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Uvod — poruchy metabolismu lipidii a LDL-aferéza

2. UVOD - Literirni piehled

LDL-aferéza je metoda slouzici k extrakorpordlni eliminaci lipoproteind o nizké

hustoté (low-density lipoproteins, LDL} u pacientll se zavaznou hypercholesterolemii, ktera
je rezistentni na farmakoterapii a dietn{ opatfeni. Jedn4 se zpravidla o nemocné s geneticky
podmingnymi defekty metabolismu lipidQ, jako je familidrni hypercholesterolemie (FII)

a familiarni kombinovana hyperlipidemie (FCH).

2.1, Poruchv metabolismu lipidu a LDL-aferéza

2.1.1. Familiarni hypercholesterolemie

Podstatou FH je postiZzeni genu pro LDL-receptor. LDL-&4stice nejsou vychytavany
LDL-receptory cilovych bunék, ale hromadi se v krvi a jsou odstraiiovany cestou tzv.
nscavanger” receptorli makrofagl a jinych fagocytujicich bungk, které formuji zaklad
aterosklerotickych platd. Chybi inhibi¢ni vliv internalizace LDL-receptoru po navazani LDL-
Sastice na syntézu cholesterolu v bufikach, které tak produkuji cholesterol 1 pfes jeho
zvysenou nabidku v krvi. Heterozygotni jednici maji cca 50 % normalniho poctu funkénich
LDL-receptord, hladina cholesterolu je velmi variabilni a pohybuje se kolem 7 - 14 mmol/L
Vyskyt heterozygotni formy FH v nasi populaci je 1:500. Nemocni mivaji predCasné
aterosklerotické zmény cév a mohou mit lachové xantomy, xantelasmata na vi¢kach a arcus
cornae senilis. Terapie zahrnuje dietni a reZimova opatfeni a medikamentézni 1écbu,
predeviim statiny. Pouze cca u 5 % nemocnych konzervativni terapie selhavd (Borberg,
1997). Vyskyt homozygotnich forem je 1:1.000.000. Mira zvyseni hladiny LDL-cholesterolu
v plazm& odpovida aktivité rezidualnich LDL-receptort. Hladina cholesterolu se pohybuje
v rozmezi 16-30 mmol/l. Ischemicka choroba srdeni (ICHS) se u téchto jedinct vyskytuje jiz
v d&tstvi a dasto vede ke smrti do 20. roku Zivota. Diagnéza je zaloZena na vySetieni
lipidového profilu, rodinné anamnéze, piitomnosti §lachovych a koznich xantomd, klinickych
znamkach ICHS nebo aterosklerotického postizeni kofene aorty, které plisobi jeji
supravalvuldrni stendzu a prechazi na koronarni usti. Hypercholesterolemie u homozygoth
nereaguje na konzervativni 1é¢bu a dlouhodoba pravidelnd extrakorporalni eliminace LDL-
cholesterolu je pro tyto pacienty Zivot zachrafiujicim postupem (Rader, 2003). Transplantace
zdravych jater, které nesou funkéni LDL-receptory, vede ke sniZeni koncentrace LDL-
cholesterolu, ale nese s sebou urdité riziko morbidity a mortality (Lees, 1999). Fenotypové
podobny, ale s klinicky leh¢im pribghem, je familiarni defekt apolipoproteinu B (apoBio),

podmingny mutaci t€ &asti apoB g, kterd se vaze na LDL-receptor (Myant, 1993).
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2.1.2.Familiarni kombinovand hyperlipidemie

FCH je nejéastéjsi geneticky podmingnou poruchou metabolismu lipoproteint. Jeji
frekvence v populaci je odhadovéna na 1:50 az 1:100. U nemocnych s infarktem myokardu
dosahuje vyskyt cca 10 %, v rodindch s pfedCasnym infarktem myokardu az 30%.
Molekularni zaklad FCH je nezndmy, choroba mé podklad v geneticky determinovangé
zvy$ené produkei apoBig a lipoproteind o velmi nizké hustoté (very low density lipoproteins,
VLDL). Nektefi pacienti jsou heterozygoty pro deficit lipoproteinové lipazy. Typicka
je ptitomnost riiznych lipoproteinovych fenotypli v rémci jedné rodiny, pacient i jeho
pokrevni ptibuzni mivaji zvySené hodnoty VLDL-cholesterolu, LDL-cholesterolu nebo
obojtho. Zvyseni apoBjg je pravidlem Porucha byva soucésti metabolického Reavenova
syndromu, b&Znym nalezem je nadvaha & obezita. Nejsou pfitomny koZni ani Slachové
xantomy, mohou se vyskytnout xantelasmata o&nich vitek. Dietni a reZimové opatfeni
zaméfena na sniZeni hmotnosti jsou zdkladem 1é¢by, u mnohych je vS8ak potiebna
kombinovana medikamentézni 1é¢ba (Goldstein, 1977, Goldstein, 2001). Extrakorporalni

eliminace je nutnd jen ziidka (Borberg, 1997).

2.1.3. Indikace k 1é&bé LDL-aferézou a jeji dal¥i moZné vyuZziti

V poslednich letech je stile vice kladen diraz na primarni i sekundarni prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni. ZvySeny LDL-cholesterol je jednim z nejvyznamngjsich
rizikovych faktord aterosklerézy a jeho sniZenf se stalo zikladnim opatfenim k zamezeni
progrese a navozeni regrese postiZeni cév. U nemocnych s t€Zkou familiarni
hypercholesterolemii miZe byt dosaZeni cilovych hladin LDL-cholesterolu obtiZné
az nemosné a LDL-aferéza miiZze byt jedinym Zivot zachraiiujicim postupem. Je to vSak
metoda technicky, ¢asové a finanéné naro¢nd. Procedury LDL-aferézy je mozZné provadet
pouze ve specializovanych centrech a je nutné je zpravidla celoZivotné a pravidelng opakovat.
Piistup k nemocnym je multidisciplinarni. Indikace k 1é&bé LDL-aferézou vychazeji z vyse
nastinénych specifik a vyviji se s wrovni znalosti o rizicich a moZnostech prevence
aterosklerozy. V nékterych stitech byla indikacni kritéria formulovéna specialisty
a odbornymi spoletnostmi, jako napfiklad v USA (Gordon, 1994, Vella, 2001, Monarty, 2001
A), Némecku (Bosch, 1996, Schettler, 2002, Keller, 2003), Velké Britdnii (Maher, 1996)
a Japonsku (Kajinami, 1999). Pro ilustraci, v USA jsou podle Food and Drug Adminisiration
(FDA) indikovani k 1é¢b& LDL-aferézou homozygoti FH s hladinou LDL-cholesterolu
>13 mmol/l, coZ v praxi spliuji zpravidla vichni tito nemocni, déle heterozygoti FH s LDL-

cholesterolem > 7,8 mmol/l bez ICHS nebo nad 5,2 mmol/l s ICHS. Kritéria jsou hodnocena
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aZ po Sesti mésicich piisné diety a maximédlni medikamentézni lécby (Vella, 2001).
Za alternativni kritérium pro 1é¢bu LDL-aferézou je nékdy povaZovéno selhani maximalni
tolerované medikamentozni 1é¢by s cilem sniZit cholesterol o vice nez 40%. V soucasné dob&
jsou tendence ke sniZovéni hranice cilového LDL-cholesterolu v primérni i sekundarni
prevenci, které se odrai i na indikacich k LDL-aferéze. Némeckd doporugeni povaZuji
v soufasné dob& za indikaci k LDI.-aferéze u nemocnych s dokumentovanou ICHS
a s maximalni konzervativni 1é¢bou hladinu LDL-cholesterolu nad 3,3 mmol/l a u nemocnych
s progredujici ICHS také hladinu Lp(a) > 60 mg/dl (Schettler, 2002). Podle novych
doporudeni amerického Narodniho cholesterolového edukacniho programu (National
Cholesterol Education Program, NCEP) a Evropské spolenosti pro aterosklerozu (European
Atherosclerotic Society, EAS) byly rozdifeny indikace k intenzivni cholesterol-smZujiei
terapii u nemocnych s ICHS s cilem doséhnout hladiny LDL-cholesterolu pod 2,6 mmol/l. To
je ve shodg i s dal&imi odborniky, ktefi t&7 doporucuji 16¢bu LDL-aferézou u pacientd s FH
a s klinicky vyjadfenym korondmim syndromem, pokud maximdlni konzervativni lécba
nevede ke snizeni LDL-cholesterolu pod 2,6 mmol/ (100 mg/dl) (Keller, 2003). Pii zvaZovani
indikace 1é¢by LDL-aferézou je nutny individualni pfistup k nemocnym.

LDL-aferéza metodou heparinem indukované LDL-precipitace vede kromé eliminace
LDL-cholesterolu také ke sniZeni hladiny fibrinogenu a nasledné ke zlepSeni rheologickych
vlastnosti krve, které mtiZze byt vyuZito u akutnich korondrnich syndromi. Tato metoda méla
167 pozitivni vliv na postiZeni c¢év transplantovaného srdce (graft vessel disease), ktere
je jednim nejvyznamné&jiich faktordl limitujicich jeho dlouhodobou zivotnost (Jaeger, 1997).
Metody zaloZené na filtraci makromolekul z plazmy (viz niZe) mohou prostfednictvim
zlepSeni mikrocirkulace vést ke klinickému zlepSeni u Eetnych poruch sitnice, napiiklad pfi
okluzi centralni Zily sitnice (Brunner 1996), u makuldrni degenerace (Klingel, 2003 A)
a diabetické retinopatie (Luke, 2001), dale u nahlé senzoneurlni ztraty sluchu (Suckfull,
2002, Valbonesi, 2004) a u akutnich ischemickych cévnich mozkovych ptihod (Berrouschot
1999, Rossler, 2000). Byl také popsan pfiznivy vliv na hojeni chronickych ran. U syndromu
diabetické nohy mohou tyto metody ptisp&t k zachovani funkce koncetiny, oddalit amputaci
nebo zmendit jeji rozsah (Klingel, 2003 B). LDL-aferéza byla 0sp&Snd také pfi le€bé
diabetického skleroderma (Koga, 2001) a pii 16¢bé embolie cholesterolovymi krystaly
(Tsunoda, 1999).

Daldim moZnym uzitim LDL-aferézy je létba nefrotického syndromu, kdy LDL-
aferéza vede k rtychlé normalizaci hyperlipidemie, signifikantnimu Ustupu proteinurie

a vzestupu sérového albuminu (Muso, 2001). Zajimavy je vyznamny pokles kvantity viru
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hepatitidy C v krvi béhem heparinem indukované LDL-precipitace (Schettler, 2001). LDL-
aferéza 0&inné snizuje hladiny tetrachlorodibenzodioxinu (TCDD), v tucich rozpustné latky,
kterd mitze piisobit intoxikaci pfedeviim pfi primyslovych nehoddch (Geusau, 2002). Raritni
indikaci je autosomalnd recesivné dé&di¢ny Refsumilv syndrom (heredopathia atactica
polyneuritiformis), zplsobeny kumulaci kyseliny fytanové, kterd je soudasti molekuly
chlorofylu a do organismu se dostava potravou. V plazmé se vaZe na lipoproteiny a nasledné
vélefiuje se do bun&énych membran, coZ vede k porude jejich funkce. LDL-aferézou miiZe byt

kyselina fytanova spolu s lipidy G¢inné odstrafiovana (Straube, 2003).

2.2. Metody extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu uzivané v soutasnosti

2.2.1. Nazvoslovi

Slovo aferéza pochazi z feftiny a znamend odstranéni. LDL-aferéza je tedy odstranéni
L.DL-cholesterolu. Tento nazev byl poprvé uzit profesorem Borbergem jako pojmenovéani pro
selektivni eliminaci LDL-cholesterolu na podklad® imunoadsorpce, reakce specifické
protilatky s odpovidajici strukturou LDL-&astice. V tomto smyslu je ndzev stdle uzivin
nékterymi autory (Borberg, 1997, Bldha, 2003). V literatufe se vSak miZeme ¢im dal vice
setkdvat stimto ndzvem ve smyslu oznadujicim viechny metody odstrafiujici LDL-
cholesterol, a to i v piipadé t&ch, které nejsou v eliminaci LDL-¢astic zdaleka tak selektivni,
jako je ,plvodni® LDI-aferéza na principu imunoadsorpce. Ve prospéch rozsifeni tohoto
nazvu i na ostatni metody extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu hovofl podstatné
zjednoduleni v komunikaci, které umoziiuje. Selektivni metody extrakorporélni eliminace
LDL-cholesterolu jsou v Ceské republice v soudasnosti provadény pouze na nadem pracovisti,
spektrum nemocnych je velmi omezené a detaily této problematiky se tykaji relativng tizkého
okruhu odborniki. Proto n&které metody extrakorporalni eliminace a jejich modifikace nemaji

zavedeny Sesky nazev.

2.2.2. Charakteristika metod extrakorporalni eliminace L.DL-cholesterolu

Plazmaferéza byla prvni metodou uzitou k extrakorporalni eliminact cholesterolu.
Obecnym principem plazmaferézy je odstrangni plazmy obsahujici neZadouct soudasti. Jeji
oddéleni z plné krve probiha bud’ pomoci centrifugace, pracujici na podkladé rozd€leni
jednotlivych sloZek krve podle jejich specifické hmotnosti, nebo s pomoci membranové
separace, spotivajici v pouZiti membran o definované velikosti porti, zadrzujicich krevni
t8liska. Odstranéna plazma miiZe byt nahrazena roztoky krystaloidii nebo koloidu, albuminem
nebo plazmou. Nevyhodou metody je neselektivita eliminace nezadouci latky, v tomto

pFipadé LDL-cholesterolu, a moZné zatéZ cizorodou bilkovinou pfi uZiti plazmy jako
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nahradnfho roztoku. P déletrvajici 168b& dochazi k zavaZnym ztrdtdm imunoglobuling,
hormonti, transportnich proteint a stopovych prvkid. NeZadouci je i odstranéni lipoproteint
o vysoké hustoté (high density lipoproteins, HDL). Pfesto, Ze se jedna o relativné
jednoduchou a dostupnou metodu, vedouci k rychlé eliminaci patologické substance, je pro
své nerddouci USinky nahrazovéna metodami selektivn€j$imi. Ty pracuji na podkladé
imunitni nebo fyzikalng—chemické interakce mezi aktivnim povrchem elimina¢niho média
a hlavni substanci LDL-&astic — apoBigp, nebo na principu filtrace podle velikosti Castic.
Fyzikalné-chemické interakce spotivaji ve vazb& kladné nabité molekuly apoBigo se zdporné
nabitymi Fetézci organickych latek (dextransulfat, heparin, polyakrylat). Tato elekirostaticka
interakce je obdobou vazby LDL-Zastice na LDL-receptor, ktery je téZ polyaniontem.
Plazmaferéza se stala vychodiskem pro vyvoj té€chto metod, které jsou aZ na vyjimky
zaloZeny na dal3im zpracovani separatorem oddé&lené plazmy (Thompson, 2003).

Imunoadsorpece LDL-cholesterolu (IA, LDL-imunoadsorpce) je nejstarsi
ze selektivnich metod. Vyuziva specifickou interakci polyklonélnich protilatek namifenych
proti antigennim strukturdm apoBigo. Tento princip zajidtuje vysokou selektivitu eliminace.
Pistrojovy systém se skldda ze separatoru krevnich tlisek, pracujictho na principu bud
centrifugace nebo filtrace, a adsorpéné-desorpéntho automatu, ktery Fidi stfidavou adsorpci
a regencraci (desorpci) dvou kolon, obsahujicich protilatky proti lidskému apoBige. Kolony
jsou uréeny k opakovanému powZiti. (Borberg, 1988). K dispozici jsou napfiklad kolony
Therasorb firmy Baxter (Unterschleissheim, Némecko) nebo LDL-Lipopak, Pocard Ltd.
(Moskva, Rusko).

Adsorpce na dextransulfat (DSA, firma Kaneka, Osaka, Japonsko) pracuje na
principu elekirostatické interakce mezi kladnym nabojem apoBigy a zdpornym nibojem
fetézcll dextransulfitu (Yokoyama, 1985). Kolona vaze VLDL, LDL a lipoprotein (a)
[(Lp(a)]. 1 zde je uZivdna dvojice kolon (Liposorber LA), které se stfidaji v pracovnim
a regenerainim cyklu. Tato meta byla modifikovana také jako pfimd hemoperfuze uzivajici
dextransulfat (kolony Liposorber DL, viz niZe). Pacienti s familiarnim defektem apoBig
vykazuji podobny pokles LDL-cholesterolu jako nemocni s normalnim apoBigg, ktefi jsou
|é&eni stejnou metodou (Maher, 1996).

Heparinem navozena extrakorporalni precipitace LDL-cholesterolu (Heparin
Induced Extracorporeal LDL Precipitation; HELP, firma B. Braun, Melsungen,
Némecko) je zaloZena na elektrostatické interakcei mezi heparinem a apoBigo pfi sniZeném pH,

které zvysuje pocet kladnych naboji v molekule apoBigg a usnadiiuje precipitaci s heparinem
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(Wieland, 1983). Precipitat je nasledn& odstranén filtraci. Fibrinogen, ktery téZ precipituje,
kles4 asi na polovinu. Systém byl zkombinovan s hemodialyzou (Eisenhauer, 1991).

Metody zaloZené na filtraci fastic z plazmy, nazyvané v anglosaské literatufe
souhrnnd  ,secondary membrane plasma fractionation* odstraiuji z  plazmy
vysokomolekularni proteiny pomoci sekundarntho filtru. Selektivita filtrace zavisi na
fyzikalnich vlastnostech pouZitého filtru, pfedevsim na velikosti jeho pérd. Kromé odstranéni
patologické substance, v nafem piipadé LDL-¢astic, jsou eliminovany i dal$i makromolekuly,
jako je fibrinogen, a2-makroglobulin, imunoglobuliny, fibronektin atd. Vysledkem je zlepSeni
rheologickych vlastnosti krve, dané pfedevsim sniZenim viskozity plazmy, ale 1 sniZenim
agregace a adhezivity trombocyti a erytrocytd a zlepSenim jejich flexibility. Nasledkem je
relativng setrvalé zlepSeni mikrocirkulace a tim i tkdllové oxygenace. Tyto metody lze uzit
nejen u nemocnych s hypercholesterolemii, ale i u pacientl s rlznymi poruchami
mikrocirkulace (viz kapitola 2.1.3. Indikace k lécbé LDL-aferézou a jeji dal¥i mozné vyuZiti)
(Klingel, 2000, Siami, 2001).

V ptipad& uZiti primarniho pfistroje, ktery pracuje na principu filtrace, jsou modifikace
této metody nazyvany dvojita filtraéni plazmaferéza (double filtration plasmapheresis,
DFPP), kaskidova filtrace, rheoferéza, nebo membrinova diferencidlni filtrace
(membrane differential filtration, MDF) (Agishi, 2000, Klingel, 2000). Za tcelem zvySeni
selektivity eliminace LDL-cholesterolu a prevence tvorby kryogelu mize byt plazma pfed
vstupem do sekundarniho filtru ohfata na teplotu 38-40°C. Metoda se nazyva termofiltrace
(Nosé, 1985). Anglicky termin lpidfiltration je nizvem pro novy sytém vznikly na zaklade
pokroku v technologii vyroby filtrii a optimalizace funkce celého zafizeni, zvIaste ohfivaci
jednotky. Vysledkem je zlepSeni specificity filtrace a kapacity filtru (Klingel, 2004). Narozdil
od vyse popsané mnohem selektivngjsi imunoadsorpce, dochazi u t€chto metod k vyznamné
eliminaci imunoglobulind — IgG 15%, IgA 24%, 1gM 63% (Matic, 2002). V pfipad¢ uZiti
priméarmiho piistroje, ktery oddéluje plazmu na principu centrifugace, je metoda ve svétové
literatufe n&kdy nazyvéana ,plasma fractionation®, tedy frakcionace plazmy (Siami, 2001).
7 pohledu eliminace LDL-cholesterolu plati, Ze ¢im vice je metoda selektivni, tim mé menS$i
ucinky na rheologické vlastnosti krve.

Piim4 adsorpce lipoproteini z pIné krve (LDL-hemoperfuze) uZiva
nehemolytického adsorbentu, akryldtu vdzaného na polyakrylamid, ktery umoZiuje perfuzi
kolony plnou krvi. Vynechéani uvodni separace plazmy zjednoduSuje technické vybaveni na

jeden pracovni okruh a urychluje cely proces. Prvnim systémem piimé adsorpce LDL-
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cholesterolu byl systém zvany DALI (Direct Adsorption of Lipids firmy TFresenius, St.
Wendel, Némecko) (Bosch, 1993, Bosch, 2000).

V nedavné dob& byl vynalezen dal§i systém pro piimou hemoperfuzi, ktery uZiva
vazby LDL na dextransulfat (kolony Liposorber DL, Kaneka Co., Osaka, Japonsko, viz vyse).
Piedbzné vysledky ukazuji, Ze efektivita a bezpednost je srovnatelnd s DALI (Mabuchi,

2004).

Firma Medicollect (Rimbach, Némecko) uvedla na trh v roce 2004 daldi typ
adsorbentfi oznageny Lipocollect (Mehrweg-LDL-Adsorbers Lipocollect). Princip dasorpee je
podobny DALL Jde o adsorbenty uZivajici vazby LDI-cholesterolu na polyaniont, ktery neni
biologického piivodu a je vazan na porézni gel. Narozdil od DALI systém zpracovava predem
oddélenou plazmu. Prvni zkuSenosti s timto typem adsorpce LDL-Eastic byly zvefejnény
v pfednasce dr. Recha na sjezdu Mezindrodni spoleénosti pro aferézu (Infernational society

for apheresis) roku 2005 v némeckém Rostocku (Rech, 2005).

2.2.3. Srovnani nejcastéji uzivanych metod

Nékterd data ukazuji, Zze IA, DSA a HELP jsou metody srovnatelné GCinné ve
snizovani LDL-cholesterolu s primérnou redukci o 62 %, 65 %, resp. 59 % pii jedné
proceduie (Richter, 1999). Podle jiné studie jsou IA a DSA stejné ufinné a ob&é mirné
inngjsi nez DALI — sniZzuji LDL—cholesterol o 82 % resp. 84 % oproti 77 % u DALI
(Schmaldienst, 2000). Dal§i studie neshledala signifikantni rozdily mezi IA a DALI
ve zménach LDL, HDL a triacylglyceridii (Baumbauer, 2002). DSA a DALI mohou sniZovat
HDL-cholesterol méné neZ IA (Schmaldienst, 2000). Redukece Lp(a) pii jednom sezeni byla
59 % u IA oproti 29 % u DALI (Baumbauer, 2002), podle jinych autorii byla u 1A, DSA,
HELP i DALI srovnatelna (Schmaldienst, 2000) a pohybovala se v priméru kolem 60 %.
MDF redukuje LDL-cholesterol o 56-61%, lipidfiltration o cca 61%, HDL cholesterol klesa
o 25-42% resp. 6%, Lp(a) o 53-58% resp. o 61% (Geiss, 1999, Julius, 2002). V piipad¢ TA
je tieba zZpracovat v&t3¥ objemy plazmy k dosaZeni stejného poklesu LDL-cholesterolu neZ
u DSA (Knisel, 1994). U IA viak neni mnoZstvi o&i§téné plazmy limitovano, adsorpeni
kapacita, dana st¥idanim dvou pracovnich kolon, je teoreticky nekonecnd. Naopak u metody
HELP je rozsah procedury limitovan omezenou kapacitou filtru (Schaumann, 1996)
a nebezpe&im pramenicim z poklesu hladiny fibrinogenu. HELP je vzhledem k nutnosti
na adsorpei. DALI je naopak technicky nejjednodusdi. IA je v eliminaci LDL-cholesterolu

nejselektivnéj§i (Thompson, 2003).
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2.2.4. Utinky 1é¢by LDL-aferézou

LDL-aferéza nejen redukuje plazmatické hladiny LDL-cholesterolu a Lp(a),
ale predominanin sniZuje pfedeviim pocet malych denznich LDL-Castic, které jsou
povazovany za nejvice aterogenni (Schamberger, 2000). Z dlouhodobého hlediska
je popisovan vzestup HDL—cholesterolu a pokles celkového a LDL-cholesterolu. LDL-aferéza
vede k navozeni ustileného stavu, charakterizovaného rovnovahou mezi syntézou
a odstraitovanim cholesterolu (Borberg, 1997).

Pravidelné procedury vedou ke zpomaleni nebo zastaveni progrese ¢1 dokonce
k regresi aterosklerotickych platt a v klinické praxi k redukci po&tu koronarnich pfihod
(Borberg, 1988, 1997). Podle vysledki jedné z nejvétsich kontrolovanych klinickych studii
byla frekvence koronarnich pfihod u homozygota FH léCenych LDL-aferézou v intervalu
14 dnt vyznamné redukovdna a Kaplan-Mayerovy kiivky ukazovaly redukei rizika smrti
na ICHS, rizika nutnosti korondrni revaskularizace a rizika nefatdlniho IM o 72% (Mabuchi,
1998). Thompson provedl metaanalyzu koronarografickych studii historické skupiny pacientl
bez 1é¢by hypolipidemiky, skupiny léCené statiny a skupiny lé¢ené LDL-aferézou spolu
se statiny. Po dvouro&ni 1éEb¢ bylo procento pacientll s progresi koronarografického nalezu
46%, 33% resp. 18% pro jednotlivé skupiny, naopak regresi a nebo ndlez beze zmén mélo
54%, 67% resp. 82% pacientd (Thompson, 2003). Regrese aterosklerotickych korondrnich
platd po ro¢ni 1é¢bé LDL-aferézou byla prokazédna studii LACMART (Low density
lipoprotein Apheresis Coronary Morphology And Reserve Trial), kterd porovnavala
koronarografické nalezy a vysledky intravaskuldrnho ultrazvuku (Matsuzaki, 2002). LDL-
aferéza vedla po 2,5 letech 1&8by k signifikantni redukei koronarnich kalcifikaci (Hoffmann,
2003), které podle n&kterych praci (Arad, 2000) maji vztah k riziku koronarnich piihod.

2.2.5. Vedlejsi u€inky lécby LDL-aferézou

LDL-aferéza patii mezi technicky nejsloZitéj§i a Casov€ ndrofné hemaferetické
procedury s relativné velkymi objemy zpracované plazmy. K dosaZeni terapeutického efektu
je tfeba LDL-aferézu pravidelng a dlouhodobé (vé&tSinou celoZivotn€) opakovat. Piedasné
ukonteni & prodlouZeni intervalu mezi LDL-aferézami vede ke sniZeni klinického (¢inku.
Cetnost a tize vedlejSich udinkf, stejné tak jako nepohodli pacienta sehrdvaji roli pfi
rozhodovani o délee procedur a intervalech mezi nimi, ovliviiuj{ spolupraci s nemocnym
a ve svém dusledku 1 efekt 1é€by.

Mezi nejast&jdi nezadouci u€inky hemaferetickych procedur, zvlasté pfi vysokych

objemech zpracované plazmy, patfi pfiznaky citratové toxicity. Roztok citratu umoziuje

12



Uvod — poruchy metabolismu lipidit a LDL-aferéza

na principu tvorby chelat s kalciem uéinnou regiondlni antikoagulaci, potfebnou k zamezeni
tvorby trombii v pfistroji. Je pfiddvan ke krvi pacienta a po pasdZi pfistrojem se dostava
do jeho ob&hu. Piisun citrdtu k nemocnému zavisi na pritoku krve pfistrojem a poméru
pfidavaného roztoku citrdtu k pacientové krvi. Tvorbou komplexi s ionty kalcia plsobi citrat
pokles ionizovaného kalcia v plazmg, na kterém se miZe podilet i diluce pacientovy plazmy
nahradnimi roztoky nebo aplikace albuminu (Weinstein, 2001). Spolu s poklesem
ionizovaného kalcia klesa téZ ionizované magnézium, fosfaty a kalium (Bolan, 1999, Buchta
2003). V organismu je citrat rychle redistribuovéan a cestou cyklu trikarboxylovych kyselin,
probihajiciho pfedeviim v jatrech, metabolizovan na bikarbonat. Nasledkem odbourani citratu
se do krve opdt uvolfiuje ionizované kalcium, takZe pfi béZném davkovéni nedochazi
k vyznamné systémové antikoagulaci (Hester, 1983). Zajimavé je pozorovani reverzibilniho
prodlouzeni QT-intervalu na EKG u darci destiCek jako nasledek sniZeni hladiny
ionizovaného kalcia. Zadny z vySetfovanych darcd nemél t828f symptomy hypokalcemie.
Prodlouzeni QT-intervalu bylo v&t§i u Zen neZ u muZl a vymizelo do 15 minut po aferéze.
Vysledkem tohoto pozorovadni bylo doporudeni vySetiit osobni a rodinnou anamnézu
se zamé&fenim na synkopy a nahlou smrt v rodiné za i¢elem identifikovat nemocné s vrozené
prodlouZenym QT-intervalem (Laspina, 2002).

V soudasnosti neni jednozna¢né doporu¢ena metoda, jak redukovat citratovou toxicitu
pfi hemaferetickych procedurach (Bolan, 2002, Buchta, 2003). Obecné je nékolik postupt, jak
citratové toxicité predchézet. Prvnim je redukce pritoku krve vedouci ke sniZeni expozice
citrdtu v dase, ale za cenu prodlouZeni délky aferézy. Druhym mozZnym feSenim je uZiti
heparinu, které sice sniZi spotiebu citratu, ale vede k systémové antikoagulaci a mlze byt
spojeno s rizikem krvacivych a jinych komplikaci. Tretim, nejéasté$im fedenim
je suplementace kalcia, a to kontinualni intravendzni infuzi nebo jako intravendzni bolus,
profylakticky, nebo az s prvnimi pfiznaky (Bolan, 2002, Buchta, 2003). Roztok kaleia lze uzit
i peroraln&. Podobny a¢inek jako kalcium mé i magnézium, které miiZe na principu kompetice
o vazbu na citrat zvySovat hladinu ionizovancého kalcia a naopak. V praxi je mozn¢ vSechny
vySe uvedené postupy kombinovat. Potencidlni nezadouci Ginky, spojené s podavanim
kalcia, jsou pFedeviim vazodilatace, arytmie a hypotenze. P¥i aplikaci kalcia je tfeba dbat
opatrnosti nebo se ji upln& vyhnout u nemocnych s anamnézou arytmif a s poruchami vedeni
na EKG, zvlaitg pacientdl 1éCenych digitalisovymi preparaty, a pfi hypokalemii. V souboru
400 vysokoobjemovych leukaferéz, publikovaném Bolanem, se nevyskytly v souvislosti
s podévéanim kalcia Zadné vedlej§i reakce a uZiti heparinu nebylo tfeba (Bolan, 1999). Pfesto

se v literatufe objevuji ojedinglé zpravy o zdvaZnych neofekdvanych reakcich u rutinnich
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hemaferéz, jako je naptiklad zprava o zastavé srdce pFi velkoobjemové leukaferéze u zdravé
nepitbuzenské darkyn& kmenovych bungk krvetvorby (Cassens, 2003). Nemocni, 1€¢eni LDL-
aferézou se navic od zdravych darch hi pravdépodobnou ¢&i prokdzanou piitomnosti
koronarniho postiZeni.

V pribghu hemaferéz dochdzi k individudlng variabilnimu poklesu krevniho tlaku,
ktery v zavislosti na velikosti poklesu a vnimavosti pacienta miZe byt zcela bez pfiznakd
nebo vyvolat pocit nevolnosti a mdlob a nebo vyjimeéné vyustit v kratkodobé bezvEdomi.
Casto je spojen s vazo-vagalni reakci. Na hypotenzi miZe mit podil i pfesun &asti krve
do extrakorporalného ob&hu a aktivace kaskady komplementového systému pfi kontaktu
plazmy s povrchem separaéniho setu a adsorpénich kolon s nasledkem uvolnéni mediatort
anafylaktoidnimi a vazodilataénimi Géinky (Shiga, 1998, Fadul, 1998, Sonntag, 1998).
S aktivaci komplementu miiZze souviset i vyskyt horetky, nevolnosti, zvraceni, svalové bolesti
i dusnosti, zvl4at& pfi adsorpénich vykonech pouzivajicich stafylokokovy protein A, ktery
komplement p¥imo aktivuje (Toepfer, 1999). ZavaZné, aZ Zivot ohroZujici jsou hypotenzni
reakce, popsané piedev&im u dextransulfatovych adsorbentd v souvislosti s medikaci
inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu (ACEI) (Agishi, 1994). Reakce jsou spouStény
kontaktem Hagemanova faktoru s negativné nabitym povrchem dextransulfatu, coZ vede
k produkei bradykininu, potentntho vazodilatitoru. (Proud, 1988) ACEI blokuji jeho
odbourdvani s nasledkem prohloubeni hypotenze. Klinickymi projevy jsou kromé hypotenze
abdominalni kfede, edém, zvraceni, bolesti na hrudi, bronchospasmus, popfipadé aZz Sokovy
stav (Proud, 1988). Reakce byly popsany téZ pfi imunoadsorpci kolonami obsahujicimi
stafylokokovy protein A (Molinaro, 2002) a p¥i riznych dal¥ich procedurdch (Verresen, 1990,
Sweeney, 1998, Petrucco, 1995, Siami, 1997, Owen, 1994). S moZnosti vyskytu
anyfylaktoidni reakce je nutno pfi pouZiti téchto metod poditat. Doporucuje se pierusit 1é¢bu
ACEI na 48-72 hodin pfed vykonem (Mazzi 1994).

Mezi dalsi vedlejsi u€inky hemaferéz patii alergické a pyretické reakce, projevy
pFetiZeni ndhradnimi roztoky, vzduchova embolie, minerdlové dysbalance, hemolyza, obtiZe
se zavedenim Zilnich vstuptt a jejich komplikace (Borberg, 1997).

Pred uZitim imunoadsorpénich kolon je ticba zcela odstranit roztok PBS pufru
s piimé&si azidu sodného, kterym jsou kolony konzervovany v dobé skladovdni, a kiery nesmi
pfijit do styku s ob&hem nemocného.

Azid sodny je latka uZivana pro sviij baktericidni, herbicidni a antisepticky ucinek
v laboratofich a pro sviij explozivni potencidl napfiklad v airbagu automobild. Kromé

intravenézniho podani se do organismu muZe rychle a snadno dostat respiralni cestou,

14



Uvod — poruchy metabolismu lipidii a LDL-aferéza

peroralné nebo vstiebat kizi. Pdsobi jako silny vazodilatator s Cetnymi toxickymi ¢inky na
bunéény metabolismus. Klinicky se otrava projevuje vétSinou nezivisle na bran€ vstupu
predev§im t&%kou hypotenzi, dle se objevuje nevolnost, zvraceni, prijem, bolesti hlavy,
dugnost a2 plicni edém, metabolicka aciddza, poruchy srde¢niho rytmu a rizné neurologické
postizeni. Doba od expozice do néstupu hypotenze mé prediktivni hodnotu — rychly nastup
pi{znakl zna¢i benigni charakter otravy, naopak pozdni nastup piiznakd ( > 1 h) je zndmkou
fatalniho konce. Fatalnf davka je > 700 mg (10 mg/kg), neletalni davka je 0,3 - 150 mg
(0,004 - 2 mg/kg). Specifické antidotum neni zndmo. Prevenci otravy je edukace pracovniki
v riziku a striktni dodrZovani pracovnich postupt (Chang, 2003, Miljours, 2003). Jednotliva
pracovisté zavadgji réizna bezpednostni opatfeni, napfiklad proplachovani kolon v odd&lené

mistnosti od nemocnych.

2.2.6. Nékteré technické aspekty LDL-imunoadsorpcee

Jak bylo uvedeno vyse, imunoadsorpéni kolony jsou uréeny k mnohondsobnému uZiti.
Opakované uzivani kolon by mohlo vést ke sniZzovani jejich adsorpéni kapacity & ztrate
selektivity, FEfektivitou kolon rozumfme schopnost adsorbovat lipoproteiny obsahujici
apoBiog, tedy pfedevdim LDL-cholesterol. Selektivita znamend schopnost specificky
adsorbovat pouze molekuly obsahujici apoBioo a nikoliv ostatni latky, pfedevSim HDL-
cholesterol. Pfi sniZovani efektivity extrakorporalni eliminace s pfibyvajicim poétem
provedenych vykon® by k odstranéni potfebného mnoZstvi LDL-cholesterolu bylo nutné
prodluzovat délku jednotlivé LDL-aferézy s &astj$im stiidanim kolon. To by vedlo
k netm&mému zatdovani nemocnych. V piipadé sniZovani selektivity by také dochazelo
k nez4adouci eliminaci latek, jejichZ odstranéni neni cilem. Starnuti kolon by mohlo mit vliv
i na jejich mechanické vlastnosti ve smyslu zhorSovani pritoku plazmy kolonami. Projevem
obstrukce kolony by tak mohlo byt zvySovani tlaki, nutnych k zajiSténi pritoku plazmy
kolonou, a z toho diivodu i nutnost zpomalovéani pritoku plazmy kolonou nebo pferudovani
procedury. U kolon firmy Baxter (Unterschleissheim, Némecko) byla prokdzana stabilni
efektivita a selektivita kolon v pribéhu 60 LDL-aferéz (Jovin, 2000). Zivotnost kolon LDL-

Lipopak (Pocard Ltd., Moskva, Rusko) nebyla zatim v literatufe popsana.
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2.3. Dynamika a vzdjemné vztahy nékterych ukazatelii aktivity aterogeneze
u nemocnych lééenych LDL-aferézou

Pacienti pocituji astup ischemickych obtiZi ¢asto jiz po n€kolika LDL-aferézach a pii
dlouhodobé 166b& byva klinické zlepSeni vyrazngj$i, neZ by odpovidalo zménam
angiografickych nalezé. Jak bude popsano niZze, LDL-cholesterol ma fadu GCink( na aktivaci
pochodli inicialni i nasledné faze aterogeneze. Moznym vysvétlenim, krom& zlepSeni
rheologickych vlastnosti krve, je stabilizace ateromatéznich platd diky sniZeni patologické
aktivace endotelu, desti¢ek a monocyti, to vie nasledkem climinace aterogennich Ciniteld,
zvia§té zvySenych hladin LDL-cholesterolu.

Pii 16&b& LDL-aferézou se nabizi ojedinély experimentdlni model, ktery dovoluje
studium patogenetickych mechanizmi aterogeneze pfi riznych hladinach LDL-cholesterolu
u téhoZ jedince. To je mo¥né diky bezpetnému a rychlému dosaZeni vyrazného a relativné
selektivniho poklesu LDL-cholesterolu, navic s moZnosti opakovat experiment za prakticky
stejnych podminek opét po navratu hladin cholesterolu na obdobné hodnoty pfed nasledujici
LDL-aferézou. Tato modelova situace je zcela ojedin€ld a nebyla navozena ani
u experimentalnich zvifat. Cilem tohoto vyzkumu je zhodnotit vliv LDL-aferézy na nékteré
ukazatele aktivity jednotlivych Ciniteld aterogeneze.

Intenzita 16&by LDL-aferézou je fizena piedeviim podle hladin celkového a LDL-
cholesteroly, které jsou sice v kauzalnim vztahu k ateroskleréze, neodrazeji viak plné aktivity
aterogenetickych procesli. Zhodnoceni G&inkGi LDL-aferézy pomoci klinického sledovani
symptomi ischemie je nepfesné. Sledovani mizeni xantomi, vySetfovani Sife
aterosklerotickych plaml ultrazvukem & srovnavani angiografickych nalez(i jsou metody
vhodné k hodnoceni efektu v dlouhodobém horizontu. V této praci bylo vybrano nékolik
ukazateli aktivity aterogeneze a zkouman jejich vztah ke zménadm hladin cholesterolu
a nekterych daldich parametrli, které nastivaji béhem LDL-aferézy. Dalsim vyzkumnym
zamérem, ktery bude na tuto praci navazovat, bude vyuzit tyto vysledky k identifikaci
potenciondlnich piesnéjsich a dostupnéj§ich ukazatelli efektivity 1é¢by LDL-aferézoun a ovéfit
jejich vypovidaci hodnotu v praxi.

Pfi vybéru zkoumanych parametri jsme vychézeli ze znamych vztahti mezi hladinou
aterogennich lipoproteinti, pfedevim LDL-cholesterolu, aktivitou jedvotlivych bunétnych
populaci, Gastnicich se aterogeneze, a ze soucasnych znalosti o jednotlivych Cinitelich

Uc€astnicich se aterogeneze.
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2.3.1. Uloha cholesterolu v aterogenezi

Vysoka hladina cholesterolu je znamym rizikovym faktorem aterosklerozy.
Cholesterol je v cirkulaci pienasen ve formé lipoproteinil. Dva nejvyznamnéj§i lipoproteiny
transportujici cholesterol jsou LDL a HDL. Asi 70% cirkulyjiciho cholesterolu je ve formé
LDL. VLDL, bohaté na triacylglyceridy a obsahujici apoBig a apolipoprotein E, jsou
syntetizovany v jatrech a jejich funkci je pfedev§im transport masinych kyselin do tukové
tkang a svali. Odevzdénim triacylglyceridd tkanim a od$tépenim jinych apolipoproteind, neZ
je apoBig, se VLDL méni pfes mezistupeii vysoce aterogennich VLDL-zbytkli neboli
lipoproteint o stfedni hustoté (IDL, intermedial density lipoproteins) na LDL. Fyziologickou
roli DL je dodavka cholesterolu do tkani. Buiky jsou viak Casto schopny cholesterol
syntetizovat samy a nejsou proto na dodavce cholesterolu pomoci LDL-Castic zavisié. LDL-
¢astice jsou vychytavany pomoci LDL-receptortl, které reaguji s apoBigo. Po navazani LDL-
gastice je receptor imternalizovan, cholesterol je uvolnén a receptor je znovu vystaven
na povrchu buiiky. Internalizace je spojena s inhibici hydroxymethyl-glutaryl-coenzym A
(HMG-CoA) reduktazy, kli¢ového enzymu syntézy cholesterolu. Plazmaticka hladina LDL-
astic je z vetsi Casti uréena mirou jejich vychytavani pomoci LDL-receptoril, pfedeviim
v jatrech. Tento fakt lze demonstrovat pravé na nemocnych s homozygotni formou familiarni
hypercholesterolemie, u které na genetickém podkladé chybi LDL-receptory, a proto dochazi
k extrémnimu, konzervativni lé¢bou a daldimi faktory zevniho prostfedi neovlivnitelnému
zvy$eni LDL-cholesterolu v plazmé (Goldstein, 1977, Rader, 2003). Monogenné podminéna
hypercholesterolemie v§ak tvoifi minimum pifipadid zvySeného cholesterolu v populaci.
Pievazna vétdina variaci vznika na polygennim podkladé, odraZejicim kumulativni efekt
mnoha gend u jednoho individua. V téchto piipadech je geneticky podminéno asi 50%
interindividualni variability hladin LDL-cholesterolu. V kombinaci s nepfiznivymi vlivy
zevniho prostfedi obvykle dochazi k mirngj§imu zvySeni LDL-cholesterolu, které dobfe
reaguje na dietni a rezimova opatfeni (Heller, 1993).

Nedostatek cholesterolu v bufice stimuluje transkripei genu pro LDL-receptor a geny
pro biosyntézu cholesterolu (Brown, 1997). Statiny, blokujici bunéCnou syntézu cholesterolu
vedou prostfednictvim inhibice HMG-CoA reduktazy k deficitu cholesterolu v buiice
a k nasledné zvySené expresi LDL-receptor( na jejim povrchu. Tim nepfimo pilisobi zvySenou
clearanci L.DI-cholesterolu a pokles jeho plazmatickych hladin.

Aterosklerotické léze vznikaji jako tukové prouzky osidlenim subendotelidlnich pariii

velkych arterii makrofagy, fagocytujicimi LDL-astice. Spoustécim faktorem, vedoucim
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k akumulaci LDL-cholesterolu ve st&n& cév, je jeho oxidativni modifikace (Navab, 1996).
Nativni LDL-&stice téméF neindukuji in vitro zmé&ny souvisejici s aterosklerézou. Podstatou
oxidativni modifikace je zména chemické struktury apolipoproteinu B, skytajici LDL-Castici
proinflamatorni, protrombotické a aterogenni vlastnosti (Steinberg, 1989, Glass, 2001, Miller,
2003). Prikladem je schopnost zvySovat monocytarni chemotaxi pomoci stimulace syntézy
chemokind, jako je monocytami chemotakticky protein-1 (MCP-1), stimulovat monocyty
k produkci cytokinii, zvySovat lenkocytarni adhezivitu indukci exprese adheznich molekul
endotelem a stimujovat makrofagy k proliferaci, dale schopnost LDL-Castice byt zvySené
vychytavana makrofigy, vést k jejich pfeméng v pénové bufiky, indukovat u nich apoptozu
a tim pfispivat k tvorbé nekrotického jadra aterosklerotického platu, schopnost indukovat
uvolnéni tkafiového faktoru a stimulovat agregaci destidek. Vazbou na C-reaktivni protein
(CRP) aktivuji modifikované LDL-&4stice komplement klasickou cestou. Oxidativni
modifikace vede tvorbou novych epitopl k aktivaci bunécné i humoralni imunity. Vzhledem
k tomu, %e v plazm& je LDL-cholesterol chranén pfed oxidaci, predpoklada se, Ze
k modifikaci dochazi a¥ ve sténé arterie za Gcasti mnoha oxidativnich systémii (napfikiad
lipooxygenazy, myeloperoxidazy, syntetdzy oxidu dusnatého), pochazejicich pievaineé
z monocytd (Schwenke, 1989). V zéavislosti na mife zmény chemické struktury je LDL-
tastice ménd & dokonce neni viibec rozpoznivana a vazdna LDL-receptorem a naopak
reaguje s tzv. ,scavanger” receptory makrofagh a hladkych svalovych bunék, ze kterych se
postupng stavaji buiiky pénové. Ty jsou jednim zasadnich Ciniteld Casné i pokrocilé
aterosklerozy (Navab, 1996).

Malé denzni LDL (small dense LDL) jsou produktem katabolismu atypickych
velkych VLDL, které jsou tvofeny v jatrech pii hypertriacylglyceridemii. MnoZstvi malych
denznich LDL vkrvi je na koncentraci triacylglyceridi zavislé - pfi koncentraci pod
1,5 mmol/l je jejich hladina minimalni, pfi vzestupu triacylglyceridi nad 1,5mmol/l se jejich
podil na celkovém mnoZstvi LDL zvysuje. Nesou méné cholesterolu neZ ostatni LDI.-Castice,
proto pfi jejich zvy3ené koncentraci v krvi miize byt celkova hladina cholesterolu v normé,
asto viak byva zvyden apoBjg. Malé denzni LDL-Castice jsou vysoce aterogenni. Maji
velkou schopnost prostupovat endotelem a snadno podiéhaji oxidativni modifikaci. Jsou
fagocytovany piedeviim makrofagy prostiednictvim tzv. ,scavenger” receptorli. Jejich
zvydené hladiny provazeji napiiklad familiarni kombinovanou hyperlipidemii, metabolicky

syndrom X, non-inzulin dependentni diabetes mellitus atd. Zvy3ena hladina malych denznich
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LDL predikuje riziko infarktu myokardu (Griffin, 1994) a existuje negativai korelace mezi
velikosti LDL-¢astic a rizikem infarktu myokardu (Stampfer, 1996).

HDI .-cholesterol je zisadnim Cinitelem pro reverzni transport cholesterolu ze tkéni.
Snizeni hladiny HDL-cholesterolu pod 1 mmol/f je samostatnym rizikovym fakiorem
aterosklerozy. Naopak jeho zvydeni nad 1,6 mmol/l je tzv. negativnim rizikovym faktorem,
ktery snizuje kardiovaskularni riziko a &astené eliminuje vliv jinych rizikovych faktord,
vdetnd zvySeného LDL-cholesterolu. Podle Framinghamské studie sniZuje vysoka
koncentrace HDL-cholesterolu kardiovaskularni riziko pii jakékoli hladiné LDL-cholesterolu
(Castelli, 1986). Strukturalnim apolipoproteinem HDL je apolipoprotein Al. Podrobnosti
o funkci HDL-cholesterolu a transferu cholesterolu ze tkéni do jater nejsou naplni této prace.
Jsou k dispozici v souhrnné praci Talla (Tall, 2000).

Lp(a) je strukturou podobny LDL. Kromé& apoBioo obsahuje apolipoprotein (a), jehoZ
domény jsou strukturilng homologni s plazminogenem. Lp(a) blokuje vazebna mista pro
plazminogen na fibrinu a tim inhibuje fibrinolyzu (Loscalzo, 1990). UvaZuje se, Ze vazba
Lp(a) na fibrin za fyziologickych podminek umoZiiuje dodavku cholesterolovych molekul
do organizujiciho se trombu. V procesu aterogeneze ma Lp(a) dvoji negativni efekt —
aterogenni v uz§im slova smyslu, dany pfitomnosti apolipoproteinu Bgo, 2 antifibrinolyticky,
vazany na piitomnost apolipoproteinu (a). Mohou se uplatnit i dalsi aterogenni mechanizmy,

jako je interakee Lp(a) s ostatnimi faktory krevniho sriZeni a s hepatalnim ristovym faktorem
(hepatic growth factor). Estery Lp(a) pfispivaji k tvorb&é pénovych bungk. Lp(a) neni
rozpoznavan LDL-receptorem. Podle studie PROCAM je nezavislym rizikovym faktorem pro
vznik pieddasné ischemické choroby srdedni u muZil (Assmann, 1996). Zvydeni Lp(a) byva
podminéno geneticky, nékdy se vyskytuje napfiklad a FH. MiZe byt viak i sekundarni,
doprovazi stavy jako je napriklad chronicka renalni insuficience. Lp(a) se chova podobng jako
reaktanty akutni fize, zvySuje se pfechodng napiiklad po vétSich chirurgickych zakrocich
nebo pii akutnim infarktu myokardu. Efekt v soufasnosti dostupné hypolipidemické lecby
na hladiny Lp(a) je velmi omezeny, extrakorporalni eliminace je jedinym dostupnym
prostfedkem k u&innému sniZeni jeho koncentraci. Pokles Lp(a) pfi LDL-aferéze, kde
je doprovodnym efektem, je mendi neZ pii selektivni Lp(a)-aferéze, ktera uZivd specificke

protilatky proti Lp(a) (Pokrovsky, 1995, Pokrovsky, 2005, Baumbauer 2005).
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Apolipoprotein Al a apolipoprotein Bigo

ZvySena koncentrace apoBig a snizena koncentrace apolipoproteinu Al (apoAl) jsou
samostatné rizikové faktory ischemické choroby srdecni (Durrington, 1988). Koncentrace
apoBigy vétSinou dobfe koreluje s koncentraci LDI-cholesterolu a koncentrace apoAl
zpravidla vzdy s koncentraci HDL-cholesterolu. ZvySeni apoBigo pfi normaini koncentraci
LDL-cholesterolu mbZe signalizovat zvySeny podil malych denznich LDL-Castic.

Non-HDL-cholesterol je hodnota vypocitana podle vzorce:

Non-HDL-cholesterol = celkovy cholesterol — HDL-cholesterol
Tato hodnota odraZi koncentraci vSech aterogennich lipoproteint (LDL, IDL, VLDL, zbytkd
chylomiker). Vyznam non-HDL-cholesterolu je zdiraznén v doporucenich Narodniho
cholesterolového eduka&niho programu (National Cholesterol Education Program, NCEP)
(McKenney, 2003). _

Triacylglyceridy samy o sob& nezasahuji do procesu aterosklerézy. Jsou neseny
pfedeviim v chylomikrech a jejich zbytcich, VLDL a IDL, tedy v lipoproteinech, z néktere
obsahuji té% cholesterol. Hypertriacyglyceridemie neni rizikovym faktorem proto, Ze by se
samy triacylglyceridy podilely na aterogenezi, ale proto, ze odrazi zvySenou koncentraci
aterogennich &astic. Vyjimkou je stav, kdy je hypertriacyglyceridemie zplisobend pouze
piitomnosti chylomiker, které kardiovaskularni riziko nezvy3uji (Soska, 2001).

Piesto, ¥¢ zvySeny cholesterol je spojen s aterosklerozou, kterd je nespornym
zdravotnim i spoledenskym problémem, jde o molekulu sunikatnimi chemickymi
a fyzikalnimi vlastnostmi, ktera je zékladni sloudeninou bunék vétSiny Zivocichl. Deficit
cholesterolu a jeho prekurzori byl prokédzan u nemocnych v kritickém stavu, kde byl spojen
s nadledvinovou insuficienci (Bakalaf, 2001). Nedostateny piivod exogenniho cholesterolu
miFe vést ke vzniku inzulinové resistence (Zadak, 2005). Vzhledem extrémni dilezitosti
t&chto molekul pro bun&&né pochody je jejich deficit zdvaznou poruchou, kierou je tieba vcas

diagnostikovat {Zadak, 2000).

2.3.2. Ateroskleréza jako zanétlivy proces

Procesu aterogeneze se Ulastni Cetné bunééné populace. Jsou to nejen endotelidini
butiky, tvofici povrch aterosklerotického platu, ale vyznamnou roh hraji i cirkulujici
elementy, jako jsou leukocyty a tromboeyty (Libby, 2000, Glass, 2001).

Endotel, tvofici jednobundénou vystelku cév a odd€lujici intravaskuldmi obsah

od okolnich tkani, je nyni chépan jako orgin s mnoha dynamickymi funkcemi (Luscher,
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1997). Poskytuje netrombogenni povrch, kontroluje pasaZ solutG a makromolekul do tkéni,
produkuje mnoho faktord modulyjicich kontrakce piilehiého hladkého svalstva,
zprostfedkovava interakce mezi cirkulujicimi elementy a sténou cévy a spousti reakce
na patogenni stimuly, jako jsou napfiklad hypertenze, hyperglykémie a zplodiny cigaretového
koufe. Jednou z t&chto odpovédi endotelu je produkce adheznich molekul pro leukocyty, ktera
je vyznamnym krokem v asné aterogenezi (Libby, 2000). Jinou vyznamnou funkci endotelu
je produkce oxidu dusnatého, molekuly s vazodilatanim G&inkem, limitujici trombotické
a zanétlivé déje (Cooke, 1997). Endotel je schopen rozpoznat patologické déje v piilehlych
tkanich, jako naptiklad trauma nebo infekci, a reagovat na né€ podporou koagulatnich
a zanétlivych d&ji, naptiklad zprostfedkovanim migrace leukocytii apod. (Dart, 1999). Zmény
ve funkci endotelu vlivem zvySené hladiny cholesterolu jsou patrny je§té pfed vyvojem
zjevného aterosklerotického platu a jsou podobné fyziologické odpovédi endotelu na trauma
¢i zanét (Dart, 1999). Endotelidlni dysfunkce je jednou z prvnich zmén, nastavajicich pfi
aterogenezi a je doprovazena zvySenou permeabilitou endotelialnich bunék, ztratou jejich
antikoagulagni a antiagregaCni aktivity a mimo jiné i zvySenou adhezi monocytl k endotelu
nasledkem zvysené exprese adheznich molekul (Cines, 1998).

Zangtlivé buitky, zahrnujici monocyty, makrofagy a lymfocyty (pfedevsim T) hraji
zasadni roli v procesu aterogeneze (Ross, 1999). Hustraci tohoto faktu jsou mys$i s defektem
genu kodujiciho ristovy faktor pro makrofigy (macrophage colony stimulating factor,
M-CSF) a naslednou téméi uplnou absenci monocyts, vedouct k extrémni rezistenci
k proaterogennim vliviim (Smith, 1995).

Cirkulujici leukocyty jsou pfitahovany do mist s po$kozenym endotelem pomoci
chemokind, napiiklad monocytarniho chemotaktického proteinu-1 (MCP-1). Leukocytarni
adhezni molekuly hraji vyznamnou roli pii kontaktu leukocyti s endotelem a pfi jejich
nasledném vstupu do stény cév a piipadné transmigraci do okolnich tkani. Ve st¢né cévy
dochazi k pfeméné monocyti na makrofagy, které spolu s hladkymi svalovymi bufikami
fagocytuji lipidové Castice a méni se na pénové buitky, které nasledné podléhaji apoptdze.
Pokrodily ateroskleroticky plat je tvofen nekrotickym, vysoce trombogennim jadrem,
obsahujicim lipidové hmoty, pénové buriky a jejich zbytky. Infarkt myokardu nejcast&ji
vznika rupturou tohoto vulnerabilniho platu, vedouci k obnazeni protrombotickeého jadra
a formaci trombu v luminu arterie. Nestabilni platy jsou bohatsi na makrofagy ve svém jadm
(Falk, 1989, Moreno, 1994). Stabilita fibrozni Cepicky je dana rovnovéhou mezi syntézou

extracelularni matrix a jeji degradaci, oboji je ovlivnéno zandtlivymi stimuly. Makrofagy
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produkuji pod vlivem cytokini matrixové metaloproteinazy (Libby, 2000), kolagen
degradujict enzymy, které odbouravaji slozky extraceluldrni matrix a tim pfispivaji k oslabeni
fibrozni &epicky platu (Creemers, 2001, Aikawa, 2004). Produkci oxidantG uvniti platu
se monocyty podileji na vzniku oxidativni modifikace LDL-Castic. Produkei cytokint, jako
je tumor necrosis factor alfa (TNF-q), interleukin-1 (IL-1) a transforming growth factor beta
(TGFB), chemokini (MCP-1) a ristovych faktori, jako je insulin-like growth factor-1
(IL-GF-1) a platelet derived growth factor (PDGF) moduluji monocyty zanétlivou reakci.
Prezentaci antigenu T-lymfocytum vedou k aktivaci téchto bunék a k dalsi produkei cytoking,
které zanétlivou reakci dale amplifikuji. U nemocnych s aterosklerozou byly zjistény zvyiené
hladiny reaktantd akutni fize, jako jsou CRP, interleukin-6, prokalcitonin nebo fibrinogen
a dale neopterin, ukazatel systémové imunitni aktivace. Hladiny téchto ukazateld zanétu
mohou reflektovat celkové aterosklerotické postiZzeni daného jedince (Erren, 1999).

T-lymfocyty hraji fidici roli v procesu aterogeneze. Jsou vyznamnym zdrojem mnoha
proinflamatornich mediatort, jako jsou chemokiny a cytokiny, zahrnujici napfiklad
interleukiny, interferon-y (INF-y) a tumor necrosis faktor (TNF) (Libby, 2002). Tyto
molekuly maji mnohocetny u&inek na buiky GCastnici se aterogeneze, napfiklad indukuji
tvorbu adheznich molekul, zvy$uji oxidativni stres, redukuji produkci oxidu dusnatého
endotelem, ovliviiuji proliferaci bunék, inhibuji tvorbu kolagenu a zvySuji produkci
matrixovych metaloproteinaz.

Buiiky hladkéhe svale jsou zdkladni strukturalni soucasti stény tepen a zajistuji
vaskularni tonus. Procesu aterogeneze se GCastni migraci z medie do intimy tepen a naslednou
proliferaci, fagocytézou tukovych <&astic a formact pénovych bunék v centru
aterosklerotického platu. Jsou vyznamnym zdrojem extracelularni matrix, kterd formuje
fibrozni CepiCku, pokryvajici lipidové jadro platu (Libby, 2000). Zmeény ve funkci hladkych
svalovych bungk, napiiklad pokles syntézy kolagenu, mohou pfispét k oslabeni fibrozni
Eepicky s naslednou nestabilitou platu a vétsi nachylnosti k ruptufe. Builky hladkého svalu
se uCastni remodelace arterialni stény, napiiklad jako soucast reakce na artenialni hypertenzi.

Adheze trombocytu a tvorba muralniho trombu hraje vyznamnou roli pii formaci
aterosklerotického platu i jeho ruptufe. Obturace cévy trombem vede ke vzniku akutnich
koronarnich syndromi. Trombocyty adheruji k dysfunkénimu endotelu, odhalenému kolagenu
a makrofagim (Jebavy, 2003). Po aktivaci uvoltiuji cytokiny, ristové faktory a dalsi

mediatory zanétu, uskladnéné v granulich. Jsou zdrojem kyseliny arachidonové, jejiz
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pfeménou vznikd jednak tromboxan A2, ktery je jednim z nejsilnéjSich vazokonstrik&nich
a proagregaCnich Cinitell, jednak leukotrieny, amplifikujici zanétlivou reakei.

Inicialni podnét, ktery spusti v pfipad¢ aterosklerozy zanétlivou odpovéd’, jesté nebyl
zcela piesné objasnén, i kdyz je diskutovano né&kolik faktord, jako napiiklad oxidativné
modifikované LDL-¢astice, hyperhomocysteinemie, infekéni agens a autoimunitni pochody.
Role LDL-cholesterolu pii aterogenezi byla probrana vyse (viz kapitota Uloha cholesterolu

v aterogenezi). Podrobn&j§i popis procest u€astnicich se aterogeneze neni napini této prace.

2.3.3. Selektinové adhezni molekuly a ateroskleroza

Jak jiz bylo popsano v kapitole o roli cholesterolu v aterogenezi, LDI-cholesterol mé
fadu ucinku v inicidlni i nasledné fazi tohoto procesu. Vede mimo jiné ke zvySené expresi
endotelialnich adheznich molekul (Parhami 1993, Scalia, 1998). Ty zajistuji kontakt
leukocytll s povrchem endotelu. Niasleduje migrace leukocytt do stény cévy a v pripadé
aterogeneze formace ateroskerotického platu.

Prvni fazi interakce mezi leukocyty a endotelem jsou procesy zvané ,capture”
a tethering™ (volné pfeloZeno jako ,,zachyceni® & ,zajeti” a ,,uvazani* leukocytu), po kterych
nasleduje tzv. ,rolling”, valivy pohyb leukocytu po aktivovaném endotelu. Tyto déje
zprostiedkovavaji selektiny (Somers, 2000). V daldi fazi postupn€ dochazi k pevné adhez
leukocytd k endotelu, kterd je umoznéna integrinovymi molekulami na povrchu leukocyti
a intracelularnimi adheznimi molekulami (napt. ICAM-1) na stran€ endotelu. Po pevném
pfilnuti dochézi k transmigraci leukocytd do stény cévy (Springer, 1990, Vestweber 1999).
K expresi adheznich molekul dochazi po aktivaci endotelialnich bun&k pomoci IL-1, TNF-a
a INF-y (Springer, 1990, Weller 1992). Interakce mezi endotelem a slozkami cirkulyjici krve
hraje vyznamnou roli v patogenezi mnoha riiznych stavii, jako je napiiklad aterosklerdza a jeji
komplikace a nidorova onemocnéni. Solubilni formy selektini a ICAM-1 jsou povaZovany za
ukazatele zanétlivé aktivace endotelu (Giddings, 2005).

P-selektin (CD62P) je zasadni molekulou, umoZiwjici zachyceni leukocytu na
aktivovaném endotelu a tzv. tethering a rolling. Jeho ligandem je PSGL-1 (P-selectin
Glycoprotein Ligand-1), ktery je pfitomen na povrchu vét§iny leukocytdl a v men§i mife i na
povrchu trombocyti. P-selektin je produkovan a skladovan v alfa granulich destidek a ve
Wiebel-Paladeho téliscich endotelialnich bunék a je exprimovin na jejich membrané po
stimulaci, napiiklad trombinem nebo histaminem. Kinetika membranového P-selektinu je

velmi rychla, b&hem minut je pfesunut z intracelularnich zésob do povrchové membriny
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trombocyti a endotelu, odkud je rychle uvoliovan do plazmy, kde plni dal§i funkce.
Z membrany opét rychle vymizi (McEver, 1995). Zatim nebyl pfesné popsan poloCas
solubilni formy P-selektinu (sP-selektin). U nemocnych s ischemickou chorobou srdecni byl
nalezen diurnalni rytmus sP-selektinu s maximem hladin ve veCernich hodinach, plazmatické
hladiny sE-selektinu zistaly béhem dne stabilni (Osmanc¢ik, 2004). Exprese P-selektinu je
ukazatelem endotelialni a/nebo trombocytarni aktivace (Somers, 2000). Korelace mezi expresi
P-selektinu na destickach a hladinou jeho solubilni formy v plazmé pacientli s bolestmi na
hrudi nebyla nalezena {Gurbel, 2000 A). Mnozstvi cirkulujiciho P-selektinu, ktery je uvolnén
z membran endotelu a trombocytl, odrazi rozsah zanétlivého postizeni. Ukazkou je myS§i
model aterosklerozy, kde byla prokazana zvySena hladina sP-selektinu a vétdina cirkulujicich
molekul P-selektinu byla endotelidlniho ptivodu (Burger, 2003).

Ackoli je P-selektin jiz dlouho povaZovan za kliCovou molekulu zaji§tujici migraci
leukocytd do mist zanétu, aZ v poslednich letech je zdiraziiovana jeho vyznamna role
v procesech trombézy a hemostazy (Cambien, 2004). Podobné jako u leukocytt, inicialni fazi
adheze trombocytll je také tzv. rolling, zavisly na expresi P-selektinu na povrchu endotelu
(Frenette, 1995). Ligandem pro P-selektin je PSGL-1 (Frenette, 2000) a glykoprotein Ib
v membrané trombocytu (Romo, 1999). Obsahem Weibel-Paladeho télisek endotelu, ktery se
uvolfiuje se pii aktivaci na jeho povrch, jsou kromé P-selektinu také tzv. zvlasté velke (ultra
large) multimery von Willebrandova faktoru (Sporn, 1986). Von Willebrandlv faktor se vaze
prostfednictvim glykoproteinu Tb na trombocyty. Nedavno bylo publikovano, Ze nové
uvolnény von Willebrandiiv faktor je zakotven na povrchu endotelu pomoci P-selektinu
{(Padilla, 2004). Vlivemn P-selektinu se aktivované cirkulujici trombocyty sdruzuji s monocyty
(Michelson, 2001) a spoleéné ,roluji“ po endotelu (Freneite, 2000). Desti¢kovy 1 solubilni P-
selektin hraji vyznamnou Glohu pfi vzniku a progresi aterosklerotickych 1ézi (Wagner, 2003).
P-selektin vede k formaci prokoagulacnich trombocyto-leukocytarnich mikroagregata
obsahujicich tkanovy faktor a indukuje expresi tkatiového faktoru na monocytech (Lindmark,
2000), Gcastni se destiCkové adheze a agregace. Podporuje také stabilizaci destickovych
trombti a depozici fibrinu do trombu (Palabrica, 1992, Sullivan, 2003, Myers, 2003).

Piikladem chorob doprovizenych zvySenou hladinou P-selektinu jsou trombotické
konzumpéni stavy, jako je disseminovand intravaskularni koagulace, tromboticka
trombocytopenicka purpura a heparinem indukovana trombocytopenie (Chong, 1994), dale
zanétlivé procesy jako je sepse nebo syndrom systémové zanétlivé odpovedi (SIRS) (Gearing,

1993, Cowley, 1994). Vysoka hladina sP-selektinu je asociovéna téz s arteridlni tromboézou.
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Byla nalezena u ischemické choroby srdeCni (Fang, 2004), infarktu myokardu (Ikeda, 1994,
Shimomura, 1998), nestabilni anginy pectoris (lkeda, 1995), infekéni endokarditidy
(Korkmaz 2001), 1schemickych cévnich mozkovych piihod a ischemické choroby dolnich
konCetin (Merten, 2004). Hladina solubilnitho P-selektinu a ICAM-1 odriZela rozsah
koronarniho postizeni (Hajiloot, 2004). Stanoveni hladiny solubilniho a na desti¢ky vazaného
P-selektinu maze usnadnit rozliSeni mezi koronamim a nekoronarnim typem bolesti na hrudi
(Gurbel, 2000 B). Hladina sP-selektinu muaZe byt ukazatelem G¢innosti trombolytické 1é&by
akutniho infarktu myokardu (Gurbel, 2001). Neékterymi autory je P-selektin povaZovan za
ukazatel destabilizace aterosklerotického platu (Draz, 2003). V nepiitomnosti zranéni nebo
zanétlivého onemocnéni mulZe vysoka hladina P-selektinu slouzit jako ukazatel rizika
kardiovaskularnich piihed a jejich komplikaci (Hillis, 2002, Ridker, 2001).

Zasahem do interakci mediovanych P-selektinem ize G€inn€ podporovat, nebo naopak
omezovat prokoagulaéni a protrombotické pochody. Napiiklad blokada P-selektinu
monoklonalni protilatkou ma v experimentu pfiznivy vliv na arterialni 1 venozni trombozy
(Kumar A., 1999, Myers, 2002). Bylo zkoumano i potenciondlni vyuZiti jeho prokoagulatnich
vlastnosti. Infuze P-selektinu vedla k Gipravé hemostazy u my§iho modelu hemofilie A nebo B
(Hrachovinova, 2003).

E-selektin (CD62E), znamy téZz jako ELAM-1 (endotehal leukocyte adhezion
molecule-1) je solubilni adhezni molekula, zodpovédna za tzv. pomaly rolling leukocytd
a pfechod rollingu v pevnou adhezi. Ligandy E-selektinu nejsou piesné znamé, mimo jiné
se uvazuje o PSGL-1. E-selektin je produkovan pouze endotelem a kromé solubilni formy
v plazmé (sE-selektin) se vyskytuje pouze na endotelidlnim povrchu (Springer 1990, 1994,
Somers, 2000). Detekce sE-selektinu se proto povaZuje za specifickou znimku aktivace
endotelu (Leeuwenberg 1992). E-selektin je exprimovan na membrané endotelu v fadu hodin
po stimulu. Neni uvolfiovan z intracelularnich zasob, ale syntetizovan de novo (Gearing,
1993). Inhibitory HMG-CoA reduktazy, statiny, které snizuji hladinu cholesterotu, maji i dal§i
¢etné UCinky, mimo jiné stabilizuji ateroskleroticky plat a zlepsuji funkei endotelu. S tim je

v souladu 1 pozorovani sniZeni hladin sE-selektinu béhem 1é¢by statiny (van Haelst, 2001).
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2.3.4. Monocytarni chemotakticky protein-1 a ateresklerdza

Monocytarni chemotakticky protein-1 (MCP-1) patfi mezi chemokiny, proteiny, které
fidi migraci leukocytli do tkdni s probihajicim zénétem (Butcher, 1991). Transmigrace
leukocytd z lumen cévy do mista zanétu je mnohastupiiovy proces, zahraujici fadu interakei
mezi leukocyty, trombocyty a endotelidlnimi buiikami (Springer, 1994). Chemokiny poskytuji
signal, ktery zméni nizkoafinitni rolling leukocytli, mediovany selektiny, v pevnou adhezi na
endotel, zprostfedkovanou integriny a nasledovanou migraci leukocyth z lumina cévy.
Chemokiny byly v dobé zanétu detekovany téméf ve vSech tkanich a organech a jsou
produkoviny mncha buné€nymi populacemi. Hlavnimi stimuly k jejich produkci jsou
prozanétlivé cytokiny, jako je IL-1, TNF-o, INF-y, IL-4, dale virové a bakterialni produkty,
napiiklad lipopolysacharidy (Garcia-Zepeda, 1996). V piipad¢ ateroskler6zy nejsou
chemotaktické signaly, puasobici akumulaci leukocytd v aterosklerotickych platech zcela
objasnény, ale pravé MCP-1 byl zvySené detekovan v aterosklerotickych lézich (Nelken,
1991, Seino 1995) a je mu pfipisovana role pii akumulaci makrofigl a oxidovanych forem
LDL-cholesterolu v aterosklerotickych platech (Aiello, 1999, Reckless, 1999). MCP-1 pfimo
stimuluje také proliferaci a migraci bunék hladkého svalu (Porreca, 1997). Predpoklada
se, 2¢ MCP-1 ovliviiuje poCet monocyti atrahovanych do stény cévy a je v literatufe
povaZovan  za mozZny dalsi ukazatel nestability aterosklerotického platu (Tanaka, 2004).

Koncentrace solubilniho MCP-1 (sSMCP-1) narfista s vékem a tento vzestup miize byt
spojen s progresi aterosklerotickych lézi. Elevace hladin MCP-1 je spojena se zvySenym
kardiovaskularnim rizikem (de Lemos, 2003). Solubilni MCP-1 ie spolu s tkafiovym faktorem
zvySen u akutnich koronarnich syndromii (Nishivama,1998). Absence MCP-1 vedla naopak
k prolongované zanétlivé fazi hojeni infarktu myokardu a opoZdénému nahrazeni
poskozenych kardiomyocytd granulaéni tkani. Divodem bylo chybéni jeho vlivu na aktivaci
fibroblastd a endotelialnich bunék, migraci a aktivaci makrofagl, produkci cytoking
a akumulaci myofibroblastii v hojicim se infarktu myokardu (Frangogiannis, 2004, Dewald,
2005). Terapie statiny snizila produkci MCP-1 a tyto zmény korelovaly se sniZzenim
oxidativni modifikace LDL-cholesterolu (Rosenson, 2005). Roli makrofagli v aterogenezi

a vyznam MCP-1 pfi jejich migraci shrnul ve své pichledné praci Boyle (Boyle, 2005).
2.3.5. Neopterin a ateroskleréza

Neopterin (2-amino-4-hydroxy-6-[{D-erythro-6-(1,2,3-trihydroxypropyl)]-pteridin)

je metabolitem guanosin-triphosfatu, produkovaného makrofagy po stimulaci INF-y (Huber,
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1984). Méfeni neopterinu v t&lnich tekutinach umoZiiuje zhodnotit aktivite makrofagi
a odrazi hladinu oxidativniho stresu, plisobeného témito bunikami. Sama molekula neopterinu
mé naopak antioxidaCni vlastnosti. Neopterin miZe byt uZit k monitorovani nemocnych
s chorobami, u kterych dochazi k imunitni aktivaci, jako jsou nadorova onemocnéni, syndrom
ziskaného imunodeficitu (AIDS), autoimunitni choroby a rejekce transplantatu (Wachter,
1989, Baier-Bitterlich, 1997). Jeho zvySeni bylo pozorovano v cirkulaci nemocnych
s aterosklerdzou karotid (Weiss, 1994), koronamich tepen (Schumacher, 1992) a tepen
dolnich kongetin (Tatzber, 1991). Cirkulujici i moCovy neopterin byly zvyseny u nemocnych
s akutnimi koronarnimi syndromy (Melichar, 1994, Gupta, 1997). Koncentrace neopterinu
korelovaly s rozsahem angiograficky ureného aterosklerotického postizeni, stupném
myokardialni ischemie (Gurfinkel, 1999) a s poltem komplexnich stenoz (Garcia-Moll,
2000). Bazalni hladiny sérového neopterinu byly vyS88i u Zen s chronickou stabilni anginou
pectoris, u kterych doslo b&hem sledovani ke koronarni piihod€, nez u Zen bez koronami
pfihody. Jejich hladiny byly dokonce podobné hladindm pacientek s nestabilni anginou
pectoris (Garcia-Moll, 2000). Analogické vysledky byly nalezeny u nemocnych s arterialni
hypertenzi a negativni anamnézou koronarni pfihody, u kterych se v prib&hm sledovani
objevila koronarni pithoda (Avanzas, 2004), dale u nemocnych, ktefi prodé€lali non-Q infarkt
myokardu (van Haelst, 2003) a u starsi populace, kde zvysené plazmatické hladiny neopterinu
predikovaly kardiovaskularni pithody (Forsblad, 2002). Bylo zjisténo, Ze statiny snizuji INF-y
navozenou produkci neopterinu in vitro (Neurauter, 2003), a pokud byly uZivany v sekundarni
prevenci ischemické choroby srdecni, zpiisobily pokles hladiny adheznich molekul,
neopterinu a CRP (van Haelst, 2001). Pfedpokiada se, ze u stabilnich aterosklerotickych lézi
odrazi hladina neopterinu celkové mnoZstvi makrofagd, které je proporcionalni objemu
stabilnich platd a bazaini produkce neopterinu odpovida bazaini aktivité makrofagi (Tanaka,
2004). ZvySeni neopterinu je nezavislé na séropozitivité protilatek proti Chlamydia
pneumoniae, ktera byva spojovana se zanétlivymi zménami u aterosklerozy (Smith, 2003).
Tato pozorovani ukazuji, Ze neopterin, indikator aktivace monocyto-makrofagového systému,
mitize uvkazovat rozsah a stabilitu aterosklerotickych plati a predikovat kardiovaskularni
ptihody. Mocové vyluCovani neopterinu podléha diurndlnimu rytmu s maximem v pozdnich

noc¢nich a brzkych rannich hodinach (Auzeby, 1988).
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2.3.6. Mikroalbuminurie a ateroskleréza

Mikroalbumznurie je pfitomnost limitovaného mnoZstvi albuminu v modi, které
prekracuje fyziologickou normu. Je povaZzovana za ukazatel generalizované mikrovaskularni
dysfunkce (Deckert, 1989). ZvySena hladina albuminu v moc¢i ukazuje nejen Casné faze
renalnich onemocnéni, ale byl prokazan jeji vztah ke klimckym projevim a nasledkiim
ateroskler6zy, jako je ischemicka choroba srde¢ni (Borch-Johnsen, 1999), infarkt myokardu
(Berton, 1998) levokomorové srdeCni selhani, hypertrofie myokardu (Wachtell, 2002,
Dell'omo, 2003), ticha ischemie myokardu (Diercks, 2000) a ischemicka cévni mozkova
pfihoda (Nakayama, 1997, Beamer, 1999). Mikroalbuminurie je silnym a nezavislym
prediktorem kardiovaskularni morbidity a mortality a celkové mortality nejen u nemocnych
s diabetem mellitem (Jarrett, 1984) nebo s arterialni hypertenzi (Jager, 1999, Jensen, 2000),
ale 1 u nediabetickych pacientd (Yudkin, 1988, Damsgaard, 1990, Yuyun, 2004).
Mikroalbuminurie odrazi rozsah a tizi postizeni koronarnich tepen (Lekatsas, 2004). Riziko
kardiovaskularnich piihod, spojené s klasickymi rizikovymi faktory aterosklerézy,
je v pittomnosti mikroalbuminurie vice nez zdvojnasobeno (Borch-Johnsen, 1999).

Mikroalbuminurie miize byt stanovena vySetfenim vzorku moci sbirané za 24 hodin,
kdy za mikroalbuminurii je povaZovano vylucovani 26-150 mg albuminu za 24 hodin, nebo
vypodtem indexu albumin/kreatinin z hodnot, které byly stanoveny v jednorazovém vzorku
moci. V tomto pfipadé je mikroalbuminurie definovéana jako index albumin/kreatitnin 2,5-30
mg/mmol u mui a 3,5-30 mg/mmol u Zen. Prevalence mikroalbuminurie v obecné evropské
populaci je 5-7% (Romundstad, 2003, Hillege, 2002). Podle novych pozorovani
se mikroalbuminurie ukazuje jako silny nezavisly prediktor ischemické choroby srdeéni
dokonce 1 v pfipadg, kdy hladiny albuminu v moéi je§té nespliiuji dosud platné normy pro
mikroalbuminurii. Proto byla za G8elem hodnoceni individualniho kardiovaskularniho rizika
jako dolni mez indexu albumin/kreatinin doporucena hodnota 0,7 mg/mmol (Klausen, 2004).

Z patofyziologického hlediska je mikroalbuminurie projevem narusené glomerulo —
tubularni rovnovahy, tedy nepoméru mezi glomerularni filtraci albuminu a schopnosti tubul
albumin vstfebévat. Je asto nasledkem zvySené propustnosti glomerularni membrany pro
albumin, zpasobené zvétfenim pora bazalni membrany a/nebo sniZenim negativniho naboje
endotelialni bariéry. Tyto zmény byly pozorovany nejen u diabetickych pacientd, ale i jako
nasledek zvySeného intraglomerularniho tlaku doprovazejiciho arterialni hypertenzi a byly
nalezeny dokonce i u zdravych osob, kde byly asociovany s vy3§im krevaim tlakem a niZ§i

hladinou apolipoproteinu AT a HDL-cholesterolu (Jensen, 1995). Primarné renalni pfidiny
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mikroalbuminurie, jako jsou napiiklad poruchy tubularni resorpce albuminu, jsou nad ramec
této kapitoly.

Patogenetické mechanizmy spojujici mikroalbuminurii a ateroskler6zu nejsou doposud
pIn& objasnény. U zvifeciho modelu byl zvySeny transvaskuldrni transport albuminu spojen
se zvySenym unikem lipoproteinti do stény cév, oboji bylo asociovano s aterosklerdézou. Tento
unik lipidd byl dlouho povazovin za jednu z pficin zvy§eného ukladani cholesterolu ve sténé
cév (Nordestgaard, 1996). Kinetické studie v¥ak ukazaly, ze mira Oniku cholesterolu
nekorelovala am s velikosti uniku albuminy, tedy s mikroalbuminurii, ani s krevnim tlakem,
ale s hyperinzulinemii, a to uz v prediabetickém stadiu (Jensen, 2004). ZvySeny unik LDL-
cholesterolu do stény cév mizZe byt jednim mechanismi, kterym se hyperinzulinemie podili
na aterogenezi. Souasna pritomnost hyperinzulinemie a mikroalbumurie vyrazné zvysuje
riziko manifestace aterosklerozy (Kuusisto, 1996).

Okolnosti, které byly pozorovany v souvislosti mikroalbuminurii, jsou &asto bud’
pfimo identické s rizikovymi faktory aterosklerozy, nebo se jednalo o stavy, které se vyvinuly
v disledku aterogenetickych déjii. Nejsilngj§imi determinantami mikroalbuminurie jsou
arterialni hypertenze a non-insulin dependentni diabetes mellitus. Asociace mikroalbuminurie
s hypercholesterolemii byla nalezena v ngkterych studiich (Shankar, 2004), jini autofi
souvislost nenalezli (Zouvanis, 1995). Sinzinger pozoroval Gstup mikroalbuminurie pii 16€be
hypercholesterolemie atorvastatinem u nemocnych s normalni gluk6ézovou toleranci
(Sinzinger 2003) a dale v pribéhu dlouhodobé 1écby familiarni hypercholesterolemie LDL-
aferézou (Sinzinger, 1999). Zda se, Ze hyperlipidemie muZe ovliviiovat rendlni funkce
a naopak. Dikazem je také ispé8na 1éEba masivni proteinurie po transplantaci ledvin LDL-
aferézou (Yanagisawa, 1996). Mikroalbuminurie byla pozorovana téZ v souvislosti se
zvySenymi hladinami fibrinogenu, trombin-antitrombinovych komplexd, trombomodulinu,
von Willebrandova faktoru a s poruSenou fibrinolytickou aktivitou, zvla§té u diabetickych
pacienti. Strukturalni alterace glomerularni membriany miZe byt také dana geneticky
a mikroalbuminurie mtZe potom byt ukazatelem zvySené individudlni nachylnosti
k aterogennim inzulttim. Identifikaci rizikovych faktor pro vznik mikroalbuminurie a stavi,
které jsou s jejim vyskytem spojeny, se zabyvala u diabetickych i nediabetickych pacientil
fada autorti (Kario, 1995, Jones, 1989, Knobl, 1993, Hoogeveen, 1998, Jager, 2001,
Stehouwer, 2002, Karalliedde, 2004). Jsou shrouty v Tabulce 1.

Problematika poruch hemostazy ve vziahu k aterosklerdze neni primarni naplni této

prace. Proto budou z divodu souvislosti s mikrovaskulami dysfunkei a jejim projevem —
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mikroalbuminurii — jen okrajové zminény nckteré faktory, které byly v ramci této prace
vysSetiovany.

Fibrinogen je silnym nezavislym ukazatelem kardiovaskulamiho rizika. Jeho zvySené
hladiny byly nalezeny u stabilnich i nestabilnich forem ischemické choroby srdeni
a v souvislosti s komplikacemi po koronamnich intervencich, s cévnimi mozkovymi
pfihodami, progresi ischemické choroby doinich koncetin a koneCné i s celkovou mortalitou.
Jako protein akutni faze se fibrinogen zvySuje pii zanétlivych pochodech vlivem cytokind.
Potencionalni mechanizmy, kterymi se podili na aterogenezi, jsou Cetné. Fibrinogen je
substritem pro trombin a pfedstavuje posledni krok v koagulatni kaskad€ Podili se na
agregaci desti¢ek, moduluje funkci endotelu, podporuje migraci a proliferaci bunék hladkého
stavu, interaguje s vazbou plazminogenu na jeho receptor, ovliviiuje rheologické vlastnosti
krve a prostupuje do intimy a médie cév, kde se podili na formaci aterosklerotického platu
(Siscovick, 1997). V soufasné dobé neni zcela jasné, do jaké miry je role fibrinogenu
v procesu aterogeneze kauzalni, piesto viak =zistdva dulezitym rizikovym faktorem
kardiovaskularnich chorob (Koenig, 2003).

Proces fibrinolyzy je v ramci komplexu zpétnych vazeb aktivovan pfi koagulanich
procesech. Fibrinolyza je kontrolovana endotelem pfedeviim prostfednictvim tvorby
tkafiového aktivatoru plazminogenu (t-PA) a jeho inhibitoru PAI-1. Je tlumena Lp(a), ktery je
strukturou podobny plazminogenu. Porucha ﬁbrinolj?iy je v Gzkém vztahu k zanétlivym
procesim a endotehalni dysfunkci. Zvysené hladiny t-PA a PAI-1 jsou povaZovany za
rizikovy faktor aterosklerdzy a prediktivni faktor pro vznik infarktu myokardu. Vy§si hladiny
PAI-1 ukazuyji na aktivaci endotelu. PAI-1 je také fazen mezi proteiny akutni faze, zvysuje se
pii hore¢ce, zanétech a v t€hotenstvi. VysS8i hladiny jsou spjaty také s kombinovanou
hyperlipidemii a obezitou (Siscovick, 1997).

K posuzovani endotelidlni dysfunkce muze byt pouzito také stanoveni hladin
trombomodulinu, ktery je exprimovan na endotelidlnich buiikach a je receptorem pro
trombin. Po vazb€ trombinu na trombomodulin ztract trombin schopnost Stépit fibrinogen
a nabyva schopnost aktivovat protein C. Z povrchu endotelu je trombomodulin uvoliiovan do
cirkulace §t€penim elastdzou neutrofili. Hladina solubilniho trombomodulinu je zavisla na
stavu endotelu a zvySuje se v pfipad€ jeho pofkozeni. Je povaZovana za ukazatel postizeni
endotelidlniho systému (Sawada 1992). Von Willebrandiiv faktor je produkovan endotelem

a zprostfedkovava adhezi destiCek. Jeho zvySeni v plazmé& odpovida chronické stimulaci
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endotelu. Trombomodulin a von Willebrandav faktor jsou asociovany s aterotrombotickym
kardiovaskularnim postizenim (Hjerkinn, 2005).

Souhrnem lze fici, Ze fada vlivii poskozujicich glomerularni membranu je spoleéna
s faktory, které se podileji se na aterogenezi. Mikroalbuminurie tak mtze byt spojena
s protrombotickym a/nebo chronickym zanétlivym stavem, asociovanym se zvySenym

rizikem kardiovaskularnich chorob.

Tabulka 1. Faktory a stavy asociované s pritomnosti mikroalbuminurie
Vek
Muzské pohlavi
Arterialni hypertenze, absence no¢niho poklesu krevniho tlaku
Abnormalni lipidovy profil - zvyseni lipoproteinu (a)
- zvyeni celkového cholesterolu
- snizeni apolipoproteinu A a HDL.~cholesterolu
- zvySeni tnacylglyceridn

Zvyseni fibrinogenu
ZvySeni trombin-antitrombinovych komplext
Zvyseni von Willebrandova faktoru
Zvyseni PAI-1
Zvy§eni trombomodulinu
Zvyseni homocysteinu
ZvySeni CRP
Zvyseni interleukinu-6
Zvyseni solubilniho E-selektinu
Zvyseni cetkového poctu leukocytl
Inzulinova resistence a §patnd kompenzace glykémie
Centralni obezita
Ischemie myokardu
Hypertrofie levé komory a levokomorova dysfunkce
ProdlouZeny QTc interval
Retinopatie
Koufeni
Zvygeny ptijem proteind
(upraveno dle Karalliedde a Viberti, 2004)

2.3.7. C-reaktivni protein a ateroskleréza

C-reaktivai protein (CRP) je protein akutni faze produkovany jatry pod vlivem
prozanétlivych cytokinl, pfedev&im interleukinu-6, ktery je uvolfiovan makrofagy v misté
zanétu (Castell, 1990). Zvyseni CRP provazi {etné stavy charakterizované infekCnim nebo
neinfekénim zanétem, vetné reakci na rizné poskozeni tkani, sterilni zanétlivé procesy

u autoimunitnich chorob a malignit, kde je CRP pravdépodobné stimulovén sekreci TNF-q.
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Fyziologickou funkci CRP je opsonizace mikrobua a aktivace komplementového systému po
navazani na patogen nespecifickou vazbou. CRP stimuluje endotelidlni buiiky k expresi
leukocytarnich adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1 (Pasceri, 2000). CRP ma
chemotakticky vliv na monocyty. Stejné tak jako LDL-cholesterol, i CRP se uklada ve sténé
arterii béhem aterogeneze, dokonce jeho pfitomnost piedchazi vstup monocytu do ¢asnych
aterosklerotickych 1éz1 (Torzewski, 2000). In vitro bylo prokazano, ze CRP opsonizuje nativni
LDI-gastice, které bez opsonizace nejsou fagocytovany, a tim umoziiuje jejich pohlceni
makrofagy (Zwaka, 2001).

V pfipadé bakteridlnich infekci koncentrace CRP stoupa do vySe az stondsobki
normélnich hodnot. V posledni dob& jsou publikovany &etné studie, ukazujici CRP jako
indikator kardiovaskularniho rizika. Koncenirace CRP, hodnocené za timto ucelem, jsou
podstatn€ mensi, neZ koncentrace vyskytujici se u akutnich infekci, dokonce jsou pod hranici
detekce konvenénich laboratornich metod. Pro tento ucel byly vyvinuty citlivéj§i metody,
které dovoluji stanovit CRP od 0,1 mg/l (Myers, 2004). Takto stanoveny CRP se nazyva
Hhigh sensitivity CRP“ (hsCRP). Ke zhodnoceni kardiovaskularniho rizika podle hladiny
hsCRP byly doporuleny tfi kategorie:

1. nizké riziko — hsCRP < 1,0 mg/l
2. stfedni riziko — hsCRP je v rozmezi 1,0- 3,0 mg/1
3. vysoké riziko — hsCRP > 3,0 mg/l

Pokud je hsCRP > 10mg/l, je doporuCeno testy opakovat a patrat po zdroji infekce
nebo jiného zanétu (Myers, 2004).

Vyhody hsCRP oproti jinym reaktantim akutni faze spo€ivaji v relativné nizké cené
stanoveni, dale ve stabilit€é vzorku pii pokojové teploté Ci pfi zmraZeni a v absenci
cirkadianniho rytmu hladin CRP. Souhrn nékolika populacnich studii neshledal vyznamné
rozdily mezi pohlavimi (Ford, 2003, Rifai, 2003) ani vyznamné ovlivnéni hladin CRP v€kem
v kategorii od 20 do 70 let (Ford, 2003). Nebyly prokazany rozdily mezi rasami (Ford, 2003).
Nebyly shledany rozdily mezi vzorky nala¢no a po jidle (Ledue, 2001). CRP stoupa u kufdki
(Koenig, 1999), vy$si hladiny byly nalezeny jak u abstinentd, tak u ethylika, na rozdil od
béznych konzumentl alkoholu (Imhof, 2001). Byla pozorovana korelace koncentraci CRP
s inzulinovou resistenci, body mass indexem (BMI) a piedeviim s obvodem pasu
(Pannacctulli, 2001 A). S poklesem hmotnosti dochazi téz s poklesu CRP (Esposito, 2003).
Pokles CRP provazi téz 1€¢bu statiny a jeho velikost ma prognosticky vyznam (Ridker, 2005).
CRP Kklesa téz u akutnich forem ICHS po podani betablokatori (Anzai, 2003). Vyssi
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koncentrace CRP byla pozorovana u lidi s chronickymi z&néty (chronickd bronchitida nebo
periodontitida) a s pozitivitou protilatek proti Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori,
herpetickym viram, viru hepatitidy A a mykoplazmatim. S poltem pozitivnich patogend
stoupalo 1 riziko kardiovaskularnich piithod (Zhu, 2001). Tvorbu CRP a jeho vyslednou
hladinu ovliviiuji 1 genetické faktory, pfedev§im polymorfizmus genu pro CRP (Zee, 2004)
a promotoru genu pro interfeukin-6 (Basso, 2002).

Ve studii Physicians Health Study bylo u muzi v kvartilu s nejvy$$imi hodnotami
CRP riziko vzniku infarktu myokardu 2,9-krat vy3si neZ u muZl s nejmiz$imi koncentracemi
(Ridker, 1998 A). U Zen, sledovanych ve studii Woman's Health study, bylo u nemocnych
s vy8§imi hodnotami CRP riziko nahlé srdeCni smrti 4,4-krat vétsi a CRP bylo v této studii
nejpiesnéjSim ukazatelem kardiovaskularniho rizika ze vSech sledovanych veli€in, vCetné
lipidovych parametrdi, homocysteinu atd. (Albert, 2002). CRP korelovalo s rozsahem
aterosklerotického postiZzeni stanovenym pomoci koronarografie nebo ultrasonografii tepen
(Tataru, 2000). ZvySena koncentrace CRP je téZ rizikovym faktorem pro rozvoj ischemické
choroby dolnich konéetin (Ridker, 1998 B).

Jiz pfed 20 lety byla nalezena vy§si hladina CRP u transmuralniho IM ve srovnani
s IM netransmuralnim (Pietila, 1986). Koncentrace CRP je zvySena 1 u nestabilni anginy
pectoris. Maximalni hodnoty CRP v akutni fazi IM korelovaly s jeho rozsahem a byly vyS§si
u pacientii s vyskytem komplikaci ve formé srdeéniho selhani (v dobé& hospitalizace i po
propusténi z nemocnice), poruchami srdeéniho rytmu a rupturou myokardu (Pietila, 1991,
Anzai, 1997). V pribéhu IM se maximélni koncentrace CRP ukazuji byt vyznamnym
nezavislym ukazatelem niZ8i ejekéni frakce levé komory po IM, nasledného rozvoje srdecniho
sethani, celkové mortality i mortality na nasledné srdeCni selhani (Berton, 2003). V¢asné
zpruchodnéni uzaviené cévy u akutniho M vede k signifikantné niz§im maximalnim
hladindm hsCRP ve srovnani s pacienty s nedspé§nou revaskularizaci (Pietila, 1993). ZvySeny
CRP byl spojen se zvySenym rizikem srdeCniho selhdni i u nemocnych bez predchoziho
infarktu myokardu a u nemocnych s asymptomatickym aterosklerotickym postiZzenim ve véku
nad 65 let (Vasan, 2003). U obéznich Zen korelovaly hladiny CRP s mircalbuminurii, ktera je
povaZovana za ukazatele endotelialni dysfunkce u diabetiki i nediabetikti (Pannacciulli, 2001
B).

Dynamika sérovych koncentraci CRP b&hem aferéz byla popsana u riznych metod
extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu nékolika autory. VétSina z nich pozorovala

pokles CRP po LDL-aferéze (Otto, 2001, Wieland, 2002, Kobayashi, 2002, Kojima, 2003).

33



Uvod — aterogeneze

Pokles CRP je pokladan za jeden z dalSich mechanizmi, kterymi LDL-aferéza pfispiva
k potlaceni zanétlivych déjii procesu aterogeneze. Ani pii peclivé reder§i jsme v dosavadni
literatufe nenalezli popis zmén koncentraci CRP béhem aferézy s uZitim imunoadsorpénich

kolon LDL-Lipopak (Pocard, Ltd., Moskva, Rusko).

2.3.8. CD40 ligand a aterosklerdza

CD40 ligand (CD40L, znamy jako CD154, TRAP [TNF-Related Activation Protein]
nebo TBAM [T-cells B-cell activation molecule]) je multifunk&nim ligandem, modulujicim
zanétlivé déje. Plivodné byl objeven na T-lymfocytech, kde pracuje jako mediator T-butikami
fizené aktivace, proliferace a diferenciace B-lymfocyti a indukuje jejich izotypové piepnuti
pii produkci imunoglobulinG. Je exprimovan predeviim na aktivovanych CD4+ T-builkéch,
ale 1 na ostatnich T- a B-lymfocytech, endoteliich, bufikach hladkého svalu, makrofézich,
monocytech, aktivovanych desti¢kach a fibroblastech, mimo jiné i v aterosklerotickych 1ézich.
Je pfitomen téz v plazmé jako solubilni protein, SCD40L. Stimulace cytokiny (interleukinem-
1, TNF-a, INF-y) zvysuje expresi CD40L na povrchu bunék, ktery fyziologicky moduluje T-
bundéné efektorové funkce a imunitni obranné reakce. Uastni se i patofyziologickych d&ji
u chronickych zanétlivych chorob. Interakce mezi CD40 a jeho ligandem spoudti tvorbu
prozanétlivych mediatorli, jako jsou cytokiny, adhezni molekuly, matrix odbouravajici
enzymy a tkanovy faktor (Schonbeck, 2000). Je prostiedkem fidictho viivu T-lymfocytd na
ostatni slozky zanétlivych procest v aterosklerotickém platu (Mach, 1998).

Solubilni CD40L se zvy§uje u akutnich koronarnich pfihod. U nemocnych s nestabilni
anginou pectoris je zvySeni sCD40L ukazatelem zvySeného rizika koronarni piihody
(Heeschen, 2003, Yan, 2004) a mozného benefitu z protidestiCkové lécby abciximabem
(Heeschen, 2003). Oxidované formy I.DI. mohou podporovat expresi CD40 a CD40L
v aterosklerotickém platu, kterd byla spolu s hladinou LDL-cholesterolu snizena lécbou
statiny (Schonbeck, 2002). Zvy§ené hladiny sCD40L byly nalezeny u nemocnych s familiarni
hypercholesterolemii a lé¢ba statiny vedla k jejich snizeni (Semb, 2003). SniZeni hladiny
cholesterolu v krvi mélo za nasledek redukci CD40 i CD40L, sniZeni aktivity matrixovych
metaloproteinaz, zvyseni obsahu kolagenu v aterosklerotickém platu a sniZeni hiadiny
tkatiového faktoru. To v8e pfispiva ke stabilizaci aterosklerotickych plati. Hladina sCD40L
mbze byt kromé stating (Kinlay, 2004, Malyszko, 2004) pfiznivé ovlivnéna i1 glitazony,
inhibitory glykoproteinu 1Ib/Illa a clopidogrelem (Marx, 2003, Vishnevetsky, 2004).

Stedovanim hiadiny CD40L Ize =ziskat informaci o imunitnich a zanétlivych dg&jich
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v aterosklerotickych platech a o jejich stabilité. Podle naSich nejlepsich znalosti nebyly zmény

hladin CD40L b&hem LDL-aferézy v literatuie popsany.

2.3.9. Endoglin (CD105) a ateroskleroza

Endoglin je glykoprotein, ktery je soucasti receptoru pro transforming growth factor
beta (TGFB). Je konstitutivné exprimovan ve velkém mnoZstvi na povrchu endotelialnich
bungk, a to pfedev§im kapilar, arteriol, venul. Dale byl nalezen na povrchu fady buné&nych
populaci v€etné aktivovanych monocytii, hladkych svalovych bunék a fibroblastd (Guerrero-
Esteo, 1999). Vyrazné zvySena exprese endoglinu byla pozorovana pfi aktivaci endotelidlnich
bunék, napfiklad iradiaci (Wang, 1995) nebo pfi aktivni angiogenezi - v regenerujicih tkanich
nebo v tkanich s probihajicim zanétem (van de Kerkhof, 1998), a u tumorti {Kumar S., 1999).
Tato pozorovani vedla k pfedpokladu, Ze endoglin miZe vystupovat jako ukazatel aktivace
nebo poskozeni a reparace endotelu (Li C., 2000).

Pfesna funkce endoglinu stale neni zcela jasna. Pravdépodobné hraje vyznamnou roli
pii zprostiedkovavani viivu TGFB na endotel (Blanco, 2005). Mutace genu pro endoglin vede
k typu 1 hereditarni hemorrhagické teleangiektasie (McAllister, 1994), charakterizované
cévnimi dysplaziemi s excesivni vrstvou hladkych svalovych bunék (Braverman, 1990)
a rekurentnim krvacenim. Endoglin tedy spolupiisobi pii diferenciaci hladkych svalovych
bunék ve sténé€ cév (Li D.Y., 1999).

Ligand endoglinu, TGFB, reguluje mnoho pochodi nutnych ke spravnému vyvoji
a reparaci tkani. Mechanizmy tohoto plisobeni na molekularni tirovni nejsou v této chvili do
detailu znamy (Blanco, 2005). TGFf acinkuje jako negativni modulétor proliferace, migrace
a diferenciace riznych bunénych populaci (Conley, 2004). V procesech aterosklerozy hraje
prevazné inhibi¢ni roli. Rozvinuté aterosklerotické 1éze obsahuji obvykle i novotvorené cévni
zasobeni. TGFB je povaZovan za vyznamny inhibitor angiogeneze a modulator remodelace
cévni stény. Vede k diferenciaci pericytd a bunék hladkého svalstva s cilem vytvofit sténu
cévy a omezit nadmérnou proliferaci a migraci endotetidlnich bunék (Conley, 2060). Indukuje
tvorbu PAI-1 a fibronektinu s nasledkem depozice extracelularni matrix. PAI-1 je potentnim
inhibitorem angiogeneze a migrace endotelialnich bunék (Stefansson, 2001). TGFB ma
supresivni vliv na imunitni reakce. U aterosklerézy se uplatiiuje také inhibice migrace
a proliferace hladkych svalovjch bunék. (Kojima, 1991). TGFB hraje roli téz jako
kardioprotektivni Cinitel po ischemickém insultu prostfednictvim eliminace superoxidovych

aniontt (Roberts, 1993). TGFB zvysuje expresi endoglinu na buiikach (Lastres, 1996) a ta
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vede ke sniZeni schopnostt TGFf inhibovat proliferaci a migraci endotelovych bungk (Li C.,
2000). Jen ¢ast endoglinovych molekul na endotelu vaze TGEFB a je pravdépodobné, Ze
endoglin ma jests jiné funkce, nezdvislé na tomto faktoru (Cheifetz, 1992).

Hiladina aktivniho TGFB v séru u nemocnych s pokrotilou aterosklerdzou byla oproti
zdravym jedincm cca pétkrat sniZena a medikace aspirinem vedla kjejimu nardstu
(Grainger, 1995). Nemocni s aterosklerézou méli sniZzeny aktivni TGFB 1 v dal§ich studiich
(Emren, 1999), kde byl dale nalezen zvyseny sérovy CRP, interleukin-6 a neopterin. Zmény
téchto ukazatell korelovaly s rozsahem koronarniho postizeni. Snizeni TGFB se jevilo jako
nezavisly ukazatel kardiovaskularniho rizika wu dialyzovanych (Stefoni, 2002)
1 nedialyzovanych (Tashiro, 2002) nemocnych s ischemickou chorobou srdedni.

Vétdina hladkych svalovych bunék v aterosklerotickém platu exprnimuje velké
munozstvi molekul endoglinu, narozdil od hladkych svalovych bunék normélni arterialni stény,
na kterych nebyl endoglin detekovan (Conley, 2000).

Solubilni endoglin a zaroveli i von Willebrandiv faktor byly zvySeny v séru
nemocnych s aterosklerdzou a korelovaly s celkovym cholesterolem (Blann, 1996). Solubilni
endoglin byl zvySen u nemocnych sbolesti na hrudi, pozitivnim z&t€Zovym testem
a normalnim koronarogramem, naopak u pacientG s rozsahlym postiZenim korondrich tepen
zvySen nebyl. Nilez naznauje, Ze vzestup endoglinu provazi fasné faze aterosklerozy,
zatimco hladiny endoglinu i TGFB u pokrodilé ischemické choroby srdeéni byly sniZeny,
pravdépodobné nasledkem tvorby endoglin-TGFB komplexii. Solubilni endoglin miiZe tedy
vést ke snizeni hladin aktivniho {na endoglin nevazaného) TGF8 (Li, C.G., 2000).

Dynamika hiadin endoglinu u nemocnych lécenach LDL-aferézou nebyla zatim

v literatufe popsana.
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3. VLASTNI PRACE

Vlastni prace sestavd ze dvou Casti. Prvmi, pevazné technicka ¢dst se zabyva

vyhodnocenim technickych parametrd procedur LDL-aferézy, jeji ufinnosti a bezpecénosti.

Pruha cast je vénovana dynamice a vzajemnym vztahim nékterych ukazateld aktivity

aterogeneze u nemocnych lé¢enych LD .-aferézou.

3.1. Cile prace

L

a)

b)

d)

Vyhodnotit nékteré technické parametry, u¢innost a bezpetnost LDL-aferéz

Vzhledem k nejednotnosti postupti pii extrakorporalni eliminaci LDIL-cholesterolu na
jednotlivych pracovistich bylo cilem zhodnotit vlastni modifikaci LDL-aferézy
z hlediska délky trvani 1éCby, intervali mezi procedurami, technickych parametrq,
jako jsou objemy zpracované plazmy, pritoky krve a plazmy pfistroji, spotieba
roztoku citratu atd.

Zhodnotit vliv LDL-aferéz na hladiny lipoproteini, na parametry krevniho
obrazu a nékteré dalsi biochemické ukazatele

Vyhodnotit vyskyt a zivaZnost vedlejsich reakci a neZadoucich aéinki

Vzhledem k nedostatku literarnich adaji pojednavajicich o vlastnostech kolon LDL-
Lipopak vyhodnotit dlouhodobou efektivitu a selektivitu téchto kolon a nékteré

jejich mechanické viastnosti

Posoudit dynamiku a vzidjemné vztahy nékterych ukazateli aktivity

aterogeneze:

Zmény hladin selektinovych adheznich molekul a MCP-1 a jejich vztahy
k nékterym dalsim vybranym parametrim u nemocnych lé€enych LDL-aferézou
Zmény meocového neopterinu a mikroalbuminurie a jejich vztahy k nékterym
dal§im vybranym parametrum u nemocnych [éCenych LDL-aferézou

Zmény sérového CRP, neopterinu, solubilniho CD40L a endoglinu a jejich vztahy

k nékterym dal$im vybranym parametrim u nemocnych lé€enych LDIL-aferézou
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Sledovani souboru bylo postupné rozSifovano o dal§i parametry podle vyvoje
literarnich dat a sbér vzorkd byl proveden v ¢asovych odstupech v blocich, které odpovidaji
jednotlivym kapitolam. V nékterych piipadech byla k ovéfeni reprodukovatelnosti vysledkt
provedena vysSetfeni tychz parametri v urcitém Casovém intervalu od pfedchozich a nastalé
zmény vzajemné porovnany. Rizné parametry vySetfované v ramci rlznych kapitol viak
nelze vzhledem k ¢asovému odstupu mezi sebou porovnavat nebo jejich srovnani mize mit
pouze ilustrativni vyznam. Ze stejného divodu ma kazda kapitola také vlastni kontrolni

soubor.

3.2. Soubor nemocnych lé¢enych LDL-aferézou
3.2.1. Soubor nemocnych lé¢enych LDL-imunoadsorpei

VySetfovany soubor tvofilo celkem devét pacientd, pét muzd a Etyfi Zeny s t&zkou
familiarni hyperlipidemii, 1éCenych LDL-aferézou na principu imunoadsorpce. Jejich
primémy vék byl v dobé vyhodnocovani vysledki, tedy pfi doviSeni 1000. LDL-aferézy
48 + 16 let, rozmezi 19 — 61 let, median 57 let. P&t pacientt mélo Cistou hypercholesterolemii,
jednalo se o homozygoty FH nebo heterozygoty s tézkou formou FH. Ctyti nemocni méli
kromé zvyieného cholesterolu také zvySené triacylgyceridy — dva z nich vyrazng, jednalo se
o nemocné s tézkou formou familiarni kombinované hypercholesterolemie, dva mirng
a nepravideing, $lo o heterozygoty familiarni hypercholesterolemie. P&t nemocnych mélo i€z
zvySeny Lp(a). Primérny BMI byl 26,4 + 5,5, rozmezi 18,3 - 32,4, median 28,4. Dvé
pacientky (homozygoti FH, oznacené v Tabulce 2 €isly 5 a 8) mély v tvodu 1éCby Slachové
xantomy, které b&hem 16¢by vymizely, dva jini pacienti méli xantelasmata o¢nich vicek.
Konzervativni 1éCba dietou, reZimova opatieni i medikamentozni terapie u téchto nemocnych
selhala a dlouhodoba pravidelna extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu byla nutna
k prevenci dali progrese aterosklerotickych 1ézi. Osm nemocnych bylo lé€eno statiny, jeden
v kombinaci s fibratem, dva pacienti v kombinaci s pryskyficemi vaZicimi ZluCové kyseliny.
Jeden nemocny byl 1é¢en pouze fibratem. Klinicka data nemocnych jsou uvedena v Tabulce 2.
Vichni nemocni byli nekuiaci. Jeden muZ s nizkou drovni spoluprace (€.9 v Tabulce 2)
podstupoval procedury v delSich a nepravidelnych Casovych intervalech, proto byl
z nékterych hodnoceni vylouden. Jde o nemocného s metabolickym syndromem X

a recidivujicimi akutnimi pankreatitidami.
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Tabulka 2. Klinicka charakteristika nemocnych lé¢enych LDL-imunocadsorpei

Pacient &islo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pohlavi M M M M F F F F M
Vék (v letech) 61 56 61 38 19 58 60 26 57
ZvySeni TAG 0 ++ 0 + 0 + 0 0 ++
BMI 228 {298 | 31,1 | 284 | 234 3201183 { 193 {324
Arterialni hypertenze | 0 + 0 0 0 0 + 0 +
Diabetes mellitus 0 + 0 0 0 0 0 0 +
ICHS 0 + 0 + 0 + 0 0 0
Ischemickd CMP 0 0 + 0 0 0 0 0 0
ICHDK 0 0 + 0 0 0 + 0 0
Ateroskleroza + + + + + + + + +

M = muz, F = Zena, TAG = triacylglyceridy, BMI = body mass index, ICHS = ischemicka choroba
srdecni, Ischemickd CMP = ischemicka cévini mozkovd p¥ihoda, ICHDK = ischemickd choroba
dolnich koncetin

3.2.2. Soubor nemocnych lé¢enych LDL-imunoadsorpci nebo filtra¢ni metodou

Pofet nemocnych léenych imunoadsorpci je z divodu vzacného vyskytu
homozygotnich forem FH a také vzhledem k finan¢ni nakladnosti 1é€by (pofizovaci cena
imunoadsorpénich kolon, cena vykon) limitovan. Soubor nemocnych byl je§té dale
redukovan vylouCenim pacienta s nizkou Grovni spoluprace. Statistické hodnoceni parametri
takového souboru je problematické. Za tiCelem rozsifeni vySetfovan¢ho souboru jsme zatadili
po zavedeni dalsi velmi u¢inné metody extrakorporélni eliminace LDL-cholesterolu — filtratni
metody, zvané téz frakcionace plazmy — i nemocné léfené touto metodou. Nemocni byli
vySetfovani az po dosazeni stabilizovaného stavu metabolismu lipidi opakovanymi
proceduramni.

Tento rozsifeny soubor tvorilo 10 pacientli dlouhodobé lé€enych extrakorporalni
eliminaci LDL-cholesterolu, 6 muzi a 4 Zeny s tézkou familiami poruchou metabolismu
lipidd, 8 znich bylo lé€eno metodou imunoadsorpce (nemocni 1 — 8 v Tabulce 2), zbyli
2 muzi s t€zkou heterozygotni formou FH (vek 23 a 40 fet, BMI 23,7 a 27,0, oba bez elevace
triacylglyceridii a s prokdzanym aterosklerotickym postiZzenim karotid) byli 1é€eni pomoci
filtratni metody. Mlad§i z nich je bratrem homozygotni pacientky oznaené ¢. 5 v Tabulce 2.
Primémy vék nemocnych byl 44 + 17 let (19 - 61), median 48 let. Sedm nemocnych mélo

Ciston hypercholesterolemii, jednalo se o homozygoty (€. 5 a 8 vTabulce 2) nebo
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heterozygoty familiarni hypercholesterolemie. Tfi nemocni méli zvyseny jak cholesterol, tak
triacylglyceridy, jednalo se vjednom piipadé o t€zkou formu familiarni kombinované
hyperlipidemie a ve dvou piipadech o heterozygoty familiarni hypercholesterolemie s elevaci
triacylglyceridd v dobé vySetfeni. P&t nemocnych mélo zvySeny Lp(a). Primérny BMI byl
26,0 = 53, rozmezi 183 - 325 medidan 254. VSichni pacientti méli prokazané
aterosklerotické postizeni. Kromé stavii, uvedenych v Tabulce 2, nemocni netrp€li jinymi
chorobami. Choroby a stavy, o kterych je znamo, Ze zvy$uji koncentrace ukazatell zanétu,
jako jsou akutnf infekce a jiné akutni poruchy, chronické zanétlivé a autommunitni choroby
a maligni onemocnéni, byly vyloufeny. Pacienti neméli v anamnéze renalni chorobu,
neprodélali infekci molovych cest minimalné 3 mésice pfed sbérem vzorkd k vySetfeni
mocového neopterinu a mikroalbuminurie, a neméli v této dobé patologické vysledky
vySetfeni modi chemicky a4 modového sedimentu. Vichni rniemocni byli 1éCeni statiny, jeden
v kombinaci s fibratem, dva nemocni v kombinaci s pryskyficemi vaZicimi Zlu€ové kyseliny.
Tento soubor nemocnych byl wzit vkapitole 3.5.2.2. Modovy neopterin
a mikroalbuminurie u nemocnych lécenych LDL-aferézou a kapitole 3.5.2.3. C-reaktivni

protein, CD40 ligand, sérovy neopterin a endoglin u nemocnych lécenych LDI-aferézou.

K extrakorporalni eliminaci LDL-cholesterolu byli vSichmi nemocni vybirani
specialisty na problematiku dyslipidemii Kliniky gerontologické a metabolické Fakultni
nemocnice Hradec Kralové a Institutu klinické a experimentaini mediciny (IKEM) Praha. Pii
vyb&ru nemocnych vychazeli indikujici odbornici z doporudeni, ktera jsou zminéna v kapitole
2.1.3. Indikace k l16¢bé LDI-aferézou a jeji dalsi moiné vyuzZiti a z doporudeni, ktera byla
formulovana pro podminky Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Ceské republiky Blahou
V., 2001. Nasledovalo komplexni zhodnoceni individualniho stavu nemocnych a schvaleni
1é&by LDL-aferézou indikadni komiisi Ceské spolegnosti pro aterosklerézu a po té jednani se
zdravotnimi poji§fovnami. Teprve po jejich souhlasu byly u nékterych nemocnych testovany

prosté plazmaferézy, a poté byla zahdjena LDL-aferéza.

Indikaéni komise zohlediiovala nisledujici vybérova kriteria (Blaha V., 2001):

1. Pietrvavajici hypercholesterolemie i pii plné dietni a farmakologicke terapii

2 O&ekavany zisk ze sniZeni cholesterolemie ve vztahu k ICHS

3. Dodrzovani dietnich a rezimovych opatfeni pacienty, nekufactvi

4 Technické pfedpoklady — moZnost pravidelného dojizdeni, ochotu nemocného

spolupracovat apod.
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Podle poradi dilezitosti byli 1é¢eni:
1. Homozygoti FH (jednoznaéna a nepochybna indikace)
2. Nemocni s hypercholesterolemii neovlivnitelnou plnou dietni a farmakologickou
terapii, zejména v piipadech:
a) koronarni aterosklerdzy, nefesiteiné kardiochirurgicky, pfipadné metodami invazivni
kardiologie (angioplastika)
b) nemocni po kardiochirurgické nebo invazivné kardiologické intervenci, u nichZ trva
vysoka hladina cholesterolu 1 pii maximalni konzervativni [écbe a je vysoké niziko

progrese aterosklerotickych zmé&n nebo restendzy v intervenované oblasti

3.3. Kontrolni soubory

Za udelem ziskani normalnich hodnot sledovanych parametrii byli vysetfovani zdravi
dobrovolnici. Zpisob odbéru vzorkd a pouzité analytické metody byly shodné s metodami
uzitymi u souboru nemocnych. Z vyse uvedenych divodii je u kazdé kapitoly hodnocen
vlastni kontrolni soubor. Rozsah souboru nemocnych i soubort kontrolnich byl z technickych
diivodti omezen a vyznam porovnavani vySetiovanych parametrd obou souborll j& pouze
informativni.

3.3.1. Kontrolni soubor uZity v kapitole Selektinové adheini molekuly
a monocytirni chemotakticky protein-1 u nemocnych lé¢enych LDL-aferézou tvofilo
10 zdravych jedinci bez znamé poruchy lipidového metabolismu, 6 muzli a 4 Zeny
s primémym vékem 47 + 10 (24 — 62), median 55 let.

3.3.2.Kontrolni soubor uzity v kapitole Mocovy neopterin a mikroalbuminurie
u nemocnych lé¢enych LDL-aferézou tvoiilo 13 zdravych jedinct, 7 muZii a 6 Zen bez znamé
poruchy lipidového metabolismu. Jejich primériy vek byl 47 £ 11 (25 — 61), median 46 let.
Byly odebirany vzorky prvni ranni mogt.

3.3.3. Kontrolni soubor uzity v kapitole C-reaktivni protein, CD48 ligand, sérovy
neopterin a endoglin u nemocnych lééenych LDL-aferézou tvotilo 10 zdravych jedinci bez
znamé poruchy lipidového metabolismu, 6 muzd a 4 Zeny s vékovym pramérem 46 + 9
(25 - 60), median 47 let.

Kontrolni soubory se od souboru nemocnych statisticky signifikantng nelidily vEkem

ani zastoupenim obou pohlavi,
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3.4. Material a metody
3.4.1. Metody extrakorporalni eliminace chelesterolu na naSem pracovisti
Jako prvni byla k 1é¢b¢ familiarnich poruch lipidového metabolismu na naSem
pracovidti zavedena plazmaferéza, a to od konce 70. let. Od roku 1996 je provadéna
imunoadsorpce LDL-cholesterolu kolonami LDL-Lipopak (Pocard, Moskva, Rusko). V roce
2003 byla nasem pracovisti zavedena filtrace pomoci filtri Evaflux 4A a 5A (Kuraray, Osaka,
Japonsko).
Tato prace je vénovana LDL-aferéze v uisim smyslu slova, tedy imunoadsorpci
LDL-cholesterolu, ke které se bude (az na nékteré vyjimky) vztahovat dalsi text.
Pracovni postupy uzivané pii LDL-aferéze se mezi jednotlivymi pracovisti 1181 a kazdé
centrum ma zavedenu ,vlastni modifikaci LDL-aferézy“. Rozdily spolivaji v mnoha
technickych odlisnostech:
- pritoky krve a plazmy pfistroji, mnoZstvi zpracovane plazmy a z toho plynouci
i rlizna celkova délka procedur
- mnoZstvi zpracované plazmy kolonami pii jednotlivych adsorpenich cyklech
(v nafem piipadé je objem plazmy uréovan pomoci originalniho pocitaového
programu vyvinutého na zakladé nafich zkuSenosti a vysledkl ve spolupraci
s Katedrou lékaiské biofyziky Lékaiské fakulty v Hradei Kralové. Ide
o vysledek vyzkumného tkolu IGA MZ CR NR/7006-3, jehoZ byla autorka
spoluresitelkou)
- intervaly mezi jednotlivymi LDL-aferézami
- zplsob promyvani kolon regenera¢nimi roztoky pii desorpci
- zpisob aplikace a davkovani antikoagulace
- plistrojové vybaveni a uZiti rhznych typi imunoadsorpCnich kolon na
jednotlivych pracovistich
Nadim vyzkumnym tymem bylo vyvinuto origindlni zafizeni k odvadéni vzduchu

z kolon, které bylo patentovano jako vynélez (viz nize).

3.4.1.1. Imunoadsorpce LDL-cholesterolu

Od kvétna 1996 do fijna 2004 bylo na nasem pracovisti provedeno 1000 LDL-aferéz
metodou imunoadsorpee celkem u 9 pacientd. Pacientova plazma byla oddélena od krevnich
télisek pomoci separatoru s kontinudlnim pritokem Cobe Spectra (COBE BCT inc., Denver,
CO, USA), pracujicim na principu centrifogace. Byl uZivan program verze 7.0 a separacni

sety & 777-005-000 stejné firmy. Plazma byla vedena do adsorpéné - desorpéniho automatu
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ADA nebo ADAsorb (Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery fidi stfidavé
pinéni (adsorpci) a promyvani (regeneraci, desorpci) dvou imunoadsorpnich kolon LDL-
Lipopak (Pocard Ltd., Moskva, Rusko) — viz. Obrdzek 1. Kolony obsahuji na sefar6zovy gel
navazané polyklonalni ovéi protilatky proti lidskému apoBigo (viz Obrdzek 2). Pti pruchodu
kolonou jsou z plazmy odstrafiovany LDL-Castice a o€isténa plazma se po spojent s krevnimi
télisky vraci zpét do obéhu pacienta. KdyZ je kapacita kolony vyCerpana, adsorpcné-desorpéni
automat odkloni tok plazmy do drubé kolony a zéroveil zahaji regeneraci prvni kolony
roztokem glycinového pufru o pH 2,4 (Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery
uvolfiuje vazbu mezi protilatkami a apoBigo (viz Obrdzek 3). Nasledn€ je pH v kolong
upraveno roztokem PBS pufiu o pH 7,4 (Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko),
ktery je po té odstranén pomoci fyziologického roztoku. V automatu tak soucasné jednou
kolonou prochazi plazma a druha kolona je regenerovana. Toto sekvenéni pouZiti adsorpee a
desorpce vede k teoreticky neomezené kapacité systému, coz ma vyhodu v moZnosti
nastaveni délky procedury podle individualnich potieb pacienta. Zakladem pro volbu délky
LDL-aferézy byla vstupni hodnota celkového a LDL-cholesterolu. Cilova hodnota celkového
cholesterolu po ukon&eni LDL-aferézy byla pod 2 mmol/l. Kazdy nemocny mél sviyj viastni
par kolon, které jsou uréeny k mnohonasobnému pouziti. Mezi jednotlivymi LDL-aferézami
byly regenerované kolony skladovany pii teploté 2-8°C, naplnény roziokem PBS puftu
s piim&si 0,01% azidu sodného (Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery byl
pred dalsim uzitim zcela odstranén fyziologickym roziokem (5000 ml F 1/1 na kazdou
kolonu). Vzhledem k toxicité azidu sodného je na nafem pracoviSti zvykem pozvat
nemocného k zahdjeni LDL-aferézy aZ po dokoneni procesu vymyvani roztoku azidu
sodného. RovnéZ po ukondeni terapie byly kolony opét pinény PBS pufrem s pfimési azidu
sodného az po odchodu nemocného z oddéleni.

U vSech nemocnych jsme uZivali dva periferni vendzni vstupy. K antikoagulaci byl
pouzit heparin (Heparin Légiva inj., Ceska republika), podany v tvodu formou jednorazové
davky 2500 j. iv. a nasledné kontinualni intravenézni infuzi 50 j/min. s postupnym
snizovanim davky od poloviny LDL-aferézy aZ naslednym vysazenim heparinu) a roztok
citratu ACD-A (500ml roztoku obsahuje: kyselina citronova 4,0 g, citrat sodny 11,0 g,
glukéza 12,25 g, vyrobce Baxter S.A., Lassines, Belgie), ktery byl kontinuainé pfidavan
k plné krvi z pfivodné Zily.
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3.4.1.2. Filtraéni metoda

Vzhledem k obdobné efektivité eliminace LIDI-cholesterolu metodou filtrace a za
uCelem rozsiteni doposud znacné limitovaného podtu vysetiovanych subjekta byli do souboru
nemocnych zmifiovanych v kapitole 3.5.2.2. Neopterin v moci a mikroalbuminurie
u nemocnych lécenych LDI-aferézou a v kapitole 3.5.2.3. C-reaktivat protein, CD40 ligand,
sérovy neopterin a endoglin u nemocnych lécenych LDI-aferézou zafazeni 1 dva nemocni
lééeni touto metodou. Plazma byla od krevnich télisek oddélena stejné jako u imunoadsorpce,
a to pomoci separatoru Cobe-Spectra (COBE, BCT, Denver, CO, USA), vlastni eliminace
LDL-¢astic byla provedena na principu filtrace €astic podle jejich velikosti pomoci filiri
Evaflux 4A (Kuraray Co., Osaka, Japonsko), uréenych k jednordzovému pouziti. Vlastni
filtra¢ni membrany o celkovém povrchu 2 m® byly vyrobeny z kopolymeru ethylenu
a vinylalkoholu a uspofadany do formy kapilar o vnittnim praméru 175 pm a praméru pora
0,03 pm. Kapilary jsou uzavieny v obalu z polykarbonatové pryskyfice. Schéma celého
zatizeni, uzivaného pii filtraci, je znazoméno na Obrdzku 4, princip eliminace ¢astic filtraci je
vysvétlen na Obrdzku 5. Filtrace byla Fizena piistrojem CF 100 (Infomed, Zeneva,
Svycarsko). Cilova hodnota celkového cholesterolu byla stejnd jako u imunoadsorpce —
2 mmol/l. Antikoagulace byla zaji§t€na kontinudlnim podanim roztoku citratu (ACD-A
v poméru 1:22 ke krvi z pfivodné zily stejnym zplsobem, jako u imunoadsropce) a dale
avodnim jednorazovym intravendznim podanim 4000 j. heparinu bez nasledné kontinualni

infuze.

3.4.2. Klinické sledovani nemocnych béhem LDL-aferézy

Béhem LDL-aferézy byl sledovan klinicky stav nemocnych véetné mé&feni arterialniho
krevniho tlaku méfeného auskultaCni metodou, méfeni pulsu a dechové frekvence. Tyto udaje,
dale nezidouci udinky LDL-aferézy a jejich léCba byly zaznamenavany oSetfujicim
personalem Separatorového centra do Protokolu o LDL-aferéze. K hodnoceni vztahu
nékterych parametri ke krevnimu tlaku byla systolicka a diastolick4d hodnota krevniho tlaku
stanovena jako primér ze tii méfeni auskultani metodou pred tfemi po sob& nasledujicimi
LDL-aferézami, a to v klidovém stavu (po desetiminutovém odpocinku) na pravé pazi. Body
mass index (BMT) byl vypotitan podle vzorce: BMI = vaha / vyska’ (kg/m’).

3.4.3. Metody uzité k hodnoceni eliminace vySetfovanych substanci kolonami nebo filtry
Ke zhodnoceni eliminace vysetfovanych molekul imunoadsorpénimi kolonami nebo

filtry byly provedeny dva experimenty:
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1. Stanoveni rozdild hladin vySetfovanych parametrd v plazmé pfitékajici do kolony
a v plazmé z kolony vytékajici, a to v prvni poloving prvniho adsorpéniho cyklu kazdé kolony
{modré Sipky na Obrazku 1), u filtraéni metody byly stanoveny hladiny vySetfovanych
parametrd pied a za filtrem (modré Sipky na Obrazku 4).

V piipadé vySetieni eliminace selektina a MCP-1 imunoadsorpnimi kolonami byly
jedenkrat vySetfeny ob€ kolony u deviti nemocnych (celkem 18 kolon).

V pfipadé vysetieni eliminace C-reaktivniho proteinu, solubilnihe CD40 ligandu,
sérového neopterinu a solubilniho endoglinu imunocadsorpénimi kolonami byly jedenkrat
vySetfeny obé kolony u 8 nemocnych (celkové 16 kolon) a k vySetfeni filtrace téchto molekul

byly uzity 4 filtry Evaflux 4A u 4 nemocnych.

2. Druhym experimentem bylo stanoveni koncentraci sledovanych molekul ve vymyvacim
roztoku kolon uprostied régenera¢nitio cyklu. Metoda byla uZitd v piipadé selektinii a MCP-1
u 18 kolon.

Ke stanoveni koncentraci byly uzity laboratorni metody popsané nize, jako material

byla uzita ve viech pripadech plazma.

3.4.4. Laboraterni vySetieni
3.4.4.1. Zakladni laboratorni ukazatele

Pred kaZzdou LDL-aferézou a ihned po ni bylo provedeno vysetfeni sérovych hladin
celkového cholesterolu, T.DI.-cholesterolu, HDL-cholesterolu a triacylglyceridi. Od roku
2000 jsme pravidelné v intervalu tfi mésich mimo jiné vySetfovali sérovy Lp(a), sérové
hladiny transaminaz, celkovou bilkovinu, albumin, krevrﬁ obraz a viskozitu plazmy. Hladina
LDL-cholesterolu byla kalkulovana podle Friedwaldovy rovnice a v poslednich dvou letech
stanovovana pfimou fotometrickou enzymovou metodou. Non-HDL-cholesterol byl
kalkulovan jako rozdil mezi koncentraci celkového cholesterolu a HDI.-cholesterolu. Ke
stanoveni biochemickych ukazateli byly uzity sety a analyzator firmy Roche Diagnostics
GmbH (Mannheim, Némecko). Hemoglobin byl méfen fotometrickou metodou, pocet
leukocytli pomoci pritokové cytometric a poCet trombocytli impedanéni metodou pfistrojem
Sysmex SE-210 (Sysmex, Kobe, Japonsko). Vydetfeni byla provedena akreditovanymi
laboratotemi Ustavu klinické biochemie a diagnostiky a Oddgleni klinické hematologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralove.

U nemocnych s téZkou dyslipidemii rieni vzdy moZzné presné laboratorni stanoveni

nékterych parametri, zvla§té LDL-cholesterolu a Lp(a). Divodem jsou jejich abnormalni
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hladiny v krvi. Procedury s nehodnotitelnym laboratornim vysledkem pfisludného parametru
byly ze souboru vylouleny. P¥i hodnoceni velikosti poklesu jednotlivych parametri bylo
vylou€eno téz prvnich 5 LDL-aferéz u kazdého paru kolon, protoZe bylo zpracovano

nestandardné malé mnozstvi plazmy.

3.4.4.2. Analyza solubilniho P- a E-selektinu a monocytirniho chemotaktického
proteinu-1 v plazmé

Vzorky plazmy ke stanoveni hladin sP-, sE-selektinu a MCP-1 byly ihned po odbéru
zmrazeny a uchovavany pi teploté -40°C. K detekci byla uzita metoda ELISA, komeréni sety
Parameter human sP-selectin (normalni plazmatické hodnoty 51,0 - 113,0 ug/l), Parameter
human sE-selectin (normalni plazmatické hodnoty 29,1 - 63,4 pg/) a Quantikine human
MCP-1 (normélni plazmatické hodnoty 200,0 - 722,0 pg/l) firmy RDS (Mineapolis, MN,
USA). VySetfeni byla provedena akreditovanou laboratofi Ustavu klinické imunologie

a alergologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

3.4.4.3. Analyza neopterinu, albuminu a kreatininu v mo¢i

Mo¢ k vysetfeni neopterinu, albuminu a kreatininu byla po odbéru chranéna
pied svétlem a zmraZena na teplotu -20°C. Neopterin v moci byl analyzovan pomoci vysoce
ucinné kapalinové chromatografie, systém Hewlett-Packard (Palo Alto, USA). Pro detekei
neopterinu v mo¢i byla vyuZita jeho nativni fluorescence, MPF-3 detektor Perkin-Elmer
(Norwalk, USA), excitaéni vinova délka 353 nm, emisni vinova délka 438 am. Pro
kvantitativni stanoveni bylo uZito externiho standardu. Koncentrace neopterinu v modi byla
vyjadiena jako index neopterin‘kreatinin (umol/mol kreatininu). Kreatinin v moci byl
stanoven v tom samém vzorku modi Jaffého kinetickou reakci pomoci analyzatoru Hitachi
716 (Tokyo, Japonsko) a enzymatického setu {Boehringer, Mannheim, Némecko) podle
instrukci vyrobce. Albumin v moci byl stanoven pomoci komeréniho setu Polyclonal Rabbit
Anti-human Albumin kit (DakoCytomation, Glostrup, Dansko). Koncentrace albuminu
v moci byla vyjadiena jako index albumin/kreatinin (mg/mmol). VySetfeni byla provedena
akreditovanou laboratoti Kliniky gerontologické a metabolické a Ustavu klinické biochemie

a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

3.4.4.4. Analyza nékterych ukazateli stava hemostazy a aktivity endotelu
Vzorky ke stanoveni nasledujicich parametri bylo odebrany rano tésn€ pfed a ihned
po LDL-aferéze a odstfedéna plazma zamrazena na teplotu -80°C. K detekci bylo uzito

imunochemickych metod za pomoci komerénich setd firmy Roche Diagnostics GmbH
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(Mannheim, Némecko). Koncentrace inhibitoru aktivatoru plazminogenu-1 byla stanovena
pomoci setu Asserachrom PAI-1%, koncentrace tkatiového aktivatoru plazminogenu pomoci
setu  Asserachrom t-PA®, koncentrace trombomodulinu pomoci setu Asserachrom
Thrombomodulin®. Ke stanoveni antigenu von Willebrandova faktoru (vWFag) byl uZit set
STA LIAtest vWF®. Koncentrace fibrinogenu byla stanovena koagulaéni metodou podle
Clausse. VySetieni byla provedena akreditovanou laboratofi Oddéleni klinické hematologie

Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

3.4.4.5. Analyza CRP, solubilniho CD40L., neopterinu a solubilnihe endoglinu v séru
Vzorky ke stanoveni t&chto parametrdi byly odebrany rano pfed a ihned po LDL-
aferéze a zmrazeny na teplotu -40°C. Detekcee jejich hladin byla provedena metodou ELISA
s pouzitim komernich seth IMMULITE High Sensitivity CRP (DPC, Los Angeles, CA,
USA), Quantikine® human sCD40 Ligand, Quantikine® human Endoglin (RDS, Mineapolis,
MN, USA) a Neopterin (B.R.A.H.M.S., Hennigsdorf, Némecko). Vysetfeni byla provedena
akreditovanou laboratofi Ustavu klinické imunologie a alergologie Fakultni nemocnice
Hradec Kralové. Normalni hodnoty sCD40L v séru zdravych dospélych osob je 5 461 ng/l,
rozmezi hodnot 0 - 11451 ng/l, neopterinu 5,4 + 2.3 nmol/l, horni limit normy je 10 nmol/l

a sérového solubilniho endoglinu je 3,96 + 0,92 ng/l, rozmezi 2,54 — 7,06 pg/l.

3.4.5. Statisticka analyza

Byl uZit program SigmaStat for Windows, verze 3.0 (SPSS Inc., San Rafael, USA).
Vzhledem k variabilit¢ hodnot proménnych byl za uréujici parametr zvolen medidn. Ke
statistickému hodnoceni byly uZity neparametrické testy. K porovnani rozdilli mezi
hodnotami stejného parametru pied a po LDL-aferéze nebo pied a po prichodu plazmy
imunoadsorpéni kolonou byl uzit Wilcoxoniv test. Ke zjisténi vztahu mezi prom&€nnymi jsme
pouzili Spearmantiv koeficient pofadové korelace (rs). Mann-Whitney Rank Sum test byl uZit
k testovani rozdil{l mezi dvéma soubory, v naem piipadé souborem nemocnych a kontrolnim
souborem. Hodnota p < 0,05 byla povazovana za statisticky signifikantni. Pro testovani
zavislosti jedné proménné na druhé {napfiklad zavislosti hodnot laboratornich parametrd na
véku nemocnych nebo efektivity a selektivity imunoadsorpénich kolon na poCtu procedur
provedenych jednotlivym parem kolon) jsme pouzili regresni analyzu (linedrni regresi).
Statistické postupy byly konsultovany s pracovniky Katedry Iékaiské biofyziky Leékatské
fakulty v Hradei Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.
3.4.6. Graficka zobrazeni byla provedena pomoci programu Microsoft Excel a Microsoft

PowerPoint (Microsoft Corporation).
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Soubor nemocnych, materidl a metody

Obrazek 1. Schéma imunoadsorpce LDI-cholesterclu
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Krev je vedena z periferniho Zilniho vstupu zajisténého specidini jehlou (obvykle
1,6mm - 6G) do separdtoru s kontinudlnim pritokem Cobe Spectra (COBE, BCT, Denver,
USA), ktery oddéluje plazmu od krevnich télisek na principu centrufugace. Plazma je ddle
cerpana do adsorpéné — desorpéniho automatuy ADA nebo ADAsorb (Medicap, Ulrichstein,
Némecko), kiery Fidi stiidavé plnéni (adsorpci) a vymyvdni (regeneraci, desorpci) dvou
adsorpcnich kolon LDL-Lipopak (Pocard Ltd., Moskva, Rusko). Jedna kolona je tedy
zapojena v pracovaim cyklu (zndzornéna Zlutou barvon) a druhad kolona (zndzornéna zelenou
barvou) je regenerovina pomoci glycinového pufru o pH 2,4. Nasledné je pH v regenerované
koloné upraveno PBS pufrem, ktery je po té vymyt fyziologickym roztokem. Regeneracni
roztoky jsou vedeny do odpadu. Ocisténd plazma vytékajici z pracovni kolony je vedena zpéi
do separdtoru, odkud je po smiseni s krevaimi télisky vracena do periferni Zily nemocného
(opét obvykle 1,6mm — 6G). Kazdd z paru kolon podstoupi cyklus adsorpce a regenerace
zpravidla dvakrdt. Antikoagulace je zajiSténa kontinudlnim podavant roztoku citratu (ACD-A,
Baxter, Belgie) a inicidlnim poddnim 2500 j. heparinu i.v. s ndslednou kontinudini infuzi
heparinu 50j./min. i.v. s postupnym sniovanim davky od poloviny LDL-aferézy aZ vysazenim
heparinu. Modré Sipky oznacuji mista odbérit plazmy kurceni koncentraci sledovanych
parametrii pied a za kolonou, zelend Sipka oznacuje misto odbéru vymyvaciho roztoku.

48
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Obriazek 2. Princip imunoadsorpce

Sefarbzovy gel

LDIL-¢astice  jsou z plazmy prochazejici  imunoadsropéni  kolonou  vazany
prostrednictvim interakce mezi apoB100 a ovéimi protildatkami proti apoB 100, navazanymi na
sefarozovy gel.

Obrizek 3. Princip regenerace kolon (desorpce)

Sefar6zovy gel

Vazba LDL-Castic na protildathky je uvolnéna pomoci glycinového pufru. Ndsledné je
pH v koloné upraveno roziokem PBS pufru, ktery je po té vymyl pomoci fyziologického
roztoku.
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Obrazek 4. Schéma filtrace LDL-cholesterolu
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Plazma je oddélena od krevnich télisek stejnym zplisobem jako u imunoadsorpce
(pomoci separatoru Cobe Spectra) a dale je vedena Cerpadlem separdtoru do linek pristroje
CF100 (Infomed, Zeneva, Svycarsko), ktery ¥idi pristok plazmy pres kapilarni filtr Evaftux 44
nebo 5A (Kuraray, Osaka, Japonsko). Ocisténd plazma je po spojeni s krevnimi télisky vedena
zpét do krevniho obéhu nemocného. Pri znamkach obstrukce kapildr filtru pFistroj
automaticky provede jejich proplach fyziologickym roztokem, ktery je spolu s odfiltrovanymi
éasticemi odveden do odpadniho sacku. Antikoagulace je zajisténa kontinudlni nitroZilni
aplikaci citrdtu (ACD-A, Baxter, Belgie) a inicidlnim jednordazovym poddnim heparinm 4000
i.v. Misto odbéru vzorku plazmy pred a za filtrem je oznaceno modrymi Sipkami.
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Obrazek 5. Princip filtrace L.DI~Castic
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Plazma protéka kapilarami filtru Evaflux 44 (Kuraray, Osaka, Japonsko) o presné
definované velikosti porii — 30 nm. Makromolekuly - LDL-Castice (180-280 nm), fibrinogen,
fibronektin, imunoglobuliny, o-2 makroglobulin apod. jsou zachyceny v kapildrdch a pomoct
fyziologického roztoku, kterym jsou kapildry proplachovany, odstrafiovany do odpadu. Mira
zachycovani jednotlivich éastic zdvisi na velikosti jejich molekuly a je presné definovdana
pomoci tzv. sieving koeficientii, které uddvaji podil castic, které prochazi pory filtru: Albumin
0,90, IgG 0,83, Igh 0,1, Fibrinogen 0,25, LDL 0,02, HDL 0,82 (data od vyrobce filtrit
Evaflux). Ocisténd plazma je spolu s men$imi Cdsticemi, kferé pory prochdzeji, vracena
pacientovi.
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Vyhodnoceni 1000 provedenych procedur LDL-aferézy

3.5. Vysledky
3.5.1. Technicka éast

Technickd &ast je rozdélena do tif ¢asti. V prvni &asti je vyhodnoceno 1000
provedenych LDL-aferéz, a to z hlediska ryze fechnickych parametrii, jako jsou objemy
zpracované plazmy, pritoky krve a plazmy pfistroji a spotieba roztoku citratu, dale je
hodnocen vliv LDL-aferézy na hladiny lipidi, na parametry krevniho obrazu a n&které dal3i
biochemické ukazatele a je vyhodnocena frekvence a zdvaZnost vedlejSich ucinki LDL-
aferézy. Druha &ast popisuje originalni zatizeni k odvadéni vzduchu z imunoadsorpénich

kolon. TFeti &4st pojednava o Zivotnosti imunoadsorpénich kolon.

3.5.1.1. Vvhodnoceni 1000 provedenvch procedur LDL-aferézy

3.5.1.1.1, Vyhodnoceni zakladnich technickveh parametra

Od kv&tna 1996 do fijna 2004 bylo na naSem pracovisti provedeno 1000 LDL-aferéz
celkem u 9 pacientt. Praméma ceclkova doba lé¢by LDL-aferézami (= smérodatna
odchylka) byla 2 265 + 729 dni, rozmezi 1 032 — 3 070 dni, medién 2 435 dni, tj. primé&rné
6,3 + 2,0 let, rozmezi 2,9 - 8,5 let a median 6,7 let. Podet LDL-aferéz na jednoho pacienta
byl 111 £ 38, rozmezi 47 - 223, medidn 105. Praméry interval mezi jednotlivymi LDL-
aferézami u vech 9 nemocnych byl 21 + 16 dni, rozmezi 4 — 294 dni, median 17 dni. Po
vylougeni muze s nizkou Grovni spoluprace z vy$etiovaného souboru byl primérny interval
mezi LDL-aferézami 18 + 9 dni, rozmezi 4 — 91 dni, medidn 17 dni. U homozygoti FH
13 £ 5 dni, rozmezi 4 —- 41 dni, median 14 dni. Jedna LDL-aferéza trvala prim&rné 230 = 33
min., rozmezi 58 - 333, median 229 min., tj. 3,8 + 0,5 hodin, rozmezi 1,0 - 5,6, median
3,8 hodin. Priimé&rmé absolutni mnoZstvi zpracované plazmy pii jedné LDL-aferéze bylo
6 654 + 968 ml, v rozmezi 1 200 — 8 734 ml, median 7 000 mi. Pramérny objem zpracované
plazmy na jeden kilogram vahy pacienta byl 97 & 26 ml/kg, rozmez{ 15 - 156, median
99 ml/kg. Primérny priitok plazmy byl 30,2 + 4,1 ml/min, rozmezi 20,3 - 38,2, medidn
4,5 ml/min. Primémy pratok krve 67,7 + 5,4 ml/min., rozmezi 45 - 70, medidn 70 ml/min.
Pomér roztoku citratu sodného (ACD-A) ke krvi byl 1:22. Primérny pratok ACD-A byl
3.1 + 0,3 ml/min., rozmezi 2,1 - 3,2, median 3,2 ml/min. Priméma spotieba ACD-A pfi

jedné LDL-aferéze byla 697 + 118 ml, rozmezi 220 — 1060 ml, median 703 ml.

3.5.1.1.2. Vliv LDL-aferézy na hladiny lipidi, na parametry krevniho obrazu a nékteré

dalsi biochemické ukazatele
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Vyhodroceni 1000 provedenych procedur LDL-aferézy

Hladiny lipidu a jejich soucasti pred a po LDI.-aferéze jsou shrnuty v Tabulce 3, jejich
pokles po LDL-aferéze, vyjadieny v procentech vychozi hodnoty je uveden v Tabulce 4,

procentulni pokles ostatnich parametri je uveden v Tabulce 5.

Tabulka 3. Hladiny lipidi pFed a po LDL-aferéze

Pred LDL-aferézou Po LDL-aferéze

Primér + SD Rozmezi Median | Priim@r + SD | Rozmezi Median
TC 7,67+£1,70 |4,31-14,23 7,49 2,28+0,59 | 1,09-591 2,17
LDL 538+177 |1,63-125 529 | 083+0,57]000-472 | 0,76
HDL 1,44+0,42 |0,64-2,92 1,43 1,05+£0,29 | 0,29-2,10 1,07
TAG 2474£203 |037-1626| 1,70 1,28+ 1,35 | 0,10- 7,30 0,66
Non-HDL |625+175 |254-1280| 6,04 1,25 £0,70 | 0,06 - 4,81 1,10
ApoA 1,40+ 031 |0,86-241 1,34 1,04+£0,22 | 0,59-1,86 1,00
ApoB 1,43+0,34 |0,86-2,43 1,37 0,35+0,19 | 0,14 - 1,05 0,32
Lp(a) 0,52+0,59 |0,00-242 033 | 013+0,16|000-087 | 0,09

TC = celkovy cholesterol (mmol/l), LDL = LDl-cholesterol (mmol/l), HDL = HDL-cholesterol
(mmol/l), TAG = triacylglyceridy (mmol/l). Non-HDL = non-HDL-cholesterol (mmol/]).
ApoA = apolipoprotein A (g/l), ApoB = apolipoprotein B (g/l), Lp{a) — lipoprotein (a) (g/)).
SD = smérodatnd odchylka
Graf 1. Prumérné hladiny lipidi a jejich soucasti pfed a po LDL-aferéze
10,00
9,00

O Po aferéze

[ Pied aferezou

TC LDL HDL TAG ApoA ApoB Lp(a)

TC = celkovy cholesterol (mmol/l), LDL = LDL-cholesterol (mmol/l}, HDL = HDL-cholesterol
(mmol/l), TAG = triacylglyceridy (mmol/l). ApoA = apolipoprotein A (g/1), ApoB = apolipoprotein B
(/1), Lp(a) = lipoprotein (a) (g/1). Zmény viech ukazatelit byly statisticky signifikanint (p > 0,03).

53
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Tabulka 4. Pokles lipidii po LDL-aferéze (v procentech vychozi hodnoty)

Pramér = SD Rozmezi Mediian n
(Yo) (“e) (“0)

TC 69,6+ 7,1 27,5-875 70,0 886
LDL 83,9+ 8,4 35,5-977 85,9 786
HDL 264+72 6,0 - 66,7 26,2 885
TAG 55,7+ 19,3 1,4-91,0 59,3 885

Non-HDL 80,1 £9,6 30,1 - 98,6 81,1 885
Apo-A 25,675 2,5-62,9 24,1 134
Apo-B 75,2+ 13,6 26,6 - 92,1 75,3 134
Lp(a) 69,0 £ 23,8 26,1 -91,3 73,9 58

TC = rotdlni cholesterol, LDL = LDI-~cholesterol, HDL = HDL-cholesterol, TAG = triacylglyceridy,

non-HDIL =

non-HDL-cholesterol, A4poA =

apolipoprotein A, ApoB = apolipoprotein B,

Lp(a) = lipoprotein (a). Pokles vSech vySetfovanych parametrii byl statisticky signifikanini
(p < 0,001). SD = smérodatndg odchylka, n = polet provedenych vyseifen.

Tabulka 5. Pokles dalfich parametrii po L.DL-aferéze (v procentech vychozi hodnoty)

n=117 Primér = SD Rozmezi Median P
(%) (%) (%)

Urea (mmol/l) 151+£7.2 1,5-52,5 14,3 <0,001
Kreatinin (umol/l) 81+59 -164 -27.5 7,6 <0,001
Kysel. motova (umol/l) 11,5+34 51-199 11,2 < 0,001
ALT (ukat/l) 28,3+ 9,6 0,0-674 28,6 < 0,001
AST (ukat/1) 23,5120 -14,3 - 66,7 25,0 < 0,001
Celkova bilkovina (g/1} 26,0 4.8 17,7-39,0 25,2 <0,001
Albumin (g/l) 244+53 17,4 - 40,8 23,1 <0,001
Hemoglobin (g/1) 72+4.6 -6,9 - 19,5 6,9 < 0,001
Hematokrit 7.4+4.8 -2.8-237 7,2 <0,001
MCV (f1) -0,1+1,5 -8.2-4,7 0,0 0,856

Leukocyty (x10°/1) 34+147 | -53,0-29,1 2,4 0,152

Tromboeyty (x10°/1) 8,8+11,2 | -450-722 8,6 < 0,001
Viskozita plazmy (mPa) 14,1 £ 5,1 2,0-338 14,5 < 0,001

ALT = alaninaminotransferdza, AST = aspartdtaminotransferdza, MCV = sifedni objem erytrocytu.
Hodnota p vyvjadiuje statistickou vyznamnost zmény parametru. Pozn.: zdporné hodnoty poklesu
znamenaji vzestup koncentrace po aferéze. SD = smérodatnd odchylka, n = pocet vySetveni

54



Vyhodnocent 1000 provedenych procedur LDL-aferézy

3.5.1.1.3. Nezidouci idinky L.DL-aferézy

Nezadouci ptihody, vyzadujici lékafskou intervenci se vyskytly u 5,1% z 1000

hodnocenych LDL-aferéz. Jedendctkrat (1,1%) byla LDL-aferéza pfedCasné ukondena, a to
pétkrat (0,5%) pro nevolnost s mirnym poklesem tlaku krve, jednou pro prekolapsovy stav
s hypotenzi, &tyfikrat (0,4%) z diivodu nefunkéniho periferniho zilniho vstupu a jednou
z diivodu vadného hemaferetického setu.

Nevolnost a/nebo hypotenze, vyZadujici lékafskou intervenci, tvofily 63% vySe
zminénych vedlejsich reakci, vyskytly se u 3,2% LDL-aferéz a byly Sestkrat pficinou
pieruseni procedury, po kterém vzdy odeznély. Mirné vazo-vagélni reakce, a to obyCejne
ptechodna slabost, mirna nevolnost, lehké a krétkodobé vykyvy krevniho tlaku nevyZadujici
lékatskou intervenci nebyly do celkového poétu vyznamnych vedlejdich reakei zahrnuty,
stejné tak jako pfechodné mirné projevy toxicity citrétu - napf. cirkumoralni parestézie nebo
mirné parestézie akralnich &asti kondetin, které dobfe reagovaly na intravenozni aplikaci
kalcia. Vyznamndj$i projevy toxicity citratu, jako protrahované parestézie nebo kiece
neuspokojivé reagujici na 1&¢bu, tvofily 28% vedlejsich ptihod, (. vyskytly se u 1,4% vSech
LDL-aferéz a nikdy nevedly k ukon&eni LDL-aferézy. Jako prevenci jsme v zdvislosti na
konkrétnich zkuSenostech s danym pacientem uZivali kontinudlni nebo v pfipadé
nedostatetné kapacity navratné Zily jednordzovou intravenozni aplikaci kalcia. Zpravidla
bylo bshem LDL-aferézy aplikovano 20 - 40 ml roztoku Calcium Biotika (Hoechst-Biotika,
s.r.0., Martin, Slovensk4 republika, u kterého 10 ml obsahuje 2,25 mmol ionizovancho
kalcia), nejéast&ji ve 100 — 300 ml fyziologického roztoku. U homozygoti FH s vétSimi
objemy zpracované plazmy jsme vyjimetné aplikovali 50 ml roztoku kaleia. Krome pocitu
tepla jsme nepozorovali jiné neZidouci Gi¢inky intravendzni aplikace roztoku kalcia.

Dal§imi obtiZemi, které pravidelnd vznikaly v pribéhu LDL-aferéz, byly obtiZe
z vynucené polohy vleZe &i polosedé se zavedenymi venéznimi vstupy do obou pfedlokti,
omezujici hybnost hornich kongetin. T pfes kontinualni péli persondlu mohou nemocni
b&hem LDL-aferéz pocitovat neuspokojeni zékladnich potfeb jako napf. nemoZnost
vyprazdnit se, napit, najist, podrbat a podobné. Vyskyt vyznamngjSich obtiZi z vynucené
polohy byl uzivanim automaticky polohovatelnych lizek s komfortnimi matracemi vyrazné
omezen, nicméng bolesti zad, vyZadujici podén{ analgetika, se objevily v 0,5 % z celkového
podtu LDL-aferéz. Castd byla svalova slabost a pocit Gnavy po LDL-aferéze, trvajici do
nasledujiciho dne, néktefi nemocni udévali pocit hladu. Pfechodny pocit napéti a mimého
otoku v prstech rukou a nohou, popiipadé v ofnich vickach, se nepravidelné vyskytoval

u Sesti nadich pacientd zv1ast Gvodu 1é8by, u tiech z nich se objevuje béhem LDL-aferézy
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v mimé formé dodnes. Tento typ reakci byl pfechodny, mirny, neptisobil vyrazné&jsi obtize
obtiZe zapocitany.

Nedostate¢nost perifernich Zil s nutnosti opakované odloZit proceduru se vyskytovala
predeviim v dob& zavadéni LDL-aferéz do praxe a vedla u jedné, v té dobé& sedmnéctileté
nemocné ke zhotoveni arterio-vendézniho zkratu na pfedlokti. Ten je nyni nefunkéni.
Postupné zlepseni stavu perifernich Zil, ke kterému piispélo pravidelné posilovani svalstva
hornich kondetin, umoZnilo bezproblémové zavadéni Zilnich vstupl u této pacientky. Ke
kanylaci centralni Zily jsme nikdy nepfistoupili. Drobné hematomy v mist€ zavedeni vstupll
byly bé&Zné, vyznamné krvaceni do kiZe ani okolnich tkani jsme nezaznamenali. Infekce
v mist& vpichu, tromboza Zily &i jiné lokalni komplikace se neobjevily.

Z dalgich, v literatuie zmiflovanych reakei, jsme nezaznamenali ani projevy pietiZzeni
ndhradnimi roztoky, nevyskytly se alergické, anafylaktoidni ani pyretické reakce, arytmie,

vzduchovéa embolie ani vyznamna hemolyza.

3.5.1.1.4. Diskuse

Provedend mé&feni ukazuji, Ze¢ LDL-aferéza efektivné a selektivné odstraiiuje LDL-

cholesterol a lipoprotein (a). Uéinnost nasi modifikace imunoadsorpee, provadéné pomoci
kolon LDL-Lipopak (Pocard, Ltd.), je velmi dobfe srovnatelnd s G¢innosti jinych metod
uvedenych v literatufe (Schmaldienst, 2000).

Selektivitu eliminace je moZno posuzovat podle poklesu HDL-cholesterolu. V naSich
mé&fenich jsme zaznamenali mirny pokles hladiny HDL-cholesterolu, na kterém se podili
diluce pacientovy krve a pravdépodobng nespecificky zachyt molekul HDL v kolonach.
Podle nékterych praci dochdzi p#i LDL-aferéze k aktivaci hepatické lipdzy a k poklesu
aktivity lecitin-cholesterol-acyltransferazy (LCAT), které téZ mohou pfispivat ke sniZeni
hladiny HDL-cholesterolu (Richter, 1993). Primérma koncentrace HDL-cholesterolu po
LDL-aferéze viak neklesla pod 1 mmol/l. Pokles HDL po LDL-aferéze nepovazujeme za
klinicky vyznamny a jeho moZny negativni vliv je vyvaZen pfiznivym u¢inkem eliminace
aterogennich lipoproteinil.

Pokles hemoglobinu a hematokritu po LDL-aferéze je zplsoben jak diluci ob&hu
nemocného, tak urditymi ztratami krve zhstavajici v linkdch hemaferetického setu po
ukondeni procedury. Jistou roli, zvlasté z dlouhodobého hlediska, hraji i ztraty piisobené
odbéry vzorkl k laboratornim vySetfenim. Chronické ztraty pfi opakovanych procedurich

imunoadsorpce mohou p¥ispivat ke vzniku sideropenie, kterd miize podle naSich zkuSenosti
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i zkudenost{ jinych autorts (Ptak, 2005) zvla3té u Zen vyzadovat substituci preparaty Zeleza.
Zmeény ostatnich vySetfovanych parametri nebyly klinicky vyznamné.

Piesto, ¢ LDL-aferéza metodou imunoadsorpce je jednou z technicky a Casové
ohroZujici vedlejsi reakce. Frekvence jednotlivych vedlejsich reakei, vedoucich k pferudeni
aferézy, se pohybuje v desetinich procent. Podobné vystedky byly publikovany i u jinych
metod eliminace lipidd. Napfiklad v souboru 5 575 LDL-aferéz metodami HELP,
dextransulfatovou adsorpci a imunoadsorpci bylo pozorovdno 4% klinicky zjevnych
vedlejsich uéinkd, zadné viak nebyly vazné (Richter, 1999). V souboru 59 121 LDL-aferéz
metodou HELP b&hem péti let bylo zjisténo 4,6% vedlejSich reakei, z toho 1-2% bylo
zplisobeno pfimo aferézami (Schuff-Werner, 2003). Rozdily v publikovane cetnosti
vedlejsich reakei jsou nejvEt§i mirou zptsobeny nestejnym hodnocenim neZadoucich
udinkd. Vétdina autoril nezahrnuje do statistiky mirné projevy toxicity citratu, mirné vazo-
vagalni reakce a obtize z vynucené polohy pfi aferéze, které jsou sice pomémé Casté, ale
malo zavaZné.

Nejéast&jsim divodem k prerueni procedury byla v naSem souboru nevolnost
a hypotenze. Vzhledem ke spojeni s dal$imi pfiznaky, jako napf. s pocenim a nevolnosti,
sc domnivame, Ze se jednalo o pfevazné vazo-vagalni reakce. Mezi dal3i pfiiny, které
se mohly podilet na hypotenzi, patfi presun ¢&asti krve {(cca 150 — 350 ml) do
extrakorporalniho obghu. Podil moiné cytokinové reakce a zeyména aktivace
komplementového systému pii kontaktu plazmy s povrchem separaéniho setu a adsorpénich
kolon s nasledkem uvolnéni mediatori s anafylaktoidnimi a vazodilatacnimi uéinky, které
byly popsany u hemaferéz diive (Shiga, 1998, Fadul, 1998), nebyl zkouméan, nicméné obé
reakce se mohly, spolu s moZnym piechodnym zvySenim vaskuldrni permeability
v souvislosti s rychlou zménou hladiny lipoproteint podilet také na vzniku otokd prstl
a o¢nich vicek.

Zivot ohroZujicim zdvaznym vedlej$im téinkem pii extrakorporalni eliminaci LDL-
cholesterolu je anafylaktoidni reakce, pozorovana pfedeviim pii DSA nebo DALI
u nemocnych 1é¢enych inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (Agishi, 1994,
Sinzinger, 1994). Tato reakce nebyla v naSem souboru pozorovana.

Kombinace kontinualniho podavani heparinu a citratu spolehlive zajistuje dostate¢nou
antikoagulaci. Intravendzni aplikace kalcia, jak jednorazovd, nebo formou kontinualn
infuze s tpravou dévek podle klinickych piznakii poklesu ionizovaného kalcia a podle

velikosti pFisunu citratu, 0¢inng a bezpe&n& zmirnila piiznaky citratoveé toxicity. Pozorovali
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jsme i ptiznivy vliv intravenozni aplikace magnézia. ProtoZe stres pacienta mdze
prostiednictvim hyperventilace vést k prohloubeni poklesu ionizovancho kalcia, je tfeba
zdiraznit i potfebu pedlivého a citlivého pFistupu personalu, ktery miiZe tento stres uinné
eliminovat. Projevy toxicity citratu sodného nebyly v naSem souboru ani jednou diivodem
k pferuseni 1é¢by, nutnost vyznamngj$iho prodlouZeni a zpomaleni procedury byla
minimalni.

Na zaklade dlouhodobého pozorovani jsme dodli k ndzoru, Ze Casovy limit trvani
procedur by nemél z hlediska komfortu pro nemocného vyrazné&ji pfekroit 4 hodiny. Tento

limit se snaZime nepfekracovat.

3.5.1.1.5. Zavér

Hodnoceny soubor 1000 LDL-aferéz metodou imunoadsorpce je pravdépodobné

nejrozsahlej$im publikovanym souborem ve svétové literatufe, uzivajicim adsorbenty LDI-
Lipopak. Vysledky tohoto sledovani ukazaly, Ze nade modifikace LDL-aferézy na principu
imunoadsorpce je bezpefnou metodou s vysokou efektivitou a selektivitou v eliminaci
aterogennich lipoproteint u nemocnych s t8zkymi poruchami metabolismu lipidd. Vyhodou
LDL-imunoadsorpce oproti jinym metoddam extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu je
vysoka selektivita adsorpce a velka adsorpéni kapacita kolon, dand moZnosti jejich regenerace
a sekven¢niho pouziti. Nevyhodou je vysoka pofizovaci cena kolon a jednotlivych vykont.
Piitomnost zku$eného personalu je dileZitym piedpokladem pro predchizeni neZadoucim

reakcim, coZ umozZiiuje dodrzet planovany rozsah i frekvenci procedur.

3.5.1.2. Vyvoj zatizeni k odstrafiovani vzduchu z adsorpéni kolony

Piesto, Ze je LDL-aferéza metodou, ktera je ve svétovém méfitku provozovana jiz Iéta,
byla modifikovéana na$i vyzkumnou skupinou, a to zejména po technické strance. Pfikladem
je originalni FeSeni zafizeni k odstrafiovani vzduchu zadsorpéni kolony. Pfi pivodnim
provedeni imunoadsorpce se v horni &asti kolony hromadil vzduch, ktery bylo tfeba
opakovang odsavat stiikatkou po pferudeni procedury, coZ vedlo naruSeni plynulého chodu
procedur a k rozpojovani mimot&lniho okruhu b&hem procedury s rizikem jeho kontaminace
véetné kontaminace kolon. Ty jsou uréené k mnohondsobnému uZziti a jsou finanén€ znatné
nakladné. Nové zaiizeni umoZiuje odsavat vzduch z kolony podle potieby kdykoli, aniz by
bylo nutné prerusit pritok plazmy kolonou. Tim omezuje riziko kontaminace mimot€lniho
obéhu, zajidtuje plynulost procedury, umoziinje také odbéry vzorkl. Celkoveé tedy usnadiiuje

praci personalu a zlepsuje bezpetnost a komfort nemocnych v priibé¢hu LDL-aferézy. Tento
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systém byl navrzen v ramci vyzkumu, ktery byl soudasti této disertace a zaroven soucasti
feSeni vyzkumného projektu IGA MZ CR NB/7006-3. Byl patentovan pod nazvem Zafizeni
k odstrafiovani vzduchu z adsorpéni kolony dne 15. 7. 2004, &islo patentu 294 018 (citace
¢. 308). Autorka této disertace neni sice pivodnim autorem vynalezu, ale aktivng se podilela
na zkouSieni zafizeni, na vyvoji jeho modifikaci a FeSeni pfipominek U¥adu primyslového
viastnictvi a byla ¢lenkou vyzkumné skupiny, ktera feSila vySe zmin&ny vyzkumny projekt
IGA MZ CR NB/7006-3. Vyzkumny projekt byl obhajen roku 2005 a zatazen do skupiny A.

Obrizek 6. Schématické zobrazeni zaFizeni na odéerpavani vzduchu

z imunoadsorpénich kolon

?é“

poy
oS N

Plazma (Zluté) pritéka linkou setu (1) a protéka privodni trubici do adsorpéni kolony
(2), pricemi nad hladinou se hromadi vzduch (modve), ktery miiZe byt odsdavdan pomoci
odvadéci trubice (3), na kterou Ize napojit injekcni stitkacku. Odvadéct trubici lze uzavirat
pomaci svorky (4). Adsorpcni kolona je tak zbavovdna neZadouctho vzduchu, pFicemZ tuto
operaci Ize podle potfeby kdykoliv snadno a bezpelné zopakovat bez nutnosti preruseni

procedury.
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3.5.1.3. Vyhodnoceni Zivotnosti imunoadsorpénich kolon LDL-Lipopak

3.5.1.3.1. Cile price
Cilem prace bylo zhodnotit Zivotnost imunoadsorpénich kolon LDL-Lipopak (Pocard,

Ltd., Moskva, Rusko) z pohledu efektivity a selektivity imunoadsorpce a mechanickych

vlastnostf v prib&hu jejich uzivani.

3.5.1.3.2. Soubor vvhodnocenvch LDI.-aferéz, material a metody

Hodnoceni Zivotnosti kolon probghlo v obdobi od kvétna 1996 do fijna 2004, kdy bylo
na nafem pracovisti provedeno 1000 LDL-aferéz celkem u 9 pacientl léCenych LDL-
imunoadsorpci kolonami LDL-Lipopak (viz kapitola 3.2.1. Soubor nemocnych [é¢enych LDL-
imunoadsorpci). Ke stanoveni zakladnich Gdajii (celkovy podet LDL-aferéz na jeden par
kolon a celkova doba uZivani jednoho paru kolon) byly hodnoceny pouze pary kolon jiz
vyfazené z uzivani — tedy 15 parii kolon. K vyhodnocent efektivity a selektivity (viz kapitola
2.2.6. Nékteré technické aspekty LDIL-imunoadsorpce) byly hodnoceny vdechny LDL-aferézy
s dostupnymi vysledky u viech 24 parfl uzitych kolon. Hodnoceno bylo 780 LDL-aferéz.

Technické provedeni LDL-aferéz bylo probrano v kapitole 3.4. Materidl a metody.

Qdbér krve ke stanoveni biochemickych ukazatela

Krev ke stanoveni sérovych koncentraci LDL- a HDI.-cholesterolu byla odebrina
z periferni Zily pfed a ihned po ukonéeni LDL-aferézy. Laboratorni metody jsou popsany

v kapitole 3.4 Materidl a metody, v $asti 3.4.4.1. Zakladni laboratornt ukazatele.

Kalkulace ukazateli efektivity imunoadsorpénich kolon

Pro kaZdou hodnocenou LDL-aferézu kalkulovany nésledujici parametry:

1. Absolutni pokles hladiny LDL-cholesteroln po LDL-aferéze, dany rozdilem
koncentraci LDL-cholesterotu pfed (£LDL1) a po (LDL2) LDL-aferéze:

ALDL = LDL1— LDL2 (mmol/l)

2. Absolutni pokles hladin LDL-cholesterolu po LDL-aferéze na jednotka
zpracované plazmy, dany podilem ptedchoziho parametru mnoZstvim zpracované

plazmy pfi jedné LDL-aferéze (mmol/I’?).
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3. Relativni pokles hladiny LDL-cholesterolu po LDL-aferéze, ziskany jako podil
absolutniho poklesu hladin LDL-cholesterolu ( ALDL) a preaferetické koncentrace
LDL-cholesterolu (LDL1):

LDI\-LDL2 _ALDL

OLDL = =
LDI] DI

Po vynasobeni stem se rovnd procentualnimu poklesu LDL-cholesterolu.
Mno¥stvi odstranéného LDL-cholesterotu p#i jedné LDL-aferéze je zavislé na jeho
preaferetické koncentraci a na mnoZstvi zpracované plazmy pii LDL-aferéze. Proto jsme pfi

hodnoceni efektivity zatadili také parametry zminéné v bodech 2. a 3.

Kalkulace ukazatelli selektivity imunoadsorpénich kolon

Ke zhodnoceni selektivity imunoadsorpénich kolon byl zvolen HDL-cholesterol, jehoZ

eliminace pii LDL-aferéze je neZadouci. Byly kalkulovany tyto parametry:

1. Absolutni pokles hladiny HDL-cholesterolu po I.DL-aferéze, dany rozdilem
hladiny HDL-cholesterolu pied (HDL1) a po (HDL2) LDL-aferéze:

AHDIL = HDI1 - HDL2 (mmol/l}

2. Relativni pokles hladiny HDL-cholesterolu po L.DL-aferéze, ziskany jako podil
absolutniho poklesu hladin HDL-cholesterolu (AHDL) a preaferetické hodnoty
HDL-cholesterolu (HDL1):

HDIL1- HDL2 _ AHDL

SHDL = =
HDI1 HDI

Po vynisobeni stem se rovna procentudlnimu poklesu HDL-cholesterolu.

Vvhodnoceni vlivu starnuti imunoadsorpcénich kolon na jejich mechanické vlastnosti

V Pfilohach k Protokolu o imunoadsorpci byl vyhleddn u kaZzdé vySetfované
procedury zaznamenany pritok krve separdtorem a pritok plazmy adsorpcné-desorp&nim
automatem a dale tidaj o dobé trvani LDL-aferézy. V Protokolu o imunoadsorpei byly ziskdny
tidaje o komplikacich vykonu, p¥ipadné divodech pfedéasného pterudeni procedury.

Ke statistickému_hodnoceni byla pouZita regresni analyza (viz kapitola 3.4.5. Statistickd

analyza).
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3.5.1.3.3. Vysledky

I. Zakladni idaje

K provedeni 1000 LDL-aferéz ve vyse uvedeném obdobi bylo pouzito celkem 24 parit

kolon u 9 nemocnych, tj. primé&me 2,6 (1 - 4) paru kolon na jednoho pacienta. Devét pard
kolon bylo v dobé Zetieni stale pouZivano, 15 par( bylo jiz vyfazeno z uZivani a bylo moZné
u nich kompletn& zhodnotit nasledujici Gdaje: primérn¢ bylo provedeno 54 LDL-aferéz na
jeden pér kolon, rozmez hodnot 11-109, primérné doba uzivani jednoho paru kolon byla

35,9 mésic, tj. 3,0 let.

IL. Efektivita imunoadsorpénich kolon

Zdvislost poklesu LDL-cholesterolu na pofadovém isle LDL-aferézy u kaZdého pdru
imunoadsorpéni kolony

Pro absolutni pokles koncentraci [LDL-cholesterolu byla hodnota regresniho
koeficientu 0,015 a p = 3,8.107, pro absolutni pokles koncentrace LDL-cholesterolu,
korigovany na 1 ml zpracované plazmy byla hodnota regresniho koeficientu rovna 6,5.10*
a p = 0,230 (viz. Graf 2), pro relativni pokles koncentraci LDL-cholesterolu byla hodnota
regresniho koeficientu -6,8.107 a p = 0,723 (viz Graf 3). Statisticky signifikantni zvislost na
pofadovém ¢&isle LDL-aferézy u kaZdého paru imunoadsorpénich kolon byla tedy prokdzana
pouze u absolutniho poklesu LDL-cholesterolu po LDL-aferéze, a to vzhledem k pozitivni
hodnoté regresniho koeficientu znamend narist absolutniho poklesu hladin LDL-cholesterolu
s poftem provedenych LDL-aferéz. Zivislost ostatnich parametrli nebyla statisticky
signifikantni.

111 Selektivita imunoadsorpénich kolon

Zavislost poklesu HDL-cholesterolu na poradovém Cisle LDL-aferézy u kaZdého
pdru imunoadsorpéni kolony

Pro absolutni pokles koncentraci HDL-cholesterolu byla hodnota regresniho
koeficientu -2,4.10%, p = 0,466 (viz Graf 4), pro relativni pokles koncentraci HDL-
cholesterolu byla hodnota regresniho koeficientu 2,5.10% a p = 0,067 (viz Graf 5). Nebyla
tedy prokazana zavislost absolutniho ani relativniho poklesu koncentraci HDL-cholesterolu na
pofadovém &isle LDL-aferézy u jednotlivych parl imunoadsorpénich kolon.

Pro ilustraci, ani po posledni provedené LDL-aferéze u 10 pari nejdéle uZivanych
kolon (primér 68 LDL-aferéz, rozmezi 41-109, medidn 72 aferéz) neklesla primérna

koncentrace HDL-cholesterolu pod normu - byla 1,02 + 0,19, median 1,08 mmol/].
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Graf 2. Zavislost absolutniho poklesu LDL-cholesterolu, korigovaného na jednotku
zpracované plazmy na poradovém ¢isle LDL-aferézy u kazdého paru kolon
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Zavislost absolutniho poklesu LDL-cholesterolu korigovaného na 1 mi zpracované plazmy na
pofadovém ¢isle LDL-aferézy u jednotlivich pdrii imunoadsorpcnich kolon nebyla prokdzdna
(regresni koeficient = 6,5.10°, p = 0,230).

Graf 3. Zavislost relativniho poklesu LDL-cholesterolu na pefradovém ¢isle LDL-aferézy
u kazdéhe piru kolon

1.2

0.4 ©

Relativai pokles LDL-cholesterolu

0,2 &

0 T T ; T v )
0 20 490 60 80 100 120

Poradi LDL-aferézy

Zavislost relativniho  poklesu LDI-cholesterolu na pofadi LDL-aferézy u jednotlivych pari
imunoadsorpcnich kolon nebyla prokdzama (regresni koeficient = -6,8.1 07, p=0723).
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Graf 4. Zavislost absolutniho poklesu HDI-cholesteroln na poradovém cisle LDL-
aferézy u kazdého paru kolon
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Zavislost absolutniho poklesu HDIL-cholesterolu na pofadi LDI-aferézy nebyla prokdzdna (regresni
koeficient =-2,4.107, p = 0,466).

Graf 5. Zavislost relativniho poklesu HDL-cholesterolu na poradovém Cisle LDL-aferézy
u kazdého paru kolon
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Zavislost relativntho poklesu HDI-cholesterolu na pofadi LDL-aferézy nebyla statisticky signifikanini
(regresni koeficient = 2,5.107, p = 0,067).
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IV. Nékteré ukazatele mechanickvch vlastnosti kolon

Nebyla zji§téna statisticky signifikantni zavislost praim&rného pritoku krve ani plazmy
piistroji, ani doby trvani L.DL-aferézy na potfadi jednotlivych LDL-aferéz u kazdého paru
imunoadsorpénich kolon (p > 0,05). Prvnich 5 procedur bylo ze souboru vylouceno pro
nestandardni mnoZstvi zpracované plazmy pfi zavad&ni nového paru kolon do uZivani. Nebyl

pozorovan nariist vyskytu technickych komplikaci s po€tem provedenych LDL-aferéz.

3.5.1.3.4. Diskuse

Statisticky vyznamna zavislost parametri efektivity imunoadsorpce na pofadovém
¢isle LDL-aferézy kaZdého paru kolon byla zjidténa pouze u absolutniho poklesu LDL-
cholesterolu po LDL-aferéze, a to vzhledem pozitivai hodnoté regresniho koeficientu ve
smyslu tendence k vy$§imu poklesu LDL-cholesterolu v priibéhu uzivani kolon. Jednim
z faktord piispivajicich k tomuto vysledku miZe byt mendf mnoZstvi zpracované plazmy pii
zavadeéni kazdého nového paru imunoadsorpénich kolon (cca 1000-4000 ml u prvnich péti
LDL-aferéz oproti primémé 7000 ml u daldich LDL-aferéz), které se pfi zavislosti poklesu
LDL-cholesterolu po LDL-aferéze na mnoZstvi zpracované plazmy (p < 0,005) miiZe projevit
jako zavislost tohoto poklesu na pofadovém &isle LDL-aferézy. Nelze vyloudit ani mozZny
podil postupného zlepSovani techniky LDI-aferéz s nabyvanim zkuSenosti s touto metodou
a se zavadénim novych postupt, které mohly vést k vzestupu G¢innosti elimimace. Pokles
LDL-cholesterolu, korigovany na jednotku zpracované plazmy a relativni pokles LDL-
cholesterolu v8ak jiZ na pofadovém ¢&isle LDL-aferézy zévisly nebyl. Lze tedy uzavfit, Ze
efektivita, tedy schopnost kolon eliminovat LDL-cholesterol, v pribéhu jejich uzivéani
vyznamné neklesala.

Selektivita kolon se v prab&hu jejich uzivani statisticky vyznamné neménila. Piesto
byl patrny mirny trend k vzestupu mnoZstvi odstranéného HDL cholesterolu s poctem
provedenych LDL-aferéz, ktery viak nebyl klinicky vyznamny. Neprokdzali jsme ovlivnéni
mechanickych vlastnosti kolon v prib&hu uZivani.

Faktorfi, limitujicich piesnost pouZité metody je nékolik. Celkovy t€lesny cholesterol
je rozdélen do né&kolika kompartmentfl, ktery tvoii tzv. rychle sménitelny pool (krevni
lipoproteiny, erytrocyty, jatra a stievo), stfedng rychle sménitelny pool (cholesterol v tukové
tkani a kGzi), pomalu sménitelny pool (cholesterol ve tkéanich, pfedevSim svalech a take
v cévnf st&né) a nesménitelny pool (cholesterol v centralnim nervovém systému). Ke zmeénam
hladiny v plazmé piispiva téZ pifjem potravou a vyluCovéni cholesterolu pfedevdim do Zluci

(Goodman, 1973). Pii hodnoceni viivu pFesunu LDL-cholesterolu na vysledky naseho mé&feni

65



Vvhodnocent Zivotnosti imunoadsorpénich kolon LDL-Lipopak

jsme vychézeli z prace Stefance (Stefanec, 1999), podle jehoZ kompartmentového modelu by
tvofil prisun cholesterolu do sménitelného kompartmentu u nemocného bez per-oralniho
pifjmu b&hem 4 hodin cca 3,5% celkového mnoZstvi rychle sménitelného kompartmentu, pro
ilustraci se jedna o cca 164 mg LDL-cholesterolu u muZe stfedni postavy. Odstranéné
mnoZstvi pfi LDL-aferéze tvofi nékolik gramt (Blaha, 2002). Na zdkladé téchto Gdajt byly
presuny cholesterolu mezi jednotlivymi kompartmenty zanedbény.

P#i kalkulaci zmén hladin LDL a HDL-cholesterolu byl zanedban vliv diluce
pacientova ob&hu nahradnimi roztoky, ktery pro zjednoduSeni povazujeme u jednotlivych
nemocnych za konstantni. Jak bylo uvedeno vy3e, vzhledem k vyvoji pracovnich postupl
a relativng dlouhé prémémé dob& uZivani jednoho pdru kolon (3 roky) nebyly u jednotlivych
LDL-aferéz dodrZeny identické podminky. Pfes to, Ze jsme neprokdzali vyznamné zmény
v adsorpci HDL jako ukazatele selektivity imunoadsorpee, nevyloutili tim zmény adsorpce
jinych soucasti plazmy, které taktéZ neni cilem eliminovat.

Tato metoda hodnoti par kolon jako celek, neodhali v8ak piipadné kvalitativni rozdily
mezi nimi. Kolony jsou sice pofizovany jako par a v 1é¢b& se pravideln€ stfidaji, jsou tedy obé
stejné staré i stejné opotfebené, nelze viak vyloudit neotekavanou zédvadu jedné z nich, kterou
tato metoda neni schopna detekovat. Pfi podezfeni na sniZeni adsorpéni kapacity jedné
z kolon lze uzit méfeni hladin LDL-cholesterolu v plazmé odtékajici z kolony. Pitkladem
kolony se sniZenou adsorpéni kapacitou maZe byt Graf 6, ktery ukazuje zvySenou hladinu
LDL-cholesterolu za kolonou B, ktera je zafazena jako druhd a ¢tvrta, narozdil od kolony A,
kter4 je zcela funkeni a je zafazena jako prvn{ a tfeti. RiZova kiivka ukazuje pribéh hladin
LDL-cholesterolu v pacientové plazmé, tedy i v plazmé piitékajici do kolon. Vzhledem
k hor¥i funkci jedné z kolon klesa riZova kiivka méné néZ modra kfivka oCekavanych hladin

LDL-cholesterolu.

3.5.1.3.5. Zavér

Prokazali jsme stabilni efektivitu, selektivitu 1 mechanické vlastnosti
imunoadsorp&nich kolon LDL-Lipopak v pribéhu jejich uzivani.

Vysledky prace byly vyuZity v dal$im vyzkumu, zamé&feném na vypracovani postupt
k uréeni co nejptesngjsiho objemu plazmy, ktery by mél projit kolonou, aby doSlo k vyuziti
jeji maximalni adsorpéni kapacity, ale nedochazelo k jejimu pfeplnéni, kdy mira adsorpce
cholesterolu prudee klesa a procedura stava neiinnou. Za timto Ulelem a s vyuZitim vyse

uvedenych vysledkl byl ve spoluprdci s MUDr. V. Masinem z Katedry lékatské biofyziky
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Lékaiské Fakulty v Hradei Kralové vyvinut poéitatovy program. Tato problematika neni

naplni této disertaéni prace.

Graf 6. Priikaz sniZené tiinnosti jedné z kolon
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3.52. DYNAMIKA A VZAJEMNE VZTAHY NEKTERYCH UKAZATELU
AKTIVITY ATEROGENEZE, U NEMOCNYCH LECENYCH LDL-AFEREZOU

3.5.2.1. Selektinové adhezni molekuly a monocytirni chemotakticky protein-1

u nemocnych lééenych LDI -aferézou

3.5.2.1.1, Cile price

Cilem prace je zhodnotit vliv LDL-aferézy a s ni spojenych rychiych a pomérné
izolovanych zmén hladiny LDL-cholesterolu na hladiny solubilnich selektinovych adheznich
molekul a monocytarniho chemotaktického proteinu-1 (MCP-1) a posoudit vliv LD1-aferézy
na aktivitu aterogennich procesll, zejména na adhezivni vlastnosti endotelu a chemotaxi

monocytil.

3.3.2.1.2. Soubor nemoenych, kontrolni soubor, materiil a metody
Mgfili jsme hladiny solubilniho P- a E-selektinu (sP-selektin a sE-selektin), a MCP-1,

celkového, LDL- a HDL-cholesterolu a triacylglyceridii u 9 nemocnych dlouhodobé (nejméng
jeden rok) légenych LDL-aferézou metodou imunoadsorpce (viz kapitola 3.2.1. Soubor
nemocnych lécenych LDI-imunoadsorpci). Vzorky krve byly odebrany pfed zahajenim LDL-
aferézy a ihned po jejim ukondeni. TotéZ jsme zopakovali pfi nasledujici LDL-aferéze.
Kontrolni soubor byl popsan v kapitole 3.3.1. Kontrolni soubor uzity v kapitole
Selektinové adhezni molekuly a monocytdrni chemotakticky protein-1 u nemocnych lécenych
LDL-gferézou, technické provedeni LDL-aferéz, metody uZité k hodnoceni eliminace
molekul kolonami, pouZité laboratorni analytické metody a statistickd analyza byly

popsany v kapitole 3.4. Materidal a metody.

3.5.2.1.3. Vysledky

Median plazmatickych koncentraci sP-selektinu kontrolniho souboru zdravych jedincli
byl 69,5 pg/l, rozmezi 56,5 - 101,0 ng/l, sE-selektinu 55,1 ug/l, rozmezi 35,5 — 65,1 pg/l
a MCP-1 2882 pg/l, rozmezi 212,1- 607,2 pg/l.

Plazmatické koncentrace sledovanych parametrG u nemocnych pfed a po prvni
sledované LDL-aferéze jsou uvedeny v Tabulce 6, koncentrace pfed a po nasledujici LDL-
aferéze jsou uvedeny v Tabulce 7.

Plazmatické koncentrace sP-selektinu nemocnych byly oproti kontrolnimu souboru

zvyieny (p < 0,05), a to pred i po obou LDL-aferézach. Koncentrace sE-selektinu
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u nemocnych se statisticky signifikantné neliSily od koncentrac kontrolniho souboru
(p > 0,05) a median koncentraci sE-selektinu nemocnych byl pfi horni hranici normy dané
laboratofe. Koncentrace MCP-1 byly v mezich normy a nelisily se od kontrolniho souboru
(p > 0,05).

Pokles koncentraci viech parametri, vyjadfeny v procentech vychozi hodnoty
po prvni sledované LDL-aferéze je uveden v Tabulce 8, pokles po nasledujici LDL-aferéze je
uveden v Tabulce 9.

Koncentrace celkového, LDL- a HDL-cholesterolu a triacylglyceridi po obou LDL-
aferézach signifikaning klesly (p < 0,005). Velikost poklesu lipidd po prvai a po nasledujici
LDL-aferéze se statisticky signifikantng neligilty (p > 0,05). Koncentrace lipidd pied
a po prvni sledované LDL-aferéze jsou znazornény Grafem 7, pied a po nasledujici LDIL.-
aferéze Grafem 8.

Po obou I.DL-aferézach statisticky vyznamné klesla plazmatickd koncentrace
sP-selektinu a MCP-1. Koncentrace sE-selektinu se statisticky vyznamné nezménila (viz
Tabulka 8 a 9). Nebyl zji$tén statisticky vyznamny rozdil mezi velikosti zmén, které nastaly
po prvni a po nasledujici LDL-aferéze u sE-selektinu (p = 0,301), MCP-1 (p = 0,359), ani
u sP-selektinu (p = 1,000). Koncentrace selektinti a MCP-1 pfed a po prvni sledované LDL-
aferéze Grafem 9, pred a po nasledujici LDL-aferéze Grafem 10.

Pokles sP-selektinu koreloval na hranici statistické vyznammosti s poklesem LDL-
cholesterolu po LDL-aferéze {r, = 0,633, p = 0,058) a statisticky vyznamné negativné
s hladinami sE-selektinu pred (r, = -0,700, p = 0,030) a po LDL-aferéze (r; = -0,920,
p = 0,000).

Median hiadin sP-selektinu v plazm& pfitékajici do kolony byl 50,7 pg/l, rozmezi
30,1 — 79,2 pgfl, sE-selektinu 29,2 pg/l, rozmezi 15,5 — 35,4 ng/l a MCP-1 1351 pg/l,
rozmezi 71,5 — 205,2 pg/l. Median hladin v plazmé z kolony vytékajici byl u sP-selektinu
55.9 ng/l, rozmezi 28,7 — 83,2 ug/l, sE-selektinu 28,9 ng/l, rozmezi 18,5 - 358 au MCP-1
84,2 pg/l, rozmezi 35,5 — 155,8 pg/l. Na rozdil od sP- a sE-selektind, MCP-1 v plazmé po
paséZi kolonou statisticky signifikantng klesl (p < 0,005). Ve vzorku z vymyvaciho roztoku,
ktery byl odebran uprostfed vymyvaciho cyklu, byly hladiny obou selektind i MCP-1 pod

hladinou detekce.
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Tabulka 6. Koncentrace selektini (ug/1), MCP-1 (pg/!) a lipida (mmol/l) pFed
a po prvni sledované LDL-aferéze

Pred prvni LDL-aferézou Po prvni LDL-aferéze

Primér + SD Rozmezi Median | Pramér = SD Rozmezi | Medidn
sP-selektin | 353,7+2225| 95,7-821,3 | 2953 | 2355+160,9 | 50,9-567,1 | 232,6
sE-selektin | 81,7+41,7 | 43,9-156,4 63,9 73,4614 8,1-213,7 54,1
MCP-1 219,0+554 | 1162-277,1 | 2164 167,9+46,7 |959-241,1 159,7
TC 741186 | 515-994 7,28 | 2,16+038 |1,39-274 2,16
LDL 5,17 + 1,85 3,15-7,63 5,05 0,74+036 |0,31-1,15 0,83
HDL 1,56 £ 0,53 0,88 - 2,57 1,53 1,12+0,35 10,64-1,7 1,14
TAG 2,52+1,32 0,62 -4,32 3,15 1,29+1,21 |0,19-3,29 1,00
TC = celkovy cholesterol, LDL = LDL-cholesterol, HDL = HDI -cholesterol,

TAG = triacylglyceridy, SD = smérodatnd odchylka

Tabulka 7. Koncentrace selektinii (ug/l), MCP-1 (pg/l) a lipidi (mmolA) pied
a po nasledujici LDL-aferéze

Pied nasledujict LDL-aferézou Po nasledujici LDL-aferéze
Primér + SD | Rozmezi Medisn | Primér+SD | Rozmezi Medidn
sP-selektin | 170,7+117,3 | 88,1 -420,4 | 110,5 123,0+968 |52,7-3373 | 859
sE-selektin | 53,5+416 5,1-115,9 47,7 53,4 +£56,2 5,6 -180,0 | 34,9
MCP-1 276,1+134,9 | 62,6 -498.2 | 277,1 174641134 |40,6-433,4 | 168,8
TC 7.33+2,02 |4,87-10,71 6,95 2,13+0,59 |1,09-3,01 2,09
LDL 448+195 |2,17-7386 4,15 0,64+052 |0,10-171 0,55
HDL 1,62+0,57 | 0,83 -2,64 1,62 1,17+0,38 |0,61-1,78 1,28
TAG 3,09+250 1,00-7,01 1,87 1,55+ 1,84 |0,15-4,54 0,41
TC = celkovy cholesterol, LDL = LDL-cholesterol, HDL = HDI -cholesterol,

TAG = triacylglyceridy, SD = smérodatnd odchylka
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Tabulka 8. Pokles selektinii, MCP-1 a lipidi pe prvni sledované
LDL-aferéze

Primér + SD Rozmezi Mediin p (srovnani s hodnotou
(%) (%) (%) pied LDL-aferézou)
sP-selektin 29,1 £37,6 -39,6 - 74,7 31,0 0,020
sE-selektin 16,2 £ 35,5 -36,6 - 85,1 6,2 0,444
MCP-1 21,0+234 -32,9-442 22,0 0,020
TC 69,8+ 7.0 56,4 - 78,6 69,3 < 0,005
L.DL 84,7+ 90 63,5-94,6 87,3 < 0,005
HDL 27843 18,6 - 33,9 27,7 < 0,005
TAG 55,5+£245 6,55-813 63,2 < 0,005
TC = celkovy cholesterol, LDL LDI-cholesterol HDL =  HDL-cholesterol,

TAG = triacylglyceridy, SD = smérodatnd odchylka

Tabulka 9. Pokles selektinti, MCP-1 a lipidi po néisledujici
LDL-aferéze

Priimér + SD Rozmezi Medidn p (srovnani s hodnotou
(%) (%) (%) pied LDL-aferézou)

sP-selektin 30,7 +14,0 | 12,4-494 30,0 0,004
sE-selektin 62+33,1 |-56,1-472 19,4 0,359
MCP-1 36,6+245 | -6,7-688 41,4 0,020
TC 70,3 +5,6 65,7 - 81,4 67,6 < 0,005
LDL 878+ 6,6 75,3 - 96,2 86,8 < 9,005
HDL 27,2+495 | 18,3-32,6 27,9 < 0,005
TAG 61,7232 | 151-897 69,8 < 0,005
7C = celkovy cholesterol, LDL LDI-cholesterol, HDL =  HDI-cholesterol,

TAG = triacylglyceridy, SD = smérodatnd odchylka

71




Graf 7. Koncentrace celkového, LDL- a HDL-cholesterolu a triacylglycerida (mmol/l)

Selektiny a monocytarni chemotalkticky protein-1
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Zmény koncentraci viech parametri byly statisticky signifikantni (p < 0,005).

TC = celkovy cholesterol, TAG = wriacylglyceridy.

Graf 8. Koncentrace celkevého, LDL~ a HDL-chelesterolu a triacylglycerida (mmol/l)

pired a po nasledujici LDL-aferéze
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Zmény koncentraci viech parametrit byly statisticky signifikantni (p < 0,003) a jejich
velikost se statisticky signifikantné nelifila od zmén nastalych p¥i prvni sledované LDL-
aferéze. TC = celkovy cholesterol, TAG = triacylglyceridy.

72



Selektiny a monocyidrnt chemotakticky protein-1

Graf 9. Hladiny P-selektinu, E-selektinu (ug/1) a MCP-1 (pg/l)
pred a po prvni sledované L.DL-aferéze
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Pokles koncentrace P-selektinu a MCP-1 po prvni sledované LDIL-aferéze byl
statisticky signifikanini (p = 0,020 v obou pFipadech), koncentrace E-selektinu se statisticky
signifikaniné nezménila (p = 0,444).

Graf 10. Hladiny P-selektinu, E-selektinu (ug/l) a MCP-1 {pg/l)
pred a po nasledujici LDL-aferéze
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Pokles koncentrace P-selektinu a MCP-1 po ndsledujici LDL-aferéze byl také
statisticky signifikantni (p = 0,004 resp. p = 0,020, koncentrace E-selektinu se statisticky
signifikantné nezménila (p = 0,359). Zmeény, které nestaly pfi obou LDL-aferézdch se
statisticky signifikaniné od sebe nelisily.
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3.5.2.1.4. Diskuse

Plazmatické hiadiny leukocytarnich adheznich molekal P- a E-selektinu jsou
povazovany za ukazatele aktivace endotelidlnich bunék. Pomoci sledovani dynamiky jejich
hladin pfi 1écbé LDL-aferézou jsme studovali mozny vliv zmén hladin cholesterolu na
adhezivni vlastnosti endotelu.

Exprese P-selektinu je ukazatelem endotelidini a/nebo trombocytarni aktivace
(Somers, 2000). Podle poslednich znalosti, koncentrace sP-selektinu v plazmé odrazi spige
aktivitu endotelidlnich bunék U mySiho modelu aterosklerézy byla vétsina cirkulujicich
molekul sP-selektinu endotelidlniho pavodu (Burger, 2003) a u nemocnych s bolesti na hrudi
nebyla zjisténa korelace mezi expresi P-selektinu na destickach a hladinou jeho solubilni
formy v plazmé (Gurbel, 2000 A). Zvy3eni hladiny sP-selektinu je povaZovano u nemocnych
bez jiného zan&tlivého onemocnéni i traumatu za ukazatel kardiovaskularniho rizika (Hillis,
2002, Ridker, 2001).

Hladiny sP-selektinu byly v naSem souboru nemocnych s tézkou familiarni
hypercholesterolemii zvy3eny 1 navzdory pravidelné 1é&b& LDL-aferézou. U nemocnych
nebylo zjisté€no jmé akutni am chronické zanéthvé onemocnéni. Elevace sP-selekting ma
pravdépodobnon souvislost s akfivitou procesii aterogeneze, piedeviim s aktivitou
endotelidlnich bunék.

LDL-aferéza zpisobila signifikantni reprodukovatelny pokles sP-selektinu, nevedla
v§ak k normalizaci jeho hladin. Vyznamna adsorpce sP-selektinu v imunoadsorpéni koloné
nebyla prokazana. Na poklesu se podili diluce plazmy nemocného nahradnimi roztoky. Na
souvislost poklesu hladiny P-selektinu s poklesem hladiny LDL-cholesterolu ukazuje
piitomnost jejich vzdjemna korelace, i kdyZ nad hranici statistické vyznamnosti. Lze tedy
soudit, Ze LDL-aferéza pravdépodobné méla, a to piedevsim prostiednictvim poklesu LDL-
cholesterolu za nasledek pokles zvySené aktivity endotehu, kterou sP-selektin piedevsim
odrazi. Kromé¢ piimé souvislosti se zménam LDL-cholesterolu je moZnd 1 spojitost
pozorovaného poklesu hladin sP-selektinu s eliminaci &1 naopak aktivaci n&kterych dalSich
Ciniteld béhem LDL-aferézy. Tyto zmény se tak mohou podilet na ,pleotropnich” Ucincich
LDL-aferézy. Analogicky, i kdyz z dlouhodobého hlediska hodnoceny je néilez redukce
pivodné zvySenych koncentraci v tomto piipadé sE-selektinu pfi 1é¢b€ nemocnych s t€zkou
hypercholesterolemii statiny, o kterych je znamo, Ze kromé snizovani cholesterolu maji
sirokou paletu dalSich 0€inkll, mimo jiné na stabilizaci aterosklerotickych plati {Hackman,

1996).
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Signifikantni negativni korelaci velikosti poklesu sP-seiektinu s hladinami
sE-selektinu pfed i po LDL-aferéze je moZné vysvétlit zvySenou aktivitou endotelialnich
bunek, kterou predpokladame u nemocnych se zvysenou hladinou sE-selektinu, a ktera miize
byt obtiZzngji ovlivnitelna LDL-aferézou. Ta proto mohla vést k mendimu poklesu
sP-selektinu u té&chto nemocnych.

Pokles sP-selektinu po proceduie byl popsan také v piipadé heparinem indukované
precipitace I.DL-cholesterolu (metoda HELP firmy B. Braun, Melsungen, Némecko), kde
se viak, na rozdil od naseho souboru, na poklesu podilela také eliminace P-selektinu v koloné
(Pulawski, 2002).

Koncentrace E-selektinu, ktery ma plvod vyhradné v aktivovaném endotelu a je
povazovan za specificky ukazatel aktivace endotelu, byly vnormé& V rozporu s nasimi
vysledky, Sampietro shledal ve své studii signifikantni zvy$eni primérné bazalni hladiny sE-
selektinu u 8 nemocnych s familiarni hypercholesterolemii pied pravidelné provadénou LDL-
aferézou, v tomto pfipadé na principu dextransulfatové adsorpce pomoci systému Liposorber
LA-15 (Kaneka Co., Osaka, Japonsko) (Sampietro, 1997). NaSe studie byla provedena
u nemocnych dlouhodobé 1écenych LDL-aferézou v relativn€ stabilizovaném stavu, kdy jiz
mohlo dojit k alespoti &4stetné normalizaci endotelialnich funkei. Udaj o celkové délce 16¢by
LDL-aferézou, stejné tak jako explicitni 0daj o 1é€bé statiny, které naSi nemocni vSichni
v dobé& odbérii dlouhodobé uzivali a které mohou snizovat zvySené hladiny sE-selektinu
u hypercholesterolemickych pacientti (Hackman, 1996), ve vyse uvedené studii chybi.

Po LDL-aferéze nedoslo ke signifikantnimu poklesu hladin sE-selektinu. Narozdil
od nadich vysledk pozoroval Sampietro statisticky vyznamny pokles hladiny sE-selektimu po
LDL-aferéze {0 26%) pfes to, Ze poklesy hladin lipidd po LDL-aferéze byly srovnatelné
s poklesy hladin naSeho souboru. Jednim z moznych vysvétleni absence poklesu sE-selektinu
po LDL-aferéze v nafem souboru je skuteCnost, Ze jeho hladiny nebyly statisticky
signifikantn€ zvySeny. Piedpokladany pokles aktivity endotelu, vyvolany rychlou redukci
koncentrace cholesterolu muze byt v tomto piipadé mensi a tudiz obtizngji detekovatelny nez
v piipadé, Ze jsou hladiny sE-selektinu vyznamné zvySeny. Dal§im tématem k zamysleni
a moZnym diivodem, pro¢ sP-selektin klesl a sE-selektin ne je odlina kinetika sP- a sE-
selektinu. Zatim co zmény u membranového P-selektinu se pohybuji v fadu minut, u E-
selektinu jsou vyznamné pomalej§i. Je nutno zdGraznit, Ze tato fakta se netykaji solubilnich,
ale membranovych selektinovych molekul. U solubilnich forem neni rychlost zmén
plazmatickych hladin do detailu znama. Proto je otdzkou, zda je nafimi metodami

detekovatelny pokles sE-selektinu béhem 3-4 hodin trvani LDL-aferézy viibec mozny, pokud
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neni zplsoben adsorpei v koloné nebo v linkéch separaénitho setu. Adsorpce v koloné byla
viak ve studii Sampietra, ktery pokles sE-selektinu po adsorpci LDL-cholesterolu na
dextransulfat prokazal, vylou¢ena srovnanim hladin pfed a po vstupu do kolony. Autor
zmiflované prace povaZuje vliv nafedéni pacientova ob&hu ndhradnimi roztoky =za
zanedbatelny diky vhodnému na¢asovani odbérii. Vyznamna eliminace sE-selektinu kolonami
uréenymi k dextransulfdtové adsorpei nebyla potvrzena ani v dalsi studii, kterd prokazala také
signifikantni pokles sE-selektinu po LDL-aferéze, a to pfi uZiti nejen vyse zminéné metody
adsorpce LDL-cholesterolu na dextransulfat (systém Liposorber LA-15 firmy Kaneka, Osaka,
Japonsko) u 7 nemocnych, ale i u heparinem indukované precipitace LDL-cholesterolu
(metoda HELP firmy Braun, Melsungen, Némecko) také u 7 nemocnych a u metody piimé
adsorpce LDL-cholesterolu (DALI firmy Fresenius, St. Wendel, Némecko) u 6 nemocnych
(Empen, 2002). U v3ech metod byla obdobna mira poklesu LDL-cholesterolu. Nejveétsi pokles
E-selektinu byl pozorovén v pfipad¢ heparinem indukované precipitace (31%), kde byla viak
1 nejvétsi vazba adheznich molekul v kolong, u zbylych dvou metod klesl E-selektin o 6%
(Empen, 2002). Tyto vysledky tedy ukazuji, Ze alespoil v pfipad¢ dextransulfatové adsorpce je
signifikantni pokles E-selektinu, ktery nebyl zpisoben vazbou v koloné, moZny 1 v omezeném
¢asovém intervalu béhem LDL-aferézy a Ze byl, stejné tak jako pokles sP-selektinu ve studii
na$i, zplsoben alespofi z &asti bud’ sniZzenim syntézy a/mebo uvolfiovani molekul nebo
zvysenim jejich odbouravani, které nastalo béhem LDL-aferézy. U kolon LDL-Lipopak
(Pocard, Ltd.), uzivanych na nasem pracovisti, jsme adsorpci E-selektinu neprokazali.

MCP-1 #idi migraci leukocytd do tkanf postiZzenych zanétem (Butcher, 1991). Jeho
zvydeni je spojeno se zvySenym kardiovaskularnim rizikem (de Lemos, 2003). Plazmatické
hladiny MCP-1 byly v souboru nemocnych v normé a nelisily se od kontrolniho souboru. Po
LDL-aferéze statisticky signifikantné klesly. Na tomto poklesu se vyznamné podilela
adsorpce MCP-1 v kolong, kterou jsme prokazali srovnanim jeho hladin v plazmé pied
a po pritoku kolonou. Pfesto byly koncentrace MCP-1 ve vymyvacim roztoku z kolon pod
hranici detekce. Nepovazujeme proto testovani hladin sledovanych parametris ve vymyvacim
roztoku z kolon uprostied jejich regenerace za vhodnou metodou k vyloudeni adsorpce
v koloné. Pii¢inou selhdni miZe byt nadasovéni odbéru vzorku v pribéhu vymyvani nebo
nedostateéna citlivost uZité metody. Eliminace MCP-1 béhem LDL-aferézy muazZe teoreticky
kratkodob& omezit chemotaxi monocyth a piispét k celkovému piiznivému efekiu LDL-

aferézy.
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3.5.2.1.5. Zavér

Studovali jsme hladiny sP-selektinu, sE-selektinu a MCP-1 u nemocnych s téZkou

familidrni poruchou metabolismu lipidd a jejich zmény po LDL-aferéze. Dynamika hladin
selektini byla v piipadé LDL-aferézy zaloZené na principu imunoadsorpce v literatufe
popsana pouze u naScho souboru nemocnych (Blaha, 2004 A), a to na zaklad¢ téchto
vysledkil. Vliv extrakorporalni eliminace LDI.-cholesterolu na hladinu MCP-1 nebyl popsan
u zadné v soucasnosti uzivané metody. Preaferetickd hladina MCP-1 a selektini mtze odrdZet
aktivitu imunitnitho a endotelialnfho systému u nemocnych dlouhodobé Ié€enych LDL-
aferézou. Po LDL-aferéze klesla hladina P-selektinu a MCP-1. Pokles byl z Casti zplsoben
diluci pacientova ob&hu nahradnimi roztoky, u MCP-1  vyznamnou vazbou
v imunoadsorpénich kolonach. Vliv sniZené produkce a/nebo zvySeného odbourdvani téchto
imunologicky aktivnich molekul nebyl kvantifikovan, nicméné€ jejich redukce se
pravdépodobné podili na celkovém efektu LDIL-aferéz na proces aterosklerézy. P-selektin by
se moh! po dal§im zkouméani stdt ukazatelem efektu jednotlivé LDL-aferézy pfedev$im na
endotelidlni, v mensf mife na destickové funkce.

U kolon LDL-Lipopak nedochazi, na rozdil od nékterych jinych elimina¢nich systému
LDL-cholesterolu, k vyznamné adsorpci P- a E-selektinu v koloné. Jiné kolony uréené
k LDIL-imunoadsorpci nebyly s ohledem na eliminaci selektinovych adheznich molekul

a MCP-1 podle doposud dostupnych literarnich Gdaji testovany.
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Neopterin v moci a mikroalbuminurie

3.5.2.2. Moéovy neopterin a mikroalbuminurie u nemocnych lééenveh 1.DI.-aferézou
3.5.2.2.1.Cile prace

a) zjistit, zda prudky pokles LDL-cholesterolu pfi LDL-aferéze ma odezvu v aktivité

imunitniho systému a mikrovaskularni permeabilit€ pro albumin. Hypotézou bylo, Ze
ptipadné zmény v molovém vyluCovdni neopterinu odraZeji zmény aktivity
monocytarniho systému, spojené s eliminaci cholesterolu.

b) zhodnotit moZny vztah hladin mocového neopterinu a albuminu k tiZi
hypercholesterolemie u nemocnych lé¢enych LDL-aferézou.

¢) alesponi v zdkladnich rysech zhodnotit vztah mikroalbuminurie k fibrinolytickému
systému a funkci endotelu u sledovaného souboru nemocnych. V této &asti jsme
vyuzili méfeni nékterych parametrdi, které jsou v literatufe uvadény ve vztahu
k mikroalbuminurii a ateroskleréze, a které byly stanoveny v téZe dobé jako soudast
spoleéného vyzkumného ukolu IGA MZ CR NR/7006-3 a vyzkumu Dr. BlaZka. Jedn4
se 0 trombomodulin, inhibitor aktivatoru plazminogenu-1 (PAI-1), tkaiovy aktivator
plazminogenu (t-PA) a von Willebrandliv faktor (vWT). Podrobné hodnoceni téchto
parametri samotnych vsak neni cilem této prace.

3.5.2.2.2. Soubor nemocnvch, kontrolni soubor, material a metody

Soubor nemocnych tvofilo 10 pacientd (6 muzi a 4 Zeny) dlouhodob& légenych

extrakorporalni eliminaci LDL-cholesterolu, v 8 pfipadech metodou imunoadsorpece,
u 2 nemocnych filtraéni metodou (viz kapitola 3.2.2. Sowbor nemocnych léfenych LDL-

imunoadsorpci a filtraéni metodou. Kontrolni soubor byl popsan v kapitole 3.3.2. Kontrolni

soubor pro kapitolu Mocovy neopterin a mikroalbuminurie u nemocnych lécenych LDL-
aferézou.

Shér a zpracovani vzorku

Prvni vzorek ranni modi ke stanoveni neopterinu, albuminu a kreatininu byl odebran
rano pfed LDL-aferézou, dalsi 1., 2., 5. a 14. den po LDL-aferéze, posledni vzorek v den dalii
LDL-aferézy rano. Vzorky byly oznateny DO, D+1, D+2, D+5, D+14 a Dyosiedni. Jeden vzorek
byl odebran také v den aferézy veder v 18:00 hodin a oznacen D0;3.00. Vzorky byly chranény
pied svétlem, ihned zmraZeny na teplotu -20°C a skladovany pfi téZe teploté. Vzorky krve ke
stanoveni celkového, LDL- a HDL-cholesterolu, Lp(a), mocoviny, kreatininu, kyseliny
mocové, albuminu, glukdzy a krevniho obrazu byly odebrany z periferni Zily pied a ihned po
skonteni LDL-aferézy a vySetieny v ten samy den. Vzorky krve k vySetfeni koncentraci
fibrinogenu, PAI-1, trombomodulinu, von Willebrandova faktoru a t-PA byly odebrany

stejnym zplsobem a plazma zamraZena a uchovavana pii teploté -80°C.
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Technické provedeni LDL-aferéz, pouzité laboratorni metody a statistickd

analyza byly popsany v kapitole 3.4. Materidl a metody.

3.5.2.2.3. Vysledky
L. Technické parametry LDL-aferézy

Priimérny objem zpracované plazmy na kilogram véhy pacienta byl 98 + 18 ml/kg
(78 - 123), median 95 mikg. Objem zpracované plazmy na kg véhy pacienta pozitivné
koreloval s procentudlnim poklesem celkového cholesterolu (r; = 0,707, p = 0,037). Interval
mezi pfedchozi LDL-aferézou a pravé vydetfovanou LDL-aferézou byl 26,8 + 18,4 dni,
median 24,5 dni. Interval do nasledujici procedury byl 23,4 &+ 7,75, median 26,0 dni. Tyto

intervaly se statisticky vyznamné nelisily (p = 0,938).

II. Hladinv lipida a jejich zmény po LDL-aferéze

Po LDL-aferéze statisticky signifikantng (p < 0,001) poklesl celkovy a LDIL-
cholesterol, apolipoprotein B, triacylglyceridy a Lp(a). HDL-cholesterol byl redukovan méné
vyrazné, ale té7 statisticky vyznamné (p < 0,05). Hladiny lipidd a jejich komponent pied a po
aferéze a jejich pokles po LDL-aferéze, vyjadieny v procentech vychozi hodnoty, jsou

uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10. Hladiny lipidi p¥ed a po LDL-aferéze a jejich pokles po LDL-aferéze

Pred LDL-aferézou Po LDL-aferéze Pokles (%)
Primér £ SD Prumér + SD Prameér = SD
Median Median Median
Celkovy cholesterol 7,48 £ 1,20 233+£0,72 68,3+93
(mmol/1) 7,50 2,02 68,5
LDL — cholesterol 5,43 =139 1,06 + 0,76 80,9+1272
(mmol/1) 5,35 0,85 87,1
Triaeylglyceridy 2,29 £ 1,66 1,15+1,31 56,7 £ 20,6
(mmol/1) 1,88 0,55 57,5
Non—HDL-cholesterol 6,00 = 1,35 1,31 £0,76 77,9+ 10,9
(mmol/1) 6,03 1,04 79,1
Apolipoprotein—-B 1,34+ 0,37 0,29 +0,19 78,1+ 15,5
| (g/1) 1,30 0,31 79,1
Lipoprotein (a) 0,64 + 0,81 0,14+ 0,20 68,8 £33,7
(g/1) 0,78 0,07 81,2
HDY.—cholesterol 1,48 £ 0,39 1,02 +£0,22 29,1+ 10,9
(mmol/l) 1,39 0,98 27,8

LDIL-cholesterol = Low density lipoprotein cholesterol, Non-HDL-cholesterol = non-high density
lipoprotein cholesterol, HDIL-cholesterol = high density lipoprotein cholesterol. SD = smérodaind
odchylka. Pokles (%) = pokles hladin parametrit vyjddreny v procentech vychozi hodnoty.
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IIL Index neopterin/kreatinin

IIa) Index neopterin/kreatinin — dynamika a korelace se sérovymi lipidy

Priméma hodnota (+ smérodatnd odchylka) indexu neopterin/kreatinin
u zdravych jedinct odpovidajiciho véku a pohlavi byla 123 + 53 umol/mol, rozmezi 55 - 228,
median 108 pmol/mol. Hodnoty indexu neopterin/kreatinin v moéi pacienti v jednotlivych

dnech jsou uvedeny v Tabulce 11 a znazornény Grafem 1.

Tabulka 11. Hodnoty indexu neopterin/kreatinin v mo¢i (pmol/mel)

Priimér Rozmezi | Median | p (srovnani |p
+SDh s hodnotou | (srovnani s
pied (DO) kontrolami)
Pred aferézou (D0) | 230105 | 151-422 179 - 0,006
Po aferéze (D0:s.00) | 130+53 | 57-242 127 0,006 0,766
b+1 168 £ 58 | 108 — 276 152 0,064 0,072
D+2 183 +73 | 122-371 171 0,131 0,020
D+5 169+94 | 97-365 133 0,064 0,136
| D+14 168 £ 51 95 — 259 174 0,105 0,047
D pied dalii aferézou | 15253 | 88259 153 0,064 0,114

SD = smérodatna odchylka

Graf 11. Prumérné hodnoty indexu neopterin/kreatinin (nmol/mol) v jednothivych
sledovanych dnech
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Pokles indexu neopterin/kreativin v den LDL-aferézy vecer (D0,5.00) Oproti preaferetické hodnoté
(D0) byl statisticky signiftkantni (p = 0,006).
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Index neopterin/kreatinin v mo¢i rano pied LDL-aferézou byl signifikantné vyssi
neZ index neopterin/kreatinin u zdravych jedinet, zvydeni bylo signifikantni i 2. a 14. den po
[LDL-aferéze, v dalSich dnech se pohybovalo pod hranici statistické vyznammosti (viz Tabulka
11). Nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi rannimi hodnotami indexu
neopterin/kreatinin bé¢hem obdobi mezi dvéma LDL-aferézami, ale byl zjidtén statisticky
signifikantni (p = 0,006) pokles hodnoty indexu v den LDL-aferézy veler (DOig.00) oproti
ranni preaferetické hodnoté a dale hraniéné vyznamné sniZeni (p = 0,064) prvni den po LDL-
aferéze rano (D+1), opét oproti preaferetické hodnote (viz Tabulka 11 a Graf 11).

Velikost poklesu indexu neopterin/kreatinin v den LDL-aferézy veder
signifikantné negativné korelovala s hladinou celkového a LDL-cholesterolu pied LDL-
aferézou a s jejich poklesem po LDL-aferéze, déle negativné s objemem zpracované plazmy
na kilogram vahy pacienta (absolutni pokles neopterinu: r, = -0,778, p = 0,015, procentudlni
pokles neopterinu: rs = -0,635, p = 0,071). Naopak nekorelovala s preaferetickou hodnotou
indexu neopterin/kreatinin (rs = 0,261, p = 0,446). Ranni hodnoty indexu neopterin/kreatinin
(kromé& D+1) s hladinou lipidt nekorelovaly (p > 0,05). Korelace indexu neopterin/kreatinin
a s koncentracemi lipidi a jejich zménami po LDL-aferéze jsou uvedeny v Tabuice 12

a znazornény Grafy 12-17.
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Tabulka 12. Korelace indexu neopterin/kreatinin se sérovymi lipidy

Index Korelovan s ¥y p

neopterin/kreatinin

D+1 Lipoprotein (a) pted aferézou 0,802 0,003
Lipoprotein (&) po aferéze 0,718 0,016
Pokles non—HDL~cholesterolu (%) 0,648 0,038
Non—HDL-cholesterol po aferéze - 0,661 0,033
Pokles apolipoproteinu B (%) 0,624 0,048
Pokles lipoproteinu (a) (abs) 0,736 0,013

Pokles (%) Celkovy cholesterol pied aferézou - 0,806 0,003
LDL-cholesterol pied aferézou - 0,806 0,003
Non-HDL-cholesterol pied aferézou - 0,794 0,004
HDL/LDL pied aferézou 0,636 0,043
Celkovy cholesterol pted dalsi aferézou | - 0,758 0,009
L.D1L-cholesterol pted dal$i aferézou -0,733 0,013
Pokles celkového cholesterolu (abs) - 0,733 0,013
Pokles I.DL-cholesterolu (abs) - 0,758 0,009

Pokles (abs) Celkovy cholesterol pfed aferézou -0,770 0,007
Pokles celkového cholesterolu (abs) - 0,673 0,029
LDL-cholesterol pied aferézou - 0,794 0,004
Pokles L.DL-cholesterolu (abs) - 0,721 0,016
Non-HDL-cholesterol pied aferézou - 0,782 0,005

(abs) = pokles absolutni, (%) = pokles v procentech vychozi hodnoty. v, = Spearmaniry koeficient
poradové korelace
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Graf 12. Vztah procentudlniho poklesu indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze
a koncentrace celkového cholesterolu pied LDL~aferézou
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Procentudlni pokles hodnoty indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze signifikantné
negativné koreloval s koncentraci celkového cholesterolu (mmol/l) pFed LDL-aferézou
(rs=- 0,806, p = 0,003).

Graf 13. Vztah procentuilniho poklesu indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze
a koncentrace LDI-cholesterolu pfed LDL-aferézou
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Procentudlni pokles hodnoty indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze signifikaniné
negativné koreloval s koncentraci LDL-cholesterolu (mmol/l) pfed LDL-aferézou
(rs= - 0,806, p = 0,003).
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Graf 14. Vztah absoluiniho poklesu indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze
a koncentrace celkového cholesterolu pred LDL-aferézou
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Absolutni pokles hodnoty indexu neopterin/kreatinin  (umol/mol) po LDL-aferéze
signifikantné negativné koreloval s koncentraci celkového cholesterolu (mmol/l) pred 1.DI-
aferézou (r;= - 0,770, p = 0,007).

Graf 15. Vztah absolutniho poklesu indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze
a koncentrace LDI-cholesterolu pred LDL-aferé¢zou
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aferézou (rs= - 0,794, p = 0,004).
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Graf 16. Vztah absolutniho poklesu koncentrace celkového cholesterolu a absolutniho
poklesu hodnoty indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze
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Graf 17. Vztah absolutnihoe poklesu koncentrace LDL-cholesterolu a absolutniho
poklesu hodnoty indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze
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Absolutni pokles LDL-cholesterolu (mmol/l) statisticky vyznamné negativhé koreloval
s absolutnim poklesem indexu neopterin/kreatinin (umol/mol) po LDL-aferéze (r; = - 0,673,
p=0,029).
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I11b) Index neopterin/kreatinin a nékteré ukazatele aktivace endotelu a stavu hemostazy

Hladiny fibrinogenu, trombomodulinu, von Willebrandova faktoru, t-PA a PAI-1
pfed a po LDL-aferéze a jejich primérny pokles jsou uvedeny v Tabulce 13. Koncentrace
viech parametri po LDL-aferéze statisticky signifikantné klesla (p = 0,002, resp. 0,008, resp.
0,016, resp. 0,016, resp. 0,008), viz Graf 18 a 19.

Tabulka 13. Hladiny nékterych ukazateli aktivace endotelu a stavu hemostizy pred
a po LDL-aferéze

Pied LDL-aferézou Po LDL-aferéze Pokles (%)
Primér = SD Primér + SD Primeér + SD
(rozmezi) (rozmezi) (rozmezi)
Medidn Medisin Medidan
Fibrinogen 32+0,6 2307 27,5+ 14,1
(g/M (2.4 - 4,0) (1,3 -3,3) (10,8 — 58,3)
3,2 2,4 24,3
Trombomodulin 4,03 + 1,34 2,72+ 0,68 30,5+9,3
(g (2,35 - 6,63) (2,05-4,17) (12,8 —43,2)
3,70 2,52 30,3
vWF 129 £ 28 112 +31 14,6 + 12,4
(%) (82 -162) (53 - 136) (-5,2 -35.4)
131 122 12,6
t-PA 48+19 42+1,7 12,8 £ 10,2
{ug/h (2,2-7.5) (2,2-6,6) (0,0 -33.3)
5,0 4,5 10,2
PAI-1 85,5+ 50,2 65,8559 31,0+ 26,0
(ngM) (27,1 - 172,0) (15,3 - 166,0) (75,8 - 3,49)
94,5 52,9 25,8

vWF = von Willebranduiy fuktor, t-PA = thdiiovy aktivdtor plozminogenu, PAI-1 = inhibitor aktivdtoru
plazminogenu-1, 8D = smérodatnd odchylka. Pokles (%) = pokles hladin jednotlivich parametrit
vyjddieny v procentech vehozi hodnot; u viech parametri byl statisticky signifikantni (p < 0,03).

Index neopterin/kreatinin v mo&i nekoreloval s hladinami fibrinogenu,
trombomodulinu, von Willebrandova faktoru ani t-PA (p > 0,05), ale 1. den po LDL-aferéze
rano (D+1) koreloval s velikosti poklesu trombomodulinu (r; = 0,760, p = 0,009}, von
Willebrandova faktoru (r;= 0,857, p < 0,002), t-PA (1,= 0,620, p = 0,048) a PAI-1 (r,= 0,748,
p =0,011) po LDL-aferéze.

IJe¢) Index neopterin/kreatinin a dalii parametry

Index neopterin/kreatinin v mo¢i nekoreloval s Ziddnym z dalSich parametril

uvedenych v Tabulce 16 (viz niZe).
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Graf 18. Prumérné koncentrace fibrinogenu, trombomodulinu a tkianového aktivatoru
plazminogenu-1 pied a po LDL-aferéze
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Fg = fibrinogen (g/l), TM = trombomodulin (ug/l), 1-PA = tkafiovy aktivator plazminogenu
(ug/l). Pokles koncentrace vsech uvedenych ukazatelii po LDL-aferéze byl statisticky
signifikantni (p < 0,05).

Graf 19. Prumérné koncentrace von Willebrandova faktoru a inhibitoru aktiviatoru
plazminogenu-1 pi‘ed a po LDL-aferéze
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VIWF = von Willebrandiv fakior (%), PAI-1 = inhibitor aktivatoru plazminogenu-1 (ug/l).
Oba parametry po LDI -aferéze signifikantné klesly (p < 0,03).
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IVa) Index albumin/kreatinin — dynamika a korelace s indexem neopterin/kreatinin a se

sérovymi lipidy

Hodnoty indexu albumin/kreatinin jsou uvedeny v Tabulce 4. a zobrazeny v Grafu

20. Mikroalbuminurie se vyskytla u dvou (20%) pacientd. Limit 0,7 mg/mmol, ktery je

povaZovan za vyznamny pfi posuzovani individualniho rizika aterosklerézy, byl dosaZen

celkem u tfech (30%) nemocnych. U dalSich 6 pacienti byl index pozitivni, ale nedosahl

tohoto limitu. Nebyl zji§t€n signifikantni rozdil v rannich hodnotich tohoto indexu

v jednotlivych dnech, ani po aferéze veler (p > 0,05).

Tabulka 14. Hodnoty indexu albumin/kreatinin v mo¢i (mg/mmol)

Primér + SD Rozmezi Mediin | p (srovninis D0)
Pred aferézou (D0) 038078 0,00 -2,45 0,01 -
Po aferéze (D0;s.00) 0,77+ 1,93 0,00 - 6,24 0,11 0,359
D+ 067+134 | 000-412 | 0,07 0,375
D+2 0,60+142 | 000-4,59 | 0,07 0,563
D+5 1,19+3,12 | 000-998 | 0,01 0,438
D+14 0,33 £ 0,71 0,00-2,26 0,06 0,844
| Pired dalsi aferézou 0,50+ 1,36 | 0,00-435 0,01 1,000

SO = smérodatna odchvilka

Graf 20. Prumérné hednoty indexu albumin/kreatinin v jednotlivych dnech (mg/mmol)
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Hodrnoty indexu albumin/kreatinin se v jednotlivich sledovanych dnech statisticky signifikaniné

nelisily (p > 0,05).
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Index neopterin/kreatinin veéer po aferéze koreloval s indexem albumin/kreatinin
rano pied aferézou (r; = 0,817, p = 0,002, viz Graf 21), D+1 (r; = 0,753, p = 0,009), D+2
(rs = 0,859, p = 0,000), D+5 (r; = 0,699, p = 0,022). Korelace velikosti poklesu indexu
neopterin/kreatinin veéer po aferéze s indexem albumin/kreatinin rdno pfed aferézou byla nad
hranici statistické vyznamnosti (p = 0,067, r; = -0,588). Korelace indexu albumin kreatinin
s lipidy a velikosti poklesu lipidii po LDL-aferéze jsou uvedeny v Tabulce 13, Nebyla zjisténa
korelace mezi indexy albumin/kreatinin a rannimi hodnotami indexu neopterin/kreatinin ani

hladinou triacylglycerida (p > 0,05).

Tabulka 15. Korelace indexu albumin/kreatinin se sérovymi lipidy

Index Korelovan s Fs p
albumin/Kkreatinin
DO pied aferézou | Celkovy cholesterol pied aferézou 0,718 0,016
LDL-cholesterol pred aferézou 0,679 0,025
Pokles celkového cholesterolu (%) 0,718 0,016
Pokles 1.DI.-cholesterolu (abs) 0,718 0,016
Pied dalsi Celkovy cholesterol pied dalsi aferézou 0,694 0,022
aferézou LDI.-cholesterol pied dal$i aferézou 0,675 0,029
D+1 Celkovy cholesterol pfed aferézou 0,652 0,038
Lp (a) pted aferézou 0,750 0,011
Pokles L.DI.-cholesterolu (abs) 0,714 0,019
Poklesem Lp(a) (abs) 0,753 0,009
D+5 LDL-cholesterol pred aferézou 0,683 0,025
Celkovy cholesterol pied aferézou 0,772 0,007
Non-HDL-cholesterol pfed aferézou 0,649 0,038
Lp (a) pred aferézou 0,644 0,038
Pokles LDL-cholesterotu (abs) 0,683 0,025
Poklesem Lp{a) (abs) 0,657 0,033
D+14 Lp (a) pted aferézou ' 0,749 0,011
Lp (a) po aferéze 0,663 0,033

(abs) = pokles absolutni, (%) = pokles v procentech vychozi hodnoty. r, = Spearmaniv koeficient
poradové korelace
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Graf 21. Vziah indexu neopterin/kreatinin v den LDL-aferézy vecer a indexu
albumin/kreatinin pfed LD1~aferézou

3,00

2

2,50 2

2

2,00

>

1.50 /

1,00 /
0,50
@
/ @
0,00 T— oo &

0 50 100 150 200 250 300

Mikroalbuminurie D

Neopterin v den LDL-aferézy vecer

Graf je zarazen pro ilustraci zjisténych pozitivaich korelaci mezi indexem neopterin/kreatinin
vden LDL-aferézy veder a indexem albumin /kreatinin, stanovenym v nékolika ritznych dnech (viz
text). V uvedeném pripadé pro index albumin/kreatinin pred LDL-aferézou je v,= 0,817, p = 0,002,

1IVb) Index albumin/kreatinin a nékteré ukazatele aktivity endotelu a stavu hemostizy

Index albumin/kreatinin nekoreloval s fibrinogenem, t-PA ani s PAI-1, ale byla

nalezena korelace na hranici statistické vyznamnosti indexu albumin/kreatinin pfed LDL-
aferézou s trombomodulinem pied (r;= 0,683, p = 0,047) a po aferéze (r,= 0,675, p = 0,059)
a s velikosti jeho poklesu béhem aferézy (r, =0,602, p = 0,060). Také v D+1, D+5, D+14
a vden pred daldi aferézou koreloval index albumin/kreatinin s trombomodulinem pfed
(rs= 0,802, p = 0,010, resp. r;= 0,888, p = 0,000, resp. r,= 0,615, p = 0,086, resp. r;= 0,856,
p = 0,002) i po aferéze (r; = 0,826, p = 0,005, resp. 1. = 0,913, p = 0,000, resp. 1; = 0,675,
p = 0,059, resp. r; = 0,984, p = 0,000). Index albumin/kreatinin v D+1, D+2 a v D+5 na
hranici statistické vyznamnosti koreloval s velikosti poklesu trombomodulinu po LDL-aferé¢ze
(rs= 0,602, p = 0,060, resp. 1= 0,596, p = 0,060, resp. r; = 0,623, p = 0,048). Hodnoty vyie

zmin&nych parametr’ a jejich zmény po LDL-aferéze jsou uvedeny v Tabulce 13 .
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IVe) Index albumin/kreatinin_a nékteré dalsi parametry, které byly vySetfeny pouze

pired LDL-aferézou

Hodnoty urey a kreatininu i parametry chemického vysetfeni mo€i a mocového
sedimentu byly u viech nemocnych v mezich normy. Index albumin/kreatinin nekoreloval ani
s hladinou urey, kreatininu, ani s glykémii (p > 0,05). Nemocni byli sledovani
v metabolickych poradnach, kde byl kontrolovan stav metabolismu glycidi. Ve sledovaném
souboru byl pouze jediny pacient s poruchou metabolismu glycidil, a to nemocny s diagnézou
diabetu mellitu IL. typu. U ného byla hodnota indexu albumin/kreatinin v normé, dokonce ve
vétsing z vySetfovanych dni byla nulova. Nebyla zjisténa korelace indexu albumin/kreatinin
a podtu leukocytdl a trombocytl, jejichZ hodnoty se mohou zvySovat pfi zdnétlivéem
onemocnéni, ani se stfednim objemem erytrocytli, ktery mfZe byt snizen u chronickych
zanétlivych stavll. Index albumin/kreatinin nekoreluje s hladinou sérového albuminu,
negativniho proteinu akutni faze, jechoZ koncentrace se miiZze sniZovat pfi zanétlivych stavech,
ani s dal§imi parametry v Tabulce 16. Nebyla prokdzéna jeho signifikantni zavislost na v&€ku

nemocnych.

Tabulka 16. Hodnoty parametri, stanovenych pouze pied LDL-aferézou

Primer + SD Rozmezi Mediin

Vék (roky) 44 + 17 1961 48

BMI (kg/m®) 26,053 18,3325 25,4
Systolicky tlak krve (Torr) 126 £ 16 90— 140 125
Diastolicky tlak krve {Torr) 71+£12 5085 75

Urea (mmol/]} 43+1,2 2,7-6,5 4,0

Kreatinin (umol/I) 86,5122 64,0 - 103,0 87,5
Kyselina mo¢ova (pmol/l) 356+ 72 215-475 364
Glykémie (mmol/l} 42+04 3,5-51 4,8
Albumin (g/1) 43,5+25 39,4 -47,0 42,1
Leukoeyty (x10°/1) 6,5=0,8 3.8-12,0 5,8
Tromboceyty (x10°/1) 210 + 61 93 - 295 201
Stiedni objem erytrocytu (1) 90,8 £4.,7 84,0 - 99.1 94,3

BMI = body mass index, SD = smérodatnd odchylka
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3.5.2.2.4. Diskuse

Studie ukdzala mirné, ale signifikantni zvy$eni mocového neopterinu u pacienti
lé¢enych LDL-aferézou, piftomné i pies intenzivni 1é¢bu hypercholesterolemie a absenci
klinickych znamek progrese aterosklerdzy. Zvyseni neopterinu miiZe byt vysvétleno aktivitou
makrofagt v aterosklerotickych platech. P¥itomnost jinych patologickych stavii zvy3ujicich
produkci neopterinu nebyla prokdzana, naopak vSichni nemocni méli prokdzané
aterosklerotické postiZeni v riiznych lokalizacich.

Signifikantni pokles neopterinu vecer po aferéze ve srovnédni s hodnotou pied LDL-
aferézou je v souladu s diurndlnim rytmem neopterinu. Vliv LDL-aferézy je v této chvili
nejasny. Trend poklesu neopterinu je patrny i nasledujici den rdno po aferéze a ranni hodnota
neopterinu v tento den korelovala jako jedina s poklesem lipidt po aferéze. Nicméné ve dnech
pted dalsi aferézou neni zietelné patrny ocekavany navrat neopterinu k preaferetickym
hodnotam pies to, Ze intervaly mezi aferézami (p = 0,938), ani hladiny cholesterolu
(p = 0,922) se pred obéma aferézami signifikantné¢ nelidily. Nemocni s vy38imi hladinami
cholesterolu pfed aferézou méli vét§i objemy zpracované plazmy a vEtSi pokles cholesterolu
béhem aferézy. Pokud by pokles koncentrace neopterinu byl zplsoben LDL-aferézou, mél by
byt vice vyjadien u téchto nemocnych ve srovnani s nemocnymi s men$imi objemy
zpracované plazmy a niZ§imi vstupnimi hladinami cholesterolu. Avsak vysledky jsou opacné,
s negativii  korelaci mezi velikosti poklesu neopterinu a objemem zpracované plazmy
hladinou cholesterolu pred aferézou. I pfes mohutné a rychlé zmény hladin aterogennich
Ciniteld LDL-aferéza neovlivnila ranni mocové Kkoncentrace neopterinu signifikantné
a statisticky vyznamny pokles byl patrny pouze v den LDL-aferézy veder. V souéasné dobé
nelze vylouéit podil jednotlivé procedury LDL-aferézy na poklesu koncentrace mocového
neopterinu, dostupna data v3ak nedovoluji vzhledem k limitovanému poc¢tu nemocnych ucinit
v tomto ohledu dalsi zavéry. Podle naSich znalosti, pouze jediné studie se zabyvala vlivem
extrakorporalni eliminace cholesterolu na koncentrace neopterinu. U 30 nemocnych
s aterosklerézou, 1ééenych metodou HELP byl shleddn pokles zvy3enych hiadin sérového
neopterinu po LDL-aferéze, koncentrace mocového neopterinu se viak nezmeénila (Vrecko,
1999).

Signifikantni negativni korelace velikosti poklesu neopterinu s hladinou celkového
a LDL-cholesterolu pfed aferézou a s velikosti poklesu celkového a LDL-cholesterolu po
aferéze miZe mit riznd vysvétleni. Pacienti s leh¢i hypercholesterolemii mohou mit 1 méné
rozsahlé a/nebo méné aktivni aterosklerotické léze. Systémova imunitni aktivace u téchto

nemocnych mtze byt snadnéji ovlivnéna rychlym poklesem cholesterolu neZ u nemocnych
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s t&731 hypercholesterolemii, kde imunitni aktivace plynouci z pokro€ilejsi aterosklerézy muize

-----

WM

veer po aferéze u nemocnych st&€z§{ hypercholesterolemii miiZze t€Z odraZet zuZeni
fyziologickych diurnalnich variacf molové exkrece neopterinu nasledkem zvySené bazalni
monocytarni aktivity, pravdépodobné pochazejici mimo jiné z aterosklerotickych plati.

Nemocni s v&t§im poklesem trombomodulinu, vWF a PAI-1, ukazateld aktivity
endotelu mé&li vy$$i koncentraci neopterinu v moci rano po LDL-aferéze. Ta korelovala jako
jedina ranni hodnota indexu neopterin/kreatin signifikantné s koncentraci Lp(a) pied a po
aferéze, s velikosti poklesu Lp(a) a s koncentraci non-HDL-cholesterolu po aferéze. Vyznam
tohoto nalezu neni zcela jasny. Je pravdépodobné dalsi znamkou pfitomnosti vzajemnych
vazeb mezi aktivitou endotelu a imunitniho systému, které jsou pod vlivem aterogennich
¢initeld, jako je Lp(a) a non-HDL-cholesterol. Nelze viak vylouéit, Ze nékteré z nalezenych
signifikantnich korelaci jsou ndhodné.

Nalez mikroalbuminurie u pacientG s familidrni hypercholesterolemii a korelace
s hladinami cholesterolu je v rozporu s vysledky a zavéry Zouvanise, ktery neshledal
mikroalbuminurii ani u jednoho z 15 nemocnych s familidrni hypercholesterolemii (Zouvanis,
1995). Pozorovani vysvétlil tim, Ze neni souvislost mezi mikroalbuminurii a aterosklerdzou
familiarni hypercholesterolemie, protoze mikroalbuminurie ve spojeni s aterosklerdzou
souvisi spie s inzulinovou rezistenci a metabolickym syndromem (charakterizovanym mino
jiné hypertriacylglyceridemii a sniZenou hladinou HDIL-cholesterolu), nez s distou
hypercholesterolemii. V naSem pfipadé byla mikroalbuminurie, tak, jak je doposud
definovana, nalezena u dvou homozygotd familidrni hypercholesterolemie, tfeti nemocny,
ktery dosahl limitu 0,7 mg/mmol, mél také &istou hypercholesterolemii. VSichni tfi neméli
zvySené glykémie naladno. Mikroalbuminurie nekorelovala ani s glykémii, HDL-
cholesterolem, triacylglyceridy, kyselinou moc¢ovou, BM/, ani s krevnim tlakem a obvodem
pasu. U jediného nemocného s diabetem mellitem v souboru nebyla mikroalbuminurie
nalezena. Stejné tak jako v naSem souboru, asociace mikroalbuminurie s hypercholesterolemii
byla nalezena i dal§fmi autory (Brndiar, 2001, Shankar, 2004).

U nemocnych s vét§im mocovym vylu€ovanim albuminu byly, nehledé na spinéni
arbitrdrné stanoveného limitu pro mikroalbuminurii, nalezeny signifikantné vy3$i hladiny
cholesterolu a vy$& mocovy neopterin veer po aferéze, na hranici statistické vyznamnosti
niz§i pokles neopterinu veder po aferéze. Je mozné, Ze nadir neopterinu odrdzi rezidualni
systémovou imunitni aktivitu pochdzejici z aterosklerotickych platll. Ta koreluje s ukazatelem

mikrovaskuldarni dysfunkce — mikroatbuminurii. Tyto zavéry podporuje i korelace indexu
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albumin/kreatinin s trombomodulinem, ukazujici na souvislost s aktivaci a/nebo postiZzenim
endotelu.

Mikroalbuminurie se signifikantné neliSila v priibéhu doby mezi dvéma LDL-
aferézami. Toto pozorovani je v rozporu s vysledky Sinzingera, kiery popsal pokles
mikroalbuminurie druhy den po LDL-aferéze metodou adsorpce na dextransulfat s uZitim
kolon Liposorber LA-15 (Kaneka Co., Osaka, Japonsko) u tfi pacientt s familidrni
hypercholesterolemii (Sinzinger, 1999). V naSem souboru byl vefer po LDL-aferéze
pozorovan dokonce vzestup koncentrace albuminu v modi u 7 nemocnych (70%) a rdno po
aferéze u 5 (50%) nemocnych, zmény v3ak nebyly statisticky signifikantni. MoZné zvySeni
mikrovaskuldrni permeability pro albumin po LDL-aferéze by mohlo byt ndsledkem
systémovych zmén nastavajicich stykem krve s extrakorporalnim ob&hem, napiiklad aktivaci
komplementového systému, kterd u vy$e zmiilované adsorpce na dextransulfat bez Wcasti
Zivoifnych bilkovin nemusi byt tolik vyjédfena, jako u imunocadsorpce pomoci ovéich
protilatek, u které byla tato reakee jiz diive prokdzana (Ptdk, 2004). Jinou pii¢inou muze byt
hypoperfuze ledvin nasledkem piechodné hypotenze, kterd je Castym vedlej$im G¢inkem

hemaferéz a miiZe byt spjata take s aktivaci komplementu.

3.5.2.2.5. Zavér

Kratkodobé zmény mocového vylucovani neopterinu a albuminu v souvislosti

s imunoadsorpei LDL-choletserolu nebyly doposud v literatufe popsany. Zavérem lze Fici, Ze
vysledky ukazuji spojitost mezi mikrovaskularmim postizenim, které je predstavovano
mikroalbuminurii, aktivitou monocyto-makrofadgového systému, reflektovanou hladinou
neopterinu v mo€i a tizi hypercholesterolemie. Pfitomnost mikrovaskuldrntho postiZeni je
dokreslena korelaci mikroalbuminurie s koncentraci trombomodulinu, reprezentujici
postiZeni/a nebo aktivaci endotelidlniho systému. Velikost hodnoceného souboru nemocnych
je ditvodem opatrnosti v interpretact vysledkid, nicméné se zdé, Ze mocovy neopterin vecer
(po aferéze) a pokles neopterinu veler (po aferéze) ve srovnani s ranni hodnotou jsou
parametry, které si zaslouZi dal$i zkoumani, nejen u nemocnych lé€enych LDL-aferézou.
Mikroalbuminurie, zvIasté je-li stanovena jako index neopterin/kreatinin, je levnym a snadno
dostupnym parametrem, jehoZ vySetfeni neobtéZuje nemocného dvacetictythodinovym
sbérem modi a pfinese cenné informace o jeho kardiovaskularnim riziku. Nas§im doporufenim

je roz&itit uZivani tohoto parametru v klinické praxi.
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3.5.2.3. C-reaktivni protein, CD40 ligand, sérovy neopterin a endoglin u nemocnych

Iécenych LDI -aferézou
3.5.2.3.1. Cile price

Cilem préace bylo vyhodnotit vliv zmé&n pisobenych LDL-aferézou na dynamiku

sérovych koncentraci C-reaktivniho proteinu, stanoveného vysoce senzitivni metodou (high-
sensitivity CRP, hsCRP), solubilniho CD40 ligandu (sCD40L), sérového neopterinu
a solubilniho endoglinu. Dalsim cilem bylo vyhodnotit vzijemny vztah téchto parametrii mezi
sebou a k hladinam lipid{i, které jsou uZivany jako prakticky jediny biochemicky ukazatel pti

uréovani délky LDL-aferéz a délky intervalii mezi LDL-aferézami.

3.5.2.3.2. Soubor nemocnych, kontrolni soubor, materiil a metody

Soubor nemocnych byl popsén dfive v kapitolach 3.2.2. Soubor nemocnych lécenych

LDL-imunoadsorpci nebo filtralni metodou, kontrolni soubor byl popsan v kapitole

3.3.2. Kontrolni soubor uZity v kapitole C-reaktivni protein, CD40 ligand, sérovy neopterin

a endoglin u nemocnych lécenych LDL-gferézou. Technické provedeni LDL-aferéz,

laboratorni vySetfeni, metody uZité k hodnoceni eliminace vySetfovanych substanci

y_eliminadnim zaiizeni a statistickd analyza byly popsany v pfislu§nych &astech kapitoly
3.4. Materidl a metody.

Sbér a zpracovani_vzorku

Krev ke stanoveni sérovych koncentraci hsCRP, endoglinu, sCD40L, celkového,
LDL- a HDL~cholesterolu a triacylglyceridi byla odebrana z periferni Zily tésn& pfed a po
dvou po sob& nasledujicich LDL-aferézich. Vzorky plazmy byly zmrazeny a uchovavany pfi

teploté -40°C.

3.5.2.3.3. Vysledky

Koncentrace vSech vySetfovanych parametri u nemocnych pred a po prvni sledované
LDL-aferéze jsou uvedeny v Tabulce 17, koncentrace pfed a po néasledujici LDL-aferéze jsou
uvedeny v Tabulce 18. Jejich pokles po prvni sledované LDL-aferéze, vyjadieny v procentech
vychozi hodnoty je pro prvni sledovanou LDL-aferézu uveden v Tabulce 19, pro nésledujici
LDL-aferézu v Tabulce 20.

L Lipidy v séru
Pokles hiadin lipidd po obou LDL-aferézach byl statisticky signifikantni a jeho

velikost se vzajemné od sebe signifikantné nelifila (p > 0,05, viz Graf 22).
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I1. High sensitivity CRP

Primé&ma sérova koncentrace hsCRP kontrolniho souboru byla 1,22 = 0,99 mg/l,
rozmezi 0,16 - 2,98 mg/l, medisn 0,98 mg/l. Hodnoty hsCRP nemocnych se pfed prvni, ani
pfed nasledujici LDL-aferézou signifikantng nelidily od hodnot hsCRP kontrolniho souboru
(p= 0,443, resp. p= 0,792).

Pokles hsCRP po obou LDL-aferézach byl statisticky signifikantni (Graf 23) a jeho
velikost se pfi obou LDL-aferézach vzijemné od sebe statisticky signifikantng neligila
(p = 1,000).

Neprokazali jsme statisticky signifikantni korelaci koncentraci hsCRP v séru
s hladinami lipid, s jejich zménami béhem aferézy, s koncentracemi ostatnich vySetfovanych

parametri, ani zavislost na véku nemocnych.

111, Solubilni CD40L

Primé&rna sérova koncentrace sCD40L kontrolniho souboru byla 6 361 £ 1 546
ng/l, rozmezi 2 884 — 9 130 ng/l, median 6 407 ng/l. Koncentrace sCD40L nemocnych pted
obéma LDL-aferézami se statisticky signifikantné nelisily od sérovych koncentraci kontrolni
skupiny (p = 0,955 resp. 0,792). Zadny z pacientd nevybo&il z mezi norem dané laboratofe ani
pii prvni, ani pii nasledujici LDL-aferéze.

V obou pripadech byl pokles hladiny CD40L statisticky signifikantni (Graf 24).
Velikost poklesu, ktery nastal pfi obou LDL-aferézich, se vzdjemné od sebe statisticky
signifikantn€ nelisila (p = 0,900).

Sérova koncentrace sCD40L pied prvni sledovanou LDL-aferézou korelovala
s celkovym cholesterolem (rs = 0,721, p = 0,016) a LDL-cholesterolem pied LDL-aferézou
(r, = 0,818, p = 0,002) a LDL-cholesterolem po LDL-aferéze (1s = 0,770, p = 0,007). Pii
nasledujici LDL-aferéze korelovala koncentrace sCD40L pied LDL-aferézou pouze s LDL-
cholesterolem po LDL-aferéze (r; = 0,784, p = 0,005) a negativné s velikosti poklesu LDL-
cholesterolu po LDL-aferéze (r, =-0,733, p = 0,013), korelace s celkovym cholesterolem pied
LDi-aferézou nebyla statisticky signifikantni (r; = 0,558, p = 0,067). Nebyly nalezeny
vyznamné korelace s ostatnimi parametry, jejich zmé&nami po LDL-aferéze, ani zavislost na
véku nemocnych.

LV, Neopterin v séru

Primérna sérova koncentrace neopterinu kontrolniho souboru byla 5,6 + 1,5 nmol/,
rozmezi 3,3 - 8,3 nmol/l, median 5,9 nmol/l. Koncentrace neopterinu nemocnych pied obéma

LDL-aferézami se statisticky signifikantné nelidily od sérovych koncentraci neopterinu
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kontrolni skupiny (p = 0,974 resp. p = 0,955). Pfi prvni LDL-aferéze Zadny z pacientt
nepiekro€il horni hranici normy dané laboratofe, pfed nasledujici LDL-aferézou mél jeden
nemocny preaferetickou hladinu zvySenu.

Zmény, které nastaly po prvni sledované a po nasledujici LDL-aferéze se od sebe
statisticky signifikantn€ nelisily (p = 0,545) a nebyly ani vjednom piipadé statisticky
signifikantai (p > 0,05), viz Graf 25.

Nebyly pozorovany statisticky vyznamné korelace koncentraci sérového neopterinu
s Zadnym z ostatnich parametril, ani jejich zavislost na véku nemocnych.

Y. Solubilni endoglin

Primérnd sérova koncentrace solubilniho endoglinu u kontrolniho souboru byla
3,85 pug/l + 1,25, rozmezi 1,89 — 6,37 pg/l, median 3,56 ug/l.

Ve srovnani s koncentracemi kontrolniho souboru byla koncentrace endoglinu
nemocnych pfed obéma LDL-aferézami statisticky signifikantné zvySena (p = 0,002 resp.
p = 0,038), u hiadin po obou LDL-aferézich nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil
(p > 0,05). Horni hranici normy dané laboratofe piekroili pfed prvni LDL-aferézou
3 nemocni (30%), pred nasledujici LDL-aferézou 2 nemocni (20%), po prvni LDL-aferéze
byla koncentrace endoglinu u v8ech nemocnych v normé, po nasledujici LDL-aferéze zistala
u jednoho nemocného hladina zvysena presto, ze poklesla.

V obou pfipadech byl pokles statisticky signifikantni (Graf 26) a velikost poklesu pfi
obou LDL-aferézach se statisticky signifikantné neliSila (p = 0,0678).

Koncentrace solubilntho endoglinu nekorelovaly signifikantné s Zadnym ze
sledovanych parametra a nebyla pozorovana zavislost na véku nemocnych.

U v8ech vySetiovanych parametrd nebyl zjistén statisticky signifikantni rozdil mezi
zménami sérovych koncentraci, které nastaly v pfipadé imunoadsorpce a v piipadé€ rheoferézy
(p > 0,05).

Vysledky koncentraci sledovanych parametrii v plazmé pied vstupem a po

vystupu z eliminacnich médii jsou uvedeny v Tabulce 21.
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Tabulka 17. Hladiny lipidii, hsCRP, sCD40L, neopterinu a endoglinu pied a po prvni
sledované LDL-aferéze

Pred LDL-aferézou Po LDL-aferéze
Prumér Rozmezi Median Primér Rozmezi | Median
+ SD + SD
Celkovy cholest. 7,63 5,45-10,82 7,63 2,14 1,62 -291 2,13
(mmol/1) + 1,62 +0,46
LDL-cholesterol 5,52 3,09 - 8,86 5,73 0,79 0,24 -2.08 0,60
(mmol/1) 4+ 1,78 + 0,56
HDL-cholesterol 1,58 0,94 -2.30 1,53 1,08 0,62 - 1,69 1,09
(mmoi/l) + 0,45 + 0,34
Triacylglyceridy 2,26 0,59-6,41 1,20 0,96 0,25 -289 0,50
{mmol/1) +2,11 + (0,95
hsCRP 1,88 | 028-471 1,00 1,32 0,21-436 | 0,71
(mg/1) + 1,71 + 1,52
sCD40L 6498 3494 -10500 6395 4057 409 - 8375 3576
(pg/m!) + 2529 + 2560
Neopterin 5,7 42-73 5,6 5,5 43-838 5.1
(nmol/1) = 1,1 + 1.3
Endoglin 5,74 3,33 - 7,65 5,55 4,25 2,49- 4,03
(ng/ml) + 1,47 + 1,17 6,28

SD = smérodatna odchylka
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Tabulka 18. Hladiny lipidii, hsCRP, sCD40L, neopterinu a endoglinu pi‘ed a po

nasledujici LDL-aferéze

Pied LDL-aferézou

Po LDL-aferéze

Primér Rozmezi Medidn | Primér Rozmezi Mediin
+SD + SD
Celkovy cholest. 7.45 5,54 - 10,81 7,28 2,04 1,53-2,91 1,96
(mmol/1) +1,65 + 0,39
LDL-cholesterol 5,42 3,06 -8.84 5,57 0,79 0,21-2,10 0,68
(mmol/1) = 1,71 + 0,53
HDL.-cholesterol 1,56 091 2,10 1,51 1,01 0,60—1,67 1,62
(mmol/1) + 0,43 + 0,32
Triacylglyceridy 221 0,61 -5,98 1,19 0,89 0,26 -2,75 0,49
(mmol/1) + 2,08 + 0,88
hsCRP 1,87 0,20 - 4,88 1,65 1,21 0,10-2,75 0,99
{mg/1) + 1,64 +1,04
sCD40L 3562 144 - 8710 1986 2045 597324 706
(pg/ml) + 3640 + 2598
Neopterin 5,0 1,-9,7 4,5 3,9 0,9-62 4,6
(nmol/1) + 1,9 +1,8
Endoeglin 5,23 1,90 — 8,31 5,05 4,2 2,80 7,08 3,94
{ng/ml) + 1,78 +1,21

SD = smérodatni odchylka

Tabulka 19. Pokles koncentraci lipidii, hsCRP, sCD40L, neopterinu a endoglinu po
prvni sledované LDL-aferéze, vyjadreny v procentech preaferetické hodnoty

Pokles (%) Primér = SD Rozmezi Mediian p
Celkovy cholesterol 71,740 66,5 - 80,9 71,3 < 0,005
LDL-cholesterol 86,6 £35,6 76,5-92.2 88,2 < 0,005
HDL.-cholesterol 31,6+ 10,9 14,3-52.2 324 < 0,005
Triacylglyceridy 56,0+ 174 18.9-73.4 60,6 < 1,005
hsCRP 32,0+£17,5 3,8 -58,7 34,2 0,002
sCD40L 31,1 43,6 -52,8-95,6 40,2 0,037
Neopterin 4,0+ 15,7 -31,3-21,1 6,5 0,250
Endoglin 252412,5 3,9-51,2 26,3 0,002

SD = smérodatni odchylka. p udava statistickou vyznamnost zmény.
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Tabulka 20. Pokles koncentraci lipidit, hsCRP, sCD40L, neopterinu a endoglinu po

nasledujici LDL-aferéze, vyjadieny v procentech preaferetické hodnoty

Pokles (%) Primér = SD Rozmezi Median p
Celkovy cholesterol 72,1146 64,2 - 79,6 72,4 < (0,005
LDL-cholesterol 86,4+5,5 76,5 -93,1 88,1 < 0,005
HDL-cholesterol 31.8+11,2 13,9 -53.3 32,1 < 0,005
Triacylglyceridy 57,1+ 17,5 18,7-74,0 61,1 < (1,005
hsCRP 37,7+ 10,7 19,8 - 50,0 40,0 0,002
sCD40L 28,2 £56,2 -114,0 - 91,6 37,7 0,014
Neopterin 1,8 £74,1 -194,7 - 63,0 10,7 0,294
Endoeglin 10,8 £ 44,7 -112,6 - 43,1 20,9 0,038

SD = smérodatnd odchylka. p udava statistickou vyznamnost zmény.

Tabulka 21. Vysledky koncentraci sledovanych parametri v plazmé pfed vstupem a po
vystupu z eliminacnich médii

Parametr Typ kolony Primer = SD Medidan | p
LDL-Lipopak | Pied 3,03 £2,88 1,9
n=16 Po 2,83 £2,39 2,65 p=0,722
hsCRP Evaflux 4A Pred 1,93+ 1,36 1,5
(mg/l) n=4 Po 1,43 £ 0,93 1,05 |p=0,115
Oba Pred 2.81 +2,65 1,50
n=20 Po 2,55+2.23 1,85 p=190,225
LDL-Lipopak | Pfed 554142 52,9
n=16 Po 486+ 11,0 49,2 p = 0,093
CD40L. Evaflux 4A Pred 4243+ 5,0 42,8
(pg/mi) n=4 Po 46,93 + 3,1 472 | p=0,225
Oba Pred 52,8+ 13,8 50,9
n=20 Po 482 +9,9 48,8 p=0,231
LDL-Lipopak | Pied 0,34 £ 0,33 0,20
n=16 Po 0,36 + 0,32 0,20 p =0,765
Neopterin | Evaflux 4A Pied 0,40 + 0,25 0,35
(nmol/1) n=4 Po 0,95 + 0,62 1,1 | p=0250
Oba Pfed 0,36 + 0,31 0,2
n=20 Po 0,48 £ 0,44 0,3 p = 0,208
LDL-Lipopak | Pied 3,31 40,64 3,20
n=16 Po 3,25+ 0,81 325 | p=0978
Endoglin Evaftux 4A Pred 2,43 +0,95 2,50
(ng/ml) n=4 Po 2,25+ 1,40 2,158 p =0,562
Oba Pred 3,13 40,77 3,10
n=20 Po 3,05+ 1,01 3,15 p=10,621

SD = smérodatna odchylka. p udava statistickou vyznamnost zmény
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Graf 22. Sérové koncentrace lipidii ped a po obou sledovanych LDL-aferézich
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1C = celkovy cholesterol, LDI = LDL-cholesterol, HDL = HDI.-cholesterol
a TAG = triacylglyceridy. Cislice I resp. 1l. oznacuji koncentrace vziahujici se k prvni
sledované resp. k ndsledujici LDIL-aferéze. Pokles viech sledovanych parametrii byl
statisticky signifikantni (p < 0,005) - viz Tabulka 17 - 20.

Graf 23. Sérové koncentrace hsCRP pied a po obou sledovanych LDL-aferézach
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CRP I. oznacuje primérné sérové koncentrace CRP pied a po prvni sledované LDL-gferéze.
CRP II. oznacuje koncentrace pred a po nasledujici LDI-aferéze. Pokles koncentraci CRP byl
po obou LDL-aferézdch statisticky signifikantni (p = 0,002 pro obé gferézy). Velikost poklesu
se pri obou LDL-aferézdch vzdjemné statisticky signifikantné nelisila (p = 1,000). Viz Tabulka
17 - 20.
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Graf 24. Sérové koncentrace CD40L pied a po obou sledovanych LDL-aferézich
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CD40L 1. oznacuje pritmérné sérové koncentrace CD40L pred a po prvni sledované LDI -
aferéze, CD40L II. oznacuje koncentrace pred a po ndsledujici LDL- aferéze. Pokles byl pri
obou LDI-aferézdch statisticky signifikantni (p = 0,037 resp. 0,014). Velikost poklesu pri
obou LDL-aferézéch se vzijemné od sebe nelisila (p = 0,900). Viz Tabulka 17 - 20.

Graf 25. Sérové koncentrace neopterinu pied a po obou sledovanych LDL-aferézich
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Neopterin 1. oznacuje priimérné sérové koncentrace neopterinu pred a po prvni sledované
LDL-aferéze, Neopterin I1. oznacuje koncentrace pred a po ndsledujici LDL-aferéze. Zmény
koncentrace neopterinu pFi obou LDI-aferézdach nebyly statisticky signifikantni (p > 0,05).
Viz Tabulka 19 - 20.
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Graf 26. Sérové koncentrace endoglinu pfed a po obou sledovanych LD1-aferézach
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Endoglin I. ommacuje privmérné sérové koncentrace endoglinu pred a po prvni sledované
LDL-aferéze, Fndoglin II. koncentrace endoglinu pred a po nasledujici 1LDL-aferéze. Pokles
koncentrace endoglinu byl po obou LDL-aferézdch statisticky signifikanini (p = 0,037 resp.
0,014) a jeho velikost se vzdjemnd od sebe statisticky vyznamné neliila (p = 0,678).

Viz Tabulka 21 - 24.

Graf 27 . Vztah sérovach koncentraci sCD40L a celkového cholesterolu
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Korelace koncentraci sCD40L a celkového cholesterolu byla statisticky signiftkantni

(r,= 0,721, p = 0,016).
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Graf 28. Vztah sérovych koncentraci sCD40L a LDL-cholesterolu
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Korelace koncentraci sSCD40L a LDI-cholesterolu byla statisticky signifikantni
(rs = 0,818, p = 0,002).

3.5.2.3.4. Diskuse
Koncentrace hsCRP nemocnych se statisticky signifikantné neliSily od koncentraci
kontrolniho souboru, a to i pfes piitomnost zavazného rizikového faktoru aterosklerozy
v podob& 1&7ké poruchy metabolismu lipidii a piitomnost prokazancho aterosklerotického
postizeni u viech nemocnych. Jednim z vysvétleni je ulinnost pravidelné dlouhodobé 1¢gby
LDL-aferézou, o které je znamo, Ze vede k zastaveni progrese, nékdy dokonce i regresi
aterosklerotickych 1ézi (Matsuzaki, 2002), k redukei rizika kardiovaskularnich pfihod a ke
zlepfeni prognézy nemocnych (Mabuchi, 1998). Regrese tloustky intima-media karotickych
cév byla pozorovana i u nasich nemocnych, 1é¢enych LDL-imuncadsorpci (Blaha M., 2004
B). Pokles koncentrace CRP o 49% byl popsan b&hem Sestimésicni 1éCby LDI.-aferézou
metodou HELP (Otto, 2004). U naSich nemocnych nebyla hodnota hsCRP pred zaCatkem
dlouhodobé terapie LDL-aferézou stanovena. K efektu LDL-aferézy na koncentraci CRP
piipiva i efekt 1é&by statiny, kterd podle nékterych autorii vedla k poklesu koncentraci CRP
(Ridker, 2005).
Hiadina hsCRP klesla po obou sledovanych LDI-aferézach a mezi velikosti poklesu
nebyl statisticky vyznamny rozdil. Akutni pokles koncentrace hsCRP tedy neni nahodny

a souvisi s LDL-aferézou. Pokles hsCRP byl pozorovan u riznych extrakorporalnich
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elimina¢nich metod LDL-cholesterolu i daldimi autory. Redukci koncentraci CRP o 65%
popsali shodné u metody HELP Moriarty na souboru 4 pacientd a Wieland na souboru
13 pacientt (Moriarty, 2001 B, Wieland, 2002). Pokles o 56% a 53% v piipad€ adsorpce na
dextransulfat (DSA) publikovali u 6 pacientd Kobayashi a u 7 nemocnych Kojima
(Kobayashi, 2002, Kojima, 2003). Srovnanim nékolika metod LDL-aferézy se zabyval Otto,
ktery popsal prim&my pokles o 62% u metody HELP (10 pacientd), 56% u DSA
(15 pacient®), a shodn& 25% u imunoadsorpce (7 pacientfl) a pfimé adsorpce lipidii z plné
krve (DALI) (6 pacientil) pfi srovnatelném poklesu LDL-cholesterolu (Otto, 2001).

Polo¢as CRP v plazmé je cca 19 hodin. Akutni pokles koncentrace CRP po LDL-
aferéze pravd&podobng nebyl pouze nasledkem omezeni zanétlivych d&€jd b&hem LDL-
aferézy, ale nastal pravdépodobné z i jinych pti€in. Na prvnim mist€ je tieba zvézit vliv
nespecifické vazby CRP v eliminadnim mediu. Téméf stoprocentni eliminace v kolong& byla
potvrzena u metody DSA, kde viak byl popsan vice neZ 50% pokles koncentrace hsCRP po
aferéze (Kojima, 2003). Vsouladu s vysokou selektivitou eliminace LDL-cholesterolu
metodou imunoadsorpce nebyl u ndmi wZivanych kolon LDL-Lipopak nalezen statisticky
signifikantni rozdil mezi koncentraci CRP ve vzorku plazmy vtékajici do kolony a z kolony
vytékajici. Eliminace CRP nebyla prokdzana ani v ptipadé filtrt Evaflux, 1 kdyz mirnou vazbu
CRP v obou typech elimina¢nich médii vzhledem malému poctu vySetfeni nelze v této chvili
zcela vylou€it. Na zaklade téchto ndlezii usuzujeme, Ze eliminace CRP kolonami neni
vyznamnd, a pokud se vibec na poklesu CRP po LDL-aferéze uréitou mérou podili, pak jisté
neni jeho hlavni a jedinou pfiginou. Predpokladame, Ze v eliminaci jinych soucasti plazmy,
neZ jsou molekuly obsahujici apolipoprotein Bigg, je imunoadsorpce vzhledem k faktu, Ze
odstrafiuje tyto molekuly specificky, nejméné G¢inna ze vSech extrakorpordlnich metod
eliminace LDL-cholesterolu. Je mozné, Ze proto pravé imunoadsorpce odrazi zmeény aktivity
zén&tlivych pochodi, vyvolané samotnym poklesem LDL, nejselektivngji. Piesto nelze
opominout vliv nafedéni pacientovy krve ndhradnimi roztoky, ktery &ini podle naSich
dfiv&jsich zkuSenosti cca 8-10%. Pri¢ina poklesu CRP je velmi pravdépodobné
multifaktorialni a zahrnuje vy$e zminéné vlivy.

CRP neni pouhym ukazatelem aktivity zanétu, ale pfimym ulastnikem a spoustécim
faktorem zané&tlivych pochodd. Jeho pokles béhem LDL-aferézy pravd€podobné neni pouze
pasivnim nasledkem nastaljch zmén, ale maZe vést k dalSimu omezeni prozan€tlivych déju.
Tento efekt je u imunoadsorpce mensi neZ u méné selektivnich metod LDL-aferézy a je

pravdépodobné dofasny, nicméné pH dlouhodobé 1é¢bé extrakorporalni eliminaci LDL-
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cholesterolu byl pozorovan dlouhodoby vyrazny pokles hladiny CRP (Otto, 2001), ktery jiz
Ize povaZovat za odraz sniZené aktivity zanétlivych pochoda.

K uréeni individualniho rizika jednotlivych nemocnych jsme pouZili priimér ze dvou
po sob¢ nasledujicich meéfeni hsCRP pred LDL-aferézou. U Sesti nemocnych se priimér
hodnot pohyboval v pasmu mirného kardiovaskularniho rizika, dva nemocni méli primérnou
hodnotu hsCRP v mezich stfedntho a dva v oblasti vysokého rizika. Oba dva pacienti
s vysokym rizikem dle hodnoty hsCRP byli zaroverl nemocni s nejtéZ$im aterosklerotickym
postizenim. Jeden z nich mé&l aterosklerotické postiZeni karotid, ischemickou chorobu srdeéni
a prodélal opakované infarkt myokardu, mél aorto-koronarni bypassy. Druhy pacient mél
ischemickou chorobu dolich koncetin a t&zké sklerotické postiZzeni karotid, feSené
endarterektomii. Z celého souboru mél tento nemocny nejvyssi hodnoty Lp(a) a byl jednim ze
dvou nemocnych, u kterych bylo spln&no kritérium pro mikroalbuminurii. Dalsi dva pacienti
s hladinou hsCRP v rozmezi stfedniho rizika byly Zeny. Jedna znich byla homozygot FH
s nejtéz8i  hypercholesterolemii a xantomy vuvodu lé&by a méla také nejt€zsi
mikroalbuminurii. Druhd nemocnd méla rozséhlé aterosklerotické postizeni tepen dolnich
konéetin. Vysledky nds vedly k podezieni na spoleény vyskyt mikroalbuminurie a zvy3eného
hsCRP, ktery byl difve pozorovan i jinymi autory (Pannacciulli, 2001 B). Proto jsme provedli
korelaci mezi primérem hodnot indexu albumin/kreatinin v moci u kazdého nemocného
a pramérem jeho sérovych koncentraci hsCRP, vysledek vSak predpokladanou korelaci
nepotvrdil. Tyto vysledky jsou limitovany rozsahem souboru a maji pouze orientaéni vyznam.
Jejich vypovédni hodnotu dale snizuje fakt, Ze odbéry po sobé nasledovaly s odstupem
nékolika mésici. Pies absenci korelace koncentraci hsCRP s dal§imi biochemickymi ukazateli
zavasnosti a rozsahu aterosklerotického postiZzeni nebo miry aktivity aterogeneze, oznacila
hodnota hsCRP pievy3ujici meze mirného rizika (aZ na jednu pacientku s ICHS) viechny
nemocné s jinym prokdzanym aterosklerotickym postizenim, neZ jsou asymtomatické
karoticke platy.

Hladiny sCD40L vysetiovaného souboru nemocnych byly vnormé a nelisily se
statisticky vyznamné od hladin sCD40L kontrolntho souboru, narozdil od dfive
publikovanych dat, kde nemocni s hypercholesterolemif méli 27x zvySenou hladinu sCD40L,
kterd klesla cca o 40% v souvislosti sléfbou statiny (Semb, 2003). Tento rozdil je
vysvétlitelny opét vlivem opakovanych LDL-aferéz a dlouhodobé medikace statiny. Ty
snizovaly hladinu sCD40L i v nékterych dalsich studiich (Kinlay, 2004, Malyszko, 2004).
Pokles hladiny CD40L po obou LDL-aferézach byl signifikantni a reprodukovatelny a mohl

byt mimo jiné projevem snizeni aktivity bungk imunitniho systému nasledkem eliminace
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aterogennich Einitelll bshem LDL-aferézy. V na§i studii byly vy33i koncentrace sCD40L
spojeny s vy$3 hladinou LDL-cholesterolu, ktery je znam aktivaci imunitniho déjir. CD40L je
povazovan za prostfedek Fidiciho vlivu T-lymfocyti na ostatni slozky zanétlivych procesi
v aterosklerotickém platu  (Mach, 1998). Lé&ba nemocnych s t&Zkou familidrni
hypercholesterolemii LDL-aferézou tedy pravdépodobné ucinné redukuje spoustéel faktory
aktivity aterogeneze. Vyznamna pfimé eliminace CD40L kolonami, stejné jako v piipadé
CRP, nebyla prokazana.

Sérové koncentrace neopterinu byly srovnatelné s kontrolnfm souborem zdravych
jedincd odpovidajictho v&ku a pohlavi. Vysvétleni je opdt stejné, jako u pfedchozich
parametri — pravidelnd 1é6¢ba LDL-aferézou a statiny eliminuje vliv vysokych hladin lipidi,
tentokrat na aktivaci makrofagl. Jednotlivda LDI.-aferéza neméla pfimy vliv na sérové
koncentrace neopterinu, méfené ihned po jejim dokonceni. To viak jeste€ nevyluCuje jeji vliv
na monocyto—makrofagovy systém, jchoz aktivitu koncentrace neopterinu odrazi. CtyH
hodiny trvéni LDL-aferézy nemusi byt doba dostateénd k pozorovani téchto zmén. AvSak ani
vysledky vySetfovani neopterinu v mo¢i nenasveédéuji tomu, Ze jednotlivd LDL-aferéza
aktualni produkci neopterinu vyznamné snizuje, nebot pokles indexu neopterin/kreatinin
v moéi vefer po aferéze souvisel pfedeviim s diurnalnim rytmem vyluCovani neopterinu
a pokles druhy den po aferéze jiZ nebyl statisticky signifikantni (viz kapitola Neopterin v moci
a mikroalbuminurie u nemocnych lécenych LDL-aferézou). Na zéklad¢ absence zmén
neopterinu v séru po LDL-aferéze a také v plazmé pfed a za kolonou a pied a za filtrem
mbZeme vyloudit vyznamnou eliminaci neopterinu v médiich, kterd by mohla byt jednou
z pricin ve&erniho poklesu koncentrace moéového neopterinu po LDL-aferéze, popsaného ve
vySe jmenované kapitole. Oproti sérovému neopterinu, neopterin v moc¢i byl u stejného
souboru nemocnych zvySen ve srovnani se zdravymi jedinci. Moznych vysvétleni je nékolik.
V prvni fadé mohou byt vysledky ovlivnény omezenym rozsahem souboru nemocnych.
Vzorky dale nebyly odebrany ve stejnou dobu, ale s odstupem né&kolika mésicii, cozZ kromé
nestejnych podminek mohlo zplsobit i sniZeni aktivity makrofagl nasledkem stabilizace
nemocnych LDL-aferézou v dobé odbérd krve k vydetieni sérovych hladin. Pokles hladin
neopterinu b&hem dlouhodobé 1é¢by extrakorporalni eliminaci LDL-cholesterolu byl jiZ dffve
popsan (Vrecko, 1999). Nelze také vyloudit, Ze pifi dobré funkci ledvin miZe byt zvySena
produkce neopterinu eliminovéna mo¢i a nemusi dojit k elevaci jeho hladin v krvi. Ve vySe
zminéné studii byly prokazany - narozdil od naseho pozorovéni - zvySené sérové hladiny
neopterinu u 30 nemocnych sriiznymi formami aterosklerotického postiZeni, 1¢€enych

metodon HELP, a dale signifikantni pokles hladin neopterinu po aferéze (Vrecko, 1999).
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hsCRP, CD40L, sérovy neopterin a endoglin

Ditvodem odlignych vysledkii miZe byt jiné spektrum nemocnych, kteff narozdil od naSich
pacienti méli vstupni hladinu neopterinu zvySenou. Pfesnd délka 1éCby extrakorpordlni
eliminaci LDL-cholesterolu nebyla uvedena. Neprokazali jsme korelaci s€rového neopterinu
s fibrinogenem, popsanou v téZe studii. Kromé nasf prace se jedné o jedinou studii zabyvajici
se sledovanim zmén koncentraci sérového a modového neopterinu u nemocnych lé€enych
extrakorporalni eliminaci LDL-cholesterolu, v tomto pfipadé metodou HELP.

Endoglin, ukazatel aktivace nebo poskozeni/reparace endotelu (Li C., 2000), byl
v séru nemocnych 1é¢enych LDL-aferézou statisticky signifikantné zvySen oproti hladindm
zdravych jedincG. Toto zvySeni ukazuje na postiZeni a zvySenou aktivitu predevSim
endotelidiniho systému u vySetfovanych pacientd. LDL-aferéza vedla k normalizaci hladin
endoglinu. Na poklesu koncentrace endoglinu po LDL- aferéze se mize mimo jiné podilet
omezeni aktivity endotelu vlivem eliminace plsobeni{ aterogennich Ciniteld. Eliminace

endoglinu kolonami, stejné tak jako u pfedchozich parametri, nebyla prokéazana.

3.5.2.3.5. Zaveér

Priimémé koncentrace hsCRP, sCD40L a neopterinu se nelifily od koncentraci
zdravych jedincd. Vysvétlenim mdze byt dlouhodoby piiznivy vliv LDL-aferéz a 1é¢by
statiny. Zvy$end hladina endoglinu oproti kontrolnimu souboru miZe byt znamkou
pietrvavajici aktivace/postizeni endotelu a LDL-aferéza vedla k jeji normalizaci. Nemocni
s t&78{ hypercholesterolemii méli vy3¥ hladiny sCD40L, ktery je nastrojem fidiciho viivu T-
lymfocytdi na proces aterogeneze. Reprodukovatelny pokles koncentraci CRP, sCD40L a
solubilniho endoglinu jako imunologicky aktivnich molekul po LDL-aferéze muiZe byt
Sastednd ndasledkem sniZeni aktivity imunitnfho systému vlivem eliminace aterogennich
Cinjteld a zaroven miZe vést k alespoii kratkodobému a d&asteCnému omezeni jejich
prozanétlivé aktivity. Na poklesu se podili nafedéni pacientova obéhu pfi LDL-aferéze.
Meéfenim hladin pied a po vystupu z eliminaéniho média jsme neprokazali eliminaci CRP,
CD40L, neopterinu ani endoglinu v kolonach ani filtrech, i kdyZ mirny vliv na pokles
plazmatickych hladin nelze touto metodou zcela vyloudit. Sérova koncentrace neopterinu
nebyla jednotlivou LDL-aferézou vyznamné ovlivnéna. Nedochdzi tak k omezeni jeho
pfiznivého antioxidaéntho vlivu. VySetfeni hsCRP pfispélo k ur€eni individudlniho rizika
nemocnych. Jeho zmény z dlouhodobého hlediska by se mohly stat ukazatelem ucinnosti

lé¢by LDL-aferézou.
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SpInéni cild a zavér

Soubor 1000 procedur imunoadsorpce kolonami LDL-Lipopak u 9 pacientil je ve
svétovém méfitku pravdépodobné nejrozséhlejdim z publikovanych souborf, uZivajicich
tento typ adsorbentu. Nade pracovisté je jediné v Ceské republice, které v soudasné dobé
provadi nékterou ze selektivnich metod extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu, ktera je
pro nemocné s &zkymi formami dyslipidemie Zivot zachranujicim postupem. Pfesto, Ze LDL-
aferéza je metodou, kterd je v zahrani¢i 1éta provozovana, byla modifikovana nasi vyzkumnou
skupinou, a to zejména po technické strance. Pfikladem je origindlni patentované zafizeni
k odstraniovani vzduchu z adsorpéni kolony, které zlepSuje bezpecnost a komfort nemocnych
a usnadnuje praci personalu.

Vyhodnocenim 1000 provedenych LDL-aferéz jsme specifikovali n€které technické
parametry LDL-aferéz, jako jsou mmno7stvi zpracované plazmy, pritoky pfistroji a spotfeba
roztoku citratu apod.

Prokdzali jsme, Ze nade modifikace imunoadsorpee LDL-astic ucinné a selektivné
eliminuje LDL-cholesterol a Lp(a). Zmény dalsich vySetfovanych laboratornich ukazateld,
kromé& poklesu hemoglobinu a hematokritu, které mohou z dlouhodobého hilediska vést
k sideropenii, nemaji zasadni klinicky vyznam.

Na zdkladé klinického pozorovani nemocnych a vyhodnoceni nezidoucich G¢inkh
LDL-aferéz byly provedeny technické {ipravy zafizeni za G¢elem zlepsit komfort nemocnych
a byla doporu¢ena maximalni délka procedury sohledem na tnosnost procedury pro
nemocné. [ pies nespornou technickou naro¢nost, spoéivajici v souéinnosti separatoru
krevnich télisek a sekundarniho pfistroje, zajistujictho imunoadsorpei LDL-¢astic z plazmy,
je LDL-aferéza v rukou zkudeného personalu bezpetnou metodou s minimem technickych
komplikaci a limitovanym vyskytem neZadoucich G¢inkd pevazné mirného charakteru. Tento
predpoklad umozituje dodrZeni rozsahu i frekvence jednotlivych procedur LDL-aferézy, které
je zékladni podminkou uspéchu 1égby. Vyhodou imunoadsorpce oproti jinym metodam
extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu je kromé specificity adsorpce také téméef
neomezend eliminacni kapacita systému, dana moZnosti stfidavé uZivat dvé imunoadsorpén
kolony. Hlavni nevyhodou stale ziistava vysoka cena imunoadsorpénich kolon a cena vykonl.

Prokézali jsme, e kolony LDL-Lipopak jsou z dlouhodobého hlediska spolehlivym
a bezpednym typem adsorbentd s relativng stabilni efektivitou i selektivitou imunoadsorpce
v pribéhu uzivani. Tento nalez je jak z hlediska vySetfovaného objektu, tak i z hlediska
pouZité metodiky unikdini a ziskané vysledky slouzily vdal$im vyzkumu pii vyvoji

potitadového programu uréeného k optimalizaci objemi plazmy, zpracovanych stiidajicimi se

109



Spinéni cilti a zavér

kolonami. Program byl vyvinut v ramci vyzkumného projektu IGA MZ CR NB/7006-3, jeho
byla autorka této disertace spolufesitelkou.

Z kratkodobého hlediska byl zhodnocen vliv jednotlivych procedur LDL-aferézy na
vybrané ukazatele aktivity nékterych &initeldi, Glastnicich se procesd aterogeneze, zhodnocen
jejich vztah ke zménam koncentraci lipoproteinti béhem LDL-aferézy i jejich vztahy k sobé
navzajem. 7 té€chto vysledki jsou opét nékteré unikatni.

Ve sv8tovém méfitku byla poprvé byla hodnocena dynamika selektinovych adheznich
molekul b&hem imunoadsorpce LDL-cholesterolu. Dynamika MCP-1 nebyla popséna ani
u Zadné jiné z metod extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu, stejné tak jako dynamika
CD40L a solubilniho endoglinu. Poprvé byl vySetfovan viiv LDL-imuncadsorpce na
koncentrace neopterinu v mo&i a séru a na mikrovaskularni permeabilitu pro albumin.

Poprvé byly hodnoceny také adsorpCni viastnosti kolon LDL-Lipopak ve smyslu
eliminace jednotlivych vySetfovanych moiekul kolonami.

Zavérem lze fici, Ze LDL-aferéza ma kromé vyznamuné piimé redukce LDL-
cholesterolu a Lp(a) i dalsi ,,pleotropni“ udinky, které se mohou podilet na omezeni aktivity
procesii aterogeneze a vést ke zlepSeni klinického stavu nemocnych. Pfikladem je redukce
hladin p¥imych Gastnikti aterogenetickych pochodi, jako jsou selektinové adhezni molekuly,
MCP-1, endoglin, CD40L a CRP nebo zlepieni rheologickych vlastnosti krve mimo jiné
nasledkem poklesu viskozity krve. Pfiiny poklesu koncentraci tchto parametrii jsou
multifaktoridlni, sudasti diluce ob&hu nemocného, v nékterych plipadech vyznamné
eliminace molekul v imunoadsorpéni kolon& a/nebo nasledkem omezeni jejich produkce nebo
urychlenym odbouravanim.

Vzhledem k vysoké specificité eliminace molekul obsahujicich apoBige odrazi LDL-
imunoadsorpce zmény aktivity zanétlivych pochodl vyvolané samotnym poklesem LDIL-
cholesterolu pravdépodobné nejselektivngji ze vSech extrakorporalnich metod eliminace
LDL-cholesterolu. V eliminaci dal§ich G&astniki zanétlivych dé&ju je viak také pravdépodobné
nejméné Ginna.

Cile prace byly zcela splnény. Byly ziskany nékieré unikatni vysledky, uvedené vyde.
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ACEI = inhibitor angiotensin konvertujiciho enzymu

ALT = alaninaminotransferdza

apoB oo = apoliporotein Bygp

apoAl = apolipoprotein Al

AST = aspartataminotransferaza,

BMI = body mass index

CD40L = CD40 ligand, znamy téZ jako CD154, TRAP (ITNF-Related Activation Protein)

nebo TBAM (T-cells B-cell activationg molecule)

CMP = cévni mozkova pithoda

CRP = C-reaktivni protein

DALI = Direct Adsorption of Lipids - ptima adsorpce lipoproteini pomoci
hemoperfuze, LDL-hemoperfuze

DFPP = double filtration plasmapheresis - dvojita filtraéni plazmaferéza

DSA = adsorpece na dextransulfat

ELAM-1 = endotelial leukocyte adhesion molecule-1 = E-selektin

FCH = familidarni kombinovana hyperlipidemie

FDA= Food and Drug Administration

FH = familiarni hypercholesterolemie

HDL = high density lipoprotein, lipoprotein o vysoké hustoté

HELP = Heparin Induced Extracorporeal LDL Precipitation - heparinem navozena
extrakorporalni precipitace LDL-~cholesterolu

HMG-CoA reduktdza = hydroxymetyl-glutaryl-coenzym A reduktdza

hsCRP = high sensitivity C-reaktivni protein (CRP stanoveny vysoce senzitivni metodou)

IA = imunoadsorpce

ICAM-1 = intracellular adhesion molecule-1

IDL = intermedial density lipoproteins, lipoproteiny o stfedni hustoté

ICHDK = ischemicka choroba dolnich kondetin

ICHS = ischemicka choroba srde¢ni

INF-y = interferon-y

IM = infarkt myokardu

IL-1 = interleukin-1

IL-4 = interleukin-4
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LCAT = lecitin-cholesterol-acyltransferaza

LDL = low density lipoprotein, lipoprotein o nizké hustote

Lp(a) = lipoprotein (a)

MCP-1 = monocytic chemoattractant protein-1, monocytarni chemotakticky protein-1
M-CSF = macrophage colony stimulating factor, faktor stimulujici makrofagy

MCV = stfedni objem erytrocytu

MDF = membrane differential filtraton, membranové diferencialni filtrace

NCEP = Narodni cholesterolovy edukaéni program, National Cholesterol Education Program
non-HDL = non-HD-cholesterol

PAI-1 = plasminogen activator inhibitor-1, inhibitor tkafiového aktivatoru plazminogenu-1
PDGF = platelet derived growth factor

PSGL-1= P-selectin Glycoprotein Ligand-1

RNA = ribouicleic acid, riboniklerova kyselina

sCD40L = solubilni CD40 ligand

sE-selektinu = solubilni forma E-selektinu v plazmé, solubilni E-selektin

SIRS = Systemic Inflammatory Respdnse Syndrome, syndrom systémové zanétlivé odpovédi
sP-selektin solubilni forma P-selektinu v plazmé, solubilni P-gelektin

sMCP-1 solubilni forma MCP-1 v plazmé, solubilni MCP-1

TAG = triacylglyceridy

TC = celkovy cholesterol

TCDD = tetrachlorodibenzodioxin

TGFB = transforming growth factor 3

TNF-a = tumor necrosis factor-o

t-PA = tkafiovy aktivator plazminogenu

VCAM-1 = vascular cellular adhesion molecule-1

VLDL = very low density lipoprotein, lipoprotein o velmi nizké hustoté

vWF = von Willebrandtv faktor
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