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SL.OVO UVODEM A PODEKOVANT

Predkladand prace se svym zdbérem ponékud vymykd b&Znému standardu
dizertalnich praci — misto tizkého zaméfeni se na konkrétni problém zde spojujeme tii
pomérn¢ vzdalené oblasti: poditatové modelovani kinetiky procesd v lidském
organismu, biochemii a metabolismus lipidd a problematiku terapeutické aferézy. Tato
rliznorodd kombinace si vynutila jisté kompromisy, zejména v reSerini ¢asti prace. Ta si
(vzhledem ke specializaci autora) klade za tkol uvést odborniky zabyvajici se pfevazng
poéitatovym modelovanim do problematiky jim poméms vzdalené. Tim je dén znadny
rozsah této Casti prace a téZ pouZitl citaci star§ich 5 let, kieré ilustruji historicky vyvoj
v této oblasti. Klini¢ti pracovnici zfejmé shledaji n&které &asti tohoto tvodu pongkud

zjednodusenymi — tato zjednoduseni byla uéinéna v zdjmu srozumitelnosti prace.

V otazce jazykové upravy jsme se snaZili pFidrZet posledni verze Pravidel Seského
pravopisu (2003}, sn€kolika drobnymi vyjimkami vynucenymi srozumitelnosti &
souladem s literaturou v daném oboru (mL misto b&ného ml; plasma, diskuse misto

plazma, diskuze apod.).
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Stranskému, CSc., za soustavnou metodickou a odbornou podporu, Prof. MUDr. Milanu
Bldhovi, CSc., vedoucimu hemaferetického centra OKH FN HK, jeho? snaha vibec
vznik této price vyvolala a jenz zatitil klinickou &dst problematiky, a Doc. MUDr.
Alené Stoklasové, CSc., za neocenitelnou pomoc pii zpracovani biochemické
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACD-A oznateni pro komerén¢ dostupny roztok citrdtu  pouZivany

pii LDL-aferéze (acid citrate dextrose)

ACFEi inhibitor enzymu konvertujiciho angiotenzin I (angiotensin-converting

enzyme inhibitor)

ACH acetylcholin

ADA adsorpéné-desorpéni automat

ALT alaninaminotransferaza

ALP alkalicka fosfataza

Apo apolipoprotein

AS ateroskleréza

AST aspartataminotransferdza

ATII angiotenzin II

AT antitrombin

ATP adenozintrifosfit

BMI proporciondlni index télesné hmotnosti (body mass index)

Ca véapnik celkovy, kalcium (calcium)

Cl chloridy

CMP cévni mozkova ptihoda

COX-1 cyklooxygenaza

CRP C-reaktivni protein (C-reactive protein)

DALI piimad selektivni LDL adsorpce (direct adsorption of lipids)

DD D-dimery

EDRF od endotelu odvozeny relaxatni faktor (endothelium derived relaxation
factor, NO)



EKG

FCH

FH

FN

FN HK

£ - £XI1
fIla - £XIla
FwW

GAG

Gln

Hb

HDL

HELP

HMG-CoA
HT

HTML
ICHDK
ICHS

IDL,

L.U.

iv.

LCAT
LDL

LF

elektrokardiografie

familidrni  kombinovand  hyperlipidemie  (familial  combined

hyperlipidaemia)

famili4rni hypercholesterolemie (familial hypercholesterolaemia)
fakultni nemocnice

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

koagulaéni faktory 1T - XII

aktivované formy koagulagnich faktord IT - XII
sedimentace erytrocytl

glykosaminoglykany

glutamin

hemoglobin

lipoprotein o vysoké hustoté (high density lipoprotein)

heparinem indukovana extrakorporalni LDL precipitace

(heparin induced extracorporal LDL precipitation)
hydroxy-methyi-glutaryl-koenzym A reduktaza
hematokrit erytrocytl (hematocrite)

hypertextovy znackovy jazyk (hypertext markup language)
ischemické choroba dolnich kondetin

ischemicka choroba srdeéni

lipoproteiny o stfedni hustoté (intermediate density lipoprotein)
mezinarodni jednotka (international unit)

nitroZilni, intravenozni

draslik (kalium)

lecitin-cholesterol acyltransferaza

lipoprotein o nizké hustoté (low density lipoprotein)

I.ékatska fakulta



LF UK
LMWH
Lp(a)
Na
NaC(l
NO
OKH
PAF
PAI
PAP

PBS

PDGF

PTA

PTCA

SD
TAG
UFH
UHKT
UK
VEN
VLDL

vWF

Lékaiskd fakulta Univerzity Karlovy v Praze

frakcionovany, nizkomolekuldrn{ heparin (low molecule weigth heparin)
lipoprotein (a)

sodik (natrium)

chlorid sodny

oxid dusnaty (nitrogen oxide); resp. EDRF

Oddéleni klinické hematologie

aktivacni faktor trombocytl (platelet activating factor)

inhibitor aktivatoru plazminogenu (plasminogen-activator inhibitor)
komplex plazminu s antiplazminem

oznaCeni pro  komeréné dostupny roztok pufru pouZivany

pti LDL-aferéze
od desti¢ek odvozeny rilstovy faktor (platelet derived growth factor)

perkutdnni transluminarni angioplastika (percutaneous transluminar

angioplasty)

perkutanni transluminarni koronarni angioplastika

(percutaneous transluminar coronary artery angioplasty)

statistické oznadeni pro smérodatnou odchylku (standard deviation)
triacylglyceroly

nefrakcionovany heparin (unfractionated heparin )

Ustav hematologie a klinické transfuziologic Praha

Univerzita Karlova v Praze

V3eobecnd fakultni nemocnice

lipoprotein o velmi nizké hustoté (very low density lipoprotein)

von Willebrandiv faktor

-10 -



1 UVOD — ROZBOR PROBLEMATIKY

Ateroskleréza a jeji komplikace patii ve vyspélych zemich, véetnd Ceské
venovana velka pozornost uz fadu desitek let. Pes toto mnoZstvi vynaloZené price
a prostiedkd v8ak stéle mira pozndni této choroby neni pfili§ uspokojiva, zejména pokud
se tyka jeji etiologie. Objevila se fada hypotéz, kieré vysv&tluji podatek d&ji vedoucich
k aterosklerotickym zmé.ném nejriznéjSimi  faktory, veetnd infekénich agens.
Vieobecng uzndvané teorie podrobng popisuji postupny vyvoj aterosklerotickych zmén
v covach pacienta, aviak otdzku prvotnich p¥i¢in ponechavaji nezodpovézenou a pouze

znalné obecne hovoti o multifaktoridlni etiogenezi onemocnéni.

Prostiednictvim statistickych Setieni se podafilo zjistit, které stavy a jevy p¥inaseji
zvySeni rizika rozvoje aterosklerézy u daného pacienta. Casto viak nezname
mechanismy jejich plsobeni a pfi¢inné souvislosti — proto o nich nehovoifme jako

0 pfi¢inach aterosklerdzy, ale pouze jako o rizikovych faktorech.

Pfi souCasném stavu pozndni je ovlivnéni tdchto rizikovych faktord jedinou
moznosti, jak zastavit, anebo alespoil zpomalit rozvoj aterosklerotickych zmén
anaslednych komplikaci. V pfedkldadané praci se zam&im na metabolismus
lipoprotein®, zmichZ pak v&nuji nejv&ty pozornost LDL svysokym obsahem
cholesterolu ~ rizikového faktoru, ktery lze v fad€ pFipadd pomémé snadno ovlivnit jak

zménou Zivotospravy, tak farmakologicky ev. extrakorporalni eliminaci. [2, 3]

1.1 LIPOPROTEINY A JEJICH PODIL NA ROZVOJI
ATEROSKLEROZY

Lipoproteiny pfedstavuji skupinu sloudenin zaji§tujicich jednak transport

nepolarnich litek — zejména triacylglyceroll (TAG, ,tukd“) a esterifikovaného

cholesterolu ve vodném prostfed krve, jednak strukturu biologickych membran. [4]

Lipidova slozka transportnich lipoproteinii zahrnuje (v riizném zastoupeni podle
konkrétniho typu lipoproteinu) triacylglyceroly, fosfolipidy, cholesterol, estery
cholesterolu a v malém mnozstvi t7 volné mastné kyseliny (FFA). Jejich nedilnou
soucasti jsou bilkoviny apolipoproteiny, které vyznamné ovliviiuji chovani lipoproteinii
v organismu svymi vazbami na receptory rdznych bungk, v nékterych piipadech pak

i pfimo zajistuji transfer lipidd & tvofi kofaktory enzyma.
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Hydrofobni slozky (triacylglyceroly a estery cholesterolu) jsou uloZeny v jadfe
lipoproteinové &astice, zatimceo jeji obal je tvofen amfifilnimi molekulami cholesterolu
a fosfolipidy, jeZ jsou orientovany dovnitf svoji hydrofobni (nepoldrni) &ésti a ven asti
hydrofilni (polérni). Apolipoproteiny (apoproteiny) pak mohou byt relativnd voln&
vazany na okraji ¢dstice (tzv. periferni apolipoproteiny), nebo mohou prostupovat
vrstvou fosfolipidi a cholesterolu do nitra &stice (integralni apolipoproteiny). Periferni
apolipoproteiny mohou byt, vzhledem ke své relativng volné vazbé, snadno pfedavany

na jiné &astice, zatimco integralni apolipoproteiny jsou vazany pevné.

Lipid Plasmatickd hladina [mmol.L"]
Triacylglyceroly 0,9-2,0
Fostolipidy 1,8-5,8
Celkovy cholesterol 2,8-8,3
Volny (neesterifikovany) cholesterol 0,7-2,7
Volné (neesterifikované) masiné kyseliny 0,2-0,6

Tab. 1: Fyziologické hodnoty lipidii v lidské krevni plasmé — podle [4]

1.1.1 Klasifikace lipoproteinti

V bézn¢ praxi obvykle lipoproteiny d&lime ultracentrifugaci podle hustoty, coZ je
deleni odpovidajici i jejich chemickému slozeni a chovani jednotlivych frakei
vorganismu (Tab. 2). Rovndz je mo’no lipoproteiny rozd&lovat elektroforézou
na -, B-a pre-B-lipoproteiny, resp. jesté detailnji pomocf imunoelektroforézy (coz

viak pfesahuje ramec této dizertace).

Zastoupen{ apolipoproteint je pro jednotlivé &astice typické (Tab. 3). Jak jiZ bylo
uvedeno, integrlni apoproteiny jsou pro &astici typické (napt. apoB-48 pro
chylomikrony), zato zastoupeni povrchovych apolipoproteini se v pribshu cirkulace
castic v krvi miize lisit, protoZe tyto bilkoviny se mohou mezi jednotlivymi lipoproteiny

piedavat a tak ovliviiovat jejich metabolismus.
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1.1.1.1 Chylomikrony a remnanty

Castice  chylomikront jsou formovany venterocytech a dostavaji se
prostiednictvim lymfy do krevniho fedist€. SlovZi pro transport TAG novd
syntetizovanych v enterocytech zlipidd potravy a téZ pro pienos cholesterolu
vstfebaného ve stievnim lumen. Jsou z lipoproteinovych &dstic nejvétsi a maji nejmensi
hustotu, jejich strukturnim apoproteinem je apo B-48. Jiz v prib&hu transportu krvi
probiha vyména nékterych jejich soudasti s jinymi lipoproteiny: Apoprotein A piechézi
do HDL a do plasmy, zatimco naopak apoproteiny skupiny C a apoprotein E piestupuji
zHDI. a VLDL do chylomikronil. Pfitomnost apoproteinu C-II na povrchu &astice
aktivuje enzym lipoproteinovou lipdzu, zakotvenou na endotelu kapilar zejména
svalové a tukové tkang. Enzym 5t8pi TAG na FFA a monoacylglyceroly, které
pfechdzeji do tkdné, kde slouzi jako zdroj energie, pfipadné jsou vyuZity k resyntéze

TAG v zasobnim tuku. Na aktivaci lipoproteinové lipdzy se podili rovnéZ inzulin.

Po degradaci pfevazné Casti triacylglycerold zjadra chylomikronii pfechdzi
nadbyteény plastovy material spolu s apoproteiny A-I, A-Il a C do &stic HDL. Tim
z chylomikrontt vznikaji zbytkové &astice (remnanty), které si zachovévaji strukturni
apoprotein  B-48. Remnanty jsou déle receptorové vychytavany hepatocyty

(prostfednictvim vazby na apo E), internalizovany spolu s receptorem a katabolizovany.
Hladina chylomikronti v kevi je vyrazné proménliva, nejvyssi hodnoty dosahuje
za3-6 hodin po jidle, nasledn¢ rychle klesd (spolodasem kolem 1 hodiny).
Po 12 hodinéch laénéni jiZ chylomikrony nejsou obvykle pfitomny.
Chylomikroiy nejsou povazovany za aterogenni Gastice, u pacientdl s jiZ rozvinutou
aterosklerézou viak miiZe mit vyznam jejich trombogenni efekt. Oproti tomu vztah

remnantl k aterosklerdze je povazovan za prokdzany.
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Slozent

Relativni zastoupeni jednotlivych lipidi [%6]

Volné
Velikost Hustota | Proteiny | Lipidy Triacyl- Fosto- Estery Volny masing
Frakce Pivod [nm] [kg.m™] [%6] [%0] glyceroly | lipidy | cholesterolu | cholesterol kyseliny
Chylomikrony GIT 90-1000 <950 1-2 98- 99 88 8 3 1
Lipoproteiny s velmi nizkou . ) i )
hustotou (VLDL) GIT, jétra 30-90 950-1006 7-10 90-93 56 20 15 8 1
Lipoproteiny s intermediami VLDL, ) )
hustotou (IDL) chylomikrony 25-30 1606-1019 11 89 29 26 34 9 ]
Lipoproteiny s nizkou
hustotou (LDL) VLDL 2025 1016-1063 21 79 13 28 48 10 1
o S famaaGIT | 4000 | 1063-1125 | 33 67 16 43 31 10
: VLDL?

HDL; Chylomikrony? 7,5-10 1125-1210 57 43 13 46 29 6 6
Volné mastné kyseliny Tukové tkait > 1281 99 1 0 0 0 0 100
vazané na albumin

Tab. 2: Frakce lipoproteinit a jejich viastnosti




_SI_

Relativni molekulova

Apolipoprotein Pitvod Vyskyt v lipoproteinech Funkce apolipoproteinu
hmotnost
apo A-l S;r;;:” HDL, chylomikrony 28 000 Aktivitor lecitin-cholesterol acyltransferazy (LCAT)
apo A-I1 S}g;:’ HDL, chylomikrony 17 000 Aktivator jatern{ lipazy, strukturn{ protein HDL
apo A-IV Stievo HDL, chylomikrony Asistuje pfi transportu triacylglycerolii
apo B-43 Stievo Chylomikrony a zbytky (remnants) 260 000 Strukturni protein
apo B-100 Jatra VLDL, L.DL, DL 550 000 Strukturni protein, ligand pro LDL-receptor
apo C-1 Jatra Chylomikrony, VLDL, IDL, HDL 7 600 Aktivator LCAT
apo C-I1 Tatra Chylomikrony, VLDL, IDL, HDL 8 800 Aktivétor lipoproteinové lipizy
apo C-1il Jatra Chylomikrony, VLDL, IDL, HDL 8750 Inhibitor lipoproteinové lipazy
apo D Jatra Subfrakce HDL 20 660 Transfer esterli cholesterolu
latra, Strukturn{ protein, ligand t t &astic a LDL
apo B periferni | Chylomikrony, VLDL, IDL, HDL 34 000 uiturni protem, ligan f;ge‘;‘;ip o remnant castic a
tkang

Tab. 3. Prehled apolipoproteinii




1.1.1.2 Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou — VLDL

Castice VLDL jsou syntetizovany v hepatocytech. Nové vytvofené &astice jsou
bohaté na TAG a relativné chudé na estery cholesterolu, obsahuji strukturni apoprotein
B-100 a rovnéz apoprotein fady C a apoprotein E. Tyto tzv. nascentni Sastice VLDL
Jsou postupné v plasmé z ¢astic HDL obohacovany o estery cholesterolu a apoprotein
C-II, C-II1 a E, &imz vznikaji zralé &astice VLDL.

Stejn€ jako v ptipadé chylomikroni rovndz VLDL &éstice postupné pFichdzeji
aktivitou lipoproteinové lipdzy o obsah TAG, naleZ nadbyteéné plagtové fosfolipidy
a n&kter¢ apolipoproteiny pfechdzeji zp&t do HDL. Pologas VLDL &4stic se pohybuje
kolem 2-4 hodin,

Jejich aterogenni vliv je sporny, pfevazné se soudi, Ze aterogenezi ovliviiuji pouze

nepfimo — plisobenim na ostatni tidy lipoproteind.

1.1.1.3 Lipoproteiny s intermediarni hustotou — IDL

Castice IDL vznikaji odbourdvanim &stic VLDL, ve kterych zﬁstaly
triacylglyceroly a estery cholesterolu ve vyvaZzeném poméru. Z VLDL. v nich také ziistal
strukturni apolipoprotein B-100 a také apoprotein E. V&tsina IDL &4stic je vychytavéna
jatry prostiednictvim vazby apoproteinu E na apo B/E receptory, zbytek (kolem 30 %)
je jaterni lipazou déle zbavovan triacylglyceroldi a mastnych kyselin, soudasnd se

uvoltiuji apoproteiny E a C, ¢imZ z IDL vznikaji LDL-partikule.

IDL jsou fazeny mezi aterogenni &4stice.

1.1.1.4 Lipoproteiny s nizkou hustotou — LDL

Jadro LDL &astic obsahuje pfedev$im estery cholesterolu a malé mnoZstvi TAG,
v plasti obsahuji fosfolipidy a volny cholesterol; jedingm apoproteinem je B-100. Z cca
75 % jsou metabolizovany receptorovou cestou, pfevaing v jatrech, i kdy# LDL
receptory mohou tvofit viechny burky organismu. Cholesterol se takto dostavi
k perifernim tkanim, kde mize byt fyziologicky vyuZit jako sout4st membréan. Polo&as

t&hto lipoproteint je relativné dlouhy, cca 1,5 dne.

LDL receptor rozpozndva apoproteiny B a E, proto je nékdy také nazgvin B/E
receptor. Nové syntetizované receptory vyplavou na povich buiky, kde cestuji

do zvladtniho mista na bunééné membréng — tzv. potaZené jamky (coated pit).
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Zde dochézi k navazani LDL (resp. IDL) a nésledné je cely komplex internalizovan,
splyva s lyzosomem, kde je celd partikule katabolizovéna. Uvoln&ny receptor miiZe byt
recyklovan a opét pfejit do bunééné membrany. Cely mechanismus receptorové cesty
metabolismu LDL je znaéné komplikovany, proto zde miZe dochazet k celé tads

riznych poruch, které mohou mit odli§nou klinickou manifestaci (viz dale).

Zbyly LDL je pak odsouvan zplasmy extrareceptorovou cestou, kdy unika
z krevniho te€i8té do intersticia, kde je pohlcovan fagocytujicimi buiikami (scavenger
system). Problém pfedstavuje nadbytek cholesterolu, ktery butiky (s vyjimkou
hepatocytl a bun€k syntetizujicich steroidni hormony) neumi metabolizovat. Jedinou
moznou metabolickou cestou pro né pfedstavuje esterifikace mastnymi kyselinami
a hromadéni, coz vyusti aZz v pfeménu fagocytu na p&novou butiku. Tomuto zpiisobu
katabolismu podléhaji zejména LDL &astice, ukterych doslo vlivem oxidace,
lipoperoxidace €i glykace lipidovych nebo proteinovych slozek ke zméng struktury,

kterd negativné ovliviiuje moZnost vazby na LDL receptor.

LDL jsou povaZovany za hlavni aterogenni lipoproteiny, pfidemz pravé

modifikované &astice hraji v procesu aterogeneze nejdileZit&jsi tlohu.

1.1.1.5 Lipoproteiny s vysokou hustotou — HDL

Partikule HDL vznikaji v jatrech a ve stfeve, zfejm& také p¥imo v cirkulaci
z prebytecného pldstového materidlu chylomikront a VLDL. Jejich strukturnimi
apoproteiny jsou A-I a A-II, obsahuji rovné&Z apoproteiny fady C a E, které si vymé&huji

s VLDL a chylomikrony. Jadro HDL &éstic pak tvofi pfedev$im estery cholesterolu.

Nov€ vzniklé (nascentni) HDL maji diskoidni tvar, postupné viak se jejich jadro
plni estery cholesterolu, které jsou vytvafeny z volného cholesterolu, vychytavaného
plastém Castice z membran tkanovych bunék. Esterifikaci cholesterolu zajistuje enzym
lecitin-cholesterol acyltransferaza (LCAT). Kumulaci esterd cholesterolu v jadfe se
nascentni HDL méni na sférické HDL3 a poté dalsimi pochody na vétsi, mén& densni

HDL2.

Aktivitou cholesterolester-transfer proteinu (CETP, totoZny s apo-D) &ast estert
cholesterolu pfechdzi do VLDL ¢&i chylomikront ndhradou za triacylglyceroly. To se
podili na vzniku HDL2, jejichz &astice se zpét pteméni na HDL3 odbouranim TAG
jaterni lipazou a ¢astice HDL3 miiZe opét absorbovat cholesterol z tkani. Polodas HDL

Je jesteé delsi neZ tomu je u LDL.
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HDL ¢astice tak umoziuji  zpétnou cestu cholesterolu z tkani do jater bud’
prostfednictvim VLDL a jejich metabolismu, nebo i piimo — vazbou apo A-I
na receptory hepatocyiu. Jsou proto opravnéng povaZovany za vyznamny ochranny

faktor v prilb&hu aterogeneze.

1.1.1.6 Lipoprotein Lp(a)

Lipoprotein Lp(a) je tvoten &astici LDL, na jejiZ apoprotein B-100 je disulfidickou
vazbou pfipojen apoprotein(a), jehoZ struktura je podobna plasminogenu. Tim se
vyrazn€ snizuje afinita téchto Edstic k LDL receptoru a tudiZ zvysuje podil lipoproteint
katabolizovanych extrareceptorovym mechanizmem a tedy akceleruje aterogenezi.
Navic pak podobnost s plasminogenem vede k vyvazéni aktivatort plasminu a snizuje

fibrinolytickou aktivitu, a tak zvy$uje riziko vzniku trombu.
V klinické praxi jsou povazovéany za vyznamné hladiny Lp(a) vy3§i nez 0,3 gL

1.1.2 Cholesterol a jeho metabolismus [4]

Cholesterol je latka s amfipatickou molekulou, jejimZ zékladem je polycyklické

steroidni jadro, na n&jZ je na jednom konci navazan alifaticky Fetdzec a na druhém
alkoholova OH skupina. V t&le se vyskytuje univerzalng, diky svym vlastnostem sloui

jako jeden ze zakladnich stavebnich kameni bun&énych membran

Komplexni popis metabolismu cholesterolu pfesahuje rdmec této préce, proto bude
popsana pouze ta jeho ¢dst, kterd ma bezprostiedni vztah k tématu — patofyziologii
a terapii hyperlipoproteinémii.

W vy

Z metabolitd cholesterolu jsou kvantitativng jednoznadng nejvyznamngji Zludové
kyseliny, malé mnoZstvi se vyuZije na syntézu steroidnich hormoni

a 7-dehydrocholesterol je zakladem pro syntézu kalcitriolu (aktivni formy vitaminu D).
Cholesterol je jednak pfijimén v potravé (vyskytuje se v mnoha potravinich
Zivotisného ptivodu, nejvice je obsaZen ve vajednych Zloutcich, tudném mase, jétrech &
mozecku), jednak je syntetizovan télem de novo. Zvyseny pifjem cholesterolu potravou
snizuje jeho syntézu pouze v jatrech, extrahepatdlni syntéza ovlivnéna neni.
Transport cholesterolu mezi tkandmi a organy zajistuji lipoproteiny (viz vyse);
vétSina cholesterolu je transportovéna v esterifikované formé.

V lidském téle nejsou piitomny enzymy $tépici steroidni jadro. Cholesterol se

vyluduje povétSinou ve form& ZluCovych kyselin, které z&asti podléhaji
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enterohepatalnimu obghu, zéasti se vyluduje stolici v redukované podobé jako

koprostanol.

1.1.2.1 Biosyntéza cholesterolu
Syntéza cholesterolu de novo v tle je komplikovany mnohastupiovy proces, ktery
je dobfe prozkoumany a jehoz kli€ové kroky je moZno ovlivnit farmakologickou

intervenci.

Vychozi latkou syntézy je acetyl-koenzymA (acetyl-CoA), jehoZ dvs molekuly
jsou enzymem thioldza kondenzoviny na acetoacetyl-CoA. Nasledng je
acetoacetyl-CoA plisobenim hydroxymethylglutaryl-koenzymA (HMG-CoA) syntetdzy
kondenzovan s dalsi molekulou acetyl-CoA za vzniku HMG-CoA. Ten je nasledné

ve dvou stupnich redukovian HMG-CoA reduktazou na mevalonst.

Tento konkrétni krok limituje rychlost syntézy endogenniho cholesterolu, proto je
v klinické praxi velmi ¢asto pouZivana terapie inhibitory HMG-CoA reduktazy, tzv.
statiny. RovnéZ piirozena regulace syntézy cholesterolu probihd pfevazng na tomto

stupni — viz niZe.

Mevalonat je za tuCasti ATP vn&kolika stupnich postupng fosforylovan
aZ na mevalonyl-3-fosfo-5-pyrofosfat, ktery nasledns dekarboxylaci  prechazi

na isopentenyl pyrofosfat, zakladni jednotku isoprenoidi.

Postupnou kondenzaci tf molekul isopentenyl pyrofosfity vzniké farnesyl
pyrofosfat, jehoZ dv&é molekuly se spoji pyrofosfitovymi konci a po postupné

defosforylaci a redukel vznika molekula skvalenu.

Na této urovni existuje rovnéZ alternativni metabolicka cesta, kterd z isopentenyl
pyrofosfatu sméfuje nikoliv k syniéze farnesyl fosfitu a dale skvalenu, ale vraci se zpéet
az k HMG-CoA. Zménou poméru vyuZivani obou metabolickych cest je déana dalsi
mozZnost regulace syntézy cholesterolu, kterd miiZe byt perspektivng také terapeuticky
vyuZivana.

Po oxidaci skvalenu v endoplasmatickém retikulu na skvalen-2,3-oxid dochdzi
kuzavieni kruhu a vzniku steroidniho j&dra, ¢imz se skvalen-2,3-oxid pieméni

na lanosterol.

Na membrénach endoplasmatického retikula se lanosterol postupné pfemeénuje (jak

zménami postrannich Tet®zedl, tak presuny dvojnych vazeb v jadfe) pres
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14-desmethyllanosterol, zymosterol, A™**-cholestadienol a desmosterol a¥ na konetny
y ym y

produkt — cholesterol.

1.1.2.2 Regulace syntézy cholesterolu
Regulace syntézy cholesterolu probih4 pfevdZné na urovni piemény HMG-CoA
na mevalondt. V této regulact hraji roli jak humordlni pdsobky, tak i (v pripadé

hepatocytu) pfisun cholesterolu zprostfedkovany LDL-receptory.

Inzulin a thyroidni hormony zvySuji aktivitu HMG-CoA reduktizy, zatimco
glukagon a glukokortikoidy ji smZuji. Rovn&Z hladina koneCného produktu -
cholesterolu pfijimaného do bungk ve formé& LDIL-cholesterolu absorbovaného
receptorovou cestou dle testl in vivo reguluje aktivitu reduktézy, nikoliv viak pt¥imo,

ale nejspise ovlivaénim syntézy novych molekul enzymu.

Exprese LDL-receptortt na povrchu buiiky je pak fizena aktudlni potfebou
cholesterolu pro syntézu bunéénych membran a steroidnich hormond, v jatrech pak

mnoZstvim cirkulujicich LDL.

1.1.2.3 Zlutové kyseliny a enterohepatalni cyklus

Hepatocyty jsou schopny preméniovat cholesterol hydroxylaci a zkracenim
postranniho Fet€zce na primérmi Zlu€ové kyseliny (cholovou a chenodeoxycholovou),
které jsou konjugovany s aminokyselinami glycinem resp. taurinem a v konjugované
form¢ vylu€ovany do ZluCe. Ve stfevé pak vlivem stfevni mikrofléry dochazi
k dekonjugaci a 7o-dehydroxylaci primamich ZluCovych kyselin, ¢imZ vznikaji

sekundarni zlu€ové kyseliny (deoxycholova, resp. lithocholova).

Zlugové kyseliny ve stfevé zajisfuji emulgaci tukd pHjatych potravou
a za normalnich okolnosti jsou z naprosté vétsiny (98-99 %) zpétng vstfebdvany v ileu
a portalni cirkulaci se vraceji do jater, takZe denni ztraty stolici nepiesahuji 500 mg.
Enterohepatalni cyklus je natolik G¢inny, Ze celkovy pool miize obsahovat jen 3-5 g

Zlutovych kyselin, které absolvuji cely cyklus aZ 10krat denné.

Tento vysoky obrat ZluCovych kyselin skytd moZnost relativné vyznamného
terapeutického ovlivnéni. Zamezeni reabsorpce zlucovych kyselin at’ medikamentézné
(napf. plsobenim fibratl ¢&i cholestyraminovych pryskyfic) anebo chirurgickym
zakrokem (iledlni bypass) vede k jejich zvySenym ztratdm, coz vyvola potfebu zrychleni

jejich tvorby z cholesterolu, zvySena spotieba cholesterolu pak vede ke zvy3ené expresi
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LDL-receptort. a vkone¢ném vysledku kpoklesu hladin plasmatického
LDL-cholesterolu. Zablokovani syntézy cholesterolu de novo prostiednictvim stating

tento G¢inek déle potencuje (viz niZe).

1.1.3 Role LDL a HDL v aterogenezi

Tebaze aterogeneze je multifaktoridlnim procesem, klidovou roli v rozvoji tohoto

procesu hraje kumulace 1ipidi v intimé arterii. Na tomto faktu se shoduji ob& v soudasné
dob¢ nejuznévandjii teorie etiopatogeneze aterosklerézy, rozdil mezi nimi je pouze
v piedpokladaném sméru kauzalni souvislosti — lipidov4 teorie povazuje za primarni
akumulaci lipidG a dysfunkci endotelu povazuje aZ za jeji nasledek, zatimco teorie
endotelového poskozeni tvrdi, Ze primarni dysfunkce endotelu je tim Cinitelem, ktery

umoziiuje akumulaci lipidQ v intimé. [5, 6]

LDL pronikl¢ do intimy jsou vychytivany makrofigy, piipadné téZ burikami
hladké svaloviny a ty se timto postupné méni na pénové buniky. Infiltrace intimy
penovymi butikami vytvaii tukové prouzky, kieré jsou patrny jiz v détstvi. Tyto prouZky
jen minimain€ prominuji do lumina artérie a samy o sob& tak nemaji klinicky vyznam,

ale pfedstavuji prvni stadium potencialng nebezpeéného procesu.

Vlivem poskozeni funkce endotelu, doprovazené agregaci destidek a uvolfiovanim
fady trombocytarnich humoralnich &niteléi (zejména platelet derived growth factor —
PDGF) postupn& v misté tukového prouzku dochazi k proliferaci fibroblastii a myocyti,

¢imZ se tukovy prouZek méni ve fibrézni plat (aterom).

Hlubsi vrstvy fibrézniho platu postupng podiéhaji nekréze a tato nekroticka loziska
kalcifikuji, coz vede k pfeméng fibrézniho platu na komplikovanou aterosklerotickou
Kzi. ZXklinického hlediska se rozliSuji platy stabilni (maji nizky obsah lipidd,
nevykazuji tendenci k praskani a pfi postupném zuZovéni lumen se klinicky projevuji
typicky namahovou anginou) a nestabilni (s vysokym obsahem lipidi a Gastou ulceraci

¢1 rupturou vedouci k trombéze a nédhlému cévnimu uzavéru).

Ve viech stadiich procesu aterogeneze je klitovym zdrojem lipidé hromadicich se
veévni sténé LDL, zejména jeho modifikované formy (oxidovany, glykovany LDL,
Lpa), které nemohou byt odstratiovany receptorovou cestou a jedinou moZnosti jejich
eliminace je pohlcovini postupné vznikajicimi pénovymi butikami. Proto fada
rizikovych faktorti aterosklerozy (napf. koufeni & diabetes) ve skuteCnosti piisobi

prostfednictvim modifikace LDL ¢astic.
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Ke zvySenému uplatndni extrareceptorové eliminace LDL miZe rovnd dojit
pli vzestupu hladiny nemodifikovaného LDL, nejéastdji vlivem vysokého pijmu
v potrav€, ptipadné t¢Z pfi nadm&mé stimulované syntéze (u hormonalnich poruch -
viz vySe). Vysledkem je sniZend exprese LDL receptord v jatrech (,,down-regulation®).
To m4 za nasledek prodlouzenou dobu cirkulace LDL a tim i zvy3eni pravdépodobnosti

jejich modifikace,

Také porucha struktury nebo funkce LDL receptori mitZe vést k sniZent, ptipadné
Uplnému zablokovani receptorové eliminace. V tomto piipadé se extrareceptorova
climinace stiva pievazujic, resp. jedinou cestou odstrafiovani LDI, &stic z plasmy —

viz dal$f kapitola.

Na druhé strané HDL zajistuji odsun lipidd (zejména cholesterolu) z tkan{
ke zpracovéni v jatrech, proto jejich vliv na rozvoj aterosklerotickych zmén je ochranny

— brzdi jejich progresi a eventualng i podporuji regresi aterosklerotickych Iézi.

Vzhledem k tlohdm t&chto dvou lipoproteind je pro kliniku velmi dalezity jejich
pomér, bézn¢ vyjadfovany jako aterogenni index (AI), vypoditany jako pomér rozdilu
plasmatickych hladin celkového cholesterolu a HDL cholesterolu ku plasmatické
hlading HDL cholesterolu. Normalni hodnoty aterogenniho indexu nepfesahuji 3,5;
soucasti kazd¢ hypolipidemickeé 1¢é¢by by mélo byt vyhodnoceni vlivu pouZivané terapie

na hodnoty Al, aby nedochézelo k zvy¥ovani rizika naruenim tohoto pomeéru.

1.1.4 Poruchy metabolismu lipoproteint [5]

Je znidma fada patologickych stavii, pii nichZ je z nejrizngj¥ich pficin
metabolismus lipoproteinil narusen a jejich hladina v plasmé pacienta zmén&na oproti

fyziologickym hodnotam, uvedenym vyse v Tab. 1.

Podle etiologie se déli hyperlipoproteinémie na primérni, nazyvané téz familidmni,
které jsou podminéné genetickym defektem v metabolismu a na hyperlipoproteinémie

sekundarni, nasedajici na jiné zékladni onemocnéni.

Podle doporuteni EAS (Evropské spoletnosti pro aterosklerézu) se hyperlipidémie

déli podle pievazujiciho typu zmnoZeného lipidu na: [5, 6]
L. hypercholesterolémie
IL hypertriacylglycerolémie

[I. kombinované (smiSené) hyperlipoproteinémie

-22.



V Kklinické praxi se stdle vyuziva déleni podle fenotypu (plivodni Fredricksonova
klasifikace):

L Hyperchylomikronémie - vzdcnd, obvykle zplsobend defektem

lipoproteinové lipazy nebo apolipoproteinu C-11
IL Hypercholesterolémie — rozd&lovana dale na
a. typ Ila, u kterého je zvy$eny pouze LDL-cholesterol

b. typ lIb — kombinovand hyperlipidémie (kdy zvy¥ené hodnoty LDL
a VLDL vedou ke zvySenf hladiny TAG)

HI.  Hyperlipoproteinémie se soudasnym zvysenim chylomikront a IDL,
IV.  Hyperglyceridémie, izolované zvyfeni triacylglyceridii

V. Hyperlipoproteinémie s izolovanym zvysenim VIL.DL

1.1.4.1 Primarni hyperlipoproteinémie

Genetické  faktory zfejm& stoji v pozadi naprosté vétSiny  klinicky
diagnostikovanych hyperlipoproteinémii. Mnohdy v¥ak ke klinické manifestaci
geneticke predispozice vyrazné pfispivaji vlivy prostiedi (napf. stravovaci navyky)
angkteré jiné choroby. Rozvoj molekuldrné biochemické diagnostiky umo#nil
v posledni dobé snadno diagnostikovat jednotlivé typy genetickych postiZeni 1 v bézné

klinické praxi.

1.1.4.1.1 Familiarni hypercholesterolémie

Familidrmi hypercholesterolémie (FH) je autosomdlné dominantné dédiéné
onemocnéni zpsobené poruchou podtu, piipadng funkce LDL receptord. Je znamo jiz
vice neZ 700 rliznych mutaci, které vedou k vzniku této poruchy. Podle typu postiZeni

LDL receptorti se rozlifuje 5 t¥id: [7]

L Mutace zplisobujici nedostateSnou syntézu, ev. zrychlenou degradaci
receptort
II. Mutace naruSujici transport vzniklych molekul receptoru mezi

endoplasmatickym retikulem a Golgiho komplexem (obvykle v disledku

abnormdlni konformace proteinového fetezce)

I Mutace vedouci k expresi receptoré, které jsou normaing transportovany

na povreh bufiky, aviak nejsou schopny vazat apolipoprotein B-100
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IV.  Mutace naruSujici internalizaci receptorn  snavAzanou  &éstici

LDL-cholesterolu

V. Mutace branici uvolnéni ligandu vendosomu a tim blokujici recyklaci

receptort.

V heterozygotni formé se FII vyskytuje relativng &asto, v zAvislosti na zkoumané
populaci jeji frekvence kolisa mezi 1:500 a% 1:60. Hladina celkového cholesterolu
v plasme t&chto pacienti obvykle neptesahuje 10 mmol.L7, vzacn§ji mize dosahovat
ale i hodnot kolem 15 mmolL" a vy%e. Heterozygoti zlstdvaji relativné dlouho
asymptomatiéti, teprve v tieti dekad® Zivota miZeme u nich pozorovat typické projevy
akumulace lipiddi (arcus lipoides corneae, xanthomy, xanthelasmata), oviem JiZ v této
dob& mohou trpét pomé&rné rozvinutou aterosklerdzou, ktera se obvykle manifestuje
projevy ICHS jedt¢ pfed 50. rokem Zivota, a to zejména u murd, kde dochazi

k manifestaci aterosklerotickych zmén zpravidla difve, neZli u Fen.

Homozygotni forma FH je nepomémé vzacn&jdi, v nasi populaci se vyskytuje
s frekvenei cea 1:10°, oviem laboratorni i klinické pfiznaky jsou mnohem vyrazngjsi.
Celkovy cholesterol v plasmé se u téchto pacienti pohybuje v rozmezi 15-30 mmol. L,
proto jiZ v détstvi se rozviji ndpadnd %lachovd a ko’ni xanthomatéza. Akcelerace
aterosklerdzy dosahuje takového stupné, Ze se jeji klinické manifestace vietnd AIM
mohou objevit jiz pied desatym rokem Zivota a naprosta vét3ina pacientt bez adekvétn

1é¢by umirala v druhé dekads.

1.1.4.1.2 Familidrni defekt apo-B-100
Toto onemocnéni se svymi klinickymi projevy shoduje s FH, je vSak zplsobeno
mutaci v genu pro syntézu apolipoproteinu B-100, kterd vede ke vzniku molekul

apolipoproteinu, které nejsou schopny se vézat na pfisluiny receptor.

1.1.4.1.3 Polygenni hypercholesterolémie

Polygenni hypercholesterolémie neni jednozna¢né klinicky definovéna, obvykle
takto byvé oznatovan stav, kdy kombinace rozmanitych genetickych a zevnich viivi
vede k mirnému zvyseni celkového cholesterolu (obvykle do 8 mmol.L™"), oviem
iutéto diagnézy je jednoznalng prokdzand zvyiend incidence aterosklerotickych

komplikaci.
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1.1.4.1.4 Familidrni hyperlipoproteinémie typu I podle Fredriksona
Hyperchylomikronémie typickda pro tuto formu hyperlipidémie mize byt

podminéna tfemi rliznymi metabolickymi poruchami:
- deficitem lipoproteinové lipazy
- deficitem apo C-II (kofaktoru nutného k aktivaci lipoproteinové lipézy)
- pfitomnosti inhibitoru lipoproteinové lipazy.

Typické pro pacienty trpici touto chorobou je sérum vidy chylézni, i nala¢no,

v klinickém obrazu se ¢asto vyskytuji abdominélni koliky, nezfidka i pankreatitida.

1.1.4.1.5 Familidrni kombinovand hyperlipidémie

FKH je nej¢astéj3i geneticky determinovanou poruchou metabolismu lipoproteidi,
jeii vyskytuje se s frekvenci 1:50-1:100. Je ziejm& zpiisobena zvysenou syntézou apoB
v jatrech, coz vede ke zvySeni plasmatické hladiny CH a TAG. Zvy3eny byva LDL
a VLDL cholesterol, pfi€emz znatna &ist LDL cholesterolu je piftomna ve forms

malych denznich LDL &éstic, které vykazuji vysokou aterogenicitu.

1.1.4.1.6 Familiarni dysbetalipoproteinémie

Dysbetalipoproteinémie odpovida typu III podle Fredriksona. Jejim podkladem je
defekt genu pro apolipoprotein E, ktery zajistuje vychytdvani lipoproteidd bohatych na
TAG z plasmy. V klinickém obrazu u téchto nemocnych pievaZuje spiSe ateroskleroza

perifernich tepen, ale ani postiZzeni koronarniho ¥edisté neni vyjimkou.

1.1.4.1.7 Familiarni hypertriacylglycerolémie
FHTG je autosomédln€ dominantné déditné onemocnéni s relativné Sastym
vyskytem v populaci (1:300-1:500). Rovn&Z tato diagnéza je spojena s vyraznd

zvySenym rizikem aterosklerézy.

1.1.4.2 Sekundarni hyperlipoproteiné mie

Porucha lipidového event. lipoproteinového metabolismu miiZe doprovézet velmi
Sirokou 8kalu zékladnich onemocnéni, pfig¢emz? klinicky a biochemicky obraz mize byt
velmi rozmanity. Nejlastéji se sekunddrni hyperlipoproteinémie vyskytuje u diabetu,
hypertyre6zy, chronické renalni insuficience event. nefrotického syndromu, cholestézy
¢i mentélni anorexie, doprovazi viak i syndrom z nadmémé konzumace alkoholu a byva

zplisobovéna i nékterymi léky (anabolika, gestageny, kortikoidy).
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1.1.5 Moznosti terapie hyperlipoproteinémii [7]

V naprosté¢ vétSiné piipadii je moZné hyperlipoproteinémie korigovat pomoci
kombinace rezimovych opatfeni (dieta, zdkaz koufeni, pfim&feny t&lesny pohyb)
a farmakoterapie. Podle druhu hyperlipoproteinémie se ve farmakoterapii pouZivaji
(samostatng, nebo Castéji v kombinacich) fibraty, cholestyraminové pryskyfice a statiny
(inhibitory hydroxymetylglutaryl-koenzymA reduktazy). BliZe se (vzhledem k zaméfeni
t¢to prace) zminime o terapeutickych mozZnostech u pacientdl s familidrni

hypercholesterolémii.

1.1.5.1 Dietni opatfeni u familiarni hypercholesterolémie

U pacientll s familidm{ hypercholesterolémii nelze samotnymi dietnimi opatfenimi
dosahnout normalizace hladin cholesterolu, oviem vhodnd dieta miZe vyraznd
potencovat Géinek jinych forem terapie. Snahou je nejenom omezit pifsun cholesterolu
(max. 100 mg denné), ale také zvysit sekvestraci zlutovych kyselin poddvanim potravin
bohatych na rozpustnou vldkninu, kterd tyto Zluové kyseliny vaze. RovnéZ zména
spektra mastnych kyselin v potravé ve prospéch nenasycenych mastnych kyselin
(pfedevsim ze skupiny w-3) napoméhd sniZen{ plasmatickych hladin L.DL-cholesterolu.

[8, 9]

1.1.5.2 Farmakoterapie u familiarni hypercholesterolémie
SniZeni hladiny LDL-cholesterolu pomoci farmakoterapic milze byt dosaZeno
riznymi cestami:
- fibraty zvy3uji aktivitu lipoproteinové lipazy, urychluji katabolismus VLDL,
snizuji jeho syntézu a zvySuji transport cholesterolu z VLDL do DL, &imz

efektivné sniZuji hladinu L.DL-cholesterolu az o 20 %.

- cholestyraminové pryskyfice zvySuji sekvestraci Zluovych kyselin, &imz
dochazi k zvySeni konverze cholesterolu v jatrech na ZluSové soli, coZ vede
k vyZerpdvani zasob cholesterolu v jatrech, nésledné zvysené expresi receptoru
pro LDL-cholesterol a zvySeni vychytavani LDL-cholesterolu z plasmy.
Soucasné je viak stimulovana syntéza cholesterolu de novo, coz uéinek téchto

preparati limituje. [10, 11]

- niketinova Kkyselina a jeji derivaty snizuji produkci VL.DL, coZ efektivné

snizuje hladinu LDL-cholesterolu, zarovenl pii jejich poddvani dochazi
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k vzestupu HDL-cholesterolu. Vzhledem k neptijemnym vedlej$im a&ink{m

(flush) nejsou v evropskych zemich pfli§ pouZivany.

- statiny blokwji HMG-CoA reduktizu, kli€ovy enzym v pribshu syntézy
cholesterolu de novo, coz vede k zvy3eni exprese LDL-receptorti a naslednému
poklesu jeho plasmatickych hladin, rovndz dochazi k poklesu syntézy VLDL
a tim téZ k sniZeni plasmatické hladiny TAG. Monoterapii statiny lze dosahnout
poklesu hladin LDL-cholesterolu aZ o 35-45 % pii soudasném vzestupu
HDL-cholesterolu az o 10 %; je$t® lepsich vysledkd je moZno dosdhnout
kombinaci s pryskyficemi, nebot” ob& skupiny 1ékii se ve svém tiinku dopliuji.
Kombinace statinli s fibraty naproti tomu vhodnd neni, nebot p jejich

souCasném podavani hrozi riziko rhabdomyolyzy.

- inhibitory absorpce cholesterolu (Ezetimib) pfedstavuji nejnov&jii,
perspektivni tfidu hypolipidemik. Jejich tdinek spogiva v blokadg absorpce
cholesterolu ve stievnich buiikach na trovni karta&ového lemu. Jejich znaénou
vyhodou je jen minimélni ovlivnéni adsorpee triacylglycerold a vitamind
rozpusinych v tucich. Mohou byt pouZivany samostatné nebo v kombinaci se

statiny, kdy se ¢inek 1¢&iv obou kategorii vzajemné dopliiuje.

1.1.5.3 Extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu

Dietetickd opatfeni a farmakoterapie viak nejsou dostadujici u pacientl
s homozygotn{ formou familidrni hypercholesterolémie a 6% u nékterych pacientl
s heterozygotni  formou tohoto onemocnéni. [12,13] U homozygotd vzdy,
u heterozygotl pak pokud pfi maximalnich tolerovanych davkéch kombinované
farmakoterapie hladina LDL-cholesterolu piesahuje 6,4 mmolL' u pacientli
s symptomatickou ICHS, resp. 4,9 mmol.L"! u pacientd s klinickymi projevy ICHS, je
nutné pouzit nekterou z forem extrakorpordlni eliminace LDL-cholesterolu, jeZ jsou
popsany niZe. V pfipadé homozygotl je jiZ dnes extrakorpordlni eliminace

LDL-cholesterolu povaZovana za metodu volby a vitdlni indikaci. [6, 12]

1.1.5.4 Chirurgické metody v 16¢bé dyslipidémii

Teoreticky moznou alternativou extrakorporaln{ eliminace cholesterolu je omezeni
vstfebavani lipidd veetné cholesterolu z GIT provedenim chirurgickych uprav -
iledlntho bypassu [14], popf. portokavélniho shuntu. [15] Z hlediska chirurgické

techniky jde o relativn€ jednoduché operace, bohuzel pfindleji tak zivainé zésahy
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do obecného mechanismu vstiebavéani Zivin z GIT, Ze jsou spojeny se signifikantnd

zvySenou morbiditou a mortalitou,

1.1.5.5 Transplantace jater u familidrni hypercholesterolémie
Jaterni  transplantace u  pacientd  shomozygotni  formou familidrni
hypercholesterolémie by méla teoreticky byt velmi elegantni kauzdlni 1é&bou. Zdrava
darcovska jatra (s normalné funkénimi receptory pro LDL-cholesterol) by méla byt
schopna upravit hladinu LDL-cholesterolu do normalniho rozmezi jen s minimalni
podporou hypolipidemicke terapie. [16] BohuZel viak v soudasné dobé je stale jedts tato
lé¢ebnd metoda zatizena tak vysokou naslednou morbiditou a mortalitou, Ze ji nelze

u pacientt s touto diagndzou doporudit.

1.1.5.6 Genov4 terapie u familidrni hypercholesterolémie

PouZiti genové terapie k nahrazeni &i opravé vadného genu resp. k doplnéni
normalniho genu pro LDL-receptor v jaternich butikch stile je¥ts patii pouze do oblasti
teoretickych tivah. Problémem je zejména vlasini provedeni penosu genu — volba
vhodného vektoru. Zkudenosti z nasazeni genové terapie u jinych indikaci ukazaly, Ze
retrovirové vektory, které byly pii téchto pionyrskych pokusech pouZivany, vkladaji
prenasenou genetickou informaci do genomu cilové buitky do ndhodné lokalizace, &imz
mohou negativn® ovlivnit fungovani jinych genl a pfipadn& i zplisobit maligni

transformaci cilovych bungk.

1.2 HISTORIE A SOUCASNOST METOD EXTRAKORPORALNT
REDUKCE LDL-CHOLESTEROLU

Snahy o extrakorporalni eliminaci cholesterolu se objevily uz v poloving 70. let

minulého stolet. V 1€ dob¢ jeit& nebyl znam LDL receptor a jeho vztah k familidrni
hypercholesterolémii ani neexistovala moderni hypolipidemika jako jsou statiny.
Moznosti terapie byly u pacientd trpicich vyraznou hypercholesterolémii velmi

omezene a jejich progndza byla Spatna. [17]

1.2.1 Plasmaferéza

G. R. Thompson z londynské Hammersmith Hospital petoval o déti s homozygotni
formou familidrni hypercholesterolémie a uvédomil si, Ze u téchto pacienti jedinou
primdrni poruchou je excesivné zvySeni hladina cholesterolu; xanthomatdza

a aterosklerotické komplikace nastupuji aZ jako nésledky. Na zdkladé tohoto
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pfedpokladu pfisel v roce 1975 s jednoduchou myslenkou: Stav a progndzu pacientl by
bylo moZné zlep$it pouhym odstranénim hypercholesterolémie jako vyvolavajici
piiCiny, k ¢emuZz se rozhodl pouZit techniku vymény plasmy pacientii za plasmu
zdravych dérci. V té dobe¢ se jednalo o experimentdlni terapii, pouZivanou u jaterniho
selhani a leukémii, jejiz pouziti u hypercholesterolemickych pacientd bylo sice
teoreticky zvaZovano jiz diive [18], ale nikdy pfedtim nebylo realizovano v klinické

praxi.

Thompson mim& obménil postup pouZitim darcovské plasmy ochuzené
o lipoproteiny a zahy byl schopen ukdzat dramaticky efekt [é¢by na regresi kozni
a Slachové xanthomatozy. [19] Dalsi sledovéni nasledné prokazalo, Ze soustavné
opakovani t&€chto terapeutickych procedur po dobu nékolika let mé&lo pfiznivy vliv
na vyvoj korondrni aterosklerdzy [20] a prodlouzilo pieZivani pacientd s homozygotni

famili&rni hypercholesterolémii. [21]

Vyménna plasmaferéza je ovSem neselektivni terapie — spolu s cholesterolem,
jehoZ odstranéni je Zadouci, byly rovnéZ odstrafiovany cenné slozky plasmy; pacienti
byli vystavovani pfedevdim riziku infekei a krvaceni. Opakované poddvani darcovské
plasmy pak vyvoldvalo také piecitlivélost na lidské bilkoviny a alergické reakce
nejraznéjiiho typu - od sv&déni, urtikaroidnich vyrazek aZ po téZké Sokové stavy,
ohrozujici moznost dal§tho pokradovani v 1é¢bé. Ztéchto divodd bylo koncem
osmdesatych let od pouZivani této techniky postupné upoudténo a byla nahrazena

modernimi, selektivnimi technikami extrakorporalni eliminace cholesterolu.

1.2.2 Eliminace LLDI. vazbou na heparin

Prvni metoda selektivni eliminace cholesterolu byla vyvinuta nedlouho
po Thompsonove prikopnické praci. V kanadském Québecu, kde Zije mnoho pacientil
s FH, P. Lupien z Lavalovy Univerzity pouZil pro 1é€bu svych pacientd sofistikovanou
metodu: Vyuzil jiz vt¢ dobé znamé schopnosti LDL vézat se na negativné nabité
molekuly (jako napf. heparin) a pouZival k odstrandni LDIL agardzovy gel nasyceny
heparinem. [22] Praktické provedeni bylo ponékud primitivni a velmi pracné —
pacientim byla odebirdna krev do transfiznich vakid, naplnénych timto gelem.
Po kratké inkubaci se LDL navazal na heparin a krev byla pies filtr zachytavajici gel
vracena pacientovi. Pro dosaZeni poZadovaného poklesu LDL bylo nutné tuto proceduru
mnohokrat opakovat, avSak pfesto byly klinické vysledky srovnatelné s plasmaferézou.

Pro velkou pracnost tato metoda nikdy nedoséhla vyrazného rozsifeni a byla obdobng
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jako plasmaferéza nahrazena modern&$imi technikami. Princip extrakorporalni
selektivni adsorpce LDL viak pieckal az do soudasnosti a stal se zakladem vé&t§iny nyni

pouZivanych metod.

1.2.3 Imunoadsorpéni LDL aferéza

Nejstarsi z dosud pouzivanych technik specifické extrakorporalni eliminace LDL je
imunoadsorpce, poprvé popsana Stoffelem [23] v Némecku roku 1981. Béhem 80. let
minulého stoleti byla tato technika ddle rozvijena na mnoha pracoviitich, nejenom
jednim zpivodnich autord [24], ale i Saalem a Gordonem vUSA [25] &

Pokrovskym [26] v tehdej$im Sovétském svazu.

Stejn¢ jako vétsina soudobych metod extrakorpordlni eliminace cholesterolu
imunoadsorpce nepouZiva plné krve, vyZaduje separaci krevnich elementl od plasmy,
ktera je dale zpracovavéna samotnd. Toto technické TeSeni je vynuceno povahou
pouZitych adsorbért, pokud nejsou uzpisobeny pritoku piné krve; také by mohly
zplsobovat senzitivizaci leukocyt a z ni plynouci nezadouci reakce. Rovn&Z i relativng
mala ptimes trombocyth by mohla zplsobit ucpdni adsorbéru tohoto typu. K oddéleni
krevnich t€lisek od plasmy byvaji pouZivany separdtory krevnich t&lisek, pracujici na
principu centrifugace. [27] Tyto piistroje dokaZi zkrve odebrané pacientovi oddglit
velmi Eistou plasmu, aniz by doslo ke ztratdm dileZitych sloZek. Dfive bylo uvadéno, Ze
pfi separaci plasmy a jejim nasledném extrakorporalnim zpracovani mize dochdzet
k zvySené peroxidaci plasmatickych lipiddi (coZ by zvydovalo jejich aterogenni
potencial), aviak tato hypotéza byla nov&j$imi pracemi vyvrécena. [28] Pro separaci
krevnich télisek je také pouZivéana filtrace pfes membranové filtry, ktera viak vede
k vy8§imu poklesu HDL, coZ neni Z4douci. [27] V obou pfipadech je tieba do pFidavat
antikoagulatni  Cinidla, obvykle se pouZivd heparin vkombinaci s citraty

(napt. ACD-A).

Cista plasma poté prochazi adsorbéry, které obsahuji protilatky proti apo B-100,
obvykle navizané na sefarézovy gel. P prichodu plasmy jsou &4stice LDL, obsahujici
apo B-100 té€mito protilatkami vychytdvany, &imz postupné dochazi k saturaci
adsorbéru. B&n¢ pouZivané adsorbéry obsahuji 400-600 mL gelu a teoreticky mohou
vychytat mnozstvi LDL odpovidajici cca 3 g LDL-cholesterolu. Tato kapacita nebyva
v klinickém pouZiti ve vét3iné ptipad dostate¢nd. ZvySeni objemu adsorbérl by viak
vedlo k zv€tSeni extrakorpordlntho objemu, coZ u fady pacienti by bylo spojeno

s rizikem hypotenze a dal3ich komplikaci. Proto je nuiné pouivat adsorbéry ve dvojici
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a pouZité adsorbéry regenerovat. Regenerace se provadi promytim saturovaného
adsorbéru glycinovym pufrem s25% HCL (pH = 2,4) a néslednym promytim
fyziologickym roztokem pro ipravu pH. [29] Obvykle se béhem jedné procedury kazdy
adsorbér pouZije 2-5 krét a je promyto 4000-7000 mL plasmy. [30, 31] Diky regeneraci
je moZné pouzivat adsorbéry dlouhodobé pti minimdlnim poklesu jejich kapacity
[32, 33] Jejich Zivotnost je podle doporuceni vyrobee kolem 50 procedur a je omezena
spiSe starmutim gelu neZ vyCerpanim adsorpéni kapacity. Starnuti gelu podle nékterych
praci vede kzvySeni rizika uvolilovani mikropartikuli do systému a ndslednd
do krevniho ob¢hu pacienta. Tento jev byl prokdzan u nékterych jinych metod
extrakorpordlni eliminace LDL. [34-37] V nadi klinické praxi jsme se v3ak
s komplikacemi, které by se tomuto jevu daly piipsat nesetkali, tfebaZe jsme dfive
pouZivali adsorbéry i vice nez 100 krat. [38] Po promyti adsorpénimi kolonami je
plasma opét smichdvéna s krevnimi elementy a remixovand krev je vracena do ob¢hu

pacienta.

Vyhodou imunoadsorpéni LDL-aferézy je vysokd selektivita (dochézi jen
k nevelkému poklesu HDL) a velmi nizké procento véZnych neZadoucich reakef.
[39, 40} Na druhé strang je nutno ptiznat, Ze jde 0 metodu velmi niroénou na technické

vybaveni pracoviité a tudiZ i velmi nakladnou.

V poslednich letech se objevily snahy vyvinout imunoadsorpéni kolony, které by
misto sefarézového gelu pouZivaly jako noside anti-apo B-100 protilatek polymerové
membrany, zaloZené na polyhydroxyethylmethakryldtu (pHEMA), ptipadng
kombinovaném s komonomerem methakryloylamidofenylalaninem (MAPA). Vyhodou
pHEMA, resp. p(HEMA-MAPA) membrén je jejich kompatibilita s plnou krvi, co?
odstrafiuje nutnost pouZiti separatoru. V soucasné dob& viak je pouze experimentalni
metodou, jeji klinické pouZiti je otdzkou budoucnosti. Vysledky testd jsou jiZ nyni
velmi slibné ~ podatilo se dosdhnout vysoce specifické a udinné adsorpce LDI. pi
minimélnim poklesu trombocytl a leukocytd, rovnéZ je stejnd jako u klasické
imunoadsorpéni LDL-aferézy moZna regenerace a opstné vyuZiti adsorbérd (zatim

ove€fovano pouze na 10 cyklech). [41, 42]

1.2.4 Lp(a) aferéza
Ruské firma Pocard pogatkem 90. let minulého stoleti vyvinula [43] a roku 1993

uvedla na trh adsorbéry zaloZené na ovéich protilatkach proti Lp(a), navazanych

na sefarézovy gel. Obdobn€ jako adsorbéry s protilatkami proti apo B-100 jsou i tyto
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kolony opakovatelné pouZitelné. Tyto adsorbéry jsou urdeny pro 1é€bu pacientd
s izolovanym patologickym vzestupem hladiny Lp(a), prakticky neovliviiuji hladiny
jinych lipoproteind. [44-47] Autofi nevyjadiuji jednoiné stanovisko zejména v otazce,
nakolik je Lp(a) zdvaznym faktorem, aby byla tato pro pacienta obtéZujici a draha 1é¢ba
nutna. Pravdépodobné je v soucasné dobe racionalni stanovisko némeckych specialistd,
vyjadfené Borbergem: Pro pacienty sizolovanou zvy$enou hiadinou Lp(a) je nutno
doporugit sledovani vrstvy intima-media na krkavicich 1x ro¢né. Pokud by doSlo ziejmé
k progresi atheromatosnich zmén, je nutno uvaZovat o extrakorpordlni eliminaci.
U pacientli se zvySenou hladinou Lp(a) a dal8imi rizikovymi faktory (napf. koufenim,
hypertenzi, hyperurikemii atd.) je nutno snaZit se tyto faktory eliminovat. Pokud jsme
uspésni, pacient je jen sledovan jednou roéné (viz vySe). Pokud dal¥i rizikové faktory
eliminovat nelze, je nebezpedl zvySené a je nutno extrakorporalni eliminaci zvéii.
U pacienti se zvySenym Lp(a), neodstranitelnymi rizikovymi faktory a piedchozi
komplikaci atheromatozy, tedy pfi sekundérni prevenci napf. po piedchozim infarktu

myokardu, je extrakorporédlni eliminace Lp(a) velmi vhodna. [48, 49]

1.2.5 HELP

Roku 1983 byla publikovana dal$i metoda specifické extirakorporalni eliminace
LDL, narozdil od imunoaferézy zalozena na fyzikalng-chemickém chovani
lipoproteinti. Wieland a kol. vyuzili precipitace plasmatického LDL za piftomnosti
heparinu a sniZeni pH, proto svoji metodé dali nazev heparinem indukovani
extrakorporalni precipitace LDL a fibrinogenu (Heparin-induced Extracorporeal
LDL/fibrinogen Precipitation = HELP). [50, 51]

RownéZ tato metoda vyZaduje v prvnim kroku separaci plasmy a buné&énych slozek
krve. Na rozdil od imunoadsorpéni LDL-aferézy je vSak u HELP vyuZivana v tomto
kroku takika vyhradné filtrace pfes filtry z dutych vldken. [52] Plasma je pak
smichdvana s acetdtovym pufrem (pH = 4,84) obsahujicim heparin v mnoZstvi
100 UmL™. Vznikly precipitat je odfiltrovén pfi prichodu pres polykarbonétovy filtr
s primérem pérd 0,45 pm a nadbyteény heparin je z filtratu adsorbovan filtrem na bazi
diethylaminoethylcelulézy (DEAE). Poslednim krokem pfed smichénim plasmy
s krevnimi elementy a vrdcenim krve pacientovi je dialyza/ultrafiltrace proti
bikarbonatovému pufru, kterd obnovi fyziologické pH plasmy a odstrani prebyteéné

tekutiny. Vysledkem celé procedury je pokles LDL a Lp(a) o cca 60 % doprovazeny
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obdobnym (kolem 50 %) poklesem fibrinogenu, ktery dale potencuje pfiznivé udinky
poklesu LDL (viz déle). [33]

Ttebaze se jednd o technicky velmi komplikovanou proceduru, nebyly v praxi
po vice nez 120 000 provedenych procedurdch pozorovany Zadné zdvazné vedlejdi
Uinky. [52, 54-57] Nevyhodou viak zlstava technologicka naro¢nost a z ni vyplyvajici
nakladnost metody. Komparativni nevyhodou oproti ostatnim metodam je také limitace
objemu plasmy, ktery lze oSetfit vjedné procedufe — u standardnich setli vystadi
kapacita filtru na precipitat na max. 3 L plasmy. [58] Dalsi nevyhodou miiZe byt situace
u nékterych homozygotl, kdy je nuind eliminace kazdy tyden. Pak muizZe klesnout

hladina fibrinogenu na hodnoty pod 0,7 g.L"%, coZ je jiZ rizikem pro krvéceni.

1.2.6 Adsorpce pomocl dextransulfatu

Dal3f chemickd metoda extrakorpordlni eliminace LLDL byla uvedena do klinické
praxe roku 1985 Yokoyamou a kol. [59] Vyuziva dextransulfatu kovalentné vazaného
na celuldzu, kiery selektivné vaze VLDL a LDIL, aviak nereaguje s HDL, jak ve své
experimentalni praci autofi popsali jiZ roku 1984. [60] Plasma je v tomto pfipadé
oddélovana od krevnich elementl pomoci membranové filtrace, nebot’ pfi pouZitl
centrifugainiho separatoru by mohla byt kontaminovana trombocyty, které by adsorbéry
s dextransulfatem rychle ucpdvaly. [59] Zpoc¢atku byly pouzivany jednorazové
adsorbéry o objemu 400 mL, jejich adsorpéni kapacita v8ak byla velmi limitovana.
ZvétSeni objemu adsorbéri by pfineslo zvétseni objemu krve v extrakorporalnim ob&hu
s potencidlnimi zdvaznymi vedlej¥imi 0éinky, proto bylo zvoleno sofistikované
technické feSeni: Jednorazové adsorbéry byly nahrazeny dvojici 150 mL kolon, které
jsou stifdavé promyvany heparinizovanou plasmou a regenerovany hypertonickym
roztokem chloridu sodn¢ho (4,1% NaCl). Cely proces je fizen automatickym aferéznim
monitorem, takze je mozné jej cyklicky opakovat. MnoZstvi oSetiené plasmy je pak
limitované pouze maximalni tolerovanou dobou frvani procedury, obvykle
2,5-3 hodiny. [61] Tyto adsorbéry spolu s pfislusnymi kity byly uvedeny na trh firmou
Kaneka (Osaka, Japonsko) pod obchodnim ndzvem Liposorber. Pod touto znackou
dosahla tato metoda znaéného rozsiteni. Rada rozsahlych studii prokazala jejf efektivitu
v eliminaci jak LDL, tak i VLDL a Lp(a) pit minimalnim ovlivnéni hladiny HDL.
[62-64] Dnes je vyuZivana nejen u pacientll s hypercholesterolémii, ale i u fady dalsich
diagnéz (jak bude rozvedeno dale). [65-68] Vzhledem k mechanismu G&inku je

efektivni i u pacientl s vrozenym defektem apo B-100. [69]



V poslednich letech je dostupnd rovnéZ varianta adsorbéréi kompatibilni s plnou
krvi (Liposorber D), kterd piinds$i vyznamné zjednoduSeni procedury pii zachovani

selektivity a efektivity piivodnich adsorbéri. [70]

U vétSiny pacientll je LDL-aferéza s dextransulfitovymi adsorbéry dobfe snasena,
pouze sminimalnim vyskytem komplikaci. [62] V nékterych pfipadech se viak
vyskytly zavazné vedlej$i ulinky vedouci aZ k anafylaktickému Soku. Ukézalo se,
Ze pti€inou téchto reakef je masivni vzestup bradykininu u pacientil Ié€enych inhibitory
angiotensin konvertujiciho enzymu (ACE). [71-75] Dalsi prace odhalily sloZity
patogeneticky mechanismus, iniciovany aktivaci vnitfni cesty koagulatni kaskady
pouzitym adsorbérem. Na jeho negativné nabitém povrchu se vytvai komplex
koagulaéniho faktoru XII (Hagemanova faktoru), kininogenu (high molecular weight
kininogen — HMWK) a prekallikreinu (PK), nasledng& dochazi ke konverzi
prekallikreinu na kallikrein, ktery pak vyvolava uvoltiovdni bradykininu z HMWXK.
Bradykinin je za normalnich okolnosti neutralizovin ACE, ovem u pacientll 1édenych
ACE inhibitory je aktivita ACE sniZena a dochdzi k excesivnimu vzestupu hladiny
bradykininu. [76] RovnéZ miiZze dochdzet k vysraZeni fibrinu, ktery je viak vychytan
adsorbérem a zpisobuje pouze sniZeni pritoku plasmy ptistrojem, nevede viak
ke klinickym komplikacim. [74] Heparin, standardné u této metody pouZivany jako
antikoagulans, vnitfn{ cestu koagulaéni kaskady neovliviiuje — na rozdil od inhibitoru
serinovych protedz (nafamostat mesylat), ktery byl s Gspéchem pouZit pro prevenci
bradykininové reakce i bez vysazeni ACE inhibitord. [76-78] Neni to pfekvapivé,
protoZe fada faktordi krevniho sraZeni patfi mezi serinové protedzy. Presto je pfed LDL
aferézou s pouzitim dextransulfatovych adsorbérti dirazn& doporutovano vysazeni ACE
inhibitorh a jejich ndhrada antagonisty angiotensinového receptoru, které jsou bezpedné

1 p¥i pouzit{ heparinu. {79-81]

Obdobn4 reakce byla vzdcn€ pozorovédna i u pacientil Iéenych B-laktamovymi
derivaty [82] Vzestup bradykininu byva pozorovan i u fady jinych hemaferetickych
[83, 84] vetné dale popsané piimé adsorpce lipidi z plné krve (DALI), zatimco

imunoadsorpce a HELP jsou v tomto ohledu bezpetné. [85]

Jako dalsi vedlejsi t¢inek LDL-aferézy vyuZivajici dextransulfitovych adsorbérd
byla rovnéZz popséna aktivace komplementu, kterd je zplsobena nikoliv

dextransulfitem, ale celulézovym nosidem, resp. jeho hydroxylovymi skupinami. [86]
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1.2.7 Prim4 adsorpce lipoproteinu

Pocatkem 90. let minulého stoleti byl firmou Fresenius (St. Wendel, Némecko)
uveden na trh prvni komerén& dostupny nehemolyticky (a tudiZz s plnou krvi
kompatibilni) adsorbér pod ndzvem Direct Adsorption of Lipoproteins (DALI). Prvni
klinické pouZiti tohoto nového adsorbéru pak popsali Bosch a kol. roku 1993. [87]
DALI vyuzivd adsorpce LDL a Lp(a) na polyakrylamid potaZeny polyakrylatem.
Negativn€ nabité karboxylové skupiny polyakrylatu vytvafeji polyanionty, které
selektivn® reaguji s apo B-100 a touto elektrochemickou reakei imobilizuji lipoproteiny
obsahujici apo B-100, aniZz by dochédzelo k vyznamnym ztratdm HDL & fibrinogenu.
Kromé& lipoproteinli adsorbéry vychytavaji rovnéZ vapenaté a hofe¢naté ionty, proto
musi byt pfed pouzitim promyvany 6 L roztoku t&€chto elektrolyti, aby byly saturovany

a nevyvolavaly hypokalcémii resp. hypomagnezémii. [88]

DALI adsorbéry jsou jednordzové, jsou dostupné v objemech 500, 750 a 1000 mL,
pfiCemz jiz 500 mL verze postadi k promyti 1,5-2nasobku objemu krve pacienta, coz
ve vét¥ing piipadd je postadujici. [89,90] Jen v mimotfadnych pfipadech (u obéznich
pacientli s extrémni hladinou LDL) ani pouzitim 1000 mL adsorbéri nelze dosdhnout
poZadovaného snizeni LDL-cholesterolu na < 40 % vychozi hladiny. V t&chto pfipadech
byla tspé&né otestovana specidlni zakdzkové vyrabénd verze o objemu 1250 mL. [91]
Faktem a nevyhodou ovSem je, Ze velikost adsorbéru musi byt podle pfedchozi
zkuSenosti s danym pacientem a podle momentalni hladiny lipoproteind odhadnuta pfed
zahajenim vykonu. JestliZe je p¥i procedufe zapojen adsorbér s pfili§ malou kapacitou,
pak neni procedura dostatené G¢inné a opakovat ji je obtiZzné nebo nelze pro netmosné

prodlouZeni a ekonomické divody.

Vyhodami této techniky jsou dobra selektivita, vysokd efektivita a relativné
jednoduché pouziti, cena samotnych adsorbéri je viak ponékud vyssi. Rovnéz mize
pii standardné pouzivaném antikoagulacnim reZimu (iniciace heparinem a nasledné
udrzovani ACD) dochézet u pacientii 1é€enych ACE inhibitory k vzestupu bradykininu
obdobné jako u LDL aferézy s dextransulfatovymi adsorbéry, tfebaZze v ponékud
mensim méfitku a s mens$im potencidlem vyvolani klinicky zavaZnych vedlej¥ich
ucinkd. [85]

Jednoduchost a uZivatelskd piivétivost vedla k velkému rozsifeni této metody

a diky tomu byla publikovana dlouh4 fada praci hodnoticich jejf uéinky. Vé&tdina studii
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byla koordinovéna prikopnickym pracovistém Bosche a kol. [92-101]; mnoho praci
vSak pochdazi i z dalSich pracovist’. [88, 102-104]

1.2.8 Kaskadova filtrace, lipidfiltrace a rheoferéza

UrCitym protikladem vySe uvedenych specifickych metod eliminace LDL jsou
metody zaloZené na filtraci plasmy. Jejich historie zagina jiZ pocatkem 80. let minulého
stoleti kaskadovou filtraci, pfedstavenou Agishim a kol. jiZ v roce 1980 [105], kdy byla
viibec prvni alternativou vyménné plasmaferézy. Kaskadova filtrace ziskala sviij ndzev
na zakladé pouZité techniky dvoji filtrace. Prvnim membranovym filirem byla plna krev
rozd€lovdna na krevni elementy a plasmu. Ta byla dale filtrovana pfes druhou
membrdnu, kterd na zdklad® velikosti a charakteru molekul zachycovala piedeviim
LDL, Lp(a) a fibrinogen, mén¢ pak triacylglyceroly, HDL a imunoglobuliny. [106-112]
Selekiivita eliminace tedy byla (dle dne$nich mékitek) nepfili¥ dobrd, avsak oproti

vyménné plasmaferéze se jednalo o vyznamny pokrok.

Postupem cCasu byla kaskadova filtrace dale technicky zdokonalovana, zejména
ve smeéru snizeni ztrat HDL v prub&hu procedury. Moderni varianty vykazuji elimina¢ni
charakteristiky srovnatelné se specifickymi metodami eliminace LDL (alespoii pokud
jde o vliv na hiadiny lipidG a lipoproteiniy; procento zachyceného fibrinogenu je vyraznd
vy38i neZ u specifickych technik s vyjimkou HELP). [113, 114] Pro tuto zdokonalenou
variantu se jiZz nepouZivd nazev kaskadova filtrace, pro odlifeni od plivodni metody se

hovofi o lipidfiltraci. [115, 116]

Vyrazna eliminace fibrinogenu pii kaskadové filtraci &i lipidfiltraci nemusi byt
vzdy nezadouci, nebot’ vede k sniZeni viskozity plasmy a tim ke zlepSeni zejména
mikrocirkulace. To vedlo k cilenému vyvoji dali varianty kaskaddové filtrace, kterd
kromé& LDL a fibrinogenu cilené sniZuje i hladiny dal$ich vysokomolekuldrnich sloZek
plasmy (IgM, a-2-makroglobulinu), ¢imZ je sniZeni viskozity plasmy déle zvyraznéno.
Viskozita plasmy je kliSova pro rheologické viastnosti krve, odsud tato metoda ziskala
nazev rheoferéza. [117, 118] Rheoferéza je pouZivana ve specifickych indikacich —
v terapii suché formy vékem podminéné makuldrni degenerace [119, 120], nahlé ztraty
sluchu [121, 122] apod.
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1.2.9 Termofiltrace

Neptfjemnym technickym problémem u prvnich variant kaskadové filtrace byla

tvorba kryoprecipitatu, vyvoland ochlazenim plasmy v pritbéhu procedury. Novéjsi
varianty proto pouZivaji umélé dohivéni plasmy v mimot&lnim ob&hu na t&lesnou
teplotu. Nosé a kol. se pokusili zajit je§t& dale a zvy$ili teplotu plasmy v extrakorporalni
obéhu nad fyziologické hodnoty, ¢imZ dosahli sniZeni zirat HDL. [123] V pozdgjich
variantach t¢to metody bylo pouzivéno zvyseni teploty plasmy aZ na 42°C. [124] Tato
metoda byla populami zejména na pfelomu 80. a 90. let minulého stoleti, vzhledem
kndstupu lipidfiltrace a zejména k nedostateind prozkoumanému chovani
plasmatickych makromolekul pfi takto vysokych teplotach byla postupné opousténa

a v soucasnosti se jiZ nepouziva.

1.2.10 Precipitace vyvolana dextransulfatem

Pouze pro tpnost zminime druhou metodu vyuZivajici dextransulfatu, popsanou
JiZ roku 1988 Antwilerem a kol. [125] V tomto p¥ipad® nebyla vyuZivana adsorpce, ale
vysrdZeni LDL a VLDL. Za p¥itomnosti dextransulfatu a Ca** ionth (55 mmol.L™") tyto
lipoproteiny z plasmy precipitovaly a byly odfiltrovany. Pfebytedné vapenaté ionty byly
odstrafiovany dialyzou. Kromé poklesu LDL a VLDL (az o 65 %) pfi pouziti této
metody rovnéZ klesaly fibrinogen (19 %), albumin (15 %) a imunoglobuliny (19-24 %
podle tfidy Ig). V praxi tato technika nepfesahla stadium experimentalniho pouZiti, dal3i

klinické vysledky nebyly publikovény.

1.2.11 Srovnani klinicky pouZivanvych metod LDL-aferéz

V soutasnosti je béZné klinicky pouZivino 5 rlznych metod extrakorporéln
eliminace LDL: Imunoaferéza, HELP, adsorpce dextransulfatem, DALI a lipidfiltrace.
Dal3i metody se rozviji. Tiebaze se uvedené metody zdsadng 1id{ svymi principy, jejich
vysledky jsou velmi podobné (viz Tab. 4), coZ bylo potvrzeno dlouhou fadou navzijem
nezavislych studii. [126-133]
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IA HELP DSA DALI LF
} LDL-C 62-69 % 55-61 % 49-75% 53-76 % 61 %
} HDL-C 9-27 % 5-17% 4-17 % 5-29% 6 %
} Lp(a) 51-71 % 55-68 % 19-70 % 28-74 % 61 %
} TAG 34-49% 20-53 % 26-60 % 29-40 % 56 %
| FBG 15-21 % 51-58 % 17-40 % 13-16 % 42 %
1 1gG 25 % 16 % 11% 15-20 % 14 %
Naroénost -t A +++ + ++
Komplikace + + - ++ +

Tab. 4: Srovndni aktudinich metod extrakorpordini eliminace lipoproteintl, podle

[126]
Legenda: 14 — Imunoadsorpce, HELP — heparinem indukovand precipitace LDI, DSA — adsorpce
dextransulfdtem, DALI — pFimd adsorpee lipidi, LF — lipidfilirace, LDL-C — LDL-cholesterol,
HDL-C— HDL cholesterol, TAG — triacylglyceroly, FBG — fibrinogen, IgG — imunoglobulin G

1.3 EFEKTY LDL-AFEREZ

Jak bylo jiZz uvedeno vy3e, viechny aktudlné pouZivané metody extrakorporalni

eliminace LDL vykazuji velmi podobné vysledky. Z tohoto divodu budou rozebrany
jednotlivé druhy efektt pro viechny metody spoleéné; pokud v nékterych piipadech

existuji vyrazné rozdily mezi metodami, bude tak uvedeno v textu.

1.3.1 Biochemické efekty

1.3.1.1 Ovlivnéni plasmatickych hladin lipoproteint a lipida
Ovlivnéni plasmatickych lipoproteind je primarnim cilem terapeutickych
LDL-aferéz a s ohledem na tento u¢inek jsou také parametry procedur nastavovany.
Standardné pouzivanym cilem je vsouasnosti redukce okamzitych hladin
I.DL-cholesterolu po proceduie o vice nez 60 % hodnoty pred jejim zapodetim. Toho
lze dosdhnout u viech aktualné pouZivanych metod, lisi se vSak objemy plasmy, které je
numé oSetfit. Podobné jsou rovnéz zmeény v hladinach HDL-C, Lp(a) & TAG (viz
Tab. 4). V literatufe je dostupna fada vesmés starSich studii, které tyto vysledky

potvrzuji. [39, 109, 134-138] V soucasné dobé jsou k disposici kvalitni adsorbéry, takze
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lze vét¥inou docilit relativng rychle sniZzeni LDL-cholesterolu po procedufe az o 80 %.
Ztoho divodu skupina autorli ze SRN pokladd pozadavek snizit LDL-cholesterol
060 % =za piekonany a snazZi se docilit 80% sniZeni. [139] Zmapovan byl rovnéz
nasledny vzestup hladin lipoproteinii po prob&hlé procedufe, ktery bez soulasné
farmakoterapie vede k ndvratu na pivodni hladinu, zpravidla nejpozdé&ji béhem 14 dni.

Podavéanim statinii je viak mozZné rychlost vzestupu vyrazné sniZit. [140-142]

1.3.1.2 Vliv na syntézu cholesterolu

Nahlé a vyrazné sniZeni hladin lipoproteini LDL-aferézou bylo povaZovéno
zamozny stimul pro zvySeni endogenni produkce cholesterolu. Monitorovani syntézy
cholesterolu je mozné pomoci sledovani hladin jeho prekurzorl. Pro zachyceni akutnich
zmén je nejvhodngj$i sledovéni plasmatickych hladin  mevalonatu, zatimco
lathosterolu k cholesterolu. Pomoci kombinace téchto postupl se podafilo prokézat, Ze
LDL-aferézy provadéné jednou tydné po dobu $esti mésicl u pacientd s FI nemély
prokazatelny dlouhodoby vliv na syntézu cholesterolu. [143] Pouze v pfipadech, kdy
hladiny LDL-cholesterolu po procedufe klesly pod cca 1,5 mmolL” se objevil
ptechodny vzestup hladin mevalondtu a lathosterolu, coZ je vysvétlovano existenci
prahové hodnoty pro spusdténi této homeostatické odpovédi. Tento vysledek byl

prokazan i u pacientd 1é¢enych statiny. [144]

1.3.1.3 Vliv na kinetiku lipoproteina obsahujicich apo-B

Kinetiku lipoproteintl obsahujicich apo-B lze za pfedpokladu konstantni rychlosti
jejich syntézy uréit matematickou analyzou vzestupu jejich hladin po aferéze. Vysledky
riznych studii se vtomto ohledu li§i — Kroon a kol. u FH pacientd 1é8enych DSA
a statiny nalezli obdobné hodnoty pro LDL-cholesterol 1 Lp(a) [142], zatimco v jinych
publikacich byl uvadén rychlejsi vzestup LDL-cholesterolu [145] nebo naopak rychlejsi
vzestup Lp(a) po DSA. [146] Tyto rozdily jsou dény spiSe interindividualnimi rozdily

mezi pacienty neZ vlivem samotnych pouZitych metod.

Pfimé sledovani kinetiky apo-B je moZné pomoci znafeni apolipoproteinu
deuterovanym leucinem. Studie provedené touto metodou neprokazaly Zadné akutni
zmény v sekreci nebo katabolismu apo-B po procedute, objevilo se pouze kratkodobé
sniZeni pfemé&ny VLDL na ILDL. [147] V dlouhodobém sledovani vyvoje metabolismu

apo-B pfi tydné provadénych LDL-aferézach po dobu 3-6 mésich se rovnéz zadné
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zmeény nepodatilo prokazat. [148] Naproti tomu se potvrdil pfedpoklad zvySeni exprese

a aktivity LDL receptoru (alespofi u studovanych pacientt s FH). [149]

1.3.1.4 Ovlivnéni oxidace LDL a plasmatickych antioxidantt

Zcela podle ofekavani vede LDL-aferéza k akutnimu poklesu sérového vitaminu E
a P-karotenu (které jsou pfevazn& transportovany v LDL &asticich) o 50-60 %.
[150, 151] Pfesto nebyly v této studii prokdzany redukce poméru vitamin E/cholesterol
ani redukce poméru P-karoten/cholesterol v LDL &asticich pacientl lé&enych

LDL-aferézou po dobu aZ 9 let.

LDL-aferéza rovnéZ snizuje plasmatické hladiny dal$iho antioxidantu — selenu.
V tomto piipadé byl prokdzan nejenom akutni pokles, ale i chronické deplece selenu —
plasmatické hladiny u pacientd dlouhodobé léZenych LDL-aferézou byly o cea 25 %
niZ8{ nez u kontrolni skupiny. [152, 153] Navzdory tomu celd fada nezavislych studif
prokdzala sniZen{ oxidovatelnosti LDL u FH pacientt jak po jednorazové LDL-aferéze,
tak i vdlouhodobém 1é¢b&. Mechanismus tohoto udinku neni zcela objasnén,
predpoklada se, ze vliv zmény poméru star§ich a nov&jsich &astic LDL v plasmé.
Dal3im moznym mechanismem je zvySeni koncentrace plasmalogenti v LDL &asticich
po aferéze [154], nebot’ plasmalogeny patii mezi vyznamné lipofilni antioxidanty. [155]
Vzhledem k roli oxidovaného LDL v patogenezi aterosklerotickych zmén tento efekt
dale zvySuje létebny uginek LDL-aferéz. [156-161] Dalsiho zlepfeni je mozné

dosahnout snizenim oxidativniho stresu v prib&hu aferézy poddvanim askorbatu. [162]

1.3.1.5 Ostatni biochemické efekty LDL-aferéz
Vliv LDL-aferéz na biochemické parametry plasmy nezlstdvd omezen pouze

na lipoproteiny, jejich dopady jsou $irs.

Dlouhodobé zmény hladiny C-reaktivniho proteinu (CRP) je tieba pfipsat utlumeni
aterosklerotického procesu pii dlouhodob& opakovanych LDL-aferézach. [163] Byl
viak prokdzan i vyrazny akutni pokles v prilbéhu aferézy, kiery je vysvitlitelny pouze
pfimo adsorpci CRP. [164, 165]

Obdobné jsou jak pitmou adsorpci, tak i nepfimym mechanismem sniZovany té?
sérové hladiny dal$ich markerl a soudasné patogenetickych &initelli aterosklerdzy:

adhesivnich molekul - selektind (E-selektin a P-selektin), monocytarniho
chemotaktického proteinu (MCP-1), ICAM-1 a VCAM-1. [166-168]
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Dalsi studie prokdzaly vliv LDL-aferéz na zvySeni produkce vaskuldrntho
endotelidiniho riistového faktoru (VEGF-1) a inzulinu podobného ristového faktoru I
(IGF-I), coz vysvétluje pozorovany klinicky efekt u pacienti postizenych
ateroskler6zou perifernich tepen. [169] Popsén byl rovnéZ pokles albuminu [170],
thyroidnich hormonti [171] a leptinu (jehoZ nizké hladiny po aferéze jsou ziejmé

zodpov&dné za pocity hladu a nasledny vahovy piirtstek pacient(). [172]

Aktivace vnitini cesty koagulaénf kaskady (detailné rozebrand vyie) pak kromg
uvolnéni bradykininu vyvoldvd i zvydeni plasmatickych hladin NO, [173,174],
prostaglandinil [175] a nasledné i cyklickych nukleotidii. [176]

1.3.2 Hematologické a rheologické efekty

Klinicky nejvyznamnéj$ich ovlivnénim koagulagni kaskady je aktivace jeji vnitini
cesty v prubéhu aferéz, kterd je vriizné mife pfitomnd u viech aferetickych metod
a u aferézy s dextransulfatovymi adsorbéry miZe vést k zavaznym ne¥adoucim Gginkdam
(viz vySe).

Aferetické metody zplisobuji akutni pokles fibrinogenu a koagulaénich faktord V,
XIII, Xi a XII, von Willebrandtova faktoru, antitrombinu III a proteinu S, vedouci
k prodlouZeni koagula¢nich &asti. Vzhledem krizné mife ovlivnéni jednotlivych
faktorll rliznymi aferetickymi metodami jsou zde pozorovatelné vyrazné rozdily: DALI
a adsorbee dextransulfitem ovliviiuji vice aPTT, zatimco protrombinovy &as je ovlivnén

zejména dextransulfitovou aferézou a HELP. Oba indexy se viak normalizovaly jiz

druhy den po aferéze. [177, 178]

Specifikem HELP je aZ 50% sniZeni hladiny fibrinogenu, podstatng vyrazn&j3i ne
je tomu u jinych metod. SniZend hladina fibrinogenu pretrvavd cely tyden

po jednorazové aferéze. [179]

ZlepSeni rheologickych parametri plasmy (zejmeéna jeji viskozity) viak neni ddno
pouze sniZzenim hladiny fibrinogenu, proto bylo pozorovano u viech LDL-aferéz.
[180-184] Zaroveii dochdzi k sniZenf agregability erytrocytl, coz vede k vyrazn&j$imu
poklesu viskozity piné krve. [185, 186] Dochazi rovnéZ ke korekci abnormalit tvaru

erytrocytd [187] a obnoven{ normdlni funkce endotehu.

VSechny tyto faktory pak zapfidituji vyrazné zlepSeni parametrd zejm.
mikrocirkulace [188,189], které je zfejm& zodpovédné za ¥adu pozorovanych

piiznivych t&€inkd popsanych v klinice (viz niZe).
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1.3.3 Farmakokinetické efekty

Stejng jako je tomu u endogennich lipofilnich latek, rovnéZ farmaka lipofilniho

charakteru jsou LDL-aferézou do znainé miry eliminovdna zkrevniho ob&hu.
Konkrétnim piikladem miZe byt osud probucolu (lipofilniho antilipidemika), jehoz

hladina je v pribséhu LDL-aferézy sniZena cca na polovinu ptivodni hodnoty. [190]

Existuji v3ak i vyjimky, znichZ klinicky vyznamny je zejména cyklosporin,
pouzivany v imunosupresivni terapii u pf{jemct transplantatil, Celkem prekvapivé bylo
prokdzéno, Ze redukce LDL (v tomto konkrétnim piipadé vyménnou plasmaferézou)
vede jen k minimalnim ztratam cyklosporinu z plasmy, takze uprava davkovani neni

nutné. [191]

1.3.4 Vysledky LDL-aferéz v terapii aterosklerdzy

Primérni klinickou aplikaci LDL-aferéz je stile 1é¢ba pacientll se zdvarnymi
poruchami metabolismu lipidéi, zejm. familidrn{ hypercholesterolémie. V pritb&hu
dlouholeté terapic pacientt trpicich HFH se ukézalo, Ze nejenom mizi xanthomy, ale je
ivyrazn€ zpomalen postup rozvoje aterosklerézy, coZ bylo potvrzeno jak
ultrasonografickym, tak i angiografickym sledovanim. [192-194] PostiZeni kofene aorty
a s nim spojend ziskand aortdlni stendza (typické pravé pro pacienty s HFH) jsou rovnd?
pritkazn& spojeny s vysokymi hladinami lipidt v raném v&ku. [195] Proto je velmi
dilezit¢ co nejlasn&j$i zapoleti terapie u d&ti sdiagnostikovanou HFH - pfi
adekvatnich technickych opatienich (pfedplnéni aparatury) je mozné bezpeéns provadét
LDL-aferézy jiz od 3,5 roku veéku [196, 197], zatimco pouZivani statini u détskych
pacient(l je stale kontroverzni.[198] V piipadé pozd&jsiho nastupu 1é&by mohou byt jiz
koncem prvni dekddy Zivota pozorovany klinické projevy zejména koronirni
aterosklerézy, které nastésti dobfe reaguji na agresivni hypolipidemickou terapii
a obvykle nevyZaduji invazivni 16¢bu. [199] Uspéind a véas zahdjena terapie piinasi
itémto pacientim velmi dobrou prognézu, u pacientek s HFH byla jiz opakovangd
popsana Gspéiné zavrena t€hotenstvi [200-203] — a to i pFes vysazeni hypolipodemické

farmakoterapie, kterd je v gravidit® kontraindikovana. [204]

Terapeutické pouziti LDL-aferéz v8ak nenf vyhrazeno pouze pro pacienty s HFH &
t€Zkou formou heterozygotni FH. Pouze LDL-aferéza vkombinaci s maximélnimi
davkami statinil dokéZe sniZit plasmatickou hladinu cholesterolu natolik, Ze dochézi

nejen k pozastaveni, ale dokonce regresi aterosklerotickych zmén v koronarnim fedisti
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[205-208] i perifernich arteriich. [209-211] Vzhledem k vysokym nékladiim na 1é¢bu je

duleZité stanovit skupiny pacientd, ktefi budou mit z terapie nejvétsi prospéch.

Typickou indikaci LDL-aferéz byvala sekunddrni prevence aterosklerézy
v pfipadech, kdy nebylo moZné dosdhnout cflové hladiny LDL-C (< 3,4 mmol.L™)
kombinaci dietnich opatfeni a farmakoterapie. [212] V posledni dob& viak zavadéni
novych Iéiv (zejména kombinace statinil s ezetimibem) omezuje tyto piipady na
naprost¢ minimum. [213] Ojedinéle se dokonce uvaZuje o dostatednosti této

kombinované farmakoterapie i u HFH pacienti. [214-216]

Dalsi vyrazné profitujici skupinou byli pacienti po angioplastikiach
a revaskularizaénich operacich, dokud nebyly zavedeny stenty s potaZenym povrchem
(coated stents), které omezuji moznost retrombosy po vykonu. Zatimco u balénkovych
angioplastik (PTCA) ve v&t§in€ piipadl postatovala k prevenci restendz kratkodobé
nasazeni LDL-aferézy v obdobi provadéni vykonu [217-222], u revaskularizaci (af’ jiZ

koronarnich nebo perifernich) byva nutné dlouhodoba terapie. [223, 224]

LDL-aferézy se rovn€Z uplatiiuji vprevenci a terapii chronické rejekce
(akcelerované aterosklerdzy) transplantovanych srdei — [225-227]; také v téchto

ptipadech byva nezbyina dlouhodobd terapie.

Prokédzany byly piiznivé akutni Geinky jednordzové LDL-aferézy na rheologické
vlastnosti krve [188,228,229], vasodilataci zdvislou na endotelu [230] i celkovou
korondrni vasodilata¢ni kapacitu [231] a nésledn& na perfuzi tkéni. [232] Na zéklads
téchto zjisténi bylo navrZeno [233] a posléze i usp&ing realizovano [234] nasazeni
LDL-aferézy u akutnich ischemickych pithod. V tomto ptipadé se viak jednd aZ
o terapii tfeti volby, uréenou pro pacienty u nichZ neni moZné ani akutni provedeni

PTCA, ani trombolyticka [é¢ba.

1.3.5 Dalsi klinické pouziti

liZ zéhy po zavedeni LDL-aferéz do praktického pouZivani se zadalo uvaZovat

0 jejich nasazeni i u jinych diagnéz nez jsou aterosklerotické zmény. Zde se uplatiiuje
nejen sniZeni plasmatické hladiny LDL-cholesterolu, ale i redukce fibrinogenu a dalsich
plasmatickych sloZek, vedouci k sniZeni viskozity plasmy. Snizena viskozita plasmy
pak pozitivné ovliviiuje zejména stav mikrocirkulace. ZlepSeni mikrocirkulace je

u vEtsiny z t&chto nasazeni LDL-aferéz hlavnim mechanismem &inku, proto se v téchto
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pfipadech Casto uplatiluji techniky spojené s vyranou eliminaci fibrinogenu — HELP

a noveji pak rheoferéza.

Zieime nejastEjdi (a zcela urditdé nejvice publikovanou) indikaci ILDL-aferéz,
vyjma poruch metabolismu lipoproteind vedoucich k ateroskleréze, jsou nékterd
onemocnéni ledvin. Primdmim kandiditem na nasazeni LDL-aferéz mezi
nefrologickymi onemocnéni je fokalni segmentdlni glomeruloskleréza, u niZ je jiz
dlouho zndmy patogeneticky vliv hypercholesterolémie. Prvni velmi slibné vysledky
aferéz u formy této choroby rezistentni na tehdy standardni steroidni 1é&bu byly
publikovény jiz po¢atkem 90. let [235, 236] a od té doby jsou kontinudlng doplitovany
k tomuto tématu daldi prace. [237-246]

Dal$imi vhodnymi indikacemi se v této oblasti ukézaly byt rovndz diabeticka
nefropatie [247, 248], nefroticky syndrom sminimalnimi zm&nami [249, 250], &

renalni postiZeni pfi systémovém lupusu. [251]

Vposledni dobé rovnéZ nabyvd na vyznamu nasazeni LDL-afcrézy, event.
rheoferézy v terapii olnich chorob, zejména suché formy makulérni degenerace.
Nasazeni rheoferézy vyrazné zpomaluje progresi této choroby [119], pti¢em? uginek je
vyrazn€jsi u pacientll s vaZn&jSim stavem. [120] Prokézany jsou té% piiznivé uginky
kaskadové filtrace u diabetické retinopatie [252] a HELP aferéz u akutni ischemické

neuropatie n. opticus. [253]

Z dalsich klinickych nasazeni nemlZeme opomenout pouziti HELP aferéz
upacientl sndhlou ztritou sluchu. [254-257] Méné &asto se pak objevuji daldi
publikovand pouziti ILDL-aferéz, napf. u akutni pankreatitidy vyvolané
hypertriglyceridémii [258,259], poruch vyvolanych embolizaci cholesterolovych
krystaldl z nestabilnich plati [260-263] & diabetické gangrény. [264] Ojedingle byla
LDL-aferéza zkouSena v terapii n&kterych thesaurismoz [265], t&Zkych otrav [266] &
dilatované kardiomyopatie. [267] Spise zajimavosti je sniZeni HCV virémie [268, 269]
unemocnych s timto typem hepatitidy a hladin endotoxinu, CRP a TNF-a u pacienti

v septickych stavech [270], dosazené HELP aferézou.

1.3.6 Nezadouci G¢inky a komplikace

vvvvvv

procedury s relativné velkymi objemy zpracované plasmy. K dosaZeni terapeutického

efektu je tfeba LDL-aferézu pravidelng a dlouhodob& (vétsinou celoZivoing) opakovat.
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PredZasné ukondeni &i prodlouzeni intervalu mezi LDL-aferézami vede ke sniZeni
klinického t&inku. Cetnost a tiZe vedlej8ich Ginkd, stejné tak jako nepohodli pacienta
sehravaji roli pfi rozhodovani o délce procedur a intervalech mezi nimi, ovliviiuji

spolupréci s nemocnym a ve svém dasledku i efekt 1&&by.

Mezi nejéast&j$i nezddouci i¢inky hemaferetickych procedur, zvIadts pii vysokych
objemech zpracované plasmy, patfi pfiznaky citratové toxicity. Roztok citratu umoziuje
na principu tvorby chelatd s kalciem adinnou regiondlni antikoagulaci, potfebnou
k zamezeni tvorby trombi v pHstroji. Je priddvan ke krvi pacienta a po pasazi
piistrojem se dostava do jeho ob&hu. Pfisun citrétu k nemocnému zavisi na priitoku krve
piistrojem a poméru piidavaného roztoku citratu k pacientovs krvi, Tvorbou komplext
s ionty kalcia pisobi citrdt pokles ionizovaného kalcia v plasmé, na kterém se mage
podilet i diluce pacientovy plasmy nahradnimi roztoky nebo aplikace albuminu. [271]
Spolu s poklesem ionizovaného kalcia klesd t¢% ionizované magnézium, fosfaty
akalium, [272] V organismu je citrat rychle redistribuovdan a cestou cykiu
trikarboxylovych kyselin je metabolizovan na CO; a bikarbonat. Nasledkem odbourani
citratu se do krve opét uvoliiuje lonizované kalcium, tak’e pH b&mém davkovani
nedochdzi k vyznamné systémové antikoagulaci. Zajimavé je pozorovéni reverzibilniho
prodlouZeni QT-intervalu na EKG u darcii destiek jako nasledek sniZeni hladiny
ionizovaného kalcia. Zadny =z vySetiovanych darcd nemél t€78i symptomy
hypokalcémie. Prodlouzeni QT-intervalu bylo v&3{ u Zen ne? u mui a vymizelo
do 15 minut po aferéze. Vysledkem tohoto pozorovani bylo doporudeni vyettit osobni
a rodinnou anamnézu se zamé&fenim na synkopy a nahlou smrt v rodingé za Glelem

identifikovat nemocné s vrozeng prodlouzenym QT-intervalem. [273]

V souCasnosti neni jednoznatné doporudena metoda, jak redukovat citratovou
toxicitu pfi hemaferetickych procedurdch [272], i kdyZ je n&kolik postuptl, jak ji
predchézet. Prvnim je redukee priitoku krve vedouci ke sniZeni expozice citratu v Case,
ale za cenu prodlouZeni délky aferézy. Druhym monym fedenim je uZiti heparinu, které
sice sniZi spotiebu citrdtu, ale vede k systémové antikoagulaci a mize byt spojeno
srizikem krvécivosti, ale i jinych komplikaci. Tietim, nejCastjim Fedenim, je
suplementace kalcia, a to kontinudlni intravendzni infuzi nebo jako intravendzni bolus,
profylakticky, nebo az s prvnimi pifznaky. [274, 272] Roztok kalcia lze u¥it i peroralng.
Podobny ucinek jako kalcium mi i magnézium, které miZe na principu kompetice

o vazbu na citrat zvySovat hladinu ionizovaného kalcia a naopak. V praxi je mozné
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vSechny vySe uvedené postupy kombinovat. Potencidlni neZadouci G&inky, spojené
s podavanim kalcia, jsou piedeviim vazodilatace, arytmie a hypotenze. P¥ aplikaci
kalcia je tieba byt velmi opatrny (nebo se ji upln& vyhnout) u nemocnych s anamnézou
arytmii a s poruchami vedeni na EKG, zvla§ts pacientd léfenych digitalisovymi
preparaty, a pii hypokalémii. V souboru 400 vysokoobjemovych leukaferéz,
publikovaném Bolanem, se nevyskytly v souvislosti s podavénim kalcia Z4dné vedleji
reakce a uzitl heparinu nebylo tfeba. [274] Piesto se v literatufe objevuji ojedinglé
zpravy o zavaznych neofekdvanych reakeich u rutinnich hemaferéz, jako je naptiklad
zprava o zastav€ srdce pfi velkoobjemové leukaferéze u zdravé neptibuzenské darkyns
kmenovych buntk krvetvorby. [273] Nemocni, 1édeni LDL-aferézou se navic
od zdravych darch 1i§i pravdépodobnou & prokézanou pitomnosti koronarniho

postiZent.

V pribéhu hemaferéz dochézi k individualng variabilnimu poklesu krevniho tlaku,
ktery v zavislosti na velikosti poklesu a wvnimavosti pacienta miZe byt zcela
bez pifznaki nebo vyvolat pocit nevolnosti a mdlob a nebo vyjimeind vyustit
v kratkodobé bezvédomi. Casto je spojen s vazo-vagalni reakei. Na hypotenzi miZe mit
podil i presun &isti krve do extrakorpordlného obéhu a aktivace kaskady
komplementového systému pi kontaktu plasmy spovrchem separaéniho setu
aadsorpénich  kolon sndslednym uvolnéni mediatort anafylaktoidnimi
a vazodilatalnimi ¢inky. [276,277] S aktivaci komplementu miiZe souviset i vyskyt
hore¢ky, nevolnosti, zvraceni, svalové bolesti i duSnosti, zvIa%t& pfi adsorpénich
vykonech pouZivajicich stafylokokovy protein A, ktery komplement pfimo aktivuje.
Zévaingé, aZz Zivot ohrozujici jsou hypotenzni reakce, popsané predeviim
u dextransulfatovych adsorbentd v souvislosti s medikaci inhibitory angiotensin
konvertujictho enzymu (ACEi). [278] Reakee jsou spoustény kontaktem Hagemanova
faktoru s negativné nabitym povrchem dextransulfétu, coZ vede k produkei bradykininu,
silného vazodilattoru. [279] ACEi blokuji jeho odbouravéni s nasledkem prohloubeni
hypotenze. Klinickymi projevy jsou krom& hypotenze abdomindlni kiede, edém,
zvraceni, bolesti na hrudi, bronchospasmus, popfipadé aZ Sokovy stav. [279] Reakce
byly popsény téZ pfi imunoadsorpei kolonami obsahujicimi stafylokokovy protein A
[280] a pfi raznych dalSich procedurach. [281, 282] S moZnosti vyskytu anyfylaktoidni
reakee je nutno pfi pouZiti t&chto metod pocitat. Doporuduje se prerusit 1é8bu ACEi

na 24-72 hodin pted vykonem.
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Mezi dalsi vedlej$i u€inky hemaferéz patif alergické a pyretické reakce, projevy
pretiZeni néhradnimi roztoky, vzduchova embolie, minerdlové dysbalance, hemolyza,

obtiZe se zavedenim Zilnich vstupi a jejich komplikace. [283]

Pfed wZitim imunoadsorpénich kolon je tfeba zcela odstranit roztok PBS pufru
s ptimesf azidu sodného, kterym jsou kolony konzervovéany v dob& skladovéni, a ktery

nesmi piijit do styku s ob&hem nemocného.

Azid sodny je latka uZfvana pro sviyj baktericidni, herbicidni a antisepticky G&inek
v laboratofich a pro sviij explozivni potencial naptiklad v airbagu automobilt. Kromé
intravenozniho podéni se do organismu miiZe rychle a snadno dostat respiraéni cestou,
peroralné nebo vstfebat kizi. Plsobi jako silny vazodilatdtor s detnymi toxickymi
UCinky na bundény metabolismus. Klinicky se otrava projevuje v&tSinou nezavisle
na brang vstupu piedev§im t&€zkou hypotenzi, dédle se objevuje nevolnost, zvraceni,
prijjem, bolesti hlavy, dufnost aZ plicni edém, metabolické acidéza, poruchy srdeéniho
rytmu a razné neurologické postiZeni. Doba od expozice do nistupu hypotenze mé
prediktivni hodnotu ~ rychly nastup pf{znakid znadi benigni charakter otravy, naopak
pozdni nastup pfiznaki ( > 1 h) je zndmkou fatédlniho konce. Fatalni davka je = 700 mg
(10 mg kg™, neletalni davka je 0,3-150 mg (0,004-2 mgkg"). Specifické antidotum
neni znamo. Prevenci otravy je edukace pracovnikd vriziku a striktni dodrZovani
pracovnich postupd. [284,285] Jednotliva pracovist® zavadji rfiznd bezpenostni

opatieni, napfiklad proplachovani kolon v oddélené mistnosti od nemocnych.

1.4 HISTORIE A SOUCASNOST LDL-AFEREZ V CR

V Ceské republice se problematikou separatnich technik zabyvala od zadatku
80.let Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FN HK). [286] Oddéleni klinické

hematologie pfi H. interni klinice FN HK m4 jako akreditované separacni centrum

bohatou zkuSenost s vice neZ 1500 1é¢ebnymi vykony LDL-aferézy. Jak plasmaferéza,
Jako nespecifickd metoda, tak od roku 1996 i selektivni LDI-aferéza byly v 16¢bs
hyperlipidémii na tomto pracovisti uplatnény jako prvni v nasi zemi. Predmétem nageho
léCebného snaZeni je také komplexni pfistup k ovlivnéni komplikaci vzniklych na
podklad¢ aterosklerdzy, opakované byla prokdzéna diileZitost fluidokoaguladni
rovnovahy. Metabolickd efektivita LDL-aferézy se vaZe na zpomalenim postupu &i

dokonce na ustup koronarni aterosklerdzy. [287)
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Od roku 1999 se lé¢ebné LDL-aferéze vénuje také pracovists pii III. interni klinice
I. LF UK a VFN v Praze. Od roku 2000 provadi imunoaferézu u myastenie gravis
IL internf klinika, OKH v Hradei Krdlové, pozddji téhoZ roku do roku 2005 FN
v Ostrave a od 1. 2004 metodou se staphylokokovym antitoxinem A skupina pracovniki
v UHKT Praha,

1.5 MATEMATICKE MODELOVANI LDL-AFEREZ

Matematické modelovani parametri souvisejicich s LDL-aferézami mtiZeme

rozdélit na dva zakladni obory:

- Vyzkum zaméfeny na studium a modelovani vyvoje hladin
LDL-cholesterolu mezi jednotlivymi procedurami (tzv. rebound kinetiky)

se snaZi optimalizovat intervaly mezi jednotlivymi procedurami.
- Prace studujici prib&h samotnych procedur s cilem optimalizovat jejich

provadéni,

1.5.1 Modelovani kinetiky LDI.-cholesterolu mezi procedurami

VetSina  praci  zkoumajicich  kinetiku  LDL-cholesterolu v souvislosti
s LDL-aferézami se zabyvd kvantifikaci poklesu LDIL-cholesterolu po provedeni
aferézy a priibéhu jeho nésledného vzestupu (coz byva bézné oznatovano jako rebound
kinetika). Prikopnickou prici v tomto oboru uveiejnili Kochinke a kol. jiZ v roce 1988
[288], nov&jsi prace pak jejich vysledky potvrdily [147], [149] a sousttedily se zejména
na odvozeni metod vypoctu stfednich hladin LDL-cholesterolu a daliich lipoproteinti

v pribéhu intervalu mezi procedurami. [141, 142, 289-291]

Na zdkladé téchto vysledki je v soucasnosti vSeobecn& akceptovan tydenni interval
provadéni LDL-aferéz u homozygotnich pacientd sFH, ktery je (za predpokladu
soucasné terapie statiny v maximainich tolerovanych davkach) postadujici k udr¥eni
sttednich hladin LDL-cholesterolu v piijatelném rozmezi. Rovnds je povazovan
za akceptovatelny vypodet této sifedni hladiny pouze zhodnot na zalatku a konci
intervalu, tedy po ukonéen{ procedury a pted zapodetim dal$i. V praxi viak takto Sasté
opakovani aferéz nebyvd vidy moZné dodrZet, nebot to nedovoluje stav Zil pacientd.
[33]
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1.5.2 Modelovani kinetiky LDL-cholesterolu v priibéhu procedury

Na rozdil od modelovani rebound kinetiky byva tato oblast obvykle opomijena,
nebot pro urCovani spravného rozvrhu procedur jsou pouzivany postupy doporuované
vyrobei vybaveni. U vétSiny pouZivanych technik je tento pfistup plné opodstatnény,
aviak u nékterych technik (jmenovit® u ndmi studované imunoaferézy) neni vhodny,

nebot’ spradvna volba parametrli vyZaduje vysoce individualni p¥{stup.

Teoretickd stranka modelovani kinetiky LDL-cholesterolu v priibéhu aferéz byla
detailné rozebrana Stefancem v praci, kterd se stala jednim z vychodisek na3i studie.
[292] Dospél zde k zavéru, Ze pro modelovani kinetiky v prab&hu aferetické procedury
lze pouzit jednoduchy jednokompartmentovy model a cely problém fedit jako
kontinuélni filtraci s exponencidlnim poklesem hladiny LDL-cholesterolu v plasmé.
Okrajové rovnéZ fedf otazku kapacity kolon, zde viak setrvava spife v obecné roving
a predpokldda, Ze adsorpéni schopnosti kolon jsou zavislé pouze na jejich typu a jen
mimé se zhorsuji starnutim kolon. Praktické ové&feni pak provedl na dvou metodach —
HELP a imunoaferéze, kdy viak testoval jiny typ kolon, neZ je pouZivin na nasem

pracovisti.

Optimalizaci procedur vyuZivajicich ndmi pouzivanych kolon studovali Yarovaya
akol. [293] Jejich matematicka metodika vyuZiva regresni analyzy a predikuje spravny
rozpis procedury na zaklad® historickych Gdajli u daného pacienta. Na zdkladé této
prace v souCasné dob& poskytuje fa Pocard pracoviitim vyuZivajicim jejich kolony
konzultace k optimalizaci procedur. Metodika viak je velmi komplikovana a proto neni
vefejné dostupnd. Vysledky konzultaci jsou kdispozici v nejlep$im piipads
s n€kolikahodinovym zpozdénim, coZ vyluCuje moZnost operativni Upravy reZimu
procedury podle aktudlnf situace (napf. podle prib&Znych hodnot laboratornich
vysledka). Velkou nevyhodou je také jeji Cisté empirickd povaha, kterd neumoZiiuje
ptenaset vysledky mezi pacienty, coZ brani jejimu vyuziti na zadatku 1&8by, kdy je pravé
jejl diskutabilni pfesnost v pfipad® vyrazné zmény parametrii (napf. po vysazeni
antilipidemik ¢i odloZeni procedury, kdy miZe plasmatickd hladina LDI-cholesterolu

vvvvvv

sezenim).
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2 PACIENTI A METODY

2.1 SOUBOR PACIENTU

Vyzkum byl provadén v ramei dlouhodobé 1égenych nemocnych na separatorovém

centru oddéleni klinické hematologie II. interni kliniky FN Hradec Krdlové. Jde o jediné
nemocné léCené imunoadsorbéni LDL-aferézou v CR. V&t sestava neni moZnd jak

z technickych, tak ekonomickych diivodi.

Soubor sestaval ze dvou pacientek shomozygotni formou familidmi
hypercholesterolémie, ¢tyf pacientt a dvou pacientek s heterozygotni formou familidrni

hypercholesterolémie a jednoho pacienta s familidrni kombinovanou hyperlipidémii.

Pacient ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 %
Pohlavi M M M M 7Z Z Z 7 M
Vék 61 56 61 38 19 58 60 26 57
Typ hyperlipidémie | YH FH FH FH HFH FH FH HFH FCH
Zvyseni TAG 0 ++ 0 + 0 + 0 0 ++
BMI 228 298 31,1 284 234 320 183 193 324
Hypertenze 0 + 0 0 0 0 + 0 +
Diabetes mellitus 0 + 0 0 0 0 0 0 +
ICHS 0 + 0 + 0 + 0 0 0
CMP 0 0 + 0 0 0 0 0 0
ICHDK 0 0 + 0 i 0 + 0 0
AS + + + + + + + + +

Tab. 5: Soubor pacientii

Legenda: 7 = Zena; M = muz; HFH = homozygoni familidral hypercholesterolémie; FH =
Jamilidrni hypercholesterolémie; FCH = familidrnf kombinovand hyperlipidémie; AS = prokdzand
pritomnost aterosklerdzy; ICHS = ischemickd choroba srdecni; CMP = cévni mozkovd pFihoda;

ICHDK = ischemickd choroba tepen dolnich kondetin,

Nemocni byli vybirani dle kritérii, uvedenych v tabulce 6. V soudasné dobé jsou
publikovédna dal$i vyb&rova kritéria, a to jak v USA, tak v Evrops, kterd se lisi
v podrobnostech. Na§ vyzkum a vyb&r pacientii byl provadén v dobé, kdy kriteria
uvedend v tabulce 6 vySe byla obecné uznavana a platnd. [294] Obecns je viak tendence

spiSe k zpfisniovani hlediska na normélni hladinu lipoproteinii.
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LDL-
cholesterol
Diagnéza Viék [roky] [mmol. L™} * Jiné rizikové faktory
Nad 5 nebo dle
HFH individudlni Nenf uréeno Neni nutno splfiovat
tolerance
Bez omezeni u
ICHS Nad 4,9 ** Nent nutno spliiovat
dospélych
.. Pozitivni rodinna
Asymptomatick# Nad 30 (muzi) .
ICHS Nad 6,4 *#* anamnéza s 1 nebo vice
Nad 40 (Zeny) rizikovych faktori AS

Tab. 6: Indikacni kritéria pro vibér pacienti:

* PFi maximdlni tolerované farmakoterapii a dietnim refimu
** Cilové terapeutické kritérium: LDL-C < 3,4 mmol. L™’

*#* Cilové terapeutické kritérium: LDL-C < 5,2 mmol L™’

Intervaly mezi lé¢ebnymi procedurami byly fizeny podle pravidel, uznévanych
vetsinou soucasné literatury. [29, 134, 295, 296] Zasadni vyznam ma podstatné sniZeni
hodnot celkového cholesterolu, a to pod 2 mmol.L™ po proceduie s tim, Zze do dal3i
procedury mé jeho hodnota stoupnout tak, aby se prim&rméa hodnota (mean cholesterol
level) u heterozygotd rovnala horni hodnoté normy. U homozygotd toho nelze docilit;
zde je uzndvanym nejkrat§im intervalem mezi procedurami ! tyden. Kratsi interval neni
obvykle moZny, protoZe to netoleruji pacienti, ani stav il (opakované punkce
separaCnimi kanylami). V naSem souboru 9 nemocnych byl medidn intervalu mezi

dvéma lé¢ebnymi LDL-aferézami 19 dnfl, rozsah 5-91 dn.

2.2 POUZITE METODY
2.2.1 Metodika LD1.-aferézy

Pouzivame metodu imunoabsorpéni LDL-aferézy, kde 1é¢ebnd procedura sestava

ze dvou hlavnich krokt:
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1) Plasma je ziskdna z plné krve, z nfZ je oddélena centrifugou za pouZit{
separatoru krevnich elementi Cobe Spectra (Denver, USA). Plnd krev protéks
separitorem rychlosti 50-70 mL.min™, v zavislosti na stavu perifernich Zil nemocného.
Sougasné piistroje jsou na vysoké technické trovni, maji moderni programovou vybavu
(software v. 5.1) a oddé&luji tak vysoce ¢istou plasmu. Jako antikoagulant je pouZivan
nefrakcionovany heparin (UFH) v tvodni nitroZilni davce 2500 LU. jako bolus.
Nasleduje kontinudlni podani UFH dédvkovaci pumpou, zpotitku v mnoZstvi
50 LU.min” iv. V dal§fm prib¢hu je heparinem saturovdna absorpéni plocha
aferetickych kolon a podévané mnoZstvi UFH tak maZe byt snf¥eno na 25 LU.min™ i.v.
Zéroven je v systému separdtoru automaticky k plné krvi pfidavan roztok citrétu, resp.
ACD-A (Baxter, Némecko) v poméru 1:22. Odd&lena plasma je transportovana dal
k adsorpnim kapslim a zbyld krev je jiz prib&n& vracena do cévniho systému
pacienta.

Glycinovy
ufr(eluant

Adsorpéné — l .

desorp&n
automat
Separator ——> ==
krevnich
elementi AdsorpZni
kolony

Heparin

Obr. 1. Schéma provedeni LDL-aferézy

2) Plasma déle protéka adsorpénimi kapslemi. Adsorbery jsou zde uchyceny
ve specidlnim adsorpéné-desorpénim zafizeni ADA (Medicap, Ullrichstein, Némecko),
které je automaticky kontrolovano poéitadem. PouZivdme adsorbery Lipopak 400
(Pocard, Moskva, Rusko), kde je imunoadsorpei zachycen LDL-cholesterol a nésledn&

oCisténa plasma je potom vracena zpét do ob&hu pacienta. Ve chvili, kdy je kapsle
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nasycena LDIL.-cholesterolem, piistroj automaticky zapoji do funk&niho systému dalsi
kapsli a prvni vymyje a pfipravi k opétovnému pouZiti. Nasycenou kolonou tak
postupné protéka fyziologicky roztok, glycinovy pufr, pufr PBS (pH korekce) a poté
opdt fyziologicky roztok. K promyti pouZivame roztoky Serag-Wiessner (Naila,
Némecko). Cely proces je fizen pofitadem, v paru adsorpénich kolon se tak obg
vzdjemné stfidaji v promyvéni a zapojeni do funk&niho okruhu piistroje. Ve probihd
kontinualng, dokud neni dosaZeno podstatného poklesu sérové hladiny cholesterolu pod
spodni mez fyziologickych hodnot, cilem byl piivodné pokles pod 2 mmol.L™. Zpiisob
zapojeni piistroje a pribéh LDL-aferézy je schematicky zndzornén v grafické p¥floze
(Obr. 1). Adsorbery jsou umistény ve sklenénych kolonach, obsahuji ovéi protilétky

proti apoproteinu B vézané na sepharosu 4B, aktivovany jsou bromokyanidem.

Cilem je stabilizovat pacienty s homozygotni FH na primémé hlading cholesterolu
(mean cholesterol level) jen mirn& presahujici normélni hodnoty a zajistit primérné
normélni hodnoty u heterozygoti FH. Lé&ebné procedura je relativng dlouhd (trvéa asi
4 hodiny) a technicky narofnd, ale soudasng je velmi efektivni a relativné bezpeéna.
Vobdobi mezi dvéma procedurami léSebné LDL-aferézy je tak dosaZeno sniZeni
plvodni sérové hladiny cholesterolu, to poskytuje vhodné podminky pro stabilizaci &

regresi sklerotickych zmén.

2.2.2 Biochemické metody

Pfed zapoCetim promyvani kazdé adsorpéni kolony a ihned po ukonéeni promyvéni
bylo provedeno vySetfeni sérovych hladin celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu,
HDL-cholesterolu a triacylglycerolii. Hladina LDL-cholesterolu v pipadé nizkych
hodnot nemtZe byt spolehlivé kalkulovéna podle Friedwaldovy rovnice [297], proto
byla ve v3ech pfipadech stanovovéna pfimou fotometrickou enzymovou metodou.
Ke stanoveni biochemickych ukazatelli byly uZity sety a analyzitor firmy Roche
Diagnostics GmbH - piivodné Boehringer (Mannheim, Némecko). Pro stanoveni
LDL-cholesterolu byl pouzZit set LDL-C  plus sdetekénim  rozsahem
0,077-14,2 mmol.L."!, HDL-cholesterol byl stanovovan pomoci setu HDL-C plus
s detekénim rozsahem 0,08-3,90 mmol.L” , celkovy cholesterol pak setem CHOL
s detek&nim rozsahem 0,08-20,7 mmol.L™\. Triacylglyceroly pak byly stanovovany
s pouzitim setu TG, jehoZ detekéni rozsah je 0,05-11,4 mmol.L™. Hemoglobin byl
meéfen fotometrickou metodou, podet leukocytd pomoci prittokové cytometrie a podet

trombocyti impedanéni metodou pfistrojem Sysmex SE-210 (Sysmex, Kobe, Osaka,
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Japonsko). VySetieni byla provedena akreditovanymi laboratofemi Ustavu klinické
biochemie a diagnostiky a Oddéleni klinické hematologie Fakultni nemocnice Hradec

Kralové.

U nemocnych s #zkou dyslipidémii neni vZdy mo#né presné laboratorni stanoveni
nekterych parametr, zvla§t® LDL-cholesterolu a Lp(a). Divodem jsou jejich
abnormalni hladiny vkrvi. To v nafem pt¥ipad$ piichdzelo tvahu zvlasts pfi nizkych
hladindch, zji§tovanych po priitoku nezaplnénou kolonou. Procedury s nehodnotitelnym
laboratornim  vysledkem pifslu§ného parametru byly ze souboru vylouceny. Pii
hodnoceni velikosti poklesu jednotlivych parametri bylo vyloudeno téZz prvnich
5 LDL-aferéz u kazdého paru kolon, protoZe bylo zpracovdno nestandardng malé

mnoZstvi plasmy.

2.2.3 Statistické a matematické metody

Data byla sbirdna do formuldit v Microsoft® Excel™, v tomto programu byly také
zpracovany grafy Casovych trendd a trvanlivosti kolon. RovnéZ program pro
optimalizaci LDL-aferéz byl vytvofen Microsoft® Excel™, postupné byly pouzity
verze Excel 97, Excel 2000, Excel 2002 a Excel 2003.

Statistické zpracovani bylo v tvodu provadéno pomoc! programu NCSS 6.0 (NCSS
Inc., Kaysville, Utah, USA), pozdé&ji v programech STATISTICA 6 a STATISTICA 7
(StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA). V t&chto programech byly pouzity metody popisné
statistiky, korela¢ni analyzy, linedrni a nelinedmi regrese, metody stanovent normality
dat a parametrické resp. neparametrické statistické testy. Tyto statistické metody jsou
exakin€ matematicky popsdny, jejich implementace je ve viech pouzitych verzich
programi stejnd, pouZiti riznych programi v riiznych &asovych obdobich bylo dano
licenénimi podminkami.

Matematickd odvozeni rovnic a integralni poéty byly provadény rucng, dodatednd

byly ovéfeny pomoei programu Derive 6 (MathWare, Ltd., Urbana, USA).
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3 CILE PRACE

3.1 ZAVEDENI A OVERENI PREVZATE METODIKY

Prvotnim cilem na$i price bylo metodiku optimalizace LDIL.-aferéz popsanou

v literatufe zavést v nasich podminkdach.

Metodika popsand Dr. Stefancem [292] je sice teoreticky spravnd, ale neni vhodna
pro b&Zné pouZiti, nebot v kalkulaci prib&hu procedury pracuje s n&kterymi velid¢inami,

které nejsou v klinické praxi dostupné, zejm.:
- hladina LDI.-cholesterolu na vystupu kolony
- zavislost kapacity kolon na poétu pouZiti

Pro zavedeni metodiky do praktického pouZivani na nafem pracovisti bylo tieba

metodiku zménit, aby byla pouzitelna i bez znalosti téchto velidin.

- Pro nasazeni modelovani LDL-aferéz v klinické bylo tfeba vytvotit jednoduchy
pocitadovy program, pouzitelny na b&znych poéitadich pracovist’ FN, ktery by umoznil
lékafi u nemocného pfipravit a event. operativné upravovat pribsh procedury

bez nutnosti konzultace s teoretickym pracovistém.

Sougasti zavedeni metodiky rovn&Z bylo ovéfen{ pfesnosti predikce pribshu

procedury na redlnych datech.

3.2 UPRAVA METODIKY A OVERENT UPRAVENE METODIKY

V prub&éhu ovéfovani vysledkdl adaptované metodiky se ukazalo, Ze pYevzatd

metodika nedava prakticky pouZitelné vysledky. Proto jsme doplnili cile prace o jeji

zdokonaleni; 1ze konstatovat, z¢ prakticky $lo o novou metodiku.

Nejprve jsme si stanovili za cil na zdklad€ analyzy dat ziskanych pfi ov&fovani

pievzateé metodiky odhalit a popsat vlivy zpiisobujici pozorované odchylky.

DalSim planovanym krokem pak byla Gprava matematického modelu procedury

a jeji implementace do pouZivaného potitatového programu.

Predposlednim stanovenym cilem byla verifikace nami upraveného modelu na

novém souboru realnych dat.
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4 VYSLEDKY

4.1 POPIS A ADAPTACE PREVZATE METODIKY

Problém volby optimdlniho rezimu LDL-aferéz byl na nafem pracovisti ptivodnd

feSen stejné jako na vét§ing pracovist v zahranidi spiSe empiricky — pro viechny
pacienty byl pouZivan tentyZ pevné stanoveny rozpis procedur (mnoZstvi plasmy
promyvané jednotlivymi kapslemi), ptfipadné byl upravovan podle aktudlni situace
(zejm. pii vyskytu komplikaci). Podle zkuSenosti ze zahraniénich pracovi§t i prvnich
vlastnich se zdalo, Ze individualizovat planovani procedur pro kazdého pacienta a jeho

aktudlni stav je nefesitelng obtiZnym ukolem.

Kinetika cholesterolu v lidském tle je totiz velmi komplexni problematikou,

kterou Ize piesné popsat pouze pii pouZiti multikompartmentového modelu (viz Obr.2).

Ptijem cholesterolu

ksk

K;

= tkdne podilejici
se na metabolismu
LDL-cholesterolu

k30ut

¥
Eliminace cholesterolu

r

Obr. 2: Multikompartmentovy model kinetiky cholesterolu

Legenda: Kompariment K; = VKP na schématu oznaéyje méFitelny LDL-cholesterol, obsazeny
v objemu tvofeném krvi (krvinky a plasma). Mezi timto kompartmentem,  extravaskuldrnim
prostorem (kompartment K; = VEP) a thdnémi podilejicimi se na metabolismu cholesterolu
(kompartment K3) se ustavuje dynamickd rovnoviha. Konstanty ky, nebo kg, (kdei=1, 2 a 3)

popisuji rychlost transportu cholesterolu mezi jednotlivimi kompartmenty,
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Podrobné udaje byly jiZ publikovény r. 1988 [298] a pozd&ji podrobn& ovéfeny.
[299, 300] Pii bliz§im pohledu se viak ukazalo, Ze relativné kratké trvani procedury
dovolilo pouZit vyrazna zjednoduseni. Pro potfeby naseho modelu bylo mono vychazet
z toho, Ze produkce LDL-cholesterolu v prostoru ovlivnitelném 1é&bou (V kp) nebo jeho
piisun z exiravazalniho prostoru (Vgp) jsou za dobu trvani jedné procedury kiinicky
opominutelné. Hodnoty konstant kiin a ko uvadi podle vysledki z literatury 1 vlastnich
Stefanec: [292]

Piisun apolipoproteinu B-100 do krve (Vgp) je 13,1 + 1,2 mg.ke™” za den a HIDL
apolipoproteinu A-1 11,7 + 1,1 mg.ke™ za den. Stefanec na zakladé toho uvadi typicky
priklad ¢loveka o télesné hmotnosti 75 kg, vyice 171 cm a objemu plasmy 3050 mL.
Pfi hladin€ cholesterolu v krvi 220 mg% (cca 5,7 mmol.L™") &ini jeho celkové mnoZstvi
v kompartmentu Vgp 6710 mg. Jestlize pak uvazujeme primérnou dobu trvani 16&ebné
procedury 4 hodiny (coz je situace u nas), &ini pfisun do kompartmentu Vip za dobu
1é¢by:

- LDL-cholesterolu 164 mg

- HDL-cholesterolu 125 mg.

To je 4,6 % celkového mnozstvi. Stefanec déle vypodetl, e v pipads, Ze by
pacient drZel doporudenou p¥isnou dietu, byl by piisun cholesterolu do kompartmentu
Vip mendf a Cinil by jen 3,5 %. Odebrand mnoZstvi cholesterolu pii jednotlivych
procedurdch oproti tomu jsou fadové jednotky gramil. Z t&chto tidajii tedy plyne jasny
zéavér, Ze pro nase udely neni nutno pocitat s multifaktorialnim, multikompartmentovym
metabolismem, protoze b&hem doby 1éebné procedury se vliv extravazalnich
kompartmentl téme& neprojevi.

Na zakladé tohoto zjisténi navrhl Stefanec modelovani kinetiky cholesterolu jako

kontinudlni filtrace:

Ji

CH,=CH,+(CH,-CH,)-e 7"

Rovnice 1: Matematicky popis kinetiky kontinudlni filtrace.

Legenda v texiu,

Podle tohoto modelu bude vysledna plasmatick4 hladina cholesterolu po provedeni
procedury C/1; zviset na jeho poCatetni hlading CHy, rychlosti priitoku plasmy kapsli

J, délee procedury £, objemu plasmy pacienta PV a mnoZstvi cholesterolu, které kolonou
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projde nezachyceno CH,. Stefanova prace byla publikovina v dob&, kdy piimé
stanoveni hladiny LDL-cholesterolu nebylo zcela rutinni metodou, proto uvadf hladiny
celkového cholesterolu. Nezachyceny cholesterol CH, by pak podie jeho interpretace
m¢] odpovidat HDL-cholesterolu.

V dob€ zahdjeni naSeho vyzkumu jiZz piimé urdeni hladiny LDL-cholesterolu
na nasem pracovisti bylo standardn€ provadéno, proto jsme mohli ptistoupit k nahrazeni
hladin celkového cholesterolu ve vypoctu klinicky podstatng dilleXit&j§ proménnou -
hladinami ~ LDL-cholesterolu. Hladina LDL-cholesterolu na vystupu kolony
(odpovidajici CHp) nebyvé v béZné praxi stanovovéna, navic pro jeji pouZiti v predikei
optimalniho rezimu aferézy bychom potiebovali znat jeji profil v prib&hu promyvéni
kolony. Na zdkladé konzultace se zdstupcem dodavatele kolon (firmy Pocard)
Dr. Frankem jsme se proto rozhodli pfedpokladat kompletni eliminaci
LDL-cholesterolu kolonou (CHp = 0). Nafe vybaveni pouZiva pro stanoveni trvéni
procedury méfeni objemu promyté plasmy, proto jsme pouZili objem promyté plasmy
Vp misto Stefancem pouZivaného soudinu pritoku a Sasu J 7. Posledni nami provedenou
Upravou bylo aproximovani exponencidlniho pribéhu hladin, které jsme pouzili
zdivodu omezené piesnosti ndmi tehdy pouZivanych programf. Vysledny tvar

upravene rovnice prib&hu hladiny LDL-cholesterolu v priibéhu procedury tedy byl:

1 Y7

LDL, = LDL, | 1-—

Rovnice 2: Upraveny popis kinetiky kontinudini filtrace.

Legenda v textu,

Redlna hladina LDL-cholesterolu pacienta v prib&hu procedury oviem odpovida
této rovnici pouze do doby, nez dojde k nasycen{ adsorpéni kapacity kolony. Poté zadne
kolona LDL-cholesterol propoustét a pfedpoklad jeho nulové hiadiny na vystupu kolony
Jiz nebude napln&n. V tomto okamziku je tfeba pfepnout na druhou kolonu a zahajit
regeneraci nasycené kolony. PH vypodtu objemu plasmy potiebného k nasyceni
adsorpéni kapacity kolony jsme v této fazi prace vysli z vyrobcem uddvané kapacity
3000 mg LDL-cholesterolu. Z podate¢ni hladiny LDLg, objemu plasmy pacienta PV
atéto vazebné kapacity B (pfepolitané na latkové mmnoZstvi pomoci molekulova
hmotnosti cholesterolu My = 386,67 g.mol™) jsme pak spoéitali hladinu cholesterolu

v okamZiku nasyceni kapsle LDL;:
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LDL, = - Mes

Rovnice 3. Hladina LDL-cholesterolu v okamzZiku nasycent kapsle.

Legenda v textu.

Objem plasmy V), ktery je nutno promyt k dosazeni hladiny LDZ; a tedy k nasyceni

kapsle, 1ze pak jednodu8e odvodit z rovnice 2:

LDL,

Vp = log[l—;—V}TDIJ;’

Rovnice 4: Promyty objem pro dosaZeni vypoctené hladiny LDL-cholesterolu.

Legenda v textu.

Objem plasmy pacienta PV [mL] jsme odhadovali pomoci vypoétu povrchu t&la
(BSA) [301] na zéklad€ hmotnosti m [kg], vysky / [m] a pohlavi:

PV, =1560-(0,20247 - 7™ . ;")

muzZi

PV

Zeny

= 1410-(0,20247 - 77 . >

Rovnice 5 a 6: Odhad objemu plasmy pro muZe a Zeny.

Legenda v textu.

Na zaklad€ rovnic 3 — 6 jsme pfipravili jednoduchy program v prostfedi Microsoft
Excel™, pomoci kterého jsme byli schopni propocitat optimalni pribgh procedury,
pii kterém by nedochézelo ke zbyte€nému promyvani uZ nasycenych kapsli, Jiz v této
prvni verzi programu jsme zavedli mozZnost propoditdvani operativaich uprav pribéhu
procedury. Tyto Gpravy jsou v praxi &asto nutné jak z technickych divodii (regenerace
kapsli ma pevng urtené trvani), tak i z provoznich divodd (podateéni hodnota hladiny
LDL-cholesterolu byvé Casto zndma aZ se zpozdénim). Vzhledem k rozdilnému po&itani
povrchu téla pro muZe a Zeny jsme pfipravili dvé varianty programu. Po kratkém
za8koleni byl persondl v aferetickém centru schopen program efektivng pouZivat

1 v b&Zném provozu.
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Hmotnost [kg] 86
Vyska [cm) 168
LDL, [mmol.L™] 10
Vazebna kapacita [mg] 3000
Objem plasmy [mL] 3055

[mrlﬂgll.l*] Viml] | Vi[mL] [mlr::s;l[L*]
T=0 10,0
Cyklus 1 7.5 895 850 7,6
Cyklus 2 5,0 1248 1200 5,0
Cykius 3 2,5 2143 2100 2,5
Cykius 4 0,0] 14066| 14050 0,0
Cyklus 5 0,0 14086| 14050 0,0

Obr. 3: Ukdzka vysledkit prvni verze programu (varianta pro muzské pacienty)

Legenda: LDL — hodnota LDL v plasmé pacienta na konci cyklu pri tplném vyuZiti kapacity
kapsle; LDL’ — hodnota LDL v plasmé pacienta po promyti V' mL plasmy; V— objem plasmy, kterp

obsahuje mnozstvi LDL odpovidajici kapacité kapsle; V' — objem skutecné promyté plasmy
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4.2 OVEROVANI PREVZATE METODIKY
4.2.1 Namérené vysledky

Pro uvodni ovéfeni vysledkd upravené metodiky jsme (vzhledem k malému
souboru pacientl) vyuZili retrospektivni analyzy udajii z procedur provedenych
od zavedeni pfimého méfeni LDI-cholesterolu na zadatku roku 2000 do 1. 6. 2003,
Celkem bylo vyhodnoceno 363 procedur, proto zde uvadime jen vysledky statistického

zpracovani a tabulku naméfenych vysledkd v plném rozsahu jsme zafadili do p¥ilohy.

Normalita | Median | Min | Max | Priimér | Sm. odch.
Osetreny objem plazmy [mL] 0,000 7000 | 800 | 8000
LDL pied [mmol.L| 0,136 531 | 1,63 12,41 5407 2,037
LDL po [mmol.L"] 0,000 0,910 (0,02 6,95
LDL po teor. [mmol.L7) 0,000 0,300 | 0,07 | 5,31
Proteklo 1 [mg] 0,185 1899 | 598 | 4438 | 1957 737
Proteklo 2 [mg] 0,331 1490 0 | 3419 | 1507 657
Proteklo 3 [mg] 0,201 682 0 | 1509 682 340
Proteklo 4 [mg] 0,997 357 0 866 341 218

Tab. 7a: Vysledky retrospektivni analyzy provedenych procedur (statistika)

Legenda: OSetieny objem plasmy = objem plasmy celkem promyty adsorpénimi kolonami za celou
proceduru; LDL pred = hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienia pFed zahdjenim procedury;
LDL po = hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienta po dokonéeni procedury; LDL po teor. =
teoretickd hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienta po dokonceni procedury za predpokladu
Jeho dplné eliminace kolonami — vypoéitdno podle Rovnice 2; Proteklo 1 ab 4 = muosstvi
LDL-cholesterolu obsaZené v plasmé promyté kapslemi v kazdém ze 4 cyklii (vypocitino dle

Rovnice 7).

4.2.2 Vyhodnoceni

Ukazalo se, Ze redlné a teoreticky pfedpovézené hodnoty hladiny LDI-cholesterolu

po procedufe se vyrazné lidily — mediény skuteénych a predikovanych hodnot byly
0,910 mmol.L." resp. 0,300 mmol.L (p < 0,01, vyhodnoceno Wilcoxonovym testem).
Nebyly tedy splnény predpoklady, ze kterych jsme vychazeli: bud’ eliminace
LDI~cholesteolu z promyté plasmy nebyla uplnd, anebo doslo k piekrodeni adsorpéni

kapacity kapsli.
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V této fazi vyzkumu jsme neméli k dispozici hodnoty hladiny LDL-cholesterolu
z plasmy na vystupu kapsle, proto jsme mohli pouze vyhodnotit moné prekroceni
adsorpCni kapacity kolon. MnoZstvi LDL-cholesterolu obsaZené v plasmé promyté
jednotlivymi kolonami jsme spogfiali jako plochu pod kfivkou zavislosti hladiny

LDL-cholesterolu na promytém objemu:

Vp

My =M, -LDL -PV-|1-¢ P/

Rovnice 7: Hmotnost LDL-cholesterolu obsazeného v plasmé protékajict

kolonami.

Legenda: myp; — hmotnost obsazendho cholesterolu v mg; Myrnp — moldrni hmotnost cholesterolu
v g.mol”; LDL, — hladina LDL-cholesterolu na zacdtla promyvini kapsle v mmol. L''; PV — objem
plasmy pacientav L; V,— promyvany objem plasmy pro danou kapsli v L.

Tyto vysledky jsme pak doplnili do Tabulky 7 jako poloZky ,,Proteklo 1 — 4%
Ukézalo se, Ze v n&kterych ptipadech (u prvai a druhé kolony) byla skute¢n& ptekrodena
adsorpéni kapacita kolon 3000 mg. Ve skutefnosti pak mohla byt tato adsorpéni
kapacita pfekralovéna u druhé kolony &astji, neZ to vyplyva ztéchto orientaénich
propocti: Pii pfekroCeni adsorpéni kapacity prvni kolony by byla toti# skutetn hladina
LDL-cholesterolu v plasmé pFi zadatku promyvani druhé kolony vys$§i ne? teoretickd

hladina, ze které jsme pfi vypoétu vychazeli.

Po vylou€eni procedur, kde dochdzelo k piekrodeni uddvané adsorpéni kapacity
kolon, zbylo 330 procedur, jejichZ statistické zpracovan{ uvadime v Tabulce 8. Uplné

vysledky v tomto pfipadé neuvadime, jelikoZ se jedna pouze o podmnozinu Tabulky 7.

OvSem ani u téchto vybranych procedur nebyla shoda skutetné a predpovézené
hladiny LDL-cholesterolu lep${ — medidny skuteénych a predikovanych hodnot byly
0,840 mmol. L™ resp. 0,281 mmol.L™" (p < 0,01, vyhodnoceno Wilcoxonovym testem).

Vyhodnoceni vysledkt pfevzaté metodiky tedy skongilo neuspokojivé, Rozhodli
jsme se podrobngji prozkoumat chovéni ndmi pouZivanych adsorpénich kolon
a od Cervna 2003 jsme zadali provadét podrobn&j§l biochemicks vySetfeni. Kromé dfive
pouZivaného vySetfeni plasmatickych hodnot lipidii u pacienta pfed a po provedeni
procedury jsme rovnéZ zadali vyetfovat hodnoty v plasma pacienta a v plasms

na vystupu kolony v okamziku ukondeni kaZdého terapeutického cyklu (promyvani
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Jedné kolony). Z jedné procedury se &tyfmi cykly jsme tak ziskévali celkem pét vzorka,

pfiemZ hodnoty z konce 1. — 3. cyklu byly ziroveil hodnotami pro polatek 2. — 4.

cyklu resp.
Normalita | Medidn | Min | Max | Primér | Sm. odch.
Osetfeny objem plazmy [mL] | 0,0000 7000 800 | 8000
LDL pied [mmol.L"] 0,1357 5,110 11,630 | 8,390 | 5,046 1,754

LDL po [mmolL"] 0,0000 0,840 | 0,020 | 6,030

LDL po teor. [mmol.L"] 0,0006 0,281 | 0,071 | 4,516
Proteklo 1 [mg] 0,6202 1842 598 | 2998 | 1828 636
Proteklo 2 [mg] 0,0189 1437 0 | 2513 | 1407 584
Proteklo 3 [mg] 0,0440 644 0 1250 635 312
Proteklo 4 [mg] 0,9761 331 0 719 314 204

Tab. 8: Vysledky retrospektivni analyzy provedenych procedur po vyfazeni

procedur, u nichZ byla pFekrocena uddvand adsorpéni kapacita kolon.

Legenda je shodnd s Tab. 7a
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4.3 UPRAVA METODIKY PODLE ZISKANYCH VYSLEDKU

4.3.1 Odvozeni a principy nové metodiky

Koncem roku 2003 jsme jiz m&li k dispozici vysledky z 26 procedur, sestavajicich
celkem ze 101 terapeutickych cykli. Stanovovény byly hodnoty celkového cholesterolu,
LDL-cholesterolu, ~ HDL-cholesterolu  atriacylglycerold  zkadého  vzorku.
Pro netiplnost dat (vyvolanou laboratornimi chybami) jsme vak museli 6 cyklé vyfadit.
Dale jsme zpracovavali data z 95 cykld, kde byly k dispozici hodnoty LDL-cholesterolu
jak na zatatku, tak i na konci cyklu a tudiz bylo moZné vypoditat mnoZstvi realng
adsorbovaného LDL-cholesterolu. Do textu opét zafazujeme pouze statistické

zpracovani, tplné vysledky uvadime v piiloze.

Normalita | Median | Min | Max | Primér | Sm. odch.

OSetfeny objem plazmy

0,1042 1800 | 1000 | 2330 | 1733 360
[mLj]
TC pied [mmol.L"] 0,0000 4,610 | 2,170 | 12,990
LDL pied [mmol,L™]| 0,0001 2,910 | 0,390 | 10,280
HDL pied [mmol.L"] 0,8428 1,330 | 0,130 | 2,620 | 1,274 0,467
TAG pred [mmol.L]| 0,0001 0,980 | 0,120 | 5,660
TC p¥epad [mmol.L"] 0,0000 1,665 | 0,910 | 5,140

LDL pfepad [mmol.L"] 0,0000 0,325 |0,020 | 3,470

HDL prepad [mmol.L"] 0,6477 | 1,150 | 0,580 | 1,700 | 1,094 0,289

TAG pFepad [mmol.L"] 0,0000 0,540 | 0,030 | 4,370

Tab. 9a: Vysledky vySetfent lipidit v vdmci prospektivai analyzy 95 terapeutickych
cyklu pouZitych pFi odvozeni nové metodiky (statistika)

Legenda: OSetfeny objem plasmy — objem plasmy celkem promyty adsorpcni kolonou v daném
cyklu; TC pred — hladina celkového cholesterolu v plasmé pacienta pred zahdjenim cykiu,
1C prepad — hladina celkového cholesterolu v plasmé na vistupu kolony; LDL pied — hladina
LDlL-cholesterolu v plasmé pacienta pfed zahdjenim cyklu; LDL prepad — hladina
LDL-cholesterclu v plasmé na vystupu kolony na konci cyklu; HDL pied — hladina
HDL-cholesterolu v plasmé pacienta pred zahdjenim cyklu; HDL prepad — hladina
HDL-cholesterolu v plasmé na vystupu kolony; TAG pred — hladina TAG v plasmé pacienta pFed
zahdjenim cyklu; TAG pFepad — hladina TAG v plasmé na vystupu kolony

Skutetné se ukézalo, Ze hodnoty LDL-cholesterolu na vystupu kolony nebyly

nulové. Zatimco ve vétding piipadd tyto hodnoty byly relativng nizké (medidn
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0,325 mmol.L'H), vnékterych pfipadech dosahovaly hodnot, které zcela jistd

signalizovaly pfekroeni adsorpéni kapacity kolon (maximum 3,47 mmolL™).

Po zpracovani vysledkt méFeni hladin LDL-cholesterolu na po&atku i na konci kazdého

cyklu se to také potvrdilo — maximélni mnoZstvi LDL-cholesterolu proteklého jednou

kolonou bylo (v této &4sti studie) 3678 mg. Do textu opét zatazujeme pouze statistické

zpracovani, upiné vysledky uvadime v piloze.

Normalita | Median | Min | Max | Priimér | Sm. odch.
Osetieny objem 0.1042 | 1800 1000 | 2330 | 1733 360
plazmy [mL]
LDL pied fmmol. L] | 0,0001 | 2,910 | 0,390 | 10,280
LDL po [mmolL] | 0,0000 | 1,840 |0200 7,490
LDL po teor. 0,0000 | 1,542 |0,190] 5.964
[mmol.L™]
LDL pFepad 0,0000 | 0325 |0,020| 3.470
[mmol.L]
PV [mL] 04060 | 2871 | 2015 | 3201 | 2706 427
ALDL [mg] 0,0000 | 1052 | 12 | 3562
Proteklo [mg] 0,0032 | 1378 | 236 | 3678
V teor [mL] 00541 | 1274 | 79 | 2638 | 1344 484

Tab. 10a: Vysledky prospektivai analyzy 95 terapeutickych cyklii pouZitych

PFi odvozeni nové metodiky (analyza eliminace LDL-cholesterolu — statistika)

Legenda: Ofetfeny objem plasmy — objem plasmy celkem promyty adsorpéni kolonou v daném

cykiu; LDL pred — hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienta pred zahdjenim cyklu; LDL po—

hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienta po dokondeni cyklu; LDL po teor. — teoretickd

hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienta po dokonceni cyklu za predpokladu Jjeho diplné

eliminace kolonou — vypoditdno podle Rovnice 2; LDL prepad — hlading LDL-cholesierolu

v plasmé na vistupu kolony; PV — objem plasmy pacienta, vypocitany podle Rovnice 5 resp. 0;

ALDL — mnoistvi LDL-cholesteroluy odebraného v daném cyklu; Proteklo — mnogstvi

LDL-cholesterolu obsaZené v plasmé promyté kapsli v kazdém z cyklii; V teor — objem plasmy,

ktery obsahuje mnozsivi LDL odpovidajici A LD

Nisledné jsme vynesli proti sob& do grafu hladinu LDL-cholesterolu na vystupu

kolony pfi ukonéeni cyklu a jeho mnoZstvi proteklé kolonou b&hem cyklu. K nafemu

piekvapeni se ukdzalo, 7e hladiny LDL-cholesterolu na vystupu kolony zakaly stoupat

daleko pfed dosazenim pfedpoklddané adsorp&ni kapacity kolony — jiZ kolem 1000 mg
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promytého LDL-cholesterolu presdhly 0,5 mmolL" a kolem 1700 mg se skokem
pfibliZily 2 mmol.L" .

Z toho jsme udinili jednoznaény zavér: Udavand adsorpéni kapacita kolon 3000 mg
LDL-cholesterolu je pouze teoretickd a v praxi kolona zalina propoustét vyrazng diive.
Tato hodnota (kterou jsme nazvali efektivni kapacitou kolony) ma zdsadni vyznam

pro optimalni pldnovani priib&hu procedury, ale jak je patrné z Grafu 1, neni konstantni.

Pieplnéni kolon
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Graf 1. Vztah hiadiny LDIL-cholesterolu na vystupu kolomy na konci cyklu

ku mnozZstvi LDL-cholesterolu promytého kolonou béhem cyklu

Zaméfili jsme se proto na moZnosti predikce hodnoty efektivni kapacity kolony.
Vprvnim kroku jsme dopolitali skutedné mmoZstvi LDL-cholesterolu odebraného
zplasmy pacientd v jednotlivych cyklech (jako rozdil hladin LDL-cholesterolu
na zaGatku a na konci cyklu vynésobeny objemem plasmy pacienta a molarni hmotnosti
cholesterolu - viz Tab. 10 a10a). Pro nckteré cykly bylo toto mnoZstvi vétsi
nez mnoZstvi, které (podle Rovnice 7) béhem daného cyklu kolonou proteklo; n&ktera
z hodnot pro dany cyklus musela tedy byt nespravna (nejspise nebylo odebrani vzorku
provedeno presné v okamzik vymény kolon — pro personsl miize byt nékdy obtiZné
odebrat vzorek v pfesny okamzik, protoZe pacient vtu dobu miZe pravé vyZadovat

pomoc — je upoutdn na lizku bez moznosti v&tsiho pohybu s dvéma jehlami zavedenymi
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v loketnich jamkach a také priitok krve obgas vazne a je nutno ho upravovat). Téchto

12 cyklu jsme proto z daldtho zpracovan{ vytadili a pokracovali s 83 cykly.

Pro tyto cykly jsme vypoéitali korelace zjisténého mmnoZstvi eliminovaného

cholesterolu s hladinami v8ech stanovovanych lipidit na pogatku cyklu, s dopogitanou

hodnotou nonHDL-cholesterolu na podatku cyklu a s parametry procedury (absolutnim

objemem promyté plasmy a pomérem promytého objemu plasmy k celkovému objemu

plasmy pacienta). Pfitom jsme predpoklddali, e mnoZstvi eliminovaného cholesterolu

by mé&lo odpovidat efektivni kapacit® kolon, nebot’ mnoZstvi LDL-cholesterolu

vpromyté plasm¢ vi€chio piipadech bylo vé&tsi a tudiz nebylo limitujicim

faktorem.Vzhledem k charakteru dat, nesplfiujicich podminku normélniho rozloZeni,

jsme pouZili Spearmaniiv koeficient pofadové korelace — viz. Tab. 11.

non

LPL ’I;C H}) L HDL TéG VP VP/PV | Kapacita
pred | pred | pred v pred
pred

LDL
bid | 1000 | 0977 | 0196 | 0,959 | 0309 | 0,706 | 0,502 | 0,881
TC pied | 0,977 | 1,000 | 0266 | 0,956 | 0346 | 0769 | -0.546 | 0,832
I:;:ﬁ 0,196 | 0,266 | 1,000 | 0,020 | -0283 | -0272 | 0,009 | 0,123
non
HDL | 0,959 | 0,956 | 0,020 | 1,000 | 0404 | 0718 | -0577 | 0,840
pred
';‘ig 0,309 | 0,346 | -0283 | 0,404 | 1,000 | -0416 | 0717 | 0249
VP [-0706 | 0,769 | 0272 | -0,718 | -0.416 | 1,000 | 0765 | -0.434
VPPV | -0,502 | -0,546 | 0,009 | -0,577 | 0717 | 0765 | 1,000 | -0.294
Kapacita | 0,881 | 0,832 | 0,123 | 0840 | 0249 | -0.434 | 0294 | 1,000

Tab. 11: Korelace jednotlivych stanovovanych parametrii

Legenda: LDL pfed — hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienta pred zahdjenim cyklu; TC pred

— hladina celkového cholesterolu v plasmé pacienta p¥ed zahdjenim cyklu; HDL pFed — hladina

HDL-cholesterolu v plasmé pacienta pred zahdjenim oyklu; nonHDL pied — hladina

nonHDL-cholesterolu v plasmé pacienta pFed zahdjenim cykiu; TAG pred — hladina TAG v plasmé

pacienta pFed zahdjenim cyklu; VP — objem plasmy celkem promyty adsorpini kolonou v daném

cyklu; VP/PV — pomér objemu plasmy promytého v daném cyklu ku objemu plasmy pacienta;

Kapacita — efektivai kapacita kolony stanovend jako mnogstvi LDL-cholesterolu skuteiné

odebraného v daném cykiu
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Efektivnf  kapacita kolony nejlépe korelovala se vstupni hladinou
LDL-cholesterolu, velmi dobfe pak i se vstupni hladinou nonHDL a celkového
cholesterolu. JelikoZ nonHDL a celkovy cholesterol u nasich pacientd jsou uréeny
piedevsim hladinami LDL-cholesterolu (jak se ostatn& ukézalo i na jejich koreladnich
koeficientech v Tab. 11), mohli jsme hladinu LDL-cholesterolu na pocatku cyklu

povaZovat za dominantni faktor ovliviiujici efektivni kapacitu kolon.

Zavislost efektivni kapacity kolony na vstupni hlading LDL-cholesterolu jsme
vynesli do Grafu2 a zpracovali pomoci regresni analyzy. Pro regresni analyzu jsme

pouzili jak linedrni, tak i logaritmicky, exponencilni a moeninny model z&vislosti.

L

Zavislost efektivni kapacity kolon
na poéateéni hlading LDL
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Graf 2: Zdvislost efektivni kapacity kolon na hladiné LDL-cholesterolu na zacdthu
cykiu.
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Model a b R?

y=a+bx |498| 208 |0,819

y=ax’ 562 | 0,626 | 0,815

y=a+b.n(x) | 339 777 | 0,773

y=ac™ |6380,164 0,759

Tab. 12: Vysledky regresni analyzy zdvislosti efektivni kapacity kolony

na pocdtecni hladiné LDL-cholesterolu
Legenda: y — efektival kapacita kolony[mg]; x — poédtecni hladina LDIL-cholesterolu [mmol L''];

a, b — regresni koeficienty pro dany model; R - koeficient determinace pro dany model

. Nejlepsi shody s naméfenymi daty (ur€ené pomoci koeficientu determinace) jsme

dosahli u linearniho modelu s koeficienty a =498 mg a b = 208 mg.mmol™ L, tedy
-1
m, o Img]=498+208- LDL [mmol.L"]

Rovnice 8: Predikce efektivni kapacity kolon
Legenda: myyyp — efekiivai adsorpcni kapacita kolony v mg; LDL; — hladina LDL-cholesterolu na

zacdtku promyvani kapsle v mmol L™

Podle t&chto vysledki jsme upravili nd$ program pro vypodet optimalniho reZimu
LDL-aferéz: Vyvoj hladiny zistal modelovan pomoci exponencidly, aviak kapacita
kolony byla nahrazena nédmi predikovanou efektivni kapacitou kolony (po€itanou zvlast
pro kazdy cyklus). Odstranili jsme diive pouZivané matematické aproximace, nebot’
nové verze pouzivanych programi jiz mély vypofty exponencidlnich funkei

implementovany s vyhovujici pesnosti:

r

LDL =LDL,-¢ 7

Rovnice 2a: Upraveny popis kinetiky kontinudlni filtrace.

Legenda shodnd s piivedni Rovnici 2
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v, =prmZPh
v LDL,

Rovnice 4a: Promyty objem pro dosazeni vypoctené hladiny LDL-cholesterolu

po odstranéni vypocetnich aproximaci.

Legenda shodnd s pivodni Rovnict 4

Jako posledni upravu jsme provedli sjednoceni obou dosavadnich verzi (pro muze
a zeny) do jedné, kde pohlavi je zadivno jako jeden ze vstupnich parametrdi a objem

plasmy pacienta je poéitin podle rovnice odpovidaji zadanému pohlavi:

Hmotnost [kg] 20

Vyska [em] 178

LDL, [mmol.L™] 3,54

Pchlavi m

Objem plasmy [mL] 3248

LDL . LDL" Teoreticka kapacita
[mmol.L) | VImLL | VIImLT b oL mal

T=0 3,54 3,54
| Cyklus 1 2,56 10567 1050 2,56 1235
Cyklus 2 1,74 1255 1250 1,74 1031
Cyklus 3 1,08 1622 1600 1,07 861
Cyklus 4 0,49 2507 2500 0,49 720
Cyklus 5 0,02 11280 0 0,49 600
Cyklus 6 0,02 11280 0 0,49 600
Celkem 6400

Obr. 4: Ukdzka vysledki findini verze programu
Legenda: LDL — hodnota LDL v plasmé pacienta na konci cyklu pFi dipiném vyuziti kapacity
kolony; V — objem plasmy, ktery by mély byt v daném cyklu promyvén; V' - objem skutecné
promyté plasmy; LDL’ — hodnota LDL v plasmé pacienta po promyti V' mL plasmy; Teoretickd
kapacita — efektivni kapacita kolony podle Rovnice 8

Tento program je od roku 2004 pouZivan k planovéni procedur LDL-aferéz

na hemaferetickém pracovisti FN v Hradci Kralové.

4.4 OVERENI NOVE METODIKY
4.4.1 Namérené vysledky

Vramei ovéfovani inovované metodiky planovani pribshu LDI-aferéz jsme
provedli detailni vySetfeni lipidii v 47 procedurach, ze kterych jsme mohli vyhodnotit
celkem 202 cykl, pro které jsme zpracovali analyzu eliminace LDL-cholesterolu

obdobn& jako v Tab. 10. Uplné vysledky této analyzy vzhledem kjejich rozsahu
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uvadime v pfiloze. Detailni vysledky ostatnich lipidii pro jednotlivé cykly pak jako
mené vyznamné vysledky neuvadime, pouze jejich hodnoty na po&dtku a konci celé
procedury byly zahrnuty do Tab. 15. Do textu opél zafazujeme pouze statistické

zpracovani, Uplné vysledky uvadime v pfiloze.

Normalita | Median | Min | Max | Pritmér | Sm. odch.

LDL pied [mmolL.L"] 0,000 284 01511033

LDL po [mmel.L"] 0,000 1,85 10,00 813

LDL pFepad [mmol.L"] | 0,000 0,17 | 0,00 490

Osetfeny objem plazmy

[mL] 0,000 1367 | 700 | 3400

V teor [mL] 0,000 1245 | 783 | 7606

LDL po teor. [mmol.L] | 0,000 180 |000| 813

Teoreticka kapacita [mg] 0,000 1088 |+ 529 | 2649

Proteklo kolonou [mg] 0,002 1183 99 | 2935

Redilné adsorbovano

0.000 1036 | 122 | 3502
[mg]

Tab. 13a: Vysledky prospektivai analyzy 202 terapeutickych cyklii povzitych p¥i
ovérent nové metodiky (analyza eliminace LDL-cholesterolu — statistika)

Legenda: LDL pied — hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienta pied zahdjenim cyklu;
LDL po — hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienta po dokondeni cyklu; LDL pFepad — hladina
LDL-cholesterolu v plasmé na vystupu kolony; OSetfeny objem plasmy — objem plasmy celkem
promyty adsorpcni kolonou v daném cyklu; Vteor — objem plasmy, jez by mél byt oSetfen pro
optimdini vyuZiti efekiivni adsorpcni kapacity kolony dle Rovnice 4a; LDL po teor, — teoretickd
hladina LDL-cholesterolu v plasmé pacienta po dokondeni cykiu za predpokladu jeho iipiné
eliminace kolonou — vypocitino podle Rovnice 2a s pouitim skuiecného oletieného objemu
plasmy; Teoretickd kapacita — vypocitand efekiivni adsorpéni kapacita kolony dle Rovnice 8§
Proteklo kolonou — mnoZstvi LDL-cholesterclu obsatend v plasmé promyté kolonou die Rovnice 7;

Rediné adsorbovdno — mnoistvi LDL-cholesterolu skutecné odebraného v daném cykiu

U dal3ich 69 procedur jsme z ekonomickych diivodi stanovovali pouze hladiny
lipidi na zacatku a na konci procedury. Spolu s v¥e uvedenymi 47 procedurami jsme
tak ziskali vysledky 116 procedur planovanych podle inovované metodiky, které jsme
porovnali s archivnimi vysledky 462 procedur zlet 2000-2003, ve kterych byla

vvvvvv

statistické zpracovani, tplné vysledky uvadime v pfiloze.
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Normalita

Medidn

Min

Max

Prizmér

Sm.

odch.
TC p¥ed [mmol.L™] 00179 | 7,695 | 3860|1381
TC po [mmol.L™!| 0,0000 | 2,270 | 1,090 | 849

LDL pied [mmol.L™] 0.8389 | 5,335 0000|1241 5331 1,950
LDL po [mmol.L"] 0,0000 | 0845 |0.000{ 6,95
HDL pied [mmol.L] 0,0000 | 1,460 | 0.650| 3,78
HDL po [mmol.L"} 0,0000 | 1,100 | 0160 3,67
TAG p¥ed [mmol.L7] 0,0000 | 1,535 |0,370| 198
TAG po {mmol.L'] 0,0000 | 0,500 {0,040 7,30
OSetfeny objem plazmy | 5000 | 7000 | s00 | 8000

[mL]

Tab. 14a: Vyhodnoceni — vysledky 462 procedur planovanych pivodni metodikou

(statistické vyhodnoceni).

Legenda: TC pfed — hladina celkového cholesterolu v plasmé pacienta pied zahdjenim procedury;

TC po — hladina celkového cholesterolu v plasmé po ukonceni procedury; LDL pred — hladina

LDL-cholesterolu v plasmé pacienta pred zahdjenim procedury; LDL po - hladina

LDL-cholesterolu v plasmé po ukonceni procedwry; HDL pred — hladina HDIL-cholesterolu

v plasmé pacienta pred zahdjenim procedury; HDL po — hladina HDL-cholesterolu v plasmé po

ukonceni procedury; TAG pfed — hladina TAG v plasmé pacienta pred zahdjenim procedury; TAG

po — hladina TAG v plasmé po ukonéeni procedury; OSetfeny objem plasmy — objem plasmy

celkem promyty adsorpéni kolonou v dané procedure

=73 -




Normalita | Median | Min | Max | Priamér Sm.

odch.
TC pred [mmol.L"] 0,0004 | 7.250 | 4920|1261
TC po [mmol.L] 0,0000 | 2,020 | 1410 891
LDL pfed [mmol.L] | 00623 | 5190 |0000|1033| 5239 | 1,747
LDL po [mmol.L"] 0,0000 | 0,770 |0030| 7,75
HDL pred [mmolLY] | 01065 | 1,470 | 0740| 269 | 1,515 | 0476
HDL po [mmol.L"] 02871 | 1,065 |0240| 1,66 | 1,060 | 0318
TAG pred [mmolL"] | 00000 | 1,530 |0330] 695
TAG po [mmol.L"] 0,000 | 0535 |0140| 4,50
OSetfeny objem plazmy |, 3000 | 7000 | 1200 | 8734

[mL]

Tab. 15a: Vyvhodnoceni — vysledky 116 procedur plinovanych inovovanou

metodikou (statistické vyhodnoceni).
Legenda je shodnd s Tab. 14a

4.4.2 Vvhodnoceni

V zévére¢ném vyhodnocovani jsme se zaméfili na dva zékladni pohledy:

1) Vyhodnotili jsme shodu predikovanych vysledkdl sredlnymi vysledky

planovanych procedur.

2) Vyhodnotili jsme rozdil ve vysledcich procedur planovanych pomoei na$i