inhibice fibrinolyzy
(PAI-1)
Serotonin denzni granula vazokonstrikce

Nukleotidy (ADP, ATP)

denzni granula

podporuje agregaci trombocytu

tromboxan A2

Cytoplazma

vazokonstrikce

destickovy faktor 3

bunéénd membranal

destickové fosfolipidy-aktivace

nekterych srazecich faktort
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2 CHEMOKINY DESTICEK

V nasledujicim textu jsou popsdny dulezit¢é chemokiny pro aktivitu desticek. Jak se
ukazuje, chemokiny jsou produkované destiCkami anebo se vazou na receptory desticek.
V disledku obou efektii maji desticky mnohem vétsi roli v imunitnich mechanismech,

naptiklad 1 u transplantaci (Sentiirk, 2023).

Chemokiny tvofi rozsahlou skupinu cytokini, v lidském téle je zndmo pies 50 chemokint,
pricemz jejich pocet stale roste. Chemokiny jsou proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti,
které¢ patii do rodiny cytokini s chemotaktickymi vlastnostmi (Cison-Jurek et al., 2019).
Chemokiny snadno pronikaji parenchymem a zprostfedkovavaji regulaci pfisunu zanétlivych
bunck do oblasti poskozené tkan¢ a imunitni odpovédi na zaklad¢é koncentraéniho gradientu
(Stfiz et al., 2015). Chemokiny maji kli¢ovou tllohu v mnoha biologickych procesech, véetné
vyvoje, imunity, zanétu a hojeni tkani, a zaroven hraji dillezitou roli v aktivaci imunitnich bun¢k
(Cison-Jurek et al., 2019). Kromé¢ toho zajist'uji také regulaci homeostatického pfisunu bunék
za fyziologickych podminek a ovliviluji migraci bun¢k béhem reparacnich procesi

(Stiiz et al., 2015).

Chemokiny se skladaji z 70 az 130 aminokyselin a maji podobnou strukturu jako rtistové
faktory. VétSina chemokinli obsahuje Ctyfi cysteinové zbytky, které vytvareji disulfidové
mustky a ovliviluji jejich trojrozmérnou strukturu. Pocet cysteinovych zbytki a jejich vzdjemna
poloha se staly klicovymi prvky pfi klasifikaci chemokinii. Tyto latky byly rozdéleny do ctyt
skupin (CXC, CC, CX3X a XC) podle sv¢ struktury, oznacované zkratkami, kde C znaci cystein
a X ptedstavuje libovolné aminokyselinové zbytky (Cison-Jurek et al., 2019). Tyto skupiny se
odliSuji na zakladé umisténi cysteinli na N-terminalnim konci (StiiZ et al., 2015). V CC skupiné
jsou cysteiny umistény té€sné¢ vedle sebe, v CXC skupiné¢ jsou oddé¢leny libovolnou
aminokyselinou (Legler et al., 2016).V roce 2000 byla zavedena systematickd nomenklatura,
ktera zahrnuje oznaceni podceledi, nasledované pismenem L (oznacujici "ligand") a ¢islo podle
toho, kdy byl gen poprvé izolovan (Hughes et el., 2018). Interakce mezi chemokiny a jejich
receptory je vyrazné charakteristicka tim, ze jeden chemokin obvykle miiZze interagovat s
nekolika receptory (Tab. 2). Tyto receptory jsou Casto pfitomny na raznych skupinach bunék.
Tato rozmanitost umoznuje efektivni regulaci pfilivu bunék na misto poskozeni, ptfi¢emz
ptipadné nedostatky v produkci jednoho chemokinu mohou byt vyvdZeny nadmérnou produkci

jiného (Stiiz et al., 2015).
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Tabulka 2: Chemokiny a jejich receptory. Upraveno podle: (Stiiz et al., 2015)

CCL CHEMOKINY
Oznaceni | Pivodni nazev | Chromozom Receptor
CCL2 MCP-1 17q11.2- q21.1 CCR2, CCR3, DARC (Duffyho
antigen/chemokinovy receptor), CCBP2
CCL3 MIP-a 17q12 CCRI1, CCRS5, CCBP2
CCLS RANTES 17q11.2- q12 CCRI1, CCR3, CCRS5, DARC, CCBP2,
CCRL2
CCL7 MCP-3 17q11.2- q12 |CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, DARC, CCBP2
CCL17 TARC 16q13 CCR4, DARC, CCBP2
CXC CHEMOKINY
CXCL1 GRO-a 4ql13.3 CXCR2, DARC
CXCL4 PF4 4ql13.3 CXCR3
CXCLS5 ENA-78 4ql13.3 CXCR2, DARC
CXCL7 NAP-2 4ql13.3 CXCR2, DARC
CXCLS IL-8 4ql13.3 CXCRI1, CXR2, DARC
CXCLI12 SDF-1a 10q11.1 CXCR4, CXCR7

2.1 CC chemokiny

Nejvetsi skupinou chemokint jsou chemokiny skupiny CC. Rodinu chemokinti CC tvoii

28 ¢lent, ktefi maji riznorodé¢ ptisobeni (Cison-Jurek et al., 2019). CC chemokiny mohou byt

produkovany konstitutivné nebo indukéné. Konstitutivni produkce je charakteristickd pro ty

chemokiny z CC skupiny, které se podileji na regulaci pfirozené obmény bunék. Indukovatelné

produkované chemokiny jsou ty, které pfitahuji leukocyty do postizenych oblasti (Stiz et al.,

2015). Imunologické role jednotlivych CC chemokini je popsana v Tab. 3 (Cison-Jurek et al.,

2019).
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Tabulka 3: Vybrané chemokiny CC spolu s jejich imunologickou roli v organismu. Upraveno podle: (Cison-Jurek et al.,
2019).

Chemokiny Role

Vykazuje chemotaktickou aktivitu pro monocyty a bazofily; ucastni se v patogenezi
CCL2 onemocnéni (revmatoidni artritida, psoriaticka artritida, aterosklerdza, roztrousena

skleréza, odmitani transplantatu, alergicka onemocnéni a astma),

Diferenciace bun¢k CD4+, interakce s CCL4; podil na patogenezi onemocnéni:
CCL3 HIV-1, revmatoidni artritida, roztrousena skler6za, odmitnuti transplantatu,

alergickd onemocnéni, astma.

Pusobi chemotakticky na monocytt, pomocnych T lymfocytt a eosinofild;

zpusobuje uvolnovani histaminu z bazofilli a aktivuje eozinofily; Byva soucasti

CCL5
patogeneze nasledujicich onemocnéni: alergie, AIDS2, revmatoidni artritida,
roztrousena skler6za, odmitnuti transplantatu a astma.
CCL7 Ma chemotaktickou aktivitu pro makrofagy béhem zanétlivého procesu, ti¢astni se
vzniku metastaz.
2.1.1 CCL2

Chemokin skupiny CC 2 (CCL2), je znamy také jako monocyte chemoattractant protein
1 (MCP-1) (Sttiz et al., 2015). CCL2 produkuji rizné buiiky v téle — naptiklad makrofagy,
endotelidlni bunky a hladké svalové bunky (Liu et al., 2018).

Autofi Liu et al. (2018) zkoumali vliv CCL2 na fungovani krevnich desti¢ek. Nejprve
provedli studii agregace pii rtznych koncentracich rekombinantniho lidského CCL2 k
charakterizaci rekombinantniho lidského CCL2 s analyzou pomoci Western blotu a barveni
Coomassie blue. Vysledky ukazaly, ze pti koncentraci CCL2 100 ng/ml doSlo k vyznamnému
zvyseni agregace krevnich desti¢ek. CCL2 vyznamné zvySuje rizné markery aktivace krevnich
desticek a sekreci granuli. CCL2 posilil expresi PAC-1 (marker rané aktivace) a CD62p (marker
pozdni aktivace) na krevnich destickach, coz indikuje zvySenou aktivaci. CCL2 vyznamné
zvysil uvolnovani CD40L (z alfa granuli) a TXB2 (z denznich granuli). Pro lepsi pochopeni
primarnich u¢inkti CCL2 na funkci krevnich desticek pii reakci na ADP nebo kolagen bylo

zkoumano, jak dochdzi k agregaci krevnich desticek, aktivaci (PAC-1 a CD62p) a uvoliovani
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granuli (CD40L a TXB2) pti kombinaci stimulace CCL2 a ADP/kolagenu. V porovnani s
kontrolnimi skupinami stimulovanymi pouze ADP nebo kolagenem dosSlo ve skupindch
ADP + CCL2 a kolagen + CCL2 k vyznamnému zvySeni agregace krevnich desti¢ek. Tyto
vysledky naznacuji, ze CCL2 miize mit vliv na zesileni agregaci, aktivaci a sekreci krevnich

desticek v odpovédi na stimulaci ADP nebo kolagenem (Liu et al., 2018).

2.1.2 CCLS

bilé krvinky na mista zan¢tu. Tento chemokin je chemotakticky pro T lymfocyty, eozinofily,
NK buiiky, bazofily, monocyty, mastocyty, a dendritické buiiky. Hlavni producenti proteinu
CCLS jsou T-lymfocyty a monocyty. Vyskytuje se také v hojné mifte v epitelidlnich buiikéch,
pojivové tkang (fibroblastech) a krevnich destickach (Takada et al., 2022).

Studie Takada et al. (2022) ukazuje, ze chemokin CCL5 se vaze na misto 1 avp3 a aktivuje
avf3 vazdnim na misto 2, coZ je podobné chovani jako u chemokiniit CX3CL1 a CXCL12. Dale
bylo prokazano, ze CCL5, CXCLI12 a CX3CL1 se vazou na integrin allbp3 na povrchu
trombocytd, ¢imz se stavaji novymi ligandy pro tento integrin. Aktivace integrinu allbp3 byla
potlacena cyklickymi peptidy vdzanymi na misto 2, coz naznacuje nezbytnost vazby chemokint
na toto misto. Aktivace allbp3 na povrchu buné€k probiha v nizkych koncentracich chemokinti
a rychleji nez u rozpustné formy. Vyzkum naznacuje, ze trombocytovy integrin allbpf3 mutze
byt ufinné aktivovan chemokinovou signalizaci nezavisle na klasickych mechanismech
smétujicich dovnitt bunky. Vazba chemokini na 2 misto integrinu ollbB3 piedstavuje

potencidlni terapeuticky cil pro 1écbu trombozy (Takada et al., 2022).

Autofi Dickhout et al., (2021) ve studii ukazali, Ze endotelidlni buiiky aktivné a specificky
vychytavaji chemokiny CCLS5S a CXCL4 prostiednictvim receptorim GPCR. Tento proces
internalizace probiha rychle a je zavisly na teploté a aktivaci G proteinu. Navzdory uloze
receptoru CCRS v signalizaci CCL5 se ukazalo, ze jeho blokdda neovliviiuje vychytavani
tohoto chemokinu, coZ naznacuje existenci dalSich receptor. ZvySena intracelularni hladina
vapniku a U€inky enzymatického odstranéni glykosaminoglykany (GAG) naznacuji komplexni
interakce s povrchovymi strukturami bun€k. Vnitrobunééna akumulace CCL5 a CXCL4

naznacuje mozné nové funkce téchto chemokinti.(Dickhout et al., 2021).

2.2 CXC chemokiny

CXC chemokiny lze rozd¢lit do dvou skupin podle ptitomnosti tzv. motivu ELR, coz je

kombinace aminokyseliny glutamat-leucin-arginin. Prvni skupinu tvofi chemokiny ELR-CXC,
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které obsahuji tento motiv, a druhou skupinu tvofi chemokiny bez ELR motivu (non-ELR).
Tyto dvé skupiny se také odliSuji ve funkcich, které plni (Stfiz et al., 2015). Vybrané role
chemokini CXC jsou uvedeny v Tab. 4. Chemokiny patiici do skupiny ELR interaguji s
receptorem CXCR2 (mén¢ cCasto s receptorem CXCRI1), zatimco ty patiici do podtypu non-

ELR se vazou na ostatni receptory (viz Tab. 2, kapitola 2) (Cison-Jurek et al., 2019).

CXCLS (IL-8) je chemokin obsahujici motiv ELR, hraje kli¢ovou roli v zanétu a v
regulaci pfisunu neutrofilnich leukocytt. Jeho receptory CXCR1 a CXCR2 piedstavuji
terapeutické cile pro 1é¢bu chronickych zéanétlivych onemocnéni. CXCL8 je indukovéan
pfedevsim antigeny bakteridlnich stén, prozanétlivymi cytokiny (TNFa, IL-1B, IL-17), a Thl
cytokin IFNy. CXCL8 ma proangiogenni aktivitu, kterd je ¢astecné spojena s indukci VEGF v
endotelidlnich bunikdch prostfednictvim aktivace transkripéniho faktoru NF-xB (Stfiz et al.,

2015).

Tabulka 4: Vybrané chemokiny CXC spolu s jejich imunologickou roli v organismu. Upraveno podle: (Cison-Jurek et al.,
2019).

Chemokiny Role

CXCL4 Destickovy faktor 4 (PF4); vykazuje chemotaktickou aktivitu pro mnoho typi
bun€k, inhibitor hematopoézy, angiogeneze a funkce T-lymfocyti;
uvoliiovany z alfa granul aktivovanych krevnich desticek ve formé
homotetrameru, ktery ma vysokou afinitu k heparinu a podili se na agregaci

krevnich desticek.

CXCL7 Vykazuje chemotaktickou aktivitu pro neutrofily; jedna se o bilkovinu
uvoliovanou z krevnich desti¢ek po jejich aktivaci; stimuluje nasledujici
procesy: mitdzu, syntézu extracelularni matrix, metabolismus glukozy a

syntézu aktivatoru plazminogenu. Navazuje se na receptory CXCR2, ACKRI.

CXCL8 Interleukin-8; vykazuje chemotaktickou aktivitu pro neutrofily; silny
promotor angiogeneze; ucastni se patogeneze akutnich bakterialnich infekci;
prozanétlivy mediator v zdnétu dasni; autokrinni ristovy faktor bunéénych

linii u rakoviny tlustého stfeva
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2.2.1 CXC chemokiny bez ELR motivu

CXCL4 a CXCL7 (NAP-2) patii mezi kli¢ové chemokiny produkované megakaryocyty
auvoliované z krevnich desticek, které reguluji migraci neutrofill, jejich adhezi a prichod pies
nestimulovany endotel. CXCL4 ma schopnost aktivovat i monocyty, tento chemokin se vaze
bud’ na CXCR3-B receptory nebo na proteoglykany, coz spousti dvé odlisné signalni dréhy.
CXCL7 byl nalezen nejen v megakaryocytech, ale také v monocytarnich buiikach kostni diené

(Stiiz et al., 2015).

2.2.2 CXCL4

Chemokin CXCL4, byl prvnim objevenym c¢lenem skupiny chemokinli (Fox et al.,
2018). Behem agregace krevnich desticek dochazi k uvolnéni CXCL4 z jejich alfa granul
(Sentiirk, 2023). Vyskytuje se hojné¢ v aterosklerotickych placich a jeho pfitomnost zde je
spojena s vaznosti tohoto onemocnéni. fada ditkazli naznacuje, ze CXCL4 sehrava klicovou roli
v procesu aterogeneze (vzniku aterosklerdzy). Po aktivaci desticek se CXCL4 uvoliluje v
mikromolarnich koncentracich a jeho ukladani na endotel zvySuje tvorbu aterosklerotickych
1ézi. Odstranéni CXCL4 na stejném genetickém pozadi vede ke snizeni velikosti
aterosklerotickych 1ézi. V odborné literatuie se diskutuje o tom, zda CXCL4 sam o sobé& dokaze
indukovat migraci monocytli, avSak bylo prokazano, ze vytvati funkcni heterodimery s jinymi
chemokinovymi latkami, jako je CCL5/ RANTES, které podporuji zastaveni monocytli na
endotelu (Fox et al., 2018).

Nov¢ se prokazalo, ze PF4 komplex je antigenem pii trombocytopenii vyvolané
heparinem (HIT), coZ je autoimunitni reakce specificka pro podani antikoagula¢niho heparinu
(Sentiirk, 2023). Aktivace desti¢ek piinasi tvorbu malych a velkych trombt, coz je hlavni
nebezpeci spojené s HIT. Imunitni aktivace desticek pfi HIT je zprostfedkovana interakci Fc
¢asti IgG s receptorem FcyRIIA na povrchu desticek, coZ vyvolava signalni drahu, ktera vede
k sekreci granuli, uvolnéni PF4 a tvorb&é novych HIT imunokomplexli, ¢imZz se vytvari
zaCarovany kruh. Aktivace krevnich desticek je také doprovazena intenzivni tvorbou trombinu
na negativn¢ nabitych fosfolipidech, které jsou na vné&jsi strané membrany, coz predstavuje
dalsi zpétnovazebnou smycku, ktera se sama aktivuje. Pfima aktivace desticek pomoci FcyRIIA
v kombinaci s trombinovou drahou vede k expresi P-selektinu a tvorbé prokoagulantnich
extracelularnich mikrovezikul. Jako sou¢ast mechanismu zpétné vazby pii aktivaci desti¢ek
imunitnimi komplexy prochdzi receptor FcyRIIA Stépenim a inaktivaci zavislou na kalpainu,
aby se zabranilo nadmérné aktivaci desticek. Kalpain muze také §tépit cytoskeletalni proteiny

a indukovat apoptozu desticek. To, spole¢né se spotiebou desticek béhem mikrotromboézy,
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naznacuje, ze interakce FcyRIIA-HIT komplexu by mohla pfispivat ke zvySenému odstraniovani

desticek a zhorSovat trombocytopenii (Nevzorova et al., 2019).
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3 INTERAKCE KREVNICH DESTICEK S CIZIMI
MATERIALY

Hlavnim problémem pfi vyvoji implantatt, které ptichazeji do ptimého styku s krvi, je
nedostate¢né pochopeni mechanismi interakce mezi krvi a materidlem. Krevni systém je
vybaven citlivymi obrannymi mechanismy, které reaguji na cizi materialy. Tyto reakce,
nazyvané hemostatické a zanétlivé kaskady, které rychle a Casto katastrofalné reaguji na cizi
materialy (Sotiri et al., 2019). Biomateridly pouzivané pro vyrobu zdravotnickych pomiicek,
aktivuji krevni desticky v rozdilné mite, a mize vést k tvorbé krevnich srazenin na jejich
povrchu. Aktivace krevnich desticek muze byt zplsobena nékolika faktory, mimo jiné:
nadmérnym smykovym napétim vznikajicim pii pritoku krve; vlivem chemickych latek, jako
jsou endogenni toxiny nebo slouceniny uvoliiované z biomaterialii; elektrickym plsobenim
zeta potencialu. Aktivované desticky nasledné spousti koagula¢ni kaskadu vedouci ke srazeni
krve a vzniku trombt na povrchu biomateridlu. Pro posouzeni nachylnosti biomateridli k tvorbé
srazenin (trombogenicity) se méfi procento aktivovanych krevnich desticek (oznacenych
protilatkou anti-CD62p) pomoci pratokové cytometrie jak in vitro, tak i in vivo. Pti testovani
nachylnosti k tvorb¢ krevnich srazenin z mechanickych nebo chemickych vlivi na krev se jako

marker pouzivd méfeni obsahu trombocytarnich mikrocastic (defragmentovanych membran

krevnich desticek (Gawlikowski et al., 2022).

3.1 Implantaty

Implantaty, jako jsou umélé srde¢ni chlopné, stenty dalsi moderni zdravotnické pomticky
sice pomahaji lidem s kardiovaskularnimi problémy, ale zaroveit mohou piedstavovat riziko
vzniku krevnich srazenin. Proto je dulezité vybirat pro jejich vyrobu materidly s nizkou
trombogenicitou, tedy nizkou néachylnosti k shlukovani krevnich desti¢ek a tvorbé srazenin
(Gawlikowski et al., 2022). Pro biomedicinské implantaty se nejCastéji vyuZivaji kovy,
polymery, kompozity a keramika (Huang etal., 2024). Dalsi co, zlepSuje nebo dokonce
zachranuje Zivot pacienta je transplantace. Transplantace orgdnt je revolu¢ni 1écebnou
metodou, kterd ptredstavuje obrovsky pokrok v medicin€. U transplantaci se objevuji dva hlavni
problémy, riziko odmitnuti t€lem, kdy imunitni systém napada cizi orgén a druhym problémem
je nedostatek vhodnych organi. Transplantované organy nevydrzi vécné, napiiklad ledviny
funguji 8-20 let, jatra asi 5 let a srdce 10-20 let. V nékterych ptipadech, jako u rohovkovych

transplantaci, sice nejde o zachranu Zivota, ale vyrazn€ se diky nim zlepsi jeho kvalita.
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Transplantace organt sice stale neni dokonald véda, ale neustdly vyvoj v mediciné dava

pacientiim s vaznym selhdnim organii novou nadéji na lepsi a delsi zivot (Small, 2019).

Pti zkoumani biologickych vzorka mikroskopem SEM je nutny vzorek pokryt vrstvou
zlata, aby nedoslo k poskozeni proteintl. Existuje vSak i alternativni metoda zobrazovani —
skenovaci konfokalni mikroskopie, kterd nevyzaduje zlatou vrstvu, ale vyzaduje oznaceni
bunék protilatkami spojenymi s fluoroforem. Tato metoda je zhruba pétkrat drazsi nez SEM a

vyzaduje uchovani vzorku v inkubatoru, coz muze test ztizit (Gawlikowski et al., 2022)

Studie, kterd je detailnéji popsana v ¢lanku Gawlikowski et al. (2022) se zamé&tfuje na novou
semi-kvantitativni metodu hodnoceni trombogenity zaloZend na snimcich adherovaného
biologického materidlu na povrchu vzorkli pomoci rastrového elektronového mikroskopu
(SEM). Metoda vyuziva parametr TR a fraktalni dimenzi pro rozdé€leni vzorka do Sesti tiid
trombogenity. (Obr. 4). Byly pouZity nasledujici materialy: Bionate 55D polyuretan, polyether-
ether keton (PEEK), surové a TiN vrstvou potazené slitiny Ti6 AI7Nb, slinuta oxid zirkoni€ity
stabilizovany yttriem (ZrO2+ Y203), sklo potaZzené kolagenem, bakterialni celul6za, kopolymer
poly(ethylentereftalatu) (PET) a dimer kyseliny linolové (DLA) s obsahem 65 % hm a 70 %
hmotn. PET (PET-DLA 65 % a PET-DLA 70 %). Vzorky s viditelnym mechanickym
poskozenim a jinymi artefakty byly odstranény. Zbyvajici snimky (n = 31) byly rozdéleny do
Sesti tfid trombogenicity v zavislosti na stupni pokryti povrchu platy a jejich

agregaty(Gawlikowski et al., 2022) :

e Tfida 0: Velmi nizky stupenn trombogenicity — oddélené trombocyty s nizkou

diverzitou a absenci agregatt (Obr. 4a)

e Trida 1: Nizky stupen trombogenicity — asi tucet pfilnutych krevnich desticek bez

agregatii (Obr. 4b)

e Ttida 2: Nizky stupent trombogenicity — n€kolik desitek trombocytl, které mizou

tvofit malé, oddélené agregaty (Obr. 4c¢)

e Tiida 3: Primérny stupen trombogenicity — agregaty s vyssi trombogenicitou nez

jednotlivé trombocyty (Obr. 4d)

e Ttida4: Vysoky stupenn trombogenicity — vzorek pokryty diferencovanym
materidlem s propojenymi objekty (Obr. 4e)
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e Tiida 5: Velmi vysoky stupeii trombogenicity — vysoce diferencované trombocyty

tvorici ¢etné propojené agregaty (Obr. 4f)

Obrazek 4: Povrchy vzorkit v jednotlivych tiidach trombogenity: a) trida 0, TR=0,051 (Bionate 55D, negativni kontrola);
trida 1, TR= 0,531 ((PET-DLA 65 % pred biodegradact,); ¢) trida 2, TR=0,892 ((PET-DLA 70 % pred biodegradaci); d)
trida 3, TR= 1,430 (PET-DLA 65 % po biologickém rozkladu); e) tiida 4, TR= 1,748 (PET-DLA 70 % po biodegradaci);
trida 5, TR= 5,639 (kolagenem potazené sklo, pozitivni kontrola) (Gawlikowski et al., 2022)

Metoda byla validovdna na Siroké sSkéale material, véetné polyuretant, slitin titanu,
polymeri a keramiky. Bylo definovano Sest tfid trombogenity na zaklad¢ hodnot parametri TR
a fraktalni dimenze. Nejlepsi trombogenni vlastnosti mély polyuretany Bionate 55D, PET-DLA
65% a slitina titanu Ti6AI7NbD s antikoagulacni vrstvou TiN. Trombogenita PET-DLA 65% se
zhorsila po 6 mésicich biodegradace v SBF (stimulolovana télni tekutina). PEEK a keramika
ZrO2 + Y203 vykazovaly vys$si trombogenitu. VSechny testované materialy mély nizsi
trombogenitu nez pozitivni kontrola. V budoucnu autoti planuji porovnat tuto metodu s jinymi

metodami pro vypocet fraktalni dimenze (Gawlikowski et al., 2022).

3.2 Adsorpce bilkovin
Prvnim krokem pfi styku biomateridli s biologickym prostfedim in vitro i in vivo je
adsorpce proteinii (Deng et al., 2021). Adsorpce proteini na cizich povrsich je komplexni

proces, ktery zavisi na mnoha faktorech, vcetn¢ vlastnosti povrchu a typu proteinu

(Kuchinka et al., 2021).

Proces adsorpce za¢ina adsorpci malych a hojnéjsich proteind (albumin). Albumin, diky

své niz§i molekulové hmotnosti (LMW), ¢ini 66 kDa a vysoké koncentraci v plazmé, ktera je
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mezi 3,5-5 g/dl. Diky témto vlastnostem dominuje v adsorpcnich vrstvach. Proteiny s vyssi
molekulovou hmotnosti (HMW), méné€ hojnéjsi a s vyssi afinitou k povrchu mohou vytlacit
mensi proteiny z adsorp¢ni vrstvy. Vromanuv efekt, ukazuje posloupnost adsorpce proteinii od
menSich k  vétSim, kdy albumin wustupuje imunoglobulinim, fibrinogenu a
vysokomolekularnimu kininogenu (HMWK). Tento efekt je vyrazny na hydrofilnim povrchu,
zatimco hydrofobni povrchy vedou k nevratné adsorpci proteinii (Kuchinka et al., 2021).
Rychld adsorpce proteinil, jako je fibrinogen a VWF, vede k adhezi desticek. Aktivace
koagula¢ni kaskady zacina adsorpci faktoru XII na povrchu implantatu a jeho naslednou
autoaktivaci. Aktivovany FXIla aktivuje FXI, ¢imZ se iniciuje série proteolytickych reakci

vedoucich k tvorbé trombinu. Trombin pak pfeméiuje fibrinogen na fibrin, ktery tvofi

sraZzeninu s aktivovanymi destickami (Gegenschatz-Schmid et al., 2022).

Adsorpce proteind je ovlivnéna vlastnostmi povrchu, jako jsou hydrofobnost, povrchovy
naboje a piitomnost nukleofilnich skupin (Sperling et al., 2017). Pfitomnost hydrofilnich
domén na povrchu mnoha plazmatickych proteinti a jejich hydrofobniho jadra umoziiuje jejich
interakci s povrchy o riznych vlastnostech. Adsorpce a konformacni zmény proteint jsou
ovlivnény jejich velikosti, pficemz vétsi proteiny maji vyssi tendenci k adsorpci a rozkladu.
Hydrofobni a hydrofilni povrchy se lisi v interakci s proteiny. Hydrofobni povrchy, jako je
PTFE (Kuchinka et al, 2021), polyethylen, PMP, PCL a PDMS maji nizkou povrchovou
energii, kterd zpiisobuje silnou vazbu s vodou. To zptsobuje rychlou adsorpci bilkovin z krve
na povrch materialu béhem nékolika sekund (Quandt et al., 2022), coz vede k adhezi a aktivaci
desticek (Sperling et al., 2017). Naopak, hydrofilni povrchy maji tendenci k nizs$i adsorpci
proteinli diky odpudivym silam zplisobenym pfitomnosti vrstvy vody na povrchu materilu.
Pokud je tato vrstva vody stabilizovana pomoci polarnich interakci, jako jsou napiiklad
vodikové miustky, dochazi k tzv. odpudivé hydratacni sile, coZz znamena, Ze adsorpce proteinti

je termodynamicky potla¢ena (Kuchinka et al., 2021).

Negativni ndboj povrchu spousti automatickou aktivaci FXII na FXIla, coZ je po¢atecnim
krokem vnitini drahy sraZeni, vedouci k aktivaci trombinu a tvorbé fibrinové sité. Nicméné v
komplexnim prostiedi, jako je krevni plazma, je Gc€innost aktivace FXIla na hydrofobnich
povrsich pravdépodobné omezena konkurenéni vazbou jinych proteinti. (Sperling et al., 2017).
Néboj materidlu rozhoduje o tom, jak se proteiny adsorbuji na hydrofilni povrchy. Negativné
nabité povrchy obvykle vedou k nizsi adsorpci proteint nez pozitivné nabité povrchy. Divodem
je zaporny celkovy ndboj mnoha proteini pii fyziologickém pH, ktery vytvati odpudivou silu.

Povrchy s kladnym nébojem adsorpci proteinti siln€ zvySuji a mohou také zplisobovat jejich
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konformacéni zmény. I pies celkovou odpuzujici silu proti povrchu, kterou vytvari opacéné nabité
proteinovd doména, mize k adsorpci bilkovin dojit diky pfitazlivym sildm mezi opacné
nabitymi proteinovymi doménami a povrchem (Kuchinka etal., 2021). Dale, ptitomnost
proteinti nebo nukleofilnich skupin na povrchu podporuje pfijeti komplementu C3b. I kdyz je
adsorbovano jen malo C3b, dochazi k vytvofeni komplexu vadzaného na povrchu s
proteolytickou aktivitou. Tento komplex $tépi cirkulujici C3 komplement pomoci mechanismu
"tick-over" na dalsi C3b, ktery se adsorbuje a zptsobuje dalsi kontaminaci a aktivaci koagulace

a zan¢tu.(Quandet et al., 2022).

Topografie povrchu, a to v nanometrovém méfitku, ovliviiuje adsorpci proteind.
Texturovany povrch s vétsi plochou vaze vice proteind nez hladky povrch. Hrubé povrchy s
mikroskopickymi a nanometrickymi nerovnostmi vedou ke zvétSeni povrchové plochy a tim i
ke zvySené adsorpci proteinti. Naopak hladké a leSténé povrchy s proteiny interaguji méné

(Kuchinka et al, 2021).

3.3 Aktivace desticek

Krevni desticky maji schopnost ménit v reakci na poranéni cévni stény nebo na cizi latky.
Kdyz jsou aktivovany, probiha morfologickd transformace, pii které se jejich tvar méni
z diskového na kulaty s vybézky. Tento proces, spustény zvysSenim hladiny vapniku uvnitt
buiiky, nastava béhem nékolika sekund a ma vliv na rizné vlastnosti bung¢k, jako jsou optické,
hydrodynamické a mechanické vlastnosti (Moskalensky et al., 2018). Krevni desticky,
aktivované vazbou na povrchové receptory, prochéazeji rychlou a komplexni zménou struktury,
ktera je nezbytna pro hemostatickou reakci. Tato zména zahrnuje aktivaci signalnich drah,
sekreci obsahu granuli, tvorbu a uvolfovani tromboxanu, aktivaci hlavnich povrchovych

glykoproteinti a integrinil a reorganizaci cytoskeletu (Thomas, 2019).

Proces tvorby krevni srazeniny zac¢ind vazanim krevnich desticek na von Willebrandtv
faktor, coz aktivuje desticky pies GPVI vazbu na kolagen. (Schurr et al., 2019). Aby aktivované
krevni destiCky mohly zménit tvar a rozsifit se, musi dojit k rychlé pfestavbé a reorganizaci
jejich cytoskeletu v klidovych destickach. Ackoli spektrinovy a mikrotubularni cytoskelety
hraji klicovou roli v regulaci tvaru krevnich desticek (Thomas, 2019), po aktivaci desti¢ek
vyvolané agonistou dochazi k rychlému pieusporaddani cytoskeletu (Schurr et al., 2019). Hlavni
hnaci silou tohoto procesu je polymerizace aktinovych filament. Schopnost krevnich desti¢ek

rychle se rozprostiit po povrchu, je umoznéna prostorovou a ¢asovou regulaci dostupnosti
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konct aktinovych filament, a dale de novo nukleaci a sestavovanim téchto filamentd

(Thomas, 2019).

Studie provedené in vitro ukazaly, ze desticky, které ptijdou do kontaktu s urcitymi
adheznimi proteiny, jako je fibrinogen (Schurr, et al., 2019), zméni tvar a za¢nou vyrustat
filopodia. Desticka se pak zploStuje a s uvollovanim exocytdézového kandlu (OCS), vytvaii
lamelapodia, které vypliuji mezery mezi filopodiemi (Thomas, 2019). Lamelipodie jsou
ploché, vinité vybézky bunky obsahujici kratké aktinové filamenty uspotadané kolmo na sebe,
prostfednictvim proteinu Arp2/3. Ve studii Schurr et al. (2019) zkoumali roli lamelipodii pfi
tvorbé trombi in vitro. Vysledky ukazuji ze, tvorba lamelipodii, i kdyz je dtlezitd pro
rozprostirani desti¢ek, neni pro stabilni tvorbu trombt nezbytna (Schurr et al., 2019). Organely
a granule se centralizuji, ¢imzZ vznika tvar "smaZeného vejce". Tyto centralni granuly se poté
spoji s OCS, coz umozni uvolnéni jejich obsahu. Rozprostifena krevni desticka neni v klidu,
membranové faseni (volany) na jejim okraji, pokracuji v pohybu a zaroven se tvofi stresova

vldkna. Stresova vlakna pomahaji udrzovat desti¢ku roztazenou (Thomas, 2019).

Elektronova mikroskopie odhalila komplexni strukturu cytoskeletu rozpinajicich se
krevnich desticek (Obr. 5) a pomohla objasnit procesy probihajici po jejich aktivaci.
Fluorescen¢ni mikroskopie, atkoliv méné detailni nez elektronova, se stala kli¢ovou metodou
pro studium cytoskeletu desti¢ek. Vyhoda spocivd v dostupnosti protilatek a dalSich latek
umoziujicich zna¢eni cytoskeletalnich komponent, jako je naptiklad fluorescen¢ni faloidin pro
oznaceni F-aktin, a také snadnd dostupnosti a jednoduchosti fluorescence mikroskopt. Diky
témto vyhodam se zna¢né pokrocilo v poznéni organizace a regulace cytoskeletu v desti¢kach
(Obr. 6). Nové fluorescencni sondy a mysi modely umoziiuji sledovat dynamiku cytoskeletu v

zivych desti¢kach pfi jejich rozpinani (Thomas, 2019).
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Obrazek 5: Cytoskeletalni usporadani aktivované krevni desticky: Na obrazcich A—C jsou vidét procesy probihajici v
aktivované desticce pomoci skenovactho elektronového mikroskopu. Obrazek D zobrazuje piné rozprostienou desticku s
obarvenymi aktinovymi viakny (zelené) a komplex Arp2/3 (fialové) pomoci metody imunofluorescence. Zvétseni A= 15000,
B= 10000, C= 7500, meritko D= 10 um Upraveno podle (Thomas, 2019).

| .-

Obrazek 6: Zmeny v cytoskeletalni organizaci aktivované desticky béhem rozpinani: tento obrazek znazornuje zmény v
cytoskeletu aktivovanych desticek béhem jejich rozpinani na povrchu pokrytém fibrinogenem, barveno phalloidinem k
oznaceni F-aktinu (prvni sloupec) a anti a-tubulinem k oznaceni mikrotubulii (druhy sloupec), treti sloupec znazornuje
spojent. 1. faze: Vznik aktinovych uzlii a filopodii pro adhezi a pocatecni rozpinani. 2 faze: Pokracujici tvorba aktinovych
uzlii a filopodii, deformace mikrotubuldarniho svazku. 3 faze: Vznik lamellipodii, pokles aktinovych uzli, deformace
mikrotubuldarniho svazku, casto se mikrotubuldrni svazky zhrouti dovnitr a tvori zbytkovou centralni spiralu. 4 faze:
Lamellipodia dominuji a tvori se stresova vldkna pro udrzeni tvaru, zatimco mikrotubuly se depolymerizuji. 5 fize: Plné
roztazena desticka obsahuje stresova viakna a repolymerizované mikrotubuly. Doba trvani a vyraznost téchto stadii zavisi na
sile aktivacniho signalu. Méritko:2,5 um (Thomas, 2019).
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Aktivace krevnich desticek je komplexni proces, ktery zahrnuje dramatické zmény v jejich

cytoskeletu. Tyto zmény jsou nezbytné pro transformaci desti¢ek z diskovitého do kulovitého

tvaru, tvorbu filopodii a lamelipodii a uvoliiovani latek z granuli (Thomas, 2019).

Souhrn zmén (Obr.7) cytoskeletu pii aktivaci krevnich desti¢ek (Thomas, 2019):

A) Membranovy skelet:

1.

2.

4.

Oslabeni vazby spektrinu na membranu v dusledku P1(4,5)P2.
Oddéleni adducinu od spektrinu a aktinu po fosforylaci.
Rozklad membranového skeletu.

Centralizace a Stépeni spektrinu kalpainem.

B) Mikrotubularni spirala:

1.

2.

(98]

4.

Snizeni aktivity kinesinu a vzajemny pohyb mikrotubulll po zvyseni [Ca2+].
Expanze mikrotubularni spirdly a zména tvaru desticek na kulovy.
Depolymerizace spiraly a tvorba sité mikrotubulti.

Deacetylace mikrotubuld jako modulaéni faktor.

C) Aktinovy cytoskelet:

1.

2.

Aktivace gelsolinu a pferuSeni F-aktinové sité.

Kofilin podporuje depolymerizaci F-aktinu.

Odstranéni gelsolinu a CapZ z koncti F-aktinu po poklesu [Ca2+].
Polymerizace aktinu a pfiddvani monomerti na konce F-aktinu.
Tvorba novych aktinovych filamenti proteiny Arp2/3 a Formin.
Zajisténi hnaci sily pro filopodia, lamelipodia a pseudopodia.
Kontrola polymerizace a recyklace filamenti.

Organizace F-aktinu do dendritickych poli a svazki pro Sifeni a adhezi zajiSt'uji

odolnost vii¢i smykovému napéti.
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Obrazek 7: Souhrn zmén cytoskeletu pri aktivaci krevnich desticek. Upraveno podle: (Thomas, 2019)
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3.4 Souvislost aktivace desti¢ek s imunitnimi mechanismy

Krevni desticky maji n€kolik dalSich funkci. Mohou naptiklad rozpoznat patogeny,
uvoliiovat cytokiny, chemokiny a rustové faktory, které obsahuji jejich granula, a také
exprimovat molekuly bunécné adheze. Krevni desticky rozpoznavaji patogeny prostfednictvim
exprese toll-like receptorti (TLR). TLR jsou receptory, které jsou exprimovany na imunitnich
bunikach, umoziuji imunitnim buikam detekovat molekularni vzory spojené s patogeny
(PAMP), které nejsou normalné piitomny v hostitelskych bunkach. TLR se d¢€li na dvé hlavni
kategorie: 1) povrchova TLR, které rozpoznavaji extracelularni PAMPs (TLR 1, 2,4, 5, 6 a
10) ; 2) intracelularni TLR (TLR 3, 7, 8 a 9) (viz tab.5). Trombocytarni TLR nejsou zapojeny
pouze do infekénich a septickych scénéiti, ale reaguji také na fadu molekul pochéazejicich

z vnitiniho prostfedi (Carestia et al., 2023).

Bylo zjisténo, Ze protein s oznacenim HMGBI interaguje s TLR4 na krevnich
destickach a nasledné spousti jejich aktivaci, vedouci k tvorbé trombu. HMGBI1 také muiZe
zpisobit zanét a poSkozeni organi (Carestia et al., 2023). Studie zkoumala roli molekuly
HMGBI1 uvoliované z krevnich desticek v tvorbé krevnich srazenin a zanétu. Zjistilo se, ze
HMGBI1 z trombocytii hraje kliCovou roli v téchto procesech. Odstranéni HMGBI z
trombocytll u mys$i vedlo ke snizeni tvorby sraZenin, zanétu a poSkozeni organt po urazu a
hemoragickém Soku. Studie dale odhalila mechanismus, kterym protein HMGB1 piisobi na
desticky, a to ptes receptory TLR4 a MyDS88 a aktivaci proteinu ¢cGKI. Blokovani funkce
HMGBI v trombocytech by mohlo byt novou Ié¢bou pro pacienty s poruchami srazlivosti krve

a zanétem (Vogel et al., 2015).
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Tabulka 5: TLR a jejich reakce pri aktivaci krevnich desticek. Prevzato a upraveno podle: (Carestia et al., 2023)

TLR

Ligand

Cil/ agonista

Odezva krevnich desti¢ek

TLR1/TLR2

Triacylované lipoproteiny

Pam3CSK4

adheze krevnich desticek,
agregace, uvoliovani
prozanétlivych latek jako
CXCL4, CD40L, VWF a P-

selektin.

tvorba smisenych agregatli mezi
krevnimi desti¢kami a

polymorfonuklearnimi leukocyty

S. aureus

krevni desticky indukuji

uvolnovani NET z neutrofila

TLR3

dsRNA z vira

hladiny TLR3 v krevnich
desti¢kach jsou velmi nizké, ale
pritomnost trombinu zvySuje

povrchovou expresi TLR3

TLR7

ssRNA

EMCV

(Virus
encefalomyokarditidy)

Zprostiedkovava tvorbu velkych
agregat krevnich desticek a
neutrofild, coz vede ke snizeni

poctu krevnich desti¢ek

TLRY9

Nemethylované
2'-deoxyribo
(cytidin-fosfat-guanin)
DNA motivy

Exprese TLRO je siln€ zvySena v
trombocytech aktivovanych

trombinem

Imunotrombdza je novy mechanismus spojujici koagulaci a imunitni reakci proti

bakteriim. Imunitni buniky, jako jsou monocyty a neutrofily, rozpoznévaji bakterie pomoci

molekularnich vzora spojenych s patogeny (PAMP). Monocyty exprimuji tkdiiovy faktor (TF),

ktery spousti koagula¢ni kaskadu. Neutrofily uvoliiuji neutrofilni extracelularni pasti (NET),

které tvoti sit z dekondenzované chromatinové DNA, obalena jadernymi proteiny tak i

granularnimi proteiny, jako je myeloperoxiddza (MPO) a neutrofilni elastdza (NE). NET pfimo

aktivuji faktor XII, vazou VWF, usnadiiuji aktivaci desti¢ek pomoci histond, podporuji

41




koagulaci pomoci lokalizace a koncentrace enzymd, které $tépi antikoagulanty a tidi aktivaci
vnéjsi koagulacni drahy prostfednictvim vazby TF. Nespravné regulovand imunotrombdza

muze vést k porucham srazlivosti a zdvaznym zdravotnim problémtim (Carestia et al., 2023).

3.5 Metody pro studium krevnich desti¢ek

Zakladni screeningové testy zahrnuji kompletni krevni obraz, natér z krve, koagulacni testy
(APTT, PT, TT) a test na von Willebrandliv faktor, ke specidlnim testim patii naptiklad
pritokova cytometrie, agregometrické testy a ELISA (Lordkipanidzé et al., 2019).

3.5.1 Pocitani trombocyti

Stanoveni poctu trombocytl je béznym hematologickym vysetfenim (Dhakar et al., 2018).
Pro pocitani trombocytli existuje 6 hlavnich metod, jako jsou: manudlni pocitani pomoci
fazového kontrastniho mikroskopu, impedancni analyza, optickd analyza rozptylu
svétla/fluorescence, pritokova cytometrie, analyza na zdkladé obrazu a pocitani krevnich

desticek na misté (POC) (Kemble et al., 2019).

Manudlni pocitdni krevnich desti¢ek je stale béznou praxi v laboratofich s omezenymi
zdroji a ve vyzkumnych zatizenich, ktera nemaji ptistup k modernim pftistrojim. Nékdy je také
nutné pouzit ruéni metody v klinické laboratofi, zejména pokud je pocet destic¢ek nizky nebo
jsou pfitomny atypické desticky. Zakladni postup spoc¢iva v odbéru krve s antikoagulantem
EDTA a jeho nésledném zfedéni a rozpadu bunc¢k (Kemble et al., 2019). Ru¢ni pocitani na
barevnych natérech mé své nevyhody, jako je proménliva kvalita a usazeniny barviva, které
mohou ztéZovat presné stanoveni, navic je tato technika Casové naro€na, coz prodluzuje

vySetfeni trombocytli (Dhakar et al., 2018).

Moderni hematologické pristroje vyuzivaji rizné metody k automatickému pocitani
trombocytl. Mezi né€ patii zména elektrického odporu (impedance), rozptyl svétla, fluorescence
a zobrazovani. Tyto metody poskytuji rychlejsi a pfesnéjsi vysledky neZ tradiéni manudlni
pocitani (Kemble et al., 2019). Mezi nevyhodami automatickych analyzatort patii pofizovaci
naklady, pozadavky na kvalitu a nedostupnost v mensich laboratofich (Dhakar et al., 2018).
Kromé poctu trombocytl se méti 1 dalsi parametry, jako je stfedni objem trombocytti (MPV) a
Sitka distribuce trombocytti (PDW). Tyto hodnoty ale zavisi na konkrétnim pfistroji a mohou
byt ovlivnény typem pouzitého protisrazlivého ¢inidla a dobou od odbéru vzorku ke zpracovani.
Je dilezité, aby automatické metody byly pfesné a poskytovaly konzistentni vysledky 1 pfi

opakovaném méteni stejného vzorku (Kemble et al., 2019).
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3.5.2 Funk¢ni testy

Agregometrie s méfenim svételné transmitance (LTA), také turbidimetricka nebo opticka
agregometrie, je znama i pod nazvem Bornova agregometrie, je dlouholetd a spolehlivd metoda
pro hodnoceni funkce krevnich desti¢ek (Lordkipanidzé et al., 2019) Princip turbidometrické
agregometrie spo¢iva v monitorovani zmén zakalovani destiCkové suspenze pod vlivem
agonistil pfi michani vzorku v Cist¢ nadobé pii teplot¢ 37°C. Bézné¢ se provadi pomoci
aggregometru a desticek suspendovanych v plazmé (PRP), ale Ize ji také pouzit pro testovani
desticek vyplavenych nebo filtrovanych pro vyzkumné ucely (Hayward et al., 2019). Bornova
agregace je vSak technicky naro¢na, vyzaduje specialni laboratof a jeji standardizace je obtizna.
Na rozdil od Bornovy agregace impedance agregace (neboli WBA) funguje na principu
shlukovani aktivovanych trombocytii na povrchu elektrod. Métfeni probiha v celé krvi s
antikoagulantem, aniz by se pted testem upravoval pocet trombocyti. Diky n€kolika komeréné
dostupnym standardizovanym aktivatorim lze provést detailni analyzu agregace. Pocitacové
zpracovani a pouziti neupravenych vzorkt celé krve umoziuje provedeni testu ptimo u pacienta
(Soliman et al., 2020). I pfes to, Ze LTA a WBA maji rizné vysledky, jejich zaznamy ukazuji
nckteré podobné charakteristiky (Hayward et al., 2019). Posouzeni uvoliiovani latek z krevnich
desticek, tedy degranulace, hraje dilezitou roli v jejich aktivaci. Pro stanoveni degranulace se
vyuzivaji rizné testy. Zakladni metody zahrnuji méteni nukleotidi lumiagregometrem, HPLC
nebo bioluminiscenci. Dal$i moZnosti je pritokova cytometrie s analyzou markerti uvolitujicich
z granuli nebo méfeni specifickych latek jako serotonin ¢i B-tromboglobulin pomoci testl

ELISA (Lordkipanidzé et al., 2019).

Pro studium funkce a biologie trombocyti se hojné vyuziva pritokova cytometrie, coz je
vykonna a oblibend metoda. Moderni postupy pracuji s fedénou antikoagulovanou plnou krvi,
ktera se inkubuje s riznymi ¢inidly. Patii mezi né protilatky a barviva, jez se specificky vazou
na jednotlivé proteiny, granule a lipidovou membranu trombocytl. Pritokova cytometrie
umoziuje méfit rizné markery aktivace desticek, jako je naptiklad exprese P-selectinu, zména
integrinu allbB3 nebo tvorba konjugati desticek s leukocyty (Lordkipanidzé et al., 2019).
Pritokova cytometrie je vhodna pro zkouméani funkce krevnich desticek v riznych prostiedich,
at’ uz jde o fyziologické pufry s promytymi destickami, plazmy, nebo dokonce pfimo plnou
krev. Je vSak dulezité zminit, Ze izolace krevnich desticek pro analyzu (promyté desticky a
trombocyty bohaté plazma) muize vést k jejich umélé aktivaci. Proto se v takovych piipadech
Casto pouzivaji antiagregaCni latky (napf. apyrasa, indomethacin nebo prostaglandin E

(Blair et al., 2019). Prltokova cytometrie dokdze béhem nékolika sekund zméfit tisice buncék v
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tekutém proudu. Mé&fi se jejich velikost, granulaci a fluorescenci, diky ¢emuz dokaze jednotlivé
buiky odlisit a analyzovat. Princip pritokové cytometrie spoc¢iva v rozptylu svétla a emisi
fluorescence. Tyto jevy nastavaji pti prichodu laseru buitkami. Ziskana data odhaluji funkcni
stav bunék (Runser et al., 2021). Na Obr. 8 je znazornén typicky postup piipravy vzorku krve
pro pritokovou cytometrii (Blair et al., 2019).

Pritokova cytometrie plné krve umozituje métit aktivaci krevnich desticek jak in vivo, tak
in vitro. V nepfitomnosti piidaného agonisty destiCek muze test stanovit aktivacni stav
cirkulujicich desti¢ek na zaklad¢ vazby monoklonalni protilatky. Po ptidani agonisty do testu
1ze analyzovat reaktivitu cirkulujicich desticek in vitro. Tato metoda umoziuje métit specifické
funkéni odpoveédi desticek, jako je zména povrchové exprese receptoru. Kromé toho je mozné
pomoci celkové krevni cytometrie zjiStovat agregaty monocytli a trombocytl (MPA) a
prokoagulaéni extracelularni vezikuly pochézejici z trombocytd, coz jsou citlivé ukazatele

aktivace trombocytl v organismu (Blair et al., 2019).

44



1
Antikoagulovana ®
plna krev

l Ziedény vzorek @

Krevni desticky

Protilatky znaéené fluorofory

o+

Agonista pufru @

l Fixace a fedéni

400 o neaktivované
- [} aktivované @
E 200 4
< >
100 4
0

10 10 10° 10° 10*

Priumérna fluorescence

Obrazek 8: Typické schéma pripravy vzorku pro analyzu desticek priitokovou cytometrii plné krve. Popis:1) Krev se odebira
pomoci venepunkce do vhodného antikoagulacniho cinidla (napi. citratu sodného),2) Vzorek plné krve se redi, aby se
minimalizovala tvorba agregatii desticek a snizila se koncentrace pozadovanych protilatek, 3) Krevni desticky jsou oznaceny
néekolika monoklonalnimi protilatkami, které jsou oznaceny nekonfliktnimi fluorofory, 4) Panel pro priitokovou cytometrii
krve kombinuje protilatky pro identifikaci desticek (napr. anti-CD41, CD61 nebo CD42b) a protilatky pro vyhodnocenit
aktivace desticek, 5)vzorky jsou fixovany a ziedény, 6) Vzorky se analyzuji na priitokovém cytometru, kompenzace se pouziva
k zohlednéni spektralniho prekryvu mezi riiznymi fluorofory a typicky se ziskava 10 000 signalii na vzorek. Upraveno podle:
(Blair et al., 2019)
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3.6 Protidesti¢kova lécba

Trombocyty hraji klicovou roli pti srdecnich chorobach, jako je ischemicka choroba
srdeCni, stejn¢ jako pti dalSich Castych onemocnénich, véetné mrtvice a nemoci perifernich
tepen (Michelson et al., 2017). Vétsina laboratornich testli pro sledovani antiagregacnich 1€kt
méii aktivitu krevnich desti¢ek béhem 1éCby, nebo jejich nepiimé ukazatele. Proto se studie
zabyvaji korelaci mezi riznymi testovacimi systémy. Cilem je zjistit, zda lze tyto testy
zaménovat pii hodnoceni G€¢inku antiagregacni 1éCby (Gremmel et al., 2019). Léky, které brani
srazeni krve, se dnes déli do ¢tyt klasifikaci podle mechanismu ucinku. Jejich hlavnim cilem je
zabranit shlukovani krevnich desti¢ek a vzniku krevnich srazenin. Hlavni nezadouci ucinek
antiagregacnich 1é¢iv je zvySené riziko krvaceni. Toxicita 1€kt proti sraZeni krve mlize nastat
jak pfii terapeutickém davkovani, tak pii predavkovani. Pfeddvkovani sice neni Casté, ale mize

zpisobit vazné krvaceni (Pirozzi et al., 2023).

Aspirin patii mezi nejcastéji predepisované antiagregacni 1éky. Plsobi inhibici enzymu
cyklooxygenazy-1 (COX-1), diky ¢emuz zabraiuje tvorbé latky tromboxanu A2 (TXA2). Praveé
TXA2 hraje zasadni roli v procesu shlukovani krevnich desti¢ek, které mohou ucpévat cévy a
zpisobovat napiiklad mrtvici nebo srde¢ni infarkt. Nizké davky aspirinu uZzivané Usty se
vyuzivaji jako prevence téchto onemocnéni. Klopidogrel a prasugrel sice nejsou aktivni hned
po poZiti, ale v téle se preméni na latky, které trvale zablokuji P2Y 12 receptory na krevnich
destickach. Tyto receptory jsou dilezité pro shlukovani desti¢ek vyvolané ADP. Ticagrelor se
pfimo vaze na tyto receptory, ale jeho ucinek je reverzibilni (Pirozzi etal., 2023). Intraven6zni
antiagregacni latky abciximab, tirofiban a eptifibatid jsou antagonisté receptort GPIIb-IIla
(alIbB3). Tyto latky okamzité blokuji receptor fibrinogenu na povrchu desticky. Maji relativné
kratkou biologickou poloc¢as rozkladu, ktera se pohybuje od 10 minut u abciximabu po 2 hodiny
u tirofibanu a 2,5 hodiny u eptifibatidu. Dipyridamol a cilostazol jsou latky, které inhibuji
fosfodiesterdzu a maji antiagregacni ucinky a také plsobi jako vasodilatatory (Tab. 6). V
nékterych zemich jsou pfedepisovany jako soucast sekundarni prevence ischemické mrtvice a

periferni arterialni choroby (PAD) (Gremmel et al., 2019).

Sledovani funkce desticek pro kontrolu ucinnosti antiagregacni lécby nebo po
pfedavkovani je komplikované. Pokud mé pacient problémy s krvacenim, 1ékafi mu odeberou
vzorek krve na kompletni krevni obraz, pro zjisténi poctu desti¢ek a celkového hemoglobinu.
V zavaznych ptipadech krvaceni mlize byt potieba provést dalsi testy, jako je protrombinovy
cas (PT), aktivovany parcialni trombinoplastinovy ¢as (APTT) a kiizovou zkousku krve pred

transfuzi (Pirozzi et al., 2023).
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Tabulka 6. Dostupna protidestickova lécba. Zkratky: 1V: Intravendzni, CABG: Korondrni bypass, CEA: Karoticka
endarterektomie, ACS: Akutni koronarni syndrom, PCI: Perkutanni korondrni intervence. Upraveno podle: (Gremmel et al.,

2019).
Mechanismus
) Latka Struktura Davkovéni Klinické pouziti
ucinku
Onemocnéni koronarnich arterii,
. o Kyselina Peroralné/ cerebrovaskularni onemocnéni,
Inhibice COX-1 Aspirin ) )
acetylsalicylova denné onemocnéni perifernich tepen, stenty,
CABG, CEA
) o Peroralné/ Cerebrovaskularni onemocnéni, koronarni
Ticlopidin
dvakrat denné | stenty (v soucasné dobé se pouziva ziidka)
Piedchozi infarkt myokardu, ischemicka
o cévni mozkova piihoda nebo
Ireverzibilni ) ) )
) ) o Peroraln¢/ symptomaticka periferni arterialni
P2Y12 Clopidogrel Thienopyridin ) ]
) denné choroba, jako monoterapie; ACS nebo
antagonismus .
koronarni stentovani, jako souc¢ast dudlni
antiagregacni terapie s aspirinem.
Peroralné/ Pacienti s ACS 1é¢eni stenty, jako soucast
Prasugrel ) o
denné dualni antiagregacni 1éCby s aspirinem
) Cykloperityl- Peroralné/ Pacienti s ACS, jako soucast dualni
R bilni Ticagrelor . oo . .
cverzibiinl triazolopyrimidin | dvakrat denné antiagregaéni 1é&by s aspirinem
P2Y12
: PCI, pokud neni piedlé¢eno peroralnim
antagonismus Cangrelor Analog ATP v )
antagonistou P2Y 12
Chimerni mysi
Abciximab lidsky Fab v PCI
fragment
Inhibice Cyklicky
Eptifibatid heptapeptid v ACS, PCI
GPIIb-IlIa obsahujici KGD
Nepeptidové
Tirofiban mimetikum na IV ACS, PCI
bazi RGD
Tricyklicky Predchozi infarkt myokardu, onemocnéni
Inhibice PAR-1 Vorapaxar Peroralné/denné
derivat himbacinu perifernich tepen
) 2-oxochinolinovy Peroralné/ )
Cilostazol Onemocnéni perifernich tepen
derivat dvakrat denné
Inhibice PDE
Pyrimidopyridin Peroralné/ Cévni mozkova piihoda nebo TIA pti
Dipyridamol ) ) .
derivat dvakrat denné pouZiti s aspirinem
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4 PRIKLADY STUDII DESTICEK S IMPLANTATY
4.1 Stent

Stent je mechanické podpiirné zatizeni, které se pouziva k rozsifeni zizené tepny. Stenty
se od svého prvniho pouziti v roce 1986 znacné vyvinuly. ZlepSeni designu platformy stentu a
materidlti vedly k ten¢im stentim s vétsi flexibilitou, radidlni pevnosti a biokompatibilitou.
Tyto zmény vedly ke snizeni miry resten6zy a zlepseni klinickych vysledki (Wall et al., 2018).
Stenty se staly standardem v 1é¢be stendzy koronarnich arterii. Soucasné stenty jsou vyrobeny
z nerozlozitelnych kovii, jako je titan, nerezova ocel a rizné slitiny kobaltu a chromu a mohou
zpisobovat dal$i zdravotni problémy. Tato zatizeni zistavaji trvale v téle a mohou mit negativni
dopady, jako je naptiklad resten6za, omezena funkce koronarnich cév a vznik rané
neoaterosklerozy (Kandala, 2019) . Po implantaci stentu dochazi k poskozeni arterialni tkané,
coz vyvolava tfadu patologickych procest, véetné tvorby trombil a zanétu. Tyto procesy jsou
spojeny s nadmérnym ukladdnim extraceluldrni matrix a ristem hladkych svalovych bunék, coz
v konecném disledku zplsobuje intimélni hyperplazii, coz je kli¢ova pfi€ina restendzy ve
stentu (ISR) (Wu et al., 2024). Pacienti s akutnim infarktem myokardu (AMI) se obvykle 1é¢i
perkutanni koronarni intervenci (PCI), ktera zahrnuje zavedeni stentu do zazené cévy. Existuji
dva typy stentl: holé kovové stenty (BMS) a 1€kové stenty (DES). Kovové stenty jsou levnéjsi,
ale spojuji se s vyS$im rizikem reinfarktu. Na druhou stranu, 1éky uvoliujici stenty mohou snizit
Sanci na reinfarkt, ale jsou draZz$i a spojené s delSim obdobim [éby a vyS$im rizikem
komplikact, jako je naptiklad intrakranidlni krvaceni a gastrointestinalni krvaceni. Vliv typu
stentu na riziko komplikaci miize zaviset na typu AMI (STEMI vs. NSTEMI) a na dalSich
onemocnénich pacienta (komorbiditach). Studie zkoumala ucinnost stentli uvoliiujici 1éky
oproti holym kovovym stentiim u pacientt s infarktem myokardu. Bylo zji§téno, Ze DES snizuji
riziko umrti u pacientii se STEMI (akutni infarkt myokardu s elevaci ST), ale ne u pacientli s
NSTEMI (infarkt myokardu bez elevace ST), a to pravdépodobné diky delSimu uZivani
antiagregacnich 1¢kt (Cheng et al., 2021).

Vnitrostentova resten6za (ISR) je zuzeni cévy, které se muze objevit po zavedeni stentu.
Jedna se o komplikaci, kterd mize vést k opakovanym revaskularizacnim zékrokiim. Vyvoj
ovlivitujici ISR patii: design platformy stentu, jako je: geometrie stentu (pocet pruseciki
trubek), tloustka (tenc¢i trubka tzn. niz§i ISR) a material platformy. Vyvoj materialt hraje
kli¢ovou roli ve zlepSovani designu stentu. Slitiny kobaltu-chromu se stavaji preferovanym

materidlem platformy stentu vzhledem k jejich vyssi pevnosti a biokompatibilit€ ve srovnani s
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nerezovou oceli. Pfechod od nerezové oceli ke slitindm umoznil snizit tloustku stény stentu a
zlepsit jejich manipulaci, pfi¢emz byla zachovana radialni pevnost (Wall et al., 2018). Lécba
léCivem uvolnujicim stent mize snizit riziko restendzy, diky lokalnimu uvoliovani
antihyperplazickych 1ékti (napf. rapamycin, sirolimus, tranilast a everolimus), ale muze
zpusobit zpozdéné hojeni endotelidlnich bun¢k a zvysit riziko pozdni trombdzy stentu (LST), a
to omezuje dlouhodobou uc¢innost DES. Proto se hledaji nové typy stentli, které by tyto
problémy nemély. Autoii Wu et al. (2024) ptedstavuji navrh nového bezlékového povlaku pro
stenty, ktery vyuziva pouze jednu slozku, konkrétné upraveny rekombinantni humanizovany

kolagen typu III (rthCol III) (Wu et al., 2024).

Védci vyuZili pokrocilé technologie z oblasti strukturni biologie a genetického inZenyrstvi,
aby vytvofili tento specidlni material — rekombinantni humanizovany kolagen typu III (rhCol
IIT). Tento material ma vylepSené vlastnosti podporujici hojeni cév, tlumi zadnét a zabrainuje
nezadouci aktivaci krevnich desticek. Tyto vlastnosti prameni z toho, Ze obsahuje vysoce
adhezivni fragmenty lidského kolagenu (GER a GEK) bez hydroxyprolinové sekvence, ktera
by mohla zplsobovat shlukovani a aktivaci krevnich desticek. Kromé toho méa rhCol III
vhodnou rozpustnost ve vodé¢, nizkou zanétlivou odezvu a pomaha pii obnové cévni tkané.
RhCol III vykazuje slibné vlastnosti pro 1écbu srde¢nich onemocnéni, véetné aterosklerdzy,

infarktu a chlopennich vad (Wu et al., 2024).

.:t#';.

.‘..'._ = "1’\-".

(rhCol III/PDA-PEI) povlak

-

= e

rhCol III

PEI
= —e———
PDA
Obrazek 9: Funkcni model a proces pripravy povlaku ,,one-products-multi“ (PDA- polydopamin, PEI- polyethylenimin,
rhCol IlI- rekombinantni humanizovany kolagen typu III). Upraveno podle:(Wu et al., 2024).
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Védci zkoumali vlastnosti povlaku bez obsahu 1éka, ktery se sklada z rekombinantniho
humanizovaného kolagenu typu III (rhCol III) a poly(dopaminu-ethyleniminu) (Obr. 9).
Zkoumali jeho antitrombotické vlastnosti a jeho G¢inek na adhezi a aktivaci destic¢ek in vitro a
in vivo (Obr. 10). Testy in vitro ukdzaly, Ze tyto povlaky vyznamné snizuji adhezi a aktivaci
krevnich desti¢ek, coz naznacuje jejich vynikajici antikoagulac¢ni ucinky. Tento ucinek je
ptic¢itan rhCol III, ktery pomahd inhibovat adhezi a aktivaci destiek. Ex vivo testy na
arterioven6znim zkratu u kralikt prokazaly, Ze na povrchu holého PLA a PDA-PEI se po dvou
hodinach cirkulace vytvoftily silné tromby, zatimco na natérech (rhCol III/PDA-PEDn (n =1,
2, 4) se vyskytlo jen n¢kolik neaktivovanych desti¢ek tim se dramaticky snizila tvorba trombt
a zachoval prichodnost cév. ZvysSena koncentrace rhCol III v natéru (n > 1) vede k optimalni
inhibici desticek a zlepSené hemokompatibilit€ materialu. Naopak bylo zjiSténo, Ze samotny
PDA-PEI vyvolava silnou trombo6zu a nizké mnoZzstvi rhCol III v natéru (rhCol II/PDA-
PEI)0,5 mize oslabit nasledné biologické funkce (Wu et al., 2024).

a) PLA PDA-PEI (rhCol Il /IPDA-PEI), 5

..............

(thCol Il PDA-PEI),  (rhCol Il /PDA-PEI), (rhCol lll /PDA-PEI),

PDA-PEI

{rhCol Ill /IPDA-PEI), (rhCol Il /IPDA-PEI), (rhCol lll /PDA-PEI),

Obrazek 10: Poviaky (rhCol III/PDA-PEDn (n = 0,5, 1, 2 a 4) zlepsuji krevni kompatibilitu. Popis obrazku: (a) Fotografie
porizené rastrovacim elektronovym mikroskopem (SEM) zachycujici krevni desticky prilepené na riiznych povrsich. Detailni
snimky krevnich desticek na: Nepovrstveném PLA, PLA s beznym polymernim poviakem (PDA-PEI), PLA s novym typem
poviaku (rhCol I1I/PDA-PEDn, méritko: 5 a 20 um. Vysledky kvantitativni analyzy, (b) snimky SEM trombii vytvorenych na
riiznych vzorcich po 2 hodinach krevniho obéhu, méritko: 5 a 20 um. Prevzato a upraveno z (Wu et al., 2024).

SoucCasné probihaji studie zaméfené na vyvoj kovovych stentd, které se po
restrukturalizaci tepny samy rozlozi. Tyto stenty by pomohly otevfit ucpané tepny a udrzet je

prichodné do doby, nez se cévy samy zhoji. Poté by se stent vstiebal bez nutnosti dalsi operace.
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Znamé materialy pro stenty, jako je hoic¢ik a zelezo, se sice rozkladaji, ale mtizou poskozovat
cévy. Zinek se jevi jako slibngjsi alternativa, jelikoz je biokompatibilni a vstiebatelny. Slitiny

zinku s vhodnou pevnosti a taznosti budou pfedmétem dalSich vyzkumi (Kandala et al., 2019).

4.2 Nahrada srdec¢ni chlopné

Kazdy rok se implantuje vice nez 300 000 srdecnich chlopni, z nichZ polovina jsou
mechanické (Khalili et al., 2018) . Srde¢ni chlopné, které selhavaji kviili srde¢nim chlopennim
chorobam, jsou nahrazeny bud’ bioprotetickymi nebo mechanickymi chlopnémi (Bark et al.,
2017). Vybér umélé srdecni chlopné na miru pacientovi zalezi na jejich vlastnostech.
Rozhodujici vlastnosti chlopni jsou — jak ovlivituje proudéni krve (biofyzika) a sraZeni krve
(hemostaza) (Tschorn et al., 2022). Mechanické srdecni chlopné¢ (BMHV) jsou nejbéznéjsi
kvtli své odolnosti a dobré hemodynamice. Maji vSak vice pooperacnich komplikaci nez
bioprotézy, jako je tvorba trombi, hemolyza a aktivace krevnich destic¢ek (Khalili et al., 2018).
Biologické chlopné€ vyrobené z elastickych materiald, jako jsou chlopné z praseciho srdce nebo
hovéziho osrde¢niku, zamezuji potfebu antikoagulace, avSak maji omezenou zivotnost z

davodu vapenaténi a opotfebeni chlopné (Tschorn et al., 2022).

Mechanické srdecni chlopné (BMHV) jsou nachylné k dysfunkci zpisobené tvorbou trombti
a prertstanim tkané. Mezi vymeénou chlopné a ucpanim muze uplynout dlouha doba (od 6 tydnti
do 13 let) a néktefi pacienti s vyznamnym zuzZenim chlopné mohou byt zcela bez ptiznak,
dokud neni stanovena diagn6za. RozliSeni normalné fungujici a mirn¢ dysfunkéni BMHV byva
obtizné, presto miZe i mirna dysfunkce vést k Zivot ohrozujicim komplikacim. Vyzkum ukézal,
ze dysfunkce chlopné mtize vést k aktivaci krevnich desticek, zvysuje riziko jejich shlukovani
(agregaci) a nasledné tvorby krevnich sraZenin. Toto riziko roste s mirou dysfunkce. Hlavnimi
faktorem je vysokd uroven turbulentniho smykového napéti (nad 400 N-m™2). Tyto turbulence
muze aktivovat krevni destic¢ky, ¢cimz déle zvySuji riziko jejich shlukovani (agregaci) a nasledné
tvorby krevnich sraZenin. Takové srazeniny se mohou uvolnit a ucpat tepny, coZz mize vést k
vaznym komplikacim, jako je embolie nebo mrtvice (Khalili et al., 2018). Pacienti 1éCeni
mechanickou ndhradou chlopné vyzaduji doZivotni antikoagula¢ni 1écbu, a to s sebou nese

zvySené riziko nezadoucich udalosti souvisejicich s krvacenim (Sun et al., 2022).

Autofi studie zkoumali superhydrofobni (SH) povlak na BMHYV, povrchu s obchodnim
nazvem Ultra-Ever Dry, ktery se sklad4 ze dvou vrstev: spodni hrubsi a vrchni jemnéjsi. Tato
kombinace vytvaii hierarchickou strukturu, ktera vyrazné€ zvysuje odolnost vici vode. Dale

zjistovali, jak krev reaguje na rizné materialy (sklo, PyC a specialni natér), zaméfili se na
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shlukovani trombocytll a leukocyti (Obr. 11). Na skle a materialu z pyrolytického uhliku se
zachytilo velké mnozstvi krevnich desti¢ek. Tyto desti¢ky navic zménily tvar a vytvorily jakési
vybéZzky, coz znaci jejich aktivaci. Na hrubém nétéru se zachytilo jeste vice desticek, ale 1 bilych
krvinek, na rozdil od ostatnich povrchi. Naopak na hierarchickém natéru, ktery ma dvoji
strukturu, se viibec zddné desticky ani bilé krvinky nezachytily. Vysledky tedy ukazaly, ze
hierarchicky natér s odpudivymi vlastnostmi vici vodé (superhydrofobni) vyrazné brani
krevnim desti¢kam a bilym krvinkadm v usazovéani na povrchu, zatimco na ostatnich testovanych

materidlech k usazovani dochazelo (Bark et al., 2017).

sklo hrubé sklo sklo s hierarchickym povlakem

Obrazek 11: Snimky skenovaciho elektronového mikroskopu skla, PyC, skia s hrubym povlakem a skla s hierarchickym
povlakem. Adheze desticek (zelené) a leukocytii (Cervené) na riiznych povrchovych upravach. Spodni rada je zvétsena 10krat
vice nez horni fada. Upraveno podle (Bark et al., 2017).

Razné védecké skupiny se snazily vytvorit umélé ndhrady chlopni, které by co nejlépe
simulovaly pfirozenou tkan. Prvni pokusy sméfovaly k pouZiti polymerd, jako je kiemik a
polyuretany, kvili jejich vhodnym mechanickym vlastnostem a jasné definovanému sloZeni.
V praxi se ale ukézalo, Ze tyto materialy v téle nevydrzi dostate¢né dlouho, navic v nich snadno
vznikaji krevni srazeniny a kalcifikace. Nové pokroky v syntéze polymert vedly k vyvoji
novych generaci polyuretani s vylepSenymi vlastnostmi v oblasti tvorby trombt a kalcifikace.
Patii mezi né¢ naptiklad polykarbonatovy uretan (PCU) a polyetheruretan-urea (PEUU).
V poslednich letech se zkoumaji také nahrazky chlopni zhydrogelt, napftiklad
z polyvinylalkoholu (PVA) a poly(ethylenglykolu) (PEG). Tyto materialy jsou pruzné a maji
dobré biologické vlastnosti. Problém u hydrogeli je jejich postupné rozklddani a nedostatek

dat o dlouhodobé trvanlivosti (Sun et al., 2022).

Srde¢ni chlopné, které se dnes pouzivaji pii operacich, maji omezenou zivotnost. Proto se
studie ,,A biomimetic multilayered polymeric material designed for heart valve repair and
replacement™ zaméfila na vyrobu nového materidlu (BMM). Je to specialni material, ktery

napodobuje strukturu a funkci ptivodnich srde¢nich chlopni. BMM je ttivrstvova polymerni
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struktura. PCU-péna je vyztuzena F-mimickou V-mimickou vrstvou, tyto vrstvy obsahuji
zabudovand a zarovnand vldkna PCL. PCU je zndmy svou bistabilitou a biokompatibilitou a
pouzivd se pro vyrobu chlopni. Ve srovnani s béznym poly(etheruretanem) a
poly(etherurethanmocCovinou), ma PCU lepSi odolnost vici degradaci za biologickych
podminek. BMM byl testovan na adhezi proteinii (BSA test), zjistilo se, ze BMM ma v
vykazuje nizsi povrchové napéti a veétsi schopnost pfijimat vodu, coZ pomaha snizovat adsorpci
proteinti. DalSim faktorem, ktery brani usazovani bilkovin na BMM, je jeho hladky a
nepropustny povrch. Kromé toho bylo zkoumana odolnost materidlu vici kalcifikaci, kterd
muze ovlivnit jeho trvanlivost. Testy (30denni) prokdzaly, Z2 BMM ma niz§i schopnost
akumulovat Ca*" nez b&Zné naplasti, coz je dilezité z hlediska dlouhodobého pouziti v

aplikacich, jako jsou srdec¢ni chlopné (Sun et al., 2022).

4.3 Osseointegrované implantaty
Osseointegrace je proces, kdy se implantat pfimo spoji s zivou kostni tkani. Nejcastéji
vyuzivané kovy jsou titan a jeho slitiny, kobaltu, tantalu, nerezové oceli a zirkonia (Oltean-

Dan et al., 2021).

Osseointegrované protézy jsou Casto vyuzivany po amputaci nadkolenni koncetiny
(transfemoralni amputaci). Transfemoralni amputace se tradi¢né 1é¢i systémem protézového
pouzdra, kterd spojuje zbytek koncetiny s protézou. Tato metoda ma vSak nevyhody, jako je
podrazdeéni kaze, dekubity a nepohodli. Navic neni vhodnéd pro kratké nebo tézce zranéné
zbytky stehenni kosti. Moderni alternativou je osteointegrovand protéza, kterd piimo spojuje
umélou koncetinu s kosti. Pro tyto implantaty se nejCastéji pouziva slitina titanu, pro svou
biokompatibilitu, odolnost vic¢i korozi a opakovanym zatézim (Lu etal., 2022). Slitina
Ti-6Al-4V je preferovanym materidlem pro aditivné vyrabéné osseointegrované implantaty,
kvuli mechanickym vlastnostem a biokompatibilité. Naopak ale mtize zpiisobit sitové napéti a
cytotoxicitu. Proto se zkoumaji i jiné titanové slitiny, jako je naptiklad slitina Ti-Nb-ZrMn typu
beta, Ti25Nb-13Ta-5Zr a Ti-Al-Nb. Pro osseointegrované implantaty se hledali vhodné
biodegradabilni kovové materialy pro infiltraci. Tfi zkoumané moznosti jsou Zelezo (Fe), hot¢ik
(Mg) a zinek (Zn). Slitiny na bazi Fe a Mg se potykaji s problémy, jako je tvorba oxida a
zrychlena koroze. Cisty zinek se ale rozklada pomalu, proto se do ng&j ptidava Fe a dalsi legujici
prvky (Gabay et al., 2021). Mezi hlavni implantatové systémy integrované piimo do kosti patii
OPRA (Benca et al., 2023). Osseointegrace (OI) umoziiuje ptimé mechanické spojeni, které

zajiSt'uje oproti systému s pouzdrem lepsi pohyblivost kloubu a snazsi ovladani protézy. Dalsi
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vyhody této metody jsou snizeni infekce a senzorickd zpétnd vazba. Naopak nevyhodou je
dlouhé rehabilitace (18 mésicl), kterd je nezbytnd pro bezpecné spojeni implantatu s kosti.
Béhem celého procesu rehabilitace je pak zdsadni stabilita implantatu, nebot’ mtize vést ke

zlomeni ¢i uvolnéni implantatu (Lu et al., 2022).

OPRA je vyznamny implantatovy systém umoziujici integrovat protézy piimo do kosti.
Chirurgicky postup zahrnuje otevieni intramedularniho kandlu, postupné vrtani, fezani zavitt
a zavedeni fixacniho prvku. Kli¢ovym aspektem je spravné umisténi uchytu (fixatoru), aby se
minimalizovalo zten¢eni kortikalni kosti a snizilo riziko zlomeni. V souasnosti existuji dvé
hlavni metody usnadnujici chirurgicky zékrok: roboticky asistovana chirurgie a pacientem
specifickd instrumentace (PSI). Zatimco roboticky asistovana chirurgie zvySuje pfesnost, je
omezena vysokymi naklady a slozitosti (Bencaetal., 2023). Dal§im osseointegracnim
implantitem je dentdlni implantaty (endossealni implantat) slouzi k funkéni a estetické
rehabilitaci ztraty nebo vrozeného nedostatku jednoho nebo vice zubli. Tyto implantaty se
uchycuji pfimo do kosti horni ¢i dolni Celisti (proces zvany osseointegrace), To umoziuje
implantatim pevné a stabilné drzet zubni korunky, mustky nebo celé zubni oblouky

(Fiorillo et al., 2022).
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ZAVER

Tato prace se zaméfila na interakci mezi krevnimi destickami a implantaty. Prace
shrnula aktualni poznatky o morfologii, funkci a studium krevnich desticek, se zaméfenim na
jejich chemotaktické vlastnosti. Dale byl zkouman proces tvorby krevnich desticek a jejich

interakce s umelymi materialy.

Vysledky shrnuté v praci prokazuji, Ze aktivace trombocytil je komplexni proces, ktery
je ovlivnén ftadou faktord. Z implantatd byla diskutovana problematika trombogenity
pouzivanych biomaterialii, zejména pro stenty a nahrady srdecnich chlopni. Popsana byla nova
semi-kvantitativni metoda pro hodnoceni trombogenity, tj. nachylnost k tvorbé krevnich
srazenin. Tato metoda ukézala, Ze polyuretany Bionate 55D, PET-DLA 65% a slitina titanu
Ti6Al7Nb s antikoagulaéni vrstvou TiN maji nejlepsi trombogenni vlastnosti, tedy nizky stupeni
trombogenicity. Byli zkouméané protidestickové 1écby, navzdory piinosim antiagregacnich
1é¢iv je dulezité zduraznit jejich mozné nezadouci ucinky, zejména riziko krvaceni. Sledovani
funkce desticek prostfednictvim laboratornich testii je kli¢ové pro identifikaci a feSeni
potencidlnich komplikaci. Déale byly rozebrany typy stentl, véetné holych kovovych stentil
(BMS) a Iékovych stentti (DES). Byl také pfedstaven novy typ bezlékového povlaku pro stenty,
ktery vyuZiva rekombinantni humanizovany kolagen typu III (rhCol III). Price popisuje
mechanické a bioprotézové chlopné a jejich vlastnosti. Dale se zmé&fila na studii zkoumajici
superhydrofobni (SH) povlak na mechanickych chlopnich, ktery ukéazal, Ze hierarchicky natér
s odpudivymi vlastnostmi vii¢i vodé (superhydrofobni) vyrazné omezuje usazovani krevnich
desticek a bilych krvinek na povrchu. V neposledni fadé byla popsana studie zaméfena na

vyrobu a pfinos nového biomimetického materialu pro srde¢ni chlopné.)
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