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Abstrakt

LDL-aferéza a hemoreoferéza fiahezi nejuzivagjSi extrakorporalni elimirai metody
umoziujici snizovani hladin LDL cholesterolu u familiéimypercholesterolémie (FH).
V piipact selhani konzervativni terapie (farmakoterapiezameva opateni) se pak stavaji
jednim z mala &innych a dostupnyctesSeni klinického stavu s vysokou morbiditou i
mortalitou. Vlastni intervence je restji sledovana pomoci zén hladin sloZek
plazmatickych lipid. V komplexnim procesu aterogeneze ale nezastnpitebli hraje i
imunitni systém se svymiipobky a pedpoklada se, Ze parametry imunitniho systému
mohou gimo odrazet stav a progresi aterosklerdzy u pacigostizenych FH. Cilem této
prace bylo hodnoceni hladin vybranych imunologitkyearket (glykoproteina-2-
makroglobulin, IL-10, solubilni endoglin , solubilapoptoticky faktor SAPO-1/Fas a
solubilni forma adhezivni molekuly P-selektinuefgh zneény po LDL- aferéze a
hemoreoferéze pomoci enzymoimunoanalyzy a imuntoreédrie. Zkoumany soubor
pacienti (celkem 12) zahrnoval 3déné hemoreoferézou S&Enych LDL-aferézou.
V hladinach solubilniho endoglinu, sSAPO-1/Fas2-makroglobulinu byl zaznamenan
vyznamny pokles po provendeni obou procedur. Peaok®dznény mohou byt zdrojem

informace nejenom ocinnosti intervence ale také dipadném zpomaleni aterogeneze.

Kli éova slova:LDL-aferéza, hemoreoferéza, familierni hyperch@esd€mie, aterosklérdza, endoglin



Abstract

LDL-apheresis and haemorheopheresis are the neagtdnt methods of extracorporeal
ellimination methods used for lowering the LDL obsterol in patients with familial
hypercholesterolaemia (FH). In case of failureariservative therapy (represented by
pharmacotherapy and/or dietary regime) these mestreptensent the effective and
accessible solution for the clinical status chamazéd by high morbidity and mortality as
well. The lipid components are the most frequerseoled markers for the effeciveness of
intervention. However, immunity with its effectorotecules plays also essential role and
there is suppose, that could also reflect the stadeprogress of atherosclerosis in FH
patients. The aim of this thesis was to evaluatddiiels of selected immunological markers
(plasmatic glykoprotein-2-macroglobulin, IL-10, soluble endoglin, solulalgoptotic factor
SAPO-Fas and soluble form of adhesive P-selectid)}teir changes after LDL-apheresis
and haemorheopheresis employing enzyme immunoasalyd immuno nephelometry.

Totally, 12 patients were involved in this studyy8re treated by haemorheopheresis, the
rest 9 received LDL-apheresis. As a results, Sicanift decreases in serum levelsiet-
macroglobulin, soluble endoglin and sAPO-1/Fas wecerded. Observed changes of some
markers could serve as a source of informatiorontyt about efficacy the intervention but

also about the deceleration of atherosclerosis.

Keywords: LDL-apheresis, haemorheopheresis, familial hypdedterolaemia, atherosclerosis,

endoglin
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1. Uvod

Aterosklerosa (ATS) a jeji komplikace t.j. ischek#éicchoroba srd@i, cévni mozkové
piihody a ischemick& choroba perifernich tepen jséwaznym zdravotnickym problémem a
vedoucimi picinami morbidity v rozvinutych zemich. Umrtnost nar#tiovaskularni choroby
gini v Ceské republice 52,4 % a incidence je podobnjako v jinych zapadnich zemich s

vysokou dostupnosti invazivnich vy&sti relativé stabilizovan4.

ATS setadi k multifaktorialnim onemoeénim, gicemz jednim z kovych rizikovych
faktoni je hypercholestrolémie. Je znamo, Ze pravySena plazmaticka hladina low-density
lipoproteini (LDL) je zodpo¥dna za akumulaci LDL v intintharterii a takovéto poskozeni
endotelu pak iniciuje proces aterogeneze. Mezidkynnejzavazyjsi priciny zvySenych hladin
LDL patii familiarni hypercholesterolemie (FH) a familiarkbmbinovana hyperlipidemie
(FCH). Tyto autozomakh deédicné poruchy jsou charakterizovany vysokou inciderkych
kardiovaskularnich komplikaci uz v relattvymizkém wku. Ackoliv dieta a usgsny vyvoj
hypolipidemik, zvla&t inhibitori hydroxymethyl-glutaryl koenzymu A (statiny) umigicich
relativré is@snou terapii u &Siny pacieni, stalecast (mén nez 5 %) heterozygot familiarni
hypercholesterolemii a vSichni homozygotni paciertistavaji dekompenzovani. Jedinym

prakticka dostupnym postupenéld tSchto pacient je extrakorporélni eliminace - aferéza

V souwsasné dob je pouzivano podle Klingeld pst prakticky vyznamnych moZnosti

extrakorporalni eliminani terapie:

Membranova diferemi filtrace, i pouziti sekundarniho filtru nazyvandeoferéza
Specifickd imunoadsorpceL-aferézou)
Heparinem indukované extrakorporalni precipitddEL(P)

Dextransulfatova adsorpckppferéeza)

a r w0

Ptima adsorpce lipoprotein- DALI - hemoperflzni systém

Specifickd imunoadsorpce (LDL-aferéza) a membrandwérertni filtrace (rheoferéza)
pati mezi nejefektivijSi metody, picemz jsou ob tyto metody (LDL aferéza od roku 1996,
rheoferéza od roku 2003) jsou na pracovisti heréafef~akulni nemocnice Hradec Krélove
zavedeny. Pomocédhto metod Ize dosahnout u paciestkomplikacemi ateromat6zy vyrazné



redukce LDL-lipoproteifi, cholesterolu, lipoproteinu (a) a i¢kterych dalSich rizikovych
faktoni. Tyto zakroky mohou mit vliv na celdadu fyziologickych funkci pacienta&etnt zmgn
endotelialnich funkci, které Ize monitorovat pomaoddnych marker .

Problematikou porovnavani terapeutickéhoelizu hemoreoterapie nebo LDL aferézy se
zabyvaji mnoha zahrami pracovi&n. Zpravidla prokazuji efektivitu intervence pomoci
lipidovych profili pacient, ale ¢asto studuji i fadu jinych, nap reologickych,
hemakoagulkénich faktofi ¢i endotelidlnich faktar * ' Ukazuje se vsak, Ze i imunologické
parametry mohou mit zcela zasadni vliv nejenom danadst, ale i na bezpeost jednotlivych
procedur a studium zn vybranych imunologickych paramétrje €ziStm i této diplomové

prace.

2. Cil préace

Cilem této diplomové prace v navaznosti pi@dchozi zkuSenosti se specifickou
imunoabsorbci (LDL-aferézou) a rheoferézou (préméd kaskadovitou filtraci), nyni jiz za

standardizovanych podminek, bylo porovnat imundpgtoké profily obou &chto gistupi.

Byly sledovany z#my vybranych ukazatél aktivace endotelu a dalSich ukazatel

aterogeneze. Jednalo se sledové&titb znaki:

Cytokin interleukin 1L-10 (IL-10)
Solubilni forma endoglinu (CD105)
Solubilni forma adhezivni molekuly P-selektinu,

Plazmaticky glykoprotein-2-makroglobulin

S A

Solubilni forma apoptotického faktoru APO-1/Fas.

Ke stanoveni hladin vy$etanych markerv plazng byly vyuzity metody

enzymoimunoanalyzy a chemiluminis¢ananalyzy.



3. Literarni dvod

3.1. Poruchy lipidového metabolismu

Jednim ze zakladnich @ili ATS je naruSeny metobolismu ligid Jednou
z nejzavazgsSich klinickych formem vrozené dyslipoproteinémieje FH s autozomain

dominantnim typemali¢nosti.

Podstatou FH je mutace genu LDLR pro LDL-recepimiDL- receptorovém proteinu
(viz obrazek 1 3D struktura LDL-receptorového pime’?), apolipoproteinu B (ApoB —
vazebného partnera LDL receptoru) nebo vZ@crgeni pro proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) nebo LDLRAP1 Fi absenci nebo a funkckghto struktur
receptofl nejsou LDLc¢astice dostatae vychytavany, ale hromadi se v krvi a jsou odgivéany
pomoci tzv. ,scavenger” receptomakrofadg a jinych fagocytujicich butk, které formuji
zaklad aterosklerotickych ptat Chybi téz inhikini vliv internalizace LDL-receptoru po
navazani LDLeastice na syntézu cholesterolu vnkach, které tak produkuji de-novo
cholesterol i pes jeho zvySenou nabidku v kivi Diagnéza klinického onemoeni je zaloZena
na vyseteni lipidového profilu, rodinné anamnézéitpmnosti Slachovych a koznich xantipm
klinickych znamek ICHS nebo aterosklerotického pesti kaene aorty, které gsobi jeji

supravalvularni sten6zu @gehazi na koronarni usti.

Obrézek:. 1 3D struktura LDL-receptorového proteinu, zd?&D **
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Vyskyt heterozygotni formy FH v populaci je 1:508°% V Ceské republice tedy Zije asi
20 000 nemocnych s FH, z nichZz jen maliist je dispenzarizovana a adek¢atgcena.
Heterozygotni jedinci maji cca 50 % normalnihottpofunicnich LDL-receptoi, hladina
cholesterolu je velmi variabilni a pohybuje se kolé - 14 mmol/l. Nemocni mivaji@dasné
aterosklerotické z#my cév a klinicky mohou mit Slachové xantomy xaasetata na vkach a
arcus cornae senilis. Terapie zahrnuje dietnizam@va opateni a farmokologickou &bu,
predevsim statiny. Pouze cca u 5 % nemocnych kortremigerapie selhavé.

Incidence homozygotni formy FH je 1:1.000.000. Mira zvySeni hladiny LDL-
cholesterolu v plazenodpovida aktivit rezidualnich LDL-receptér Hladina cholesterolu se
pohybuje v rozmezi 16-30 mmol/l. Ischemicka chorapdeni (ICHS) se udchto jedind
vyskytuje jiz v dtstvi acasto vede ke smrti do 20. roku Zivata Hypercholesterolemie u
homozygot nereaguje na konzervativni farmakologickokblé a dlouhodoba pravidelna

extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu je pytotpacienty Zivot zachiajicim postupent
9-11, 13

Familiarni kombinovana hyperlipidemie (FCH) je nefastjSi geneticky podminou
poruchou metabolismu lipoprotéirdoprovazenou zvySenymi hladinami LDL triglyscérig5
mmol/l) a¢asto také snizenymi hladinami HDL. Jeji frekvengmpulaci je odhadovana na 1:50
az 1:100 . Pomoci (dnes jizidka vyuzivané) lipoproteinoveé elektroforézy se taemyp
dyslipidémie charakterizoval jako hyperlipoproteime typu Il B. U nemocnych s infarktem

myokardu dosahuje vyskyt cca 10 %, v rodinackestiasnym infarktem myokardu az 30%

Molekularni zaklad FCH je neznamy, choroba ma padikl geneticky determinované
zvySené produkci apab (byva pravidlem)a lipoproteiri o velmi nizké husteét (very low
density lipoproteins, VLDL). U é&licného typu je prawpodobrg klicovy polymorfismus

enzymi lipoproteinového metabolismu.
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V ramci metabolického nebo téz syndromu X (Reavansyndromu) se téZz uvazuje o
tzv. ziskané formé kombinované hyperlipidémie doprovazejici diabetes mellitus Il. typu,
hypertenzi a obezitu centralniho typu. #stedku zvySené tké@vé produkce volnych mastnych
kyselin dochazi ke zvySené jaterni syntéze VLDL. Btavu nasyceni jeétsina VLDL

preménéna na LDL, poté dochazi ke zvyseni hladin VLEL

Nejsou pitomny kozni ani Slachové xantomy, mohou se vSakyynout xantelasmata
ocnich vicek. Dietni a rezimova opani zandrena na snizeni hmotnosti jsou zakladetiyé
v kombinaci s medikamentozni clibu fibraty, léky interagujicimi s PPAR(peroxisome
proliferator-activated receptorg) a statiny, které zvySenou expresi LDL receptavysSu;ji
hepatalni vychytani LDkastic'". Extrakorporalni eliminace je nutna jefidka> *°

12



3.2. Aterosklerdza jako zan étlivy proces

Aterogeneze je komplexni proces, kterého sagfiuji cetné burcné populace. Jsou to
slozky nejenom endotelialniho povrchu, if\ed povrch aterosklerotického platu, ale vyznamnou

roli hraji i cirkulujici elementy, jako jsou leukgty a trombocyty™.

Endote| tvorici jednobus¢nou vystelku cév a odtljici intravaskularni obsah od
okolnich tkani, je nyni chapan jako organ s mnolgaachickymi funkcemi®®. Poskytuje
netrombogenni povrch, kontroluje pasadz molekul kiéni, je mistem tvorbyady faktofi
modulujicich kontrakce ifehlého hladkého svalstva, zprimdkovava interakce mezi
cirkulujicimi elementy a 8hou cévy a spousti reakci na patogenni stimuly jaku nagiklad
hypertenze, hyperglykémie a toxické noxy. Jednotéchto odpowdi endotelu je zvySena

exprese adheznich molekul pro leukocyty, ktera/amnym krokem wasné aterogeneZ.

Endotelialni dysfunkci navozuje cel@d&ada poditi. Velmi vyznamnym faktorem, ktery
sam o sob tuto dysfunkci vyvolava, je akumulace ligid(predevSim LDL, low density
lipoprotein) v cévnim endoteluipjejich zvySené koncentraci v kr¥i. Po navazani LDI:4stic
pop. jinych lipoproteirii na slozky mezibufgné hmoty dochazi k jejich velm&inné chemické
modifikaci a to bd’ enzymaticky nebo oxidati¥n Mimoradre silnym oxidantem jsou reaktivni
kyslikové radikaly produkované endotelovymiikami a makrofagy. K modifikaci také dochazi
pusobenim NO syntézy a 15- lipooxygenazy. Na enzyk@timodifikaci se podili zejména
myeloperoxidazaci sekreéni fosfolipaza *>. LDL prodslavaji rovrez modifikaci glykaci,
agregaci, asociaci s proteoglykaiy inkorporaci do imunitnich kompléx'’. Akumulace
modifikovanych forem LDLc¢astic v intin€ arterii, zejména v mistech zvySenéhisgbeni
hemodynamickych faktér je inicia¢nim krokem zaétlivé odpowvdi navozujici endotelialni
dysfunkci. Znény ve funkci endotelu vliivem zvySené hladiny cht#eslu jsou patrny je8tpred
vyvojem zjevného aterosklerotického platu a jsodgimé fyziologické odpadi endotelu na

traumasi zarst 18,

Endotelialni dysfunkce je tedy jednou z prvnichémpmastavajicichip aterogenezi a je
doprovdzena zvySenou permeabilitou endotelidlnioneély ztratou jejich antikoagutai a
antiagregani aktivity a mimo jiné i zvySenou adhezi mondcit endotelu nasledkem zvySené

exprese adheznich moleKdl
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Zasadni roli v celém procesu aterogeheaji téz zastlivé buiky, zahrnujicimonocyty,
makrofagy a lymfocyty (piredevSim T). Cirkulujici leukocyty jsoutifahovany do mist
s poSkozenym endotelem pomoci chembkimagiklad monocytarniho chemotaktického
proteinu-1 (MCP-1). Vyznamnou roli vtomto procebwaji rovréz leukocytarni adhezni
molekuly wastnici se b kontaktu leukocyid s endotelem aipjejich nasledném vstupu dasey
cév ¢i pripadre transmigraci do okolnich tkani. Veést cévy pak dale dochézi kgmene
monocyti na makrofagy, které spolu s hladkymi svalovymilkami fagocytu;ji lipidové&astice

a meni se na gnové buiky, které naslednpodléhaji apoptozE.

Progrese tohoto zéového procesu vede wisledku k tvork komplexni Iéze nazyvané
ateroskleroticky plat, ktery zasahuje do cévniho lumen. Ruptura plahAdslednéd trombdza
vede k akutnim klinickym komplikacim, jako jsou #&kiu koronarni syndromy (infarkt

myokardu, nestabilni angina pectoris) a mozkovaiget(ictus)™.

Pokraiily ateroskleroticky plat je tv@n nekrotickym, vysoce trombogennim jadrem s
obsahem lipidové hmotyg¢povych bugk a jejich zbytk. Fipadny infarkt myokardu né&gst;ji
vznika rupturou tohoto vulnerabilniho platu, vedolkcobnazeni protrombotického jadra a
formaci trombu v luminu arteri&.

Stabilita vzniklé obnazené fibrézdepicky je dana rovnovdhou mezi syntézou
extracelularni matrix a jeji degradaci, kde obejioylivieno zartlivymi stimuly. Makrofagy
produkuji pod vlivem cytokitn matrixové metaloproteinazyy, kolagen degradujici enzymy,
které odbouravaji slozky extracelularni matrixra f¥ispivaji k oslabeni fibrozniepicky platu
20

Produkci oxidarit uvnitt platu se monocyty podileji na vzniku oxidativni difikace
LDL- ¢astic. Produkci cytokil jako je tumor necrosis factor alfa (TNff-interleukin-1 (IL-1) a
transforming growth factor beta (TGFR), chemdkifMCP-1) a t@istovych faktoé, jako je
insulin-like growth factor-I (IGF-1) a platelet deed growth factor (PDGF) moduluji
monocyty za#tlivou reakci. Monocyty prezentuji antigeny T-lynefdaim, coz vede k aktivaci
T-lymfocyti a k dalSi produkci cytokin které zagtlivou reakci dale amplifikuiji.

U nemocnych s aterosklerézou byly téz st zvySené hladiny reaktanakutni faze,
jako jsou C-reaktivni protein (CRP), interleukind@&-6), prokalcitonin nebo fibrinogen a dale
neopterin (ukazatel systémové imunitni aktivaceladihy tchto ukazatél zarétu mohou

reflektovat celkové aterosklerotické postizeni denj@dince®.

14



T-lymfocyty hraji fidici roli v procesu aterogeneze. Jsou vyznamnymjeeh mnoha
proizarétlivych mediatofi, jako jsou chemokiny a cytokiny, zahrnujici H&fad interleukiny,
interferony (INF-y) a tumor necrosis faktor (TNE¥. Tyto molekuly maji mnohetny &inek
na buky Gcastnici se aterogeneze, FHelad indukuji expresi adheznich molekul, zvysuji
oxidativni stres, redukuji produkci oxidu dusnatéfredotelem, ovliiuji proliferaci burk,

inhibuji tvorbu kolagenu a zvy3uiji produkci matrijch metaloproteind?Z.

Podminkou rozvoje zéové reakce v arterialni &t je adheze leukocytarnich elemint
zvlas€ monocyti a T lymfocyfi, na aktivovanou endotelovou vystelku. Nasledugpéddéza
mononuklearnich buwk do intimy. Exprese adheznich molekul je regul@agmisobenim
prozarétovych cytokii. Usnmérnény pohyb busk imunitniho systému je podmim pisobenim
chemokiri Makrofagy, které se nachazeji vinéim jsou nejvyznam§Sim zdrojem
pluripotentnich prozatiovych cytokii a chemokifi. T lymfocyty rozpoznavaji antigenni
fragmenty prezentované priedinictvim makrofaly Prodlavaji klonalni expanzi a twd

proaterogenni a proz&wové cytokiny™.

Buiky hladkého svalujsou zakladni strukturalni séasti sény tepen a zajiji vaskularni
tonus. Procesu aterogeneze &astni migraci z medie do intimy tepen a naslednolifpraci,
fagocytozou tukovychkastic a formaci gnovych bugk v centru aterosklerotického platu. Jsou
vyznamnym zdrojem extracelularni matrix, ktera fapenfibroznicepicku, pokryvajici lipidové
jadro platu™.

Adheze trombocyta a tvorba muralniho trombu hraje vyznamnou rati formaci
aterosklerotického platu i jeho rupéu Trombocyty adheruji k dysfuékkimu endotelu,
odhalenému kolagenu a makroiag Po aktivaci uvaluji cytokiny, ristové faktory a dalSi

mediatory za#tu, uskladgné v granulicH®.

Inicialni podrét, ktery spusti v{ipact aterosklerozy zatlivou odpowd, jeS€ nebyl
zcela pesré objaskn, i kdyz je diskutovano &kolik faktord, jako napiklad oxidativré

modifikované LDL<¢astice, hyperhomocysteinemie, infekagen<i autoimunitni pochody.

Jako disledek aktivace endotelu, k niZ jako prviispivaji krevni destky 23, dochazi ke
zvySené expresi adhezivnich molekul (VCAM-1, ICAM+a povrchu endotelovych b

Nasleduje adherence leukotyzejména monocy), jejich migrace do subendotelové vrstvy a
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prohloubeni zatlivé reakce v dsledku lokalg produkovanych prozétovych mediatok
(TNF, IFN). Cytokiny a #istové faktory indukuji diferenciaci monoéyha makrofagy. Vedou
také ke zvySené expresi povrchovych PRRttern- recognition receptomeceptoit prirozené
imunity, jejichz prostednictvim jsou identifikovany endogenni i exogen(mikrobialni)
nebezpéné vzory. Za mimtadre vyznamné, s ohledem na vznik a rozvoj ateroskikého
procesu, jsou povazovany povrchové molekuly z npdiychytavajicich §cavengérreceptoi a
TLR (Toll like receptors}®.

Scavenger receptory¢iané vazi, kron¢ fragmend aoptotickych bugk, zejména
chemicky modifikované oxidovan#éstice LDL (oxLDL)?. Vstup modifikovanych LDLs4stic
cestou scavengerovych recefitgSak neaktivuje zfinou vazbu, ktera by branila jejich dalSimu
piijmu. Modifikované LDL se proto v makrofazich neomezdwomadi (nejasgji v podoke
estetfi lipida) a indukuji tak peménu makrofag na gnové buiky (foamy cells) které dominuji

zvI4st v casnych fazich ateroskler6zy

Prostednictvim TLR receptori jsou identifikovany mimiadre rozmanité podéty.
Rozeznavany jsouiedevsSim nebezpeé vzory patogennich mikroorganigna nebezpmé
signaly, které vznikaji patologicky ve vitifm prostedi &la *%. Témi jsou také nap stresové
proteiny Hsp ljeat shock proteing) modifikované molekuly mezibuné hmoty, produkované
v disledku prohlubujici se aterosklerotické 1678 Identifikace nebezpeych vzoi
prostednictvim receptdr TLR vede k iniciaci nitrobuwtnych signalnich drah. Centralni alohu
pii bunécné transdukci signélodpovidajicich na aterogenni stimuly hraje drabaskrigniho
faktoru NFB. Ten je ve své aktivni foréntranslokovan do jadra, kde se vaze na regila
sekvence a navozuje transkripady gefi, jejichz produkty maji proza&tové (Einky a podileji
se na rozvoji imunitni reakce. Jsou to zejména gedgré joduji cytokiny sigvazre
prozartovou aktivitou (IL-1, TNF), chemokiny (IL-8, MCP-1), adhezni molekuly (ICAM,

22,25,26

VCAM), déle geny kddujici molekuly regulujici akdiei buiky a burgény cyklus
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3.3. Biomarkery zan étu ve vztahu k ateroskleréze

V rozsahlych klinickych studiich byl é¥en vyznam mnohych ukazaielmunitniho
systému, popisujicich z&ovou odpo¥d’, jako biomarket s prediktivni vahou éujici klinické
komplikace aterosklerézy. Jsou jimi zejména zvy3dadiny prozastovych cytosit (IL-6, IL-

1, IL-18, TNFRn), latek uvohovanych degranulaci bék zartu (myeloperoxidaza,
metaloproteinazy), solubilni formy regttdch membranovych molekul (solubilni CD40L),
solubilni formy adheznich molekul leukotyit endotelovych butk (sVCAM.1, P-selektin, E-
selektin, ICAM-1), hsCRP, fibrinoget adipokiny nebo leptif’.

Uvedené biomarkery jsou tieny iiznymi burgcnymi typy, které se podileji
v patogenezi aterosklerézy. Zdrojem nejsou pouzndypimunitniho systému, ale i jiné b&mé
typy, nag. endotelové biiky, buiky hladké svaloviny, aipdevsim hepatocyty. Hepatocyty jsou
nejvyznamgjSi zdrojem bilkovin akutni faze, které se zdetitymo ovlivreéni prozagtovymi
cytokiny, zvlas¢ IL-6. Z bilkovin akutni faze ma nepochybmejwtsSi vyznam pentraxinova
molekula CRP. C-reaktivni protein je prokazatelngterosklerotickych placich, kde se vaze na
chemicky modifikované LDL lipoproteiny. Svou vazhojako solubilniho receptoru PRR,
stimuluje aktivaci komplementové kaskady a zesilajeimulaci monocytovych elemént
Navic CRP snizuje tvorbu oxidu dusnatého v endefelo buikach a zesiluje tvorbu chemokin
v buitkdch hladké svaloviny a endotelovychikéct' *” ?* 27 Tyto markery mohou slouZit
nejenom jako diagnosticka kritérie, ale i jako ndjst reflexe Usgsnosti extrakorporalni
intervence.Rada &chto molekul je sledovana i vramci hodnoceni dedrporalnich LDL
eliminatnich metod™ * ** 2% Problematika markérve vztahu k ATS je rozsahlym tématem a
jeho detailgjSi rozbor by svym rozsahem vyznainpresahla meze diplomové prace. V ramci
této prace byly podroli studovany interleukin IL-10, solubilni forma esglinu, solubilni
forma adhezivni molekula P-selektin, plazmatickykglprotein a-2-makroglobulin a solubilni
apoptoticky faktor sAPO-1/Fas.

3.3.1. Plazmatické glykoproteiny ( a-2-makroglobulin)

a-2-makroglobulin (viz Obrazek 2) je plazmaticky glykoprotein produkovany jatkyery se
vaze a inhibuje/8pi proteindzy ¥tSiny podtid. Jeho fyziologicky vyznam tkvi v inhibici

nezadouci excesivni proteindzové aktivity ve tkaAic®® Je to jednim z nejdéle znamych
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imunologickych aterogennich faktoa nowji se poukazuje i na vyznam jeho polymorfismu

v aterogenezi’.

Obréazek:. 2, 3D struktura-2-makroglobulinu, fevzato z PDB?

Stépici schopnosto-2-makroglobulinu se prokazatélrpodili na rozvoji ATS pldi

% g-2-makroglobulinu byl

prostednictvim poskozovani intracelularni matrig™
v aterosklerotickych tepnach potvrzen ve zvy$enémistvi’. K jeho mechanismudinku je u
mySi prokdzano, Zeupobi jako reaktant akutni faze, u lidi se tentoktefeSak dokazat
nepoddélo. Je znamo, Zen-2-makroglobulinovy receptor je shodny LDL-relatgaternim
receptorem a podili se tak na odstrgani chylomikrof z okshu ** 34 Proto se fedpoklada, ze
a-2-makroglobulin nize kompetitivi inhibovat vychytavani chylomikronovych zbytla vést
tak k akceleraci ATS®. a-2-makroglobulin byl také identifikovan jako inhibi proteinu C*°.
Jelikoz protein C je proteolytickym inaktivatoremdgul@&nich faktofi VIl a V, zvySena hladina

a-2-makroglobulinu ma prokoaguiai (kinek.

3.3.2. Adhezivni molekuly (P-selektin)

LDL-cholesterol m&adu &inka v inicidlni i nasledné fazi procesu ATS a vede mim
jiné ke zvySené expresi endotelidlnich adheznickekab®’. Ty zajig'uji kontakt leukocyi s
povrchem endotelu nasledovan migraci leukibcgo stny cévy a v pipad aterogeneze

formaciaterosklerotického platu.

Prvni fazi interakce mezi leukocyty a endotelemujgmocesy zvané ,capture* a
JLethering” (volre preloZzeno jako ,zachyceniéi ,zajeti* a ,uvazani“ leukocytu), po kterych
nasleduje tzv. ,rolling“, valivy pohyb leukocytu paktivovaném endotelu. Tyto ¢
zprostedkovavaji selektiny®®. V dal$i fazi postuph dochézi k pevné adhezi leukaiyt

k endotelu, ktera je umo&ma integrinovymi molekulami na povrchu leukacyta
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intracelularnimi adheznimi molekulami (fapCAM-1) na strag endotelu. Po pevnéniimuti
dochazi k transmigraci leukodytio stny cévy**.

K expresi adheznich molekul dochazi po aktivacioggldlnich busk pomoci IL-1,
TNF-a a INFv 3 Interakce mezi endotelem a slozkami cirkulujiciekhraje vyznamnou roli
v patogenezi mnohaiznych stawu, jako je napiklad aterosklerdza a jeji komplikace a nadorova
onemocgni. Solubilni formy selektiin a ICAM-1 jsou povazovany za ukazatele &hwneé
aktivace endotelff.

P-selektin (CD62Pyiz Obrazeks. 3 *?) je molekulou umoiujici zachyceni leukocytu

na aktivovaném endotelu a tzv. tethering a rolling.

Obrazeke. 3, 3D struktura p-selektinuigvzato z PDB

Jeho vazebnym partnnerem je PSGL-1 (P-selectinophptein Ligand-1), fitomeny na
povrchu \tSiny leukocyl a v mensi nté i na povrchu trombocyt P-selektin je produkovan a
skladovan vo granulich destek a ve Weibel-Paladehgliscich endotelidlnich bgk a je
exprimovan na jejich membré&mpo stimulaci, nafiklad trombinem nebo histamineth Kinetika
membranoveho P-selektinu je velmi rychléhém minut je pesunut z intracelularnich zasob do
povrchové membrany trombodyt endotelu, odkud je rychle uviovan do plazmy, kde plni
dalsi funkce. Z membrany pak &pychle vymizi*’. Polaas solubilni formy P-selektinu (sP-
selektin) nebyl prozatim stanoven. U nemocnycltisemickou chorobou sréei byl nalezen
diurnélni rytmus sP-selektinu s maximem hladin egewnich hodinich, zatimco plazmatické

hladiny sE-selektinuistaly lshem dne stabilrif.
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Ve vztahu k ATS je exprese P-selektinu povazovamandikator endotelialni a/nebo
trombocytarni aktivace®. MnoZstvi cirkulujiciho P-selektinu, ktery je umdh z membran
endotelu a tromboc§t odrazi rozsah zétliveho postizeni. U mySiho modelu ATS byla
prokazana zvysena hladina sP-selektirtiggmz &tSina cirkulujicich molekul P-selektinu byla

endotelialniho fivodu**,

Podob jako u leukocyd, inicialni fazi adheze trombodyje také tzv. rolling, zavisly na
expresi P-selektinu na povrchu endotéfu Viivem P-selektinu se aktivované cirkulujici
trombocyty sdruZuji s monocyfy a spoléng ,roluji“ po endotelu*’. Destitkovy i solubilni P-
selektin hraji také vyznamnou ulohti pzniku a progresi aterosklerotickych 1€2i P-selektin je
té7 povazovan za ukazatel destabilizace aterosidkého platu®. V negitomnosti zrasni
nebo zastlivého onemocéni mize vysoka hladina solubilniho P-selektinu slougkto] ukazatel

rizika kardiovaskularnichifhod a jejich komplikaci’.

3.3.3. Endoglin

Endoglin (CD105, viz obrazekiislo 4 °% je homodimericky transmembranovy
glykoprotein o molekularni hmotnosti 180 kDa (Ofe#éz. 3D struktura lidského endoglintf)

Q RGD . glycosylation

Obrazelg. 4, 3D struktura lidského endoglinu s vyzeaim RDG (motivu buitné adheze) a

mista glykosylace}*
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Pati do rodiny transformujicichistovych fakto  (transforming growth factds, TGF-
B). Endoglin je vazebnym partnerem TGHR- a TGF-$3 a prostednictvim modulace bgtné
odpowdi na tento cytokiny ovlituje angiogenezi. Tato interakce je zpredkovana
cytoplazmatickymi proteiny z rodiny Smatf. Je selektivia konstitutivié exprimovan na
aktivovaném endotelu, rigjstji na kapilarach, arteriolach a venulath Endoglin byl také
popsan na linich monodyta hladkosvalovych bwk >* > koZnich buik °° a fibroblast °’.
Zvysena exprese endoglinu byla popsana u hladkosyalinkach ve studii buktnych populaci
aktivovanych buek aterosklerotickych plét zatimco u kontrolnich nepostizenych Bkin

arterialnich sin se jej detekovat nepaila %,

CD105 miZe byt téZ uvolén do olthu z bukéné membrany jako solubilni endoglin
(sCD105). Plazmatické nebo sérové hladiny sCD1606 jgiténym znakem aktivace endotelu
& jeho poskozeni nebo reparate ®®© sCD105 a von Willebrarigt faktor jsou zvyseny u
pacienti s ATS a koreluji s celkovymi hladinami cholesterdl. Normalizace hladin endoglinu
je povazovana zantkZity indikator regrese ATS u paciérg FH, kde aktivace endoglinu (vySe
popsané bufEné typy) hraje zasadni rotf °* > 0 Elevace hladin sCD105 byla pozorovéana u
pacienti s angioznimi bolestmi (stenokardii), s positivnétresovym testem, ale s normalnim
nalezem kardiogramu. Naopak, u padientextensivnim poSkozenim koronarnich arterii hkadi
sCD105 zvySeny nebyly. Elevace hladin sCD105 by tadhla slouZit jako indikato¥asného
poSkozeni, zatimco jeho sniZzeni spolu s hladina@F{f by hovdilo pro pozdjSi faze.
Vysvétlenim tohoto jevu by mohlo byt vyvazani volnéhotiakiho TGF solubilnim

endoglinent®.
Ve vztahu k extrakorporalnim LDL elimitai terapii je endoglin sledovanym markerem

a jevi se jako slibny kandidat na ukazatelmmosti vlastni terapi€”. Rozsahlejsi studie, ktera

by status sCD105 nezpochybnitefpotvrdila, vSak doposud chybi.
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3.3.4. IL-10

IL-10 (viz. Obrazek. 5) je jeden z hlavnich imunoregétéch cytokini zaretlivé reakce.

Obréazek:. 5, 3D struktura Interleukinu 10fgvzato z PDE’

Hraje z&sadni roli v down-regulaci adaptivniirgzené imunity zodpasdné za odpoxd’
na chronicka zaitlivd onemocgni. Favodré byl popsan jako inhibitor produkovanyyd
lymfocyty ®3. Jeho hlavni fyziologickou funkci je restrikce #inych odpowdi, blokovani
tvorby proinflamatornich cytokina regulace proliferadgady bugénych populaci jako napT a
B lymfocyti, NK bungk, dendritickych a Zirnych bgk. V sowasnosti stoupd i jeho vyznam
v regulaci prozagtlivé odpowdi u alergii®. Bylo prokézano, Ze respifisi expozice alergem
muze indukovat T bufnou toleranci proti rozvoji astmatické reakce. Bylookazano, ze
klicovou roli vtomto procesu hraje pkaprodukce IL-10 dendritickymi bikami s naslednou
indukci tolerancé®. Mimoto, T2 odpo¥d charateristika pro manifestaci alergie je reguhava

ptirozenymi CD4+ T regukmimi lymfocyty produkujici IL-16°

Ve vztahu k ATS inhibuje IL-10 produkéady cytokim ®” a jeho schopnost atenuace
progrese byla nezpochybnitélprokdzana nadkolika animalnich modelecff. Rada studii se
pak zabyva vztahem IL-10 a koronarniho arterialnlgadromu a akutni koronarni ATS a
vysledky naznéuji, Ze pra¥ IL-10 by mohl byt kléovych momentem stabilizace anginy pectoris
proti proinflamatornim fisobkim (nag. TNFa) ®. UvaZuje se o jeho stabiligsim pisobeni na
ATS plat ° Vijiné studii byla exprese IL-10 v ATS platu safia opoti hladindm
proinflamatornich cytokii, coz teorii o nerovnovaze agobené jeho nedostatmu produkci
pdporuje’™. Podani IL-10 zhorsilo LDL-indukovanou monocytadetelialni interakcin-vivo a
experimenty s IL-10 transgennimi a deficientnimisinyi modely jeho kritickou roli v jak

v tvorbs, tak pi stabilizaci ATS lézi jen podtrhujf? IL-10 positivie ovliviiuje pijem
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cholesterolu makrofagy, avSak zardymdporou jeho exfluxu brani jeho toxickémispbeni na
tyto buiky a jejich fremens na buiky pEnové %, Asi nejvystizji Ize IL-10 ve vztahu k ATS

oznait jako ,imunologicky skalpel“*.

3.3.5. Apoptotické faktory - SAPO-Fas (solubilni)

Apo-1 (téz CD95) je jednim ze zastipskupiny ,death receptors”. Po spojeni se svym
vazebnym partnerem (Fas-ligand —CD178) dochazdllkioi cesty viyjSi apoptotické kaskady.

Ve vztahu k procesu ATS bylo prokdzano, Ze solifdnrma Fas (sFas) receptoru je u
pacienti s terminalnim renalnim selhanim spojena s kordrémerifrérni ATS"™ "° Poz;jsi
publikace nalek u pacieni s hypertenzi ale &enim tlousky karotidalni intimy a meédie
(intima-media thickness) potvrdila positivni komdlas pouze s Fas-ligandem, nikoliv se
solubilnim Fas receptoref. Korelace Fas ligandu a endotelialni dysfunkde Inplezena i na
arovni mRNA u cirkulujicich leukocyt Tento nalez byl potvrzen specificky pouze u
hyperlipidemickcyh paciefit’®. Jednoznénost proatherorogennosti solubilniho Fas receptoru
nebyla potvrzena ani ve studii na zdravé popufadiembranova exprese Fas receptoru je viak
uvaZzovana za mechanismus apoptogenniisolgeni angiotensinu Il v hladkosvalovych cevnich
buiikach ®°. Situace ohledhvyznamu sAPO-1/Fas tak neni doposud v litéeajednoznang

vyieSena.
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3.4. Metody extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu

3.4.1. Aferéza

Slovo aferéza pochazi iectiny a znamena odstrami. Pojem LDL-aferéza Ize tedy
chapat jako odstr&ni LDL-cholesterolu. Tento nazev byl poprvé uZibfesorem Borbergem
jako pojmenovani pro selektivni eliminaci LDL-chsterolu na podklagimunoadsorpce, reakce
specifické protilatky s odpovidajici strukturou Li3Astice. V tomto smyslu je nazev stale

uzivan rkterymi autory® *°

viv /s

vSechny metody odstiajici LDL-cholesterol, a to i vifjpad téch, které nejsou v eliminaci

LDL- ¢astic zdaleka tak selektivni, jako jelymdni* LDL-aferéza na principu imunoadsorpce.

Selektivni metody extrakorporalni eliminace LDL-tgierolu jsou \Ceské republice
v souwtasnosti provathy pouze na &kolika malo specializovanych pracovistich d&edisko
hemaferézy FN Hradec Kralové fianezi ré. Spektrum nemocnych je velmi omezené a detaily
této problematiky se tykaji relatignuzkého okruhu odbornik Proto rkteré metody

extrakorporalni eliminace a jejich modifikace nenzajvedenygesky nazev.

Prvni metodou uzitou Kk extrakorporalni eliminacioldsterolu byla plazmaferéza
Principem plazmaferézy je odstéan plazmy obsahujici nezadouci &asti. Jeji od&leni z plné
krve probihd bdi pomoci centrifugace, nebo s pomoci membranové raepa spoivajici
v pouziti membréan o definované velikosti poradrzujicich krevnictiska. Odstragna plazma
muze byt nahrazena roztoky krystalbichebo koloid, albuminem nebo nebo plazmou od
zdravych daré.. Nevyhodou této metody je neselektivita eliminaezadouci latky, v tomto
piipadt LDL-cholesterolu. B déletrvajici |€b¢ dochazi k zavaznym ztratam imunoglobii)in
hormoni, transportnich proteina stopovych prvik Nezadouci je i odstrani lipoproteini o
vysoké hustat (high density lipoproteins, HDL). Plazmaferézastaa vychodiskem pro vyvoj
selektivrejSich metod, které jsou az na vyjimky zaloZzeny @éSith zpracovani separatorem

oddslené plazmy.
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Selektivni metody extrakorporalni eliminace LDL-tgierolu jiz pracuji na zaklad
imunitni nebo fyzikalsd chemické interakce mezi aktivnim povrchem eliniiiho média a
hlavni substanci LDI¢astic apolipoproteinem i, (apo Bog), nebo na principu filtrace podle

velikosti ¢astic.

3.4.2. Imunoadsorpce LDL-cholesterolu

Imunoadsorpce LDL-cholesterolu (1A, LDL-imunoadscep je nejstarSi ze selektivnich
metod. VyuZzivad specifickou interakci polyklonalnigirotilatek s antigennimi strukturami

apoBioo. Tento princip zajifuje vysokou selektivitu eliminace.

Pristrojovy systém (viz Obrazek. 6 %) se sklada ze separatoru krevnietisek,
pracujiciho na principu kificentrifugace nebo filtrace, a adsing-desorgniho automatu, ktery
fidi stidavou adsorpci a regeneraci (desorpci) dvou kalbeahujicich protilatky proti lidskému
apoBigo. Kolony jsou ugeny k opakovanému pouziff. K dispozici jsou napklad kolony
Therasorb firmy Baxter (Unterschleissheimgniecko) nebo LDL-Lipopak, Pocard Ltd.
(Moskva, Rusko).

Kolony LDL-Lipopak (Pocard), pouzivang pracovisti hemaferézy FN HK, obsahuji na
sephardzovy gel navazané polyklonalntioprotilatky proti lidskému apoBoe Fi prachodu
kolonou jsou z plazmy odsttavany LDL<astice a &iSténa plazma se po spojeni s krevnimi
telisky vraci zgt do olghu pacienta. Kdyz je kapacita kolony¢eypana, adsotpé-desorgni
automat odkloni tok plazmy do druhé kolony a zatiax@haji regeneraci prvni kolony roztokem
glycinového pufru o pH 2,4 (Medicap Clinic, GmbH]Jrichstein, NNmecko), ktery uvaiuje
vazbu mezi protilatkami a ape®. Nasled# je pH v kolor upraveno roztokem PBS pufru o pH
7,4 (Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, &hecko), ktery je poté odstrém pomoci
fyziologického roztoku. V automatu tak s@asré jednou kolonou prochazi plazma a druha
kolona je regenerovana. Toto sek¥in pouZziti adsorpce a desorpce vede k teoreticky
neomezené kapagitsystému, coZz ma vyhodu v moznosti nastaveni dphocedury podle
individualnich poteb pacienta.
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Mezi jednotlivymi LDL-aferézami jsou regenerovang@lday skladovany i teplog 2-
8°C, naplgny roztokemPBS pufru s fimé¢si 0,01% azidu sodného (Medicap Clinic, GmbH,
Ulrichstein, Nemecko), ktery je fed dalSim uzitim zcela odstiamn fyziologickym roztokem
(5000 ml F 1/1 na kazdou kolonu).

/\ l AdsorgEng —
desorpni
@ automat

Separétor , :
krevnich
telisek Kolony
Krev LDL-Lipopak
] I l

Heparin

Obrézek:. 6 Schéma imunoadsorpce LDL-cholestefdlu

DalSi vysoce selektivni metodou @sorpce na dextransulfat (DSAfirma Kaneka,
Osaka, Japonsko), ktera pracuje na principu elsfdtické interakce mezi kladnym nabojem
apoBigo a zapornym nabojerretszai dextransulfatd™® Kolona vaze VLDL, LDL a lipoprotein
(@) [(Lp(a)]. | zde je uzivana dvojice kolon (Limmwber LA), které se Hdaji v pracovnim a
regenerénim cyklu.
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3.4.3. Metody zaloZené na filtraci  €astic z plazmy

Metody zaloZené na filtragiastic z plazmy, nazyvané v anglosaské litgeagouhrn
.secondary membrane plasma fractionati@astraiuji z plazmy vysokomolekularni proteiny
pomoci sekundarniho filtru. Selektivita filtracevisd na fyzikalnich vlastnostech pouzitého

filtru, pfedevsim na velikosti jeho pior

Kromé odstragni patologické substance, v naSefipadt LDL-¢4stic, jsou eliminovany
i dalSi makromolekuly, jako je fibrinogen;2-makroglobulin, imunoglobuliny, fibronektin atd.
Vysledkem je zlepSeni reologickych viastnosti kdané pedevsim snizenim viskozity plazmy,
ale i snizenim agregace a adhezivity trombbayterytrocyit a zlepSenim jejich flexibility.
Nasledkem je relativhsetrvalé zlepSeni mikrocirkulace a tim iitkgé oxygenace.

V piipact uziti primarniho fistroje, ktery pracuje na principu filtrace, jsowdfifikace
této metody nazyvanyvoijita filtra éni plazmaferéza (double filtration plasmapheresis,
DFPP), kaskadové filtrace, rheoferéza, nebo membranovdiferenciélni filtrace (membrane
differential filtration, MDF ) 84

V této diplomové praci vyuzivaném ugpdani rheoferézy je plazma ziskavana kvalitnim
separatorem (Cobe- Spectra), je perfekprostd buiénych elemenit po vysokootékové
centrifugaci Pak je prohéna ,druhym stup&m*- filtrem. Jako sekundarni filtry se dopdtui
filtry Asii, Kurare, Kaneka, Ciprex, Excorim i d&1& % Na pracovisti FNHK se pouZivaji pro
praci filtry Evalux 4A a 5a (Kurare) s etylen- vinyalkoholovymi dutymi viakny, ktera maji
otvory o velikosti 0,03 nebo 0,04 mikrometruiafdk plazmy je kontinudlni, antikoagulace je
provac¢na heparinem. Velikost pir filtru umoziuje zachyt znéného mnozstvi LDL-
cholesterolu, lipoproteinu (a), fibrinogenu, alfanakroglobulinu a imunoglobulin zejména
IgM. Princip modifikace hemorheoferézy pro¢ad na pracovisti FNHK je uveden na obrazeku
¢7.
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SCHEMA HEMOREOFEREZY

citrat

heparin

Plazma je oddélena od krevnich télisek pomoci separatoru Cobe Spectra
a dale je ¢erpana pumpou separatoru do linek pfistroje CF100 (Infomed, Zeneva, Svycarsko),
ktery fidi pratok plazmy pres kapilarni filtr Evaflux 4A nebo 5A (Kuraray, Osaka, Japonsko).
Ocisténa plazma se spojuje s krevnimi télisky a je vedena zpét do krevniho ob&hu nemocného.

Pfi vzestupu tlaku v kapilarach filtru pfistroj automaticky provede proplach kapilar filtru
fyziologickym roztokem, ktery je spolu s odfiltrovanymi ¢asticemi odveden do odpadniho vaku.
Antikoagulace je zajisténa kontinuaini nitroZilni aplikaci citronanu sodného (ACD-A, Baxter, Mnichov, Némecko)
a inicialnim jednorazovym podanim heparinu 4000 i.v.

Obrézek: 7 Princip modifikace hemorheoferézy prosaé na pracovisti FNHK

Na rozdil od vySe popsané mnohem selekjginmunoadsorpce, dochazidgehto metod
k vyznamné eliminaci imunoglobulin- IgG 15%, IgA 24%, IgM 63%°. Z pohledu eliminace
LDL-cholesterolu plati, Z&im vice je metoda selektivni, tim ma men3nky na rheologické

vlastnosti krve.

3.4.4. Vliv LDL-aferézy na hladiny lipid

Neéktera data ukazuji, Zze metody IA, DSA a HELP jsoavsatel@ G¢inné ve snizovani
LDL-cholesterolu s gmérnou redukci o 62 %, 65 %, resp. 59 %hjpdné procedie 8. Podle
jiné studie jsou IA a DSA stgjninné a ok mirne UeinngjSi nez DALI — sniZuji LDL—
cholesterol o 82 % resp. 84 % oproti 77 % u DALDalsi studie neshledala signifikantni
rozdily mezi IA a DALI ve zminach LDL, HDL a triacylglyceridl . DSA a DALI mohou
snizovat HDL-cholesterol mémneZ 1A% Redukce Lp(a) i jednom sezeni byla 59 % u IA
oproti 29 % u DALI #°, podle jinych autdr byla u IA, DSA, HELP i DALI srovnateln® a
pohybovala se v gméru kolem 60 %.

V piipact IA je tieba zpracovat&Si objemy plazmy k dosazeni stejného poklesu LDL-

7w

cholesterolu nez u DSA’. U IA v8ak neni mnoZstvicgtiné plazmy limitovano, adsorpi
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kapacita, dana igtlanim dvou pracovnich kolon, je teoreticky nekworde Naopak u metody
HELP je rozsah procedury limitovdn omezenou kapaciiitru °* a nebezpgm pramenicim z
poklesu hladiny fibrinogenu. HELP je vzhledem k rmosti odstra#éni precipitatu a zbylého
heparinu technicky nato¢jSi nez metody zaloZzené na adsorpci. Dle literajinyejselektivajsi

metodou IA je v eliminaci LDL-cholesterolu IX.

3.4.5. Indikace k |1é ¢bé LDL-aferézou

U nemocnych ségkou familiarni hypercholesterolemii tte byt dosazeni cilovych
hladin LDL-cholesterolu obtizné az nemozné a LDéréta niZze byt jedinym Zivot
zachraujicim postupem. Jednd se vSak o metodu technigksp¥ a finartné naranou.
Procedury LDL-aferézy je navic mozno prostadouze ve specializovanych centrech a je nutné
je zpravidla celozivoth a pravidelg opakovat. R zvazovani indikace &by LDL-aferézou je
nutny individuéini pistup k nemocnym>> °** ©2 |ndikace k Iébs LDL-aferézou vychazeji z
vySe nastitnych specifik a vyviji se s drovni znalosti o rigit a moZnostech prevence
aterosklerdzy. Napv USA jsou podld-ood and Drug Administratio(FDA) indikovani k |&b¢
LDL-aferézou homozygoti FH s hladinou LDL-cholester >13 mmol/l, coz v praxi spliji
zpravidla vSichni tito nemocni, dale heterozygdd & LDL-cholesterolem > 7,8 mmol/l bez
ICHS nebo nad 5,2 mmol/l s ICHS. Kritéria jsou hodena az po Sestigsicich gisné diety a
maximalni medikamentézni d8y ®.  Podle novych dopoteni amerického Narodniho
cholesterolového edukaiho programu (National Cholesterol Education Paogr NCEP) a
Evropské spokosti pro aterosklerézu (European Atherosclerotici&®y, EAS) byly rozgeny
indikace k intenzivni cholesterol-sniZujici terapii nemocnych s ICHS s cilem dosahnout

hladiny LDL-cholesterolu pod 2,6 mmol/l.

3.4.6. Uginky lé &by LDL-aferézou
LDL-aferéza nejen redukuje plazmatické hladiny LEhelesterolu a Lp(a), ale
predominants snizuje pedevsim p&et malych denznich LDEastic, které jsou povazovany za

nejvice aterogentif.,

Z dlouhodobého hlediska je popisovan vzestup hladDL—cholesterolu a pokles
celkového a LDL-cholesterolu. LDL-aferéza vede Kk vameni ustaleného stavu,
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charakterizovaného rovnovahou mezi syntézou a amstanim cholesteroll’. Pravidelné
procedury vedou ke zpomaleni nebo zastaveni pregremkonce k regresi aterosklerotickych
plath a v klinické praxi k redukci @ou koronarnich ghod * % '© Regrese aterosklerotickych
koronarnich plat po rani l&cbé LDL-aferézou byla prokazana studii LACMART (Lowrtsity
lipoprotein Apheresis Coronary Morphology And ReserTrial), ktera porovnavala
koronarografické nalezy a vysledky intravaskuldonifitrazvuku®™. LDL-aferéza vedla po 2,5
letech I&by k signifikantni redukci koronarnich kalcifikalj které podle &kterych prac?’ maji

vztah k riziku koronarnichifhod.

3.4.7. VedlejSi 0 €inky |é éby LDL-aferézou

LDL-aferéza pai mezi technicky nejsloZijSi acasow narané hemaferetické procedury

s relativreé velkymi objemy zpracované plazmy.

Mezi ngjastjSi nezadoucidinky hemaferetickych procedur pat

» pfiznaky citratové toxicity
Roztok citratu umditije na principu tvorby chelés kalciem dinnou regionalni

antikoagulaci, pdebnou k zamezeni tvorby tronk pristroji. Je pidavan ke krvi

pacienta a po pasaiigtrojem se dostava do krevnihasbb .

* individualrg variabilni pokles krevniho tlaku
V zavislosti na velikosti poklesu a vnimavgsitcienta mize byt zcela bez

piiznaki nebo vyvolat pocit nevolnosti a mdlob a/nebo vging vyustit

v kratkodobé beaidomi.Casto je spojen s vazo-vagalni reakci.

» aktivace komplementufpkontaktu plazmy s povrchem separéno setu a
adsorgnich kolon s nasledkem uvelm mediatoé s anafylaktoidnimi a
vazodilat&nimi &inky *°,

» alergické a pyretické reakce

* projevy getizeni nahradnimi roztoky

* vzduchova embolie

* mineralové dysbalance

 hemolyza

« obtiZe se zavedenim Zilnich vstupjejich komplikacé®.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Charakteristika souboru

Do studie byli z&lenéni nemocni (dle kriterii studie Gordot8) s mirnymi znénami:
A. Pacienti s homozygotni familiarni hypercholesteroéebez vyjimky
B. V piipadech heterozygotni familiarni hypercholesterodgpak byli vybrani:

a) sekundarni prevence komplikace aktivni ATS, ndpischemicka choroba sr&td a LDL
cholesterol fi diett a maximalg tolerovatelnych kombinacich hypolipidemik vice né®

mmol/L s cilovou hodnotou LDL-cholesterolu pod &#ol/L.

b) primarni prevence: LDL cholesterol vice nez 6,4 mmol/L + pozitivninfdiarni anamnéza +

1 nebo vice rizikovych faktér s cilovou hodnotou LDL cholesterolu néémezli 5,2 mmol/L.

Celkow bylo do studie zahrnuto 12 pacigifviz Tabulka¢. 1 Soubor pacief}, z toho 3
byli léceni hemorheoferézou ¢@ka  komplikovana  heterozygotni  familiarni
hypercholesterolémie, kde standardribk nebyla Usf$na) a 9 podstoupilo LDL aferézu (z
toho 6 nemocnych $ikou komplikovanou heterozygotni familiarni hyperiesterolémii, kde
standardni I&a nebyla uUsgna a 3 nemocni homozygotni formou familiarni
hypercholesterolémie). Jednalo se 0 nemocne, keeedpokladala dlouhodobé&clga. V druhé
¢asti vyzkumu byli nemocni jiz relati¢rstabilizovani na maximalnich tolerovatelnych détka

léki a opakované extrakorpordlni eliménaterapii.

Jako kontrolni skupina byl zvolen definovany soulsér zdravych daféc krve

z Transfizniho oddleni Fakultni nemocnice Hradec Krélové.
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Pacient cislo | pohlavi | vék lécba
1 M 29 LDL- aferéza
2 F 25 LDL- aferéza
3 F 57 | hemorheoferéza
4 M 44 LDL- aferéza
5 M 55 | hemorheoferéza
6 M 67 LDL- aferéza
7 F 64 LDL- aferéza
8 M 67 LDL- aferéza
9 M 46 | hemorheoferéza
10 M 62 LDL- aferéza
11 F 66 LDL- aferéza
12 F 32 LDL- aferéza

Tabulka.¢. 1 Soubor paciefit

4.2. Material a metody

Pri lécbe t¢Zzkych forem FH byly pouzity dva extrakorporalningiinaini l&cebné postupy:

LDL-aferéza a hemorheoferéza.

4.2.1. LDL — aferéza

Pacientova plazma byla ofldna od krevnichétisek pomoci separatoru s kontinualnim
praitokem Cobe Spectra (COBE BCT inc., Denver, CO, US@acujicim na principu
centrifugace. Byl uzivan program verze 7.0 a sepaisety¢. 777-005-000 stejné firmy.

Plazma byla vedena do adsimg - desorpniho automatu ADA nebo ADAsorb
(Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, &necko), kteryiidi stidavé plgni (adsorpci) a
promyvani (regeneraci, desorpci) dvou imunoadsogh kolon LDL-Lipopak (Pocard Ltd.,

Moskva, Rusko).
Kolony obsahovaly na sefar6zovy gel navadzané pohdhi owi protilatky proti

lidskému apoby P¥i prichodu kolonou jsou z plazmy odstewvany LDL<astice a &iSttna

plazma se po spojeni s krevnirdigky vraci zgt do olEhu pacienta. KdyZ je kapacita kolony
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vycerpana, adsogpe-desorgni automat odkloni tok plazmy do druhé kolony aogéf zahaji
regeneraci prvni kolony roztokem glycinového pufiupH 2,4 (Medicap Clinic, GmbH,
Ulrichstein, Nemecko), ktery uvaluje vazbu mezi protilatkami a apalB Nasledd je pH v
kolon¢ upraveno roztokem PBS pufru o pH 7,4 (Medicapi€li@mbH, Ulrichstein, Mmecko),
ktery je po té odstram pomoci fyziologického roztoku. V automatu tak &mré jednou
kolonou prochazi plazma a druh& kolona je regereravToto sekveami pouZziti adsorpce a
desorpce vede k teoreticky neomezené kapagitému, coz ma vyhodu v moznosti nastaveni

délky procedury podle individualnich peb pacienta.

Zakladem pro volbu délky LDL-aferézy je vstupni hoth celkového a LDL-
cholesterolu. Cilova hodnota celkového cholestepmwkorgeni LDL-aferézy byla stanovena
pod 2 mmol/l. Kazdy nemocny maigwlastni par kolon, které jsou deny k mnohonasobnému

pouziti.

Mezi jednotlivymi LDL-aferézami jsou regenerovanélday skladovany i teplog 2-
8°C, naplgny roztokemPBS pufru s fimési 0,01% azidu sodného (Medicap Clinic GmbH,
Ulrichstein, NNmecko), ktery je fed dalSim uzitim zcela odstfamn fyziologickym roztokem
(5000 ml F 1/1 na kazdou kolonu). Vzhledem k ta¥iczidu sodného je zvykem pozvat
nemocného k zahajeni LDL-aferézy az po ddeom procesu vymyvani roztoku azidu sodného.
RovreZz po ukorteni terapie jsou kolony ¢pplnény PBS pufrem sifimési azidu sodného az po

odchodu nemocného z ofldni.

U v8ech nemocnych byly uzivany dva periferni veméstupy. K antikoagulaci je pouzit
heparin (Heparin L#éva inj., Ceska republika), podany v Gvodu formou jednoraztsséky 2500
j. i.v. a nasled& kontinualni intravenozni infuzi 50 j./min. s pgatyym snizovanim davky od
poloviny LDL-aferézy az naslednym vysazenim hepgria roztok citrdtu ACD-A (500 ml
roztoku obsahuje: kyselina citronova 4,0 g, cisédny 11,0 g, glukéza 12,25 g; vyrobce Baxter
S.A., Lassines, Belgie), ktery je kontinu&lpfidavan k piné krvi z fivodné Zily.

4.2.2. Hemoreoferéza
Plazma byla ziskavana stejnym postupem separatd@obe-Spectra); je prosta

burgcnych elemerit po vysokootékové centrifugaci, ziskava se @pseparatorem (Cobe-

Spectra). Pak je proh&ma “druhym stupém” — filtrem. Jako sekundarni filtry se dopouji
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filtry Asahi, Kuraray, Kaneka, Ciprex, Excorim il§a Na pracovisti FNHK se pouzivaji filtry
Evaflux 4A a 5A (Kuraray) s ethylen-vinyl-alkoholgwi dutymi vidkny, kter4 maji otvory o
velikosti 0,03 nebo 0,04 mikrometru. Rk plazmy je kontinudlni, antikoagulace pro#dal

heparinem, zakladni mnozstvi zpracovavané plazmy5€Iniho objemu, vypéteno pa@itacem

separatoru Cobe. Velikost mofiltru umoziuje zachyt znéného mnozstvi LDL-cholesterolu,
lipoproteinu(a), fibrinogenua-2-makroglobulinu a imunoglobulin zejména IgM. BIiZSi
specifikaci zachytu je nutno experimentéptesrgji vymezit a utit v jednotlivych indikacich u
filtra Evaflux (v CR nejsou zadné, jinde nejsou s konkretnimi filtygarpavajici zkusenosti).

Technické detaily metody jsou obvyklé jakid aferetickych procedurach.

4.2.3. Laboratorni metodika stanoveni

Pacientm byly odebrany vzorky krveipd a bezprostdre po provedené LDL-aferéze
hemoreoferéze. Z ni ziskané vzorky plaztnyséra byly ihned zmrazeny a uchovavany p
teplogé -40°C. K detekci hladin vybranych ukazatelaterogeneze byly vyuZity metody

enzymoimunoanalyzy (EIA) — ELISA a imunonefelometri

Sérové hladiny a-2-makroglobulinu byly stanovenymunonefelometricky pomoci

nefelometru IMMAGE 800 (Beckman Coulter, Velka Brite) a imunoreagencii téze firmy.

Koncentrace IL-10 a sAPO-1/Fas byly stanoveny pamametnich ELISA Kiti
(Bender MedSystems, Rakousko).

Hladiny endoglinu (sCD105) a sP-selektinu bylyéremy za pouZziti ELISA souprav
(R&D Systems, USA).

Ve vSech pipadech se jednalo o vyuziti principu sandwichawérioanalyzy. Vysledna

absorbance byla &ena na spektrofotometru MRX (Dynex) a vyhodnoceomqxi software

Revelation (Dynex).
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4.4. Statistické zpracovani vysledk a

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci saftaMedCalc (Mariakerke, Belgie).

Normalita rozlozeni hodnot v souboru i podsouborbégta testovana Pomod{olmogorov-

Smirnovovatestu. Zakladni charakteristikou zkoumanych solulmyl aritmeticky pamér (v

piipads zjiSttné normalityi median (pi nenormalnim rozlozeni hodnot).

Testovaci statistika

Po kontrole normality dat byly podsoub@tedovaného parametru porovnavany mezi

sebou (RED aferézow PO aferéze):

parametrickynt — testenftzv. Studentovym testem) vipact
normalniho rozlozeni dat
neparametrickynWilcoxonovym testempripact nenormalniho

rozloZeni dat.

Urove statistickych rozdil je vyjadena pomoci parametru p:

vysok@ statistick&d vyznamnost <p,001
stredni statisticka vyznamnost p (0,6a1L01)
nizka statisticka vyznamnost ©10- 0,05)
bez statistické vyznamnosti > 0,05
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5. Vysledky

U vybraného souboru paciénbyly sledovany hladiny vybranych ukazételterogeneze
(plazmaticky glykoproteir-2-makroglobulin, IL-10, solubilni endoglin , solttd apoptoticky
faktor sAPO-1/Fas a solubilni adhezivni molekulsgkektin) a jejich zrény po LDL- aferéze a

reoferéze pomoanzymoimunoanalyzy a imunonefelometrie.

Hodnoty koncentrace sledovanych parafetrnemocnych i@d a po LDL- aferéze a

hemorheoferéze jsou uvedeny v Tabuic2 a v Tabulcé.3. je uveden v Tabulce 4.

Statistické zhodnoceni jednotlivych paramgited a po LDL- aferéze, hemoreoferéze a

obéma metodami je shrnuto v Tabul¢eb.

5.1. a-2-makroglobulin

Sérové hladiny a-2-makroglobulinu byly stanoveny imunonefelometyickpomoci
analyzatoru IMMAGE 800 firmy Beckman a imunoreagetéZe firmy. Pémérna koncentrace
a-2-makroglobulin kontrolniho souboru (n=63) byl20183 pg/ml.

- Podsoubor g-2-makroglobulin  RED LDL-aferézou* nél pramérnou
koncentraci 181,06 pg/ml.

- Podsoubor g-2-makroglobulin PO LDL-aferéze" & pramérnou koncentraci
123,26 pg/ml.

- Podsoubor g-2-makroglobulin  RED hemorheoferézou* & pramérnou
koncentraci 213,84 pg/ml.

- Podsoubor g-2-makroglobulin PO hemorheoferéze* ém pramérnou

koncentraci 80,77 pg/ml.

Pokles koncentrace2-makroglobulinu po LDL- aferéze byl statistickgmifikantni
(p = 0,0001; tj. vysoka statisticka vyznamnosj@ anazortin v Grafu¢. 1. Pokled koncentrace
a-2-makroglobulinu po hemoreoferéze byl statistickignifikantni (p< 0,001; tj. vysoka

statisticka vyznamnost) a je znazémrv Grafué. 2. Pokles koncentrace alfaakroglobulinu po
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LDL- aferéze byl o 31,92 %. Pokles koncentrac2-makroglobulin po hemoreoferéze byl o
62,23 %.

5.2. IL-10

Koncentrace IL-10 byla stanovena pomoci kammh ELISA kit (Bender

MedSystems, Rakousko). tnérna koncentrace IL-10 kontrolniho souboru (n=63)ab§,9

pg/ml.

- Podsoubor ,IL-10 RED LDL-aferézou" n&l pramérnou koncentraci 65,6
pg/ml.

- Podsoubor ,IL-10 PO LDL-aferéze" ¢hpramérnou koncentraci 65,13 pg/ml.

- Podsoubor ,IL-10 RED hemorheoferézou® ghpramérnou koncentraci 53,02

pg/ml.
- Podsoubor ,IL-10 PO hemorheoferézeélmraimérnou koncentraci 51,37

pg/ml.

Pokles koncentrace IL-10 po LDL- aferéebyl statisticky signifikantni (p= 0,8825; bez
statistické vyznamnosti) a je znazémnv Grafuc. 3. Pokles koncentrace IL-10 po hemoreoferéze
nebyl statisticky signifikantni (p= 0,5457; beztistické vyznamnosti) a je znazémv Grafuc.

4. Pokles koncentrace IL-10 po LDL- aferéze byl ,320%. Pokles koncentrace IL-10 po

hemoreoferéze byl o 3,11 %.

5.3. sAPO-1/Fas

Koncentrace sAPO-1/Fas byla stanovovana pomoci kKmich ELISA kiti (Bender
MedSystems, Rakousko).tPnérna koncentrace sAPO-1/Fas kontrolniho souboru Ipbgla
841,1 pg/ml

- Podsoubor ,sAPO-1/FasRIED LDL-aferézou® nél pramérnou koncentraci
792,13 pg/ml.
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Podsoubor ,sAPO-1/Fas PO LDL-aferézeglmprimérnou koncentraci 576,92
pg/ml.

Podsoubor ,sAPO-1/FaED hemorheoferézou® ghpramérnou koncentraci
815,92 pg/ml.

Podsoubor ,sAPO-1/Fas PO hemorheoferéz&“pramérnou koncentraci
623,18 pg/ml.

Pokles koncentrace sAPO/Fas po LDL- akei#yl statisticky signifikantni

(p= 0,0001; vysoka statisticka vyznamnost) a jezan@&n v Grafu¢. 5. Pokles koncentrace

sAPO/Fas po hemoreoferéze byl statisticky signifikd (p= 0,0001; vysoka statisticka

vyznamnost) a je znazam v Grafu¢. 6. Pokles koncentrace sAPO/Fas po LDL- aferézeby
27,17 %. Pokles koncentrace sAPO/Fas po hemoreeferg o 23,62 %.

5.4. Endoglin (sCD105)

USA).

Hladiny endoglinu (sCD105) byly ziteny za pouziti ELISA souprav (R&D Systems,
Piimérna koncentrace endoglinu (sCD105) kontrolnihdosow (n=63) byla 4,88 mg/mi

Podsoubor ,endoglin (sCD105) RED LDL-aferézou* m& pramérnou
koncentraci 6,3 mg/ml.

Podsoubor ,endoglin (sCD105) PO LDL-aferézeél mramérnou koncentraci
5,28 mg/ml.

Podsoubor ,endoglin (sCD105)RED hemorheoferézou* & pramérnou
koncentraci 5,41 mg/ml.

Podsoubor ,endoglin (sCD105) PO hemorheoferéze®l npramérnou

koncentraci 5,00 mg/ml.

Pokles koncentrace endoglinu po LDL- aferéyl statisticky signifikantni (p= 0,0001;

vysoka statistickd vyznamnost) a je znazarw Grafu¢. 7. Pokles koncentrace endoglinu po

hemoreoferéze byl statisticky vyznamny (p= 0,02@5;nizka statisticka vyznamnost) je

znazorrn v Grafu¢. 8. Pokles koncentrace endoglinu po LDL- aferégeob16,19 %. Pokles

koncentrace endoglinu po hemoreoferéze byl o 7,58%.
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5.5. sP- selektin

Hladiny sP-selektinu byly zifeny za pouZziti ELISA souprav (R&D Systems, USA).
Pramérna koncentrace sP- selektinu kontrolniho soulior63) byla 90,78 mg/ml.

- Podsoubor ,sP- selektirRED LDL-aferézou” ngl pramérnou koncentraci
159,02 mg/ml.

- Podsoubor ,sP- selektin PO LDL-aferéze&lmramérnou koncentraci 168,23
mg/ml.

- Podsoubor ,sP- selektiRED hemorheoferézou® ghpramérnou koncentraci
96,29 mg/ml.

- Podsoubor ,sP- selektin PO hemorheoferéz&‘pmimérnou koncentraci 87,92

mg/ml.

Pokles koncentrace sP- selektinu po LDLréde byl statisticky signifikantni
(p= 0,0001; vysoka statisticka vyznamnost) a je anazoren v Grafué¢. 9. Pokles koncentrace
sP- selektinu po hemoreoferéze byl statisticky aymny (p= 0,0463; tj. nizk4 statisticka
vyznamnost) a je znazamm Grafu¢. 10.K poklesu koncentrace sP- selektinu po LDL- aferéze
nedoSlo. Byl zde nést koncentrace o 5,79 %. Pokles koncentrace sRektsel po

hemoreoferéze byl o 8,69 %.
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6. Tabulky a grafy

6.1. Prehled nam érenych hodnot

V tabulkach¢. 2 a¢. 3 jsou uvedeny nattené hodnoty vSech sledovanych ukaZatel
aterogeneze, a toRED procedurami (Tabulka.2) a PO proceduréch (TabulkeB). Rehled
nantienych hodnot sledovanych paraniatrkontrolni skupinky uvadi tabulcé. 4.

o

6.2. Statistické zpracovani vysledk a

Vyhodnoceni vyznamnosti poklesu hodnot u sledoviamj@zateal aterogeneze.
Statistické zhodnoceni jednotlivych paramgdied a po LDL- aferéze, hemoreoferéze a obojim
jsou uvedeny v Tabulcet. 5. Procento rozdilu poklesu hladiny zakladnichogenickych
¢initeli po LDL- aferéze, hemorheoferéze a obojim ukazwgbulka¢. 6. Procento rozdilu
poklesu hladiny sledovanychinitela po LDL- aferéze, hemorheoferéze acmia €mito

metodami ukazuje Tabulka&.7.

6.3. Grafické zpracovani vysledk u

Zmeny sledovanych paramétrpo LDL- aferéze a hemoreoferéze jsou zna&aoyn
pomoci sloupcovych graf(Grafy ¢.1-10). Grafy jsou zobrazeny v podopBox and Whisker
plotu”: Stted obdélniku fedstavuje median, spodni hrana 25. percentil, Hoaria 75. percentil
a uséky minimum a maximum po vyl@eni odlehlych hodnot, které jsou znazom

samostatnymi body.
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pfed
n

parametr skupina prameér SD
LDL 78 181,06 55,89
A2M LDL rheo 44 213,84 35,67
LDL + rheo 122 192,88 51,86
LDL 78 65,6 31,85
IL-10 LDL rheo 44 53,02 24,45
LDL + rheo 122 61,07 29,91
LDL 78 792,13 279,61
sAPO/Fas LDL rheo 44 815,92 359,14
LDL + rheo 122 800,71 309,39

LDL 78 159,02 67,1
sP-selektin LDL rheo 44 96,29 23,77
LDL + rheo 122 136,4 63,09

LDL 78 6,3 1,51

endoglin LDL rheo 44 5,41 1,68

LDL + rheo 122 5,98 1.62

Tabulkaé¢.2 Fehled nanstenych paramelrpred LDL- aferézou, hemoreoferézou a kombinace

obou &chto metod.

LDL = nemocni s FH, keni LDL-aferézou; LDL rheo = nemocni s FHdéi rheoferézou; LDL + rheo = oba

soubory dohromady, tj. vSichni sledovani nemocnipaiet hodnot, SD= s#modatna odchylka
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Po

parametr skupina " primér SD
LDL 78 123,26 50,82
A2M LDL rheo 44 80,77 31,87
LDL + rheo 122 107,94 49,23
LDL 78 65,13 29,98
IL-10 LDL rheo 44 51,37 23,05
LDL + rheo 122 60,17 28,37
LDL 78 576,92 275,84
SAPO/Fas LDL rheo 44 623,18 252,32
LDL + rheo 122 593,6 267,47
LDL 78 168,23 196,82
sP-selektin LDL rheo 44 87,92 23,77
LDL + rheo 122 139,27 162,33

Endoglin LDL 78 5,28 1,73

LDL rheo 44 5 1,62

LDL + rheo 122 5,18 1,69

Tabulka¢. 3 Fehled namstenych parametrpo LDL- aferéze, hemoreoferéze a kombinace obou

téchto metod.

LDL = nemocni s FH, Eeni LDL-aferézou; LDL rheo = nemocni s FHgdéi rheoferézou; LDL + rheo = oba

soubory dohromady, tj. vSichni sledovani nemocnipaiet hodnot, SD= simodatna odchylka

parametr n primér SD
A2M(pg/ml) 63 150,73 53,44
IL-10 (pg/ml) 63 1,44 1,01
sAPO-Fas (pg/ml) 63 841,1 407,4
sP- selektin (ng/ml) 63 90,78 21,98
endoglin (ng/ml) 63 4,88 0,95

Tabulka.¢. 4: Hodnoty kontrolniho souboru

N= patet hodnot, SD= hodnota gnedatné odchylky
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parametr pred procedurou po procedu fe pfed x po procedu fFe
skupina n | pramér | rozlozeni n pramér | rozlozeni test hodnota p
FH+LDL | 78 | 181,06 NO 78 123,26 NO t-test < 0,0001
FH+rheo | 44 | 213,84 NO 44 80,77 NE Wilcoxon test | < 0,0001
a-2-makroglobulin (pg/ml) FH | 122 | 192,88 NO 122 | 107,94 NO t-test <0,0001
FH+LDL | 78 65,6 NO 78 65,13 NO t-test 0,8825
FH+rheo | 44 53,02 NO 44 51,37 NO t-test 0,5457
IL-10 (pg/ml) FH | 122 61,07 NO 122 | 60,17 NO t-test 0,6916
FH+LDL | 78 | 792,13 NO 78 576,92 NO t-test <0,0001
FH+rheo | 44 | 815,92 NO 44 623,18 NO t-test <0,0001
SsAPO-Fas (pg/ml) FH | 122 | 800,71 NO 122 | 5936 NO t-test <0,0001
FH+LDL | 78 | 159,02 NO 78 | 168,23 NE Wilcoxon test | 0,0001
FH+rheo | 44 96,29 NO 44 87,92 NO t-test 0,0463
sP-selektin (ng/ml) FH 122 1364 NE 122 | 139,27 NE | Wilcoxon test | < 0,0001
FH+LDL | 78 6,3 NO 78 5,28 NO t-test < 0,0001
FH+rheo | 44 5,41 NO 44 5 NO t-test 0,0205
endoglin (ng/ml) FH |122| 598 NO 122 | 518 NO t-test <0,0001

Tabulka.c. 5: Statistické zhodnoceni jednotlivych pararingbed a po LDL- aferéze, hemoreoferéze & €mito metodami.

n- paet hodnot; NE- nenormdlni rozlozeni; NO- norméatidlozeni; P — statisticka vyznamnost
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Pred Po % rozdilu
(pred-
po)/p Fed
Parametr Skupina n | Pramér n Pramér x100
FH+LDL 75 5,97 75 1,84 69,18
Celkovy cholesterol FH+rheo 44 6,54 44 2,45 62,54
(mmol/L) FH 119 | 6,18 119 2,07 66,5
FH+LDL 74 4,06 75 0,64 84,24
LDL-cholesterol FH+rheo 44 4,44 44 1,36 69,37
(mmol/L) FH 118 42 119 0,91 78,33
FH+LDL 74 1,7 75 1,01 40,59
HDL-cholestero FH+rheo 44 1,23 44 0,75 39,02
I (mmol/L) FH 118 1,32 119 0,91 31,06
FH+LDL 78 181,06 78 123,26 31,92
. FH+rheo 44 213,84 44 80,77 62,23
a-2-makroglobulin
(mg/dl) FH 122 | 192,88 122 107,94 44,04

Tabulka¢. 6: Procento rozdilu poklesu hladiny z&kladnictogenickycheiniteli po LDL-

aferéze, hemorheoferéze a&uota metodami.

FH+LDL = nemocni s FH, t&eni LDL-aferézou; FH+rheo = nemocni s FHgléi rheoferézou; FH = oba soubory

dohromady, tj. vSichni sledovani nemocni
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Pfed Po % rozdilu
(pred-
po)/p Fed
Parametr Skupina n Pramér n Pramér x100
FH+LDL 78 65,6 78 65,13 0,72
FH+rheo 44 53,02 44 51,37 3,11
IL-10
(pg/ml) FH 122 61,07 122 60,17 1,47
FH+LDL 78 792,13 78 576,92 27,17
FH+rheo 44 815,92 44 623,18 23,62
sAPO-Fas
(pg/ml) FH 122 | 800,71 122 593,6 25,87
FH+LDL 78 159,02 78 168,23 -5,79
FH+rheo 44 96,29 44 87,92 8,69
sP-selektin
(ng/ml) FH 122 136,4 122 139,27 2,1
FH+LDL 78 6,3 78 5,28 16,19
FH+rheo 44 5,41 44 5 7,58
Endoglin
(ng/ml) FH 122 5,98 122 5,18 13,38

Tabulka.c. 7: Procento rozdilu poklesu hladiny sledovangidiiteli po LDL- aferéze,

hemorheoferéze a &fma metodami.

FH+LDL = nemocni s FH, t&eni LDL-aferézou; FH+rheo = nemocni s FHgeléi rheoferézou; FH = oba soubory

dohromady, tj. vSichni sledovani nemocni
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Graf¢. 1. Hodnoty koncentrace ajfanakroglobulinu po LDL- aferéze.

Pokles koncentraae 2-makroglobulinu po LDL- afereze byl statistickgifikantni (p = 0,0001; tj. vysoka

statisticka vyznamnost).
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Graf¢. 2 Hodnoty koncentraae 2-makroglobulinu po hemoreoferéze.

Pokles koncentraae 2-makroglobulinu po hemoreoferéze byl statistislgnifikantni (p= 0; tj. vysoka statisticka

vyznamnost)
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Graf¢. 3. Hodnoty koncentrace IL-10 po LDL- aferéze.

Pokles koncentrace IL-10 po LDL- afereze byl b@tistické vyznamnosti (p= 0,8825)
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Graf¢. 4. Hodnoty koncentrace IL-10 po hemoreoferéze.

Pokles koncentrace IL-10 po hemoreoferézi beisttké vyznamnosti (p=0,5457)
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Graf¢. 5. Hodnoty koncentrace sAPO-1/Fas po LDL- aferéze

Pokles koncentrace sAPO-1/Fas po LDL- aferézethayisticky signifikantni (p = 0,0001; tj. vysokéssticka

vyznamnost).
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Graf¢. 6. Hodnoty koncentrace sAPO-1/Fas po hemorederéz

Pokles koncentrace sAPO-1/Fas po hemoreoferéatafybticky signifikantni (p = 0,0001; tj. vysokitisticka

vyznamnost).
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Graf¢. 7. Hodnoty koncentrace endoglinu po LDL-aferéze.

Pokles koncentrace endoglinu po LDL- aferéze tisticky signifikantni (p= 0,0001; vysoka stati&th

vyznamnost).
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Graf¢. 8. Hodnoty koncentrace endoglinu po hemoreoferéze

Pokles koncentrace endoglinu po hemoreoferézetdystcky signifikantni (p= 0,0205; nizka stati$th

vyznamnost).
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Graf¢. 9 Hodnoty koncentrace sP- selektinu po LDL-aferéz

K poklesu koncentrace sP- selektinu po LDL- afergados|o.
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Graf¢. 10 Hodnoty koncentrace sP- selektinu po hemorénée

Pokles koncentrace sP- selektinu po hemoreofendzdiisticky vyznamny (p= 0,0463; tj. nizka sstitka

vyznamnost).
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7. Diskuze

Familiarni hypercholesterolémie je onemé&ainprokazatel& spojené s dysfunkci endotelu
povaZovanou za klinicky 8mou fazi ateroskler6zy®. Klicovou roli v tomto procesu hraje
nakumulovani LDLgastic a jejich nasledné ukladani v inkinarterii. Snizeni plazmatickych
hladin LDL cholesterolu je povazovano pak za je@dmejefektivigjSich intervenci snizujicich
morbiditu a mortalitu v populaci vysjych zemi. GileZitou roli v celém komplexu aterogeneze
hraje imunitni systém prasidnictvim svych efektorovych a regééch molekul a jeho obraz je

odrazem progrese ATS.

V této préaci, kter4 navazuje a je&mti komplexniho studia extrakorporalnich depieh
metod jsme se zaffili na zmény vybranych ukazatélaktivace endotelu po LDL-aferéze a
hemoreoferéze. Soasreé jsme si kladli za cil srovnat tyto &vmetody z pohledu prév
vybranych marker (plazmaticky glykoproteirn-2-makroglobulin, IL-10, solubilni endoglin ,
solubilni apoptoticky faktor SAPO-1/Fas a solubahezivni molekulu P-selektin. Vysatany
soubor tvailo dvanact pacierits prokdzanym aterosklerotickym postizenim.

Existuje fada zahradnich studii, které se zabyvaly skupinou obdobnych
hyperlipidemickych paciefit létenych jak metodou LDL-aferézy, tak i hemoreoferézou
Zpravidla prokazuji éinnost I&€by (zmeny lipidiovych faktofi), coz je u pacieidts FH I&enych
extrakorporalni eliminaci zakladnim laboratorninazételem. | kdyZ nejde o okamzity ukazatel
aktivity ateromatosy, jako se mamukazal byt endoglin, je toatezity l&cebny efekt z hlediska

dlouhodolsjSi progndzy.

V ramci SirSiho konceptu studie bylo kfani lipidového profilu provashého paralel&

s p@islusnymi imunologickymi ukazateli.

Ve v8ech sledovanych lipidovych parametrech (celkcholesterol, LDL-cholesterol a
HDL-cholesterol) byl prokazan vyznamny pokles. Lbholesterol klesa po procedurach velmi
podstati, cozZ je ¥c zasadni @lezitosti — ptimérné o 78,33 %, a to vice po LDL-aferéze (84,24
%), po hemoreoferéze mé&n 0 69,37 %. | kdyZ tento vysledek a rozdil je |ad&n za klinicky
vyznamny a v literatie diskutovany a takto ve star$ich pracech hodnotefiy* pii nagem
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statistickém hodnoceni neni rozdil poklesu DL-aferéze oproti reoferéze vyznamny (p =

0,11). K vyznamnému poklesu doSlu i u ostatnicti@lanych paramaitr(viz Tabulka¢. 6.

Plazmaticky glykoprotein a-2-makroglobulin je jednim z nejdéle znamych
imunologickych aterogennich fakfom nowji se poukazuje i na vyznam jeho polymorfismu
v atherogenezi®. Sepici schopnosti-2-makroglobulinu se prokazatélpodili na rozvoji ATS
plati prostednictvim poskozovani intracelularni matfix**a v aterosklerotickych tepnéch byl
nalezen ve vyssich hladinadh V této studii byl jak u LDL-aferézy, tak u hemoferézy
pozorovan signifikantni pokles hladin po progi(v obou pipadech s p< 0,001; tj. s vysokou
statistickou vyznamnosti). Pokles hladin u LDL-&fr¢inil 31,92 %, zatimco u hemoreoferézy
to bylo dvojnasob® (44,04 %). Mvodem rozdilnosti tohoto poklesutie byt schopnost
reoferézy selektivh eliminovat v zavislosti na pouzitém filtru krémLDL c¢astic i jiné
makromolekuly jako nap lipoprotein (a), fibrinogenp-2-makroglobulin a imunoglobuliny,
zejména IgM> ®. V pripads rozdilnosti naistu se tedy jedna spise Brpy disledek eliminani
metody nez o sekundarni jevimobeny regresi aterogeneze. Na druhou stranu ikegmtihi
pokles medianu hodnot Wipadt LDL-aferézy ukazuje, Ze vidledku LDL deplece dochazi i
vyznamnému sekundarnimuigobeni a zlepSeni aterogenezée® Positivni @inek snizeni
plazmatickych hladin a-2-makroglobulinu mZe byt podtrzen jeho schopnosti inhibice
prokoagul&niho proteinu G°.

IL-10 je zasadnim ht#m v down-regulaci adaptivni ifippzené imunity.Ve vztahu
k ATS inhibuje IL-10 produkcitady cytokiri °" a jeho schopnost atenuace progrese byla
nezpochybnitelé prokédzana nadholika animalnich modelec a uvaZzuje se, Ze by mohl byt
daleZitym momentem stabilizace anginy pectoris ppstinflamatornim psobkim  ¢i jako
stabilizator ATS platd®. V této studii nebyl pokles hladin IL-10 jak po LEferéze (0,72 %),
tak po hemoreoferéze (3,11 %) signifikantni (LDbfexéza p= 0,8825, hemoreoferéza p=
0,5457). V naSemifpadt se ale jedna o positivni vysledek, nelsmiZzeni antiaterogenniho

faktoru, oznaovaného jako ,imunologicky skalpef# v obou pipadech bylo nazadoucitff.

Pozoruhodné bylo i sledovani proapigkého ukazatelsAPO-1/Fas(téz CD95). Ten
po spojeni se svym vazebnym partnerem (Fas-ligaddD178) indukuje cesty ¥Bi apoptotické
kaskady. sAPO-1/Fas byl u osob srenalnim selhgmiokazan ve spojeni s koronarni a
periferni ATS "> ’® Korelace Fas ligandu a endotelialni dysfunkce maéezena i na Grovni

MRNA u cirkulujicich leukocyt. Tento néalez byl potvrzen specificky pouze u
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hyperlipidemickcyh pacieft’®. V naSem vyzkumu byla hladina sAPO-1/Fas jak fRii
aferéze tak po hemoreoferéze sniZzena signifikafta 0,0001; vysoka statistick& vyznamnost).
Pokles koncentrace sAPO-1/Fas po LDL- aferézeob3¥,17 %, pokles koncentrace sAPO-
1/Fas po hemoreoferéze byl o 23,62 %<& @io metody jsou tedy sedy efektivity snizeni
srovnatelné a vedou kvyznamnému sniZzeni proatendige faktoru. Otazka klinického
vyznamu tohoto nalezu vSak vestg nowjSich studii nevyzniva préyednoznang. U pacient

s hypertenzi gtenim tlougky karotidalni intimy a médie (intima-media thiclas¢ potvrdila
positivni korelaci totiz s pouze Fas-ligandem, fikese solubilnim Fas receptorefi a
jednoznénost proetrogennihoipobeni solubilniho Fas receptoru nebyla potvrzemaestudii
na zdravé populaci®. Zatimco tedy membranova exprese Fas receptoriedaognans
zvazovana jako mechanismus apoptogennilisolpeni angiotensinu Il v hladkosvalovych

cevnich bitkach®, otazka vyznamu sAPO-1/Fas ve vztahu k ATiStava oteiena.

SledovaniP-selektinu (CD62P) umoznilo pozorovat zmy adhezivniho proaterogennich
faktori a nahlédnout tak pod polkiu asnych marker aterogennich zeém trombocytarnf® i
endotelialni** aktivace. Jehosobeni je komplexni, participuje také na interakembocyti
s monocyty* aby pak spok&é mohly migrovat do endoteft]. Je to dleZity ukazatel nejenom
vzniku, ale i progrese AT a je rovis? povaZovan za ukazatele stability aterosklerotibky
plati *°. V naSem n¥eni byl zaznamenan statisticky signifikantni roz&dncentrace sP-
selektinu po LDL- aferéze (p= 0,0001; vysoka stiaké vyznamnost) i po hemoreoferéze (p=
0,0463; tj. nizka statisticka vyznamnost). HladiRaselektinu se ale u naSich paadiamtchovala
standarda. V piedchozi studii o ¢kolika desitkach reni u 6 pacieiits FH po LDL-aferéze
klesala, takZe se uvaZovalo o vyuZiti tohoto jekojukazatele aktivity atheromatosy tomto
vyzkumu vSak hladina sP-selektinu po LDL-aferézbcée stoupla (5,79 %.). Naopak po
reoferéze parkud poklesla (o 8,69 %).iPhodnoceni skupiny jako celku byl vzestup hladimy
vykonu o 2,1 %, coz jistneni vyznamné Klinicky, ale statisticky ano. Jdevgépodobré o mala
¢isla, budeitba dalSich gfeni. Pokles P-selektinu by se dal pailpoysledky studie heparinem
indukované precipitace LDL-cholesterolu (metoda IRElfirmy B. Braun, Melsungen,
Némecko), kde se vSak, na rozdil od naSeho soubarwpoklesu podilela také eliminace P-

selektinu v koloa 13

Plazmatické nebo sérové hladiny solubilngradoglinu (sCD105) jsou povaZzovany za
znak aktivace endotelti jeho poskozeni nebo reparade® a koreluji i s celkovymi hladinami

cholesterolf*. Normalizace hladin endoglinu je povaZovanaiazity indikator regrese ATS u
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pacienti s FH, kde aktivace endoglinu (vy$e popsané&tntypy) hraje zasadni raf °° °" ©°
Ve vztahu k extrakoralni LDL elimigai terapii se endoglin jevi jako slibny sérovy meark
ukazujici @&innost extrakorporélni eliminace a tato hypotézdabgozdji potvrzena ®2
RozsahlejSi studie, kterd by status sCD105 nezpodt®yné potvrdila, vS8ak doposud chybi.
V nasem vyzkumu byl rozdil koncentraci endoglinu_pd.- aferéze statisticky signifikantni (p=
0,0001; vysoka statisticka vyznamnost). Pokles kotrace endoglinu po hemoreoferéze byl
statisticky vyznamny (p= 0,0205; tj. nizka statkéi vyznamnost). Pokles hladin po LDL-
aferéze byl sice klinicky vyznamny (16,19 %), aleizkou statistickou vyznamnosti rozdilu.
Naproti tomu, pokles hladin u hemoreoferézy byeanzsi (7,58 %), ale pokles¢mvysokou
statistickou vyznamnost a havospiSe ve prosigh hemoreoferézy. Studie tedy potvrdila
predchozi nalezy, Ze u LDL-degldch metod se endoglintbe skutén¢ uplatnit jako marker

regrese aterosklerotickych 2m°®2.
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8. Zawr

Z pohledu sledovanych imunologickych markeyly pozorovany tyto zeny:

a) V piipad a-2-makroglobulinu doSlo v obou figtupech k statisticky vyznamnému
sniZzeni, u LDL-aferézy toto sniZeni bylo dvojnasobie srovnani s hemoferézou.

b) U antiaterogenniho faktoru IL-10 nedoSlo vlivemtuziepl&nich metod ke zgmam
plazmatickych hladin.

c) U proapoptotického markeru sAPO-1/Fas doSlo u olmeetod k vyznamnému a
srovnatelnému poklesu.

d) Hladina solubilniho P-selektinu po LDL-aferéze lelstoupla, naopak po reoferéze doslo
k mirnému poklesu.

e) U endoglinu pokles hladin po LDL-aferéze byl sidenikky vyznamny, ale s nizkou
statistickou vyznamnosti rozdilu. Naproti tomu, leskhladin u hemoreoferézy byl sice

nizsi, ale mil vysokou statistickou vyznamnost.
Komparaci LDL-aferézy a hemoreoferézy vSak né&&t pouhym konstatovanim z jednoho

hlediska (nap lipidologického, reologického, imunologickéh& finan¢niho). Z pohled
ostatnich dat komplexni studie vyzniva LDL-aferpgianiveji.
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