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SQUHRN

LDL-aferéza je metoda extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu, ktery je mimo
jiné p¥fmym aktivatorem z4n&tlivych procest aterogeneze. Prace je rozdélena do dvou &asti.

1. CILEM PRVNI CASTI PRACE bylo zhodnotit 1000 procedur LDL-aferéz metodou
imunoadsorpce u 9 pacientd s tézkou formou familiarnich poruch metabolismu lipidd, 5 muZi
a 4 Zen, medidn véku 57 (19 - 61) let. UZivali jsme separatory krevnich t&lisek Cobe Spectra
(COBE BCT, USA), adsorp&né-desorpéni automat ADA nebo Adasorb (Medicap, Némecko)
a imunoadsorpéni kolony LDL-Lipopak (Pocard, Rusko). Pred kaZdou LDL-aferézou a tésné
po ni byly stanovovany sérové hladiny lipidd a dalSich parametrii. V¥sledky: Medidn celkové
doby 168by LDL-aferézami byl 6,7 (rozmezi 2,9 - 8,5) let, median intervalu mezi procedurami
byl 17 (4 — 294) dni, u homozygoti familiarni hypercholesterolemie 14 dni. Median trvani
jedné procedury byl 3,8 (1,0 - 5,6) h. Medidn mnoZstvi zpracované plazmy byl 7000 ml, tj.
99 (15 - 156) ml/kg véhy pacienta. Medidn pritoku krve primérnim pfistrojem byl
70,0 (45,0 — 70,0) ml/min., pritoku plazmy 34,5 (20,3 - 38,2) ml/min. Medidn poklesu
celkového cholesterolu po LDL-aferéze (v procentech preaferetické hodnoty) byl 70%, LDL-
cholesterolu 86%, Lp(a) 74%, HDL-cholesterolu 26%, triacylglyceridit 59%; hemoglobin
i hematokrit klesl o 7%, trombocyty o 9%, viskozita plazmy o 15%. Bylo provedeno 49
(11-109) LDL-aferéz na jeden pér kolon. Median doby uZivani jednoho paru kolon byl 2,6 let.
Regresni analyzou jsme neprokdzali pokles efektivity ani selektivity imunoadsorpce
v zévislosti na pottu provedenych vykoni. NeZzidouci Gdinky LDL-aferézy byly mimé
a nezdvazné a jednalo se o projevy citratové toxicity a vazo-vagélni ptihody. Byl vyvinut
systém na odsavani vzduchu z imunoadsorp&nich kolon. ZAVER: Nafe modifikace LDL-
aferézy na principu imunoadsorpce je G¢innd, selektivni a bezpedna. Kolony LDL-Lipopak
jsou z dlouhodobého hlediska spolehlivym typem adsorbentfi. Doporuenim je nepfesahovat
&tyfi hodiny trvani LDL-aferézy.

2. VE DRUHE CASTI PRACE byl hodnocen vliv dvou po sob& nésledujicich LDL-aferéz
na hladiny nékterych ukazateli aktivity aterogeneze.

a) Solubilni P- a E-selektin a monocytdrni chemotakticky protein-1 (MCP-1).
Vysledky:U vySe popsaného souboru byl po LDL-aferéze zjistén signifikantnf
reprodukovatelny  pokles zvySenych hladin  P-selektinu, ukazatele endotelidini
(a trombocytarni) aktivace (medidn poklesu: o 31% a 30%) a pokles normalnich hladin MCP-
1 (0 22% a 41%). Hladiny E-selektinu, specifického ukazatele aktivace endotelu, byly téz
v normé, ale nebyly LDL-aferézou signifikantng ovlivnény. Na poklesu MCP-1 se podilela
piedevsim jeho nespecifickd vazba v kolon&, prokizand poklesem hladin v plazmé vytékajici
z kolony oproti hladindm v plazmé do kolony pfitékajici. Adsorpce P- a E-selektinu kolonami
prokazéna nebyla. Zavér: poprvé v literatufe byl hodnocen vliv LDL-imunoadsorpce na
hladiny t¥chto parametrii a posouzena jejich eliminace imunoadsorpénimi kolonami.

b) Mikroalbuminurie a neopterin vmoéi: U souboru 10 nemocnych s t&Zkou
familidrni dyslipidemif (6 muZi a 4 Zen, medidn v&ku 48 let, rozmezi 19 - 61 let), 1é8enych
LDL-imunoadsorpci (n=8) nebo filtratni metodoli (n=2) s uZitim filtrd Evaflux 4A (Kuraray,
Japonsko) byla mezi dv8ma LDL-aferézami sledovina mikroalbuminurie, ukazatel
mikrovaskuldrni dysfunkce, a neopterin v modi, ukazatel aktivity monocyto-makrofdgového
systému. Vysledky: Index neopterin/kreatinin v mo&i nemocnych byl oproti kontrolnimu
souboru zvySen a veter po LDL-aferéze signifikantng poklesl (p=0,006), velikost poklesu
korelovala signifikantng negativng s preaferetickou hladinou celkového a LDL-cholesterolu
a s jejich poklesem po LDL-aferéze. Ranni hodnoty mo&ového neopterinu nebyly LDL-
aferézou signifikantné ovlivnény, stejng tak jako moSové vyluSovéni albuminu. Index
albumin/kreatinin statisticky vyznamné& koreloval s hladinou celkového a LDL-cholesterolu
a neopterinu veder po LDL-aferéze. Zavér: Poprvé v literatufe byl hodnocen vliv LDL-



imunoadsorpce na moové vyludovani neopterinu a albuminu. Pokles neopterinu v mod&i veler
po aferéze je v souladu s diurndlnim rytmem vyluCovani neopterinu a byl mén& vyjadien
u nemocnych s 1828 hypercholesterolemii, u kterych je aktivita monocyto-makrofagového
systému pravdépodobné obtizngji ovlivnitelnd LDL-aferézou a/nebo jsou u t€chto nemocnych
z0Zeny variace diurndlniho rytmu vylu€ovani neopterinu, pravd&podobnd nasledkem zvysené
bazalni monocytarni aktivity pochézejici z aterosklerotickych platl. Vysledky ukazuji na
spojitost mezi mikrovaskuldrnim postiZenim, aktivitou monocyto-makrofigového systému
a tiZ{ hypercholesterolemie.

¢) C-reaktivni protein (CRP), sérovy neopterin, endoglin a CD40 ligand (CD40L).
U téhoZ souboru v jiné dob¥ byl po LDL-aferéze pozorovin vyznamny reprodukovatelny
pokles normélnich sérovych hladin vysoce senzitivni metou stanoveného CRP (median
poklesu: 0 34% a 40%), CD40L (o 40% a 38 %) a zvySenych hladin endoglinu (o 26%
a 21%). Sérova koncenirace neopterinu byla v normé a nebyla LDL-aferézou ovlivnéna.
Nebyla prokazana eliminace téchto molekul kolonami ani filtry. Hladina CD40L korelovala
s hladinami celkového (rs = 0,721, p = 0,016) a LDL-cholesterolu (r; = 0,818, p = 0,002).
Zavér: Bylo provedeno origindlni sledovani dynamiky CD40L (prostfednika vlivu T-
fymfocyti na zan&tlivé procesy) a endoglinu (ukazatele aktivity a postiZeni endotelu)
u extrakorpordlni eliminace LDL-cholesterolu, popsén vliv LDL-imunoadsorpce na hladiny
sérového neopterinu a CRP a hodnocena eliminace téchto molekul kolonami a filtry.

ZAVER K DRUHE CASTI PRACE: Zvy$ené hladiny n&kterych vySe uvedenych parametrit
ukazuji na aktivitu aterogenetickych dé&jli, nebot u nemocnych nebyla prokdzana jina
zanétliva choroba. Pokles vySe jmenovanych parametrit po LDL-aferéze je multifaktoriaini,
s podilem diluce ob&hu nemocného, v né&kterych piipadech vyznamnou vazbou molekul v
kolon& a pravd&podobng jejich sniZenou produkei a/nebo zvySenou eliminaci v diisledku
eliminace aterogennich &initelti, pfedev§im LDL-cholesterolu. Nezavisle na p¥i¢ing, redukce
hladin t&chto imunologicky aktivnich molekul pfispivé k pfiznivym G€inkiim LDL-aferézy na
aterogenezi. )

SUMMARY

LDL-apheresis is a method of extracorporeal elimination of LDL-cholesterol. LDL~
cholesterol is known to activate inflammatory processes leading to atherosclerosis. The study
was divided into two parts. THE AIM OF THE FIRST PART was to evaluate 1000 LDL-apheresis
procedures based on immunoadsorption in 9 patients (median age was 57, range 19-61 years)
with severe familial hyperlipidemia refractory to conventional treatment. Blood cells
separators Cobe Spectra (COBE BCT, USA) were used to separate patients’ plasma.
Immunoadsorption was performed by means of ADA or Adasorb (Medicap, Germany) and
columns LDL-Lipopak (Pocard Ltd., Russia). Before and immediately after the procedure,
blood samples were taken and serum levels of lipoproteins and some other parameters were
tested. Results: Median of the treatment duration was 6,7 (range 2,9 - 8,5) years, median
interval between two apheresis procedures was 17 (4 — 294) days, in familial
hypercholesterolemia homozygots 14 days. One procedure took 3,8 (1,0 - 5,6) hours. Median
volume of processed plasma was 7000 ml, i.e. 99 (15 - 156) ml/kg of body weight. Median
blood flow 70,0 (45,0 — 70,0) ml/min., median plasma flow was 34,5 (20,3 - 38,2) ml/min.
Median total cholesterol decrease was 70 %, LDL-cholesterol 86%, Lp(a) 74%, HDL-
cholesterol 26%, iriacylglycerides 59%, both hemoglobin and hematocrite 7%, thrombocytes
9%, plasma viscosity 15% after one procedure. Median number of procedures performed per
one pair of columns was 49 (11-109) and one pair of columns was used 2,6 years. The adverse
events were mostly mild and represented by vaso-vagal events and manifestation of citrate
related toxicity. The selectivity and efficiency of immunoadsorption did not change during the
usage of columns. The new air removing system from columns was developed. CONCLUSION:
Our modification of LDL-immunoadsorption is effective, selective and safe. According to our



experience, LDL-apheresis procedures should not take more than 4 hours. The quality of
columns LDL-Lipopak is stable during the treatment.

IN THE SECOND PART OF THIS STUDY, the effect of two. consecutive LDL-apheresis
procedures on selected indicators of atherogenesis activity was tested.

a)Soluble P- and E-selectin and monocytic chemoattractant protein-1 (MCP-1)
levels. Results: In the group of patients described above, a significant (p < 0,05) decrease of
elevated serum P-selectin levels (median 31% a 30%), a marker of endothelial (and
thrombocyte) activity, and of normal levels of MCP-1 (median 22% a 41%) were observed.
Levels of E-selectin, a specific marker of endothelium activation, were not elevated and did
not change after the LDL-apheresis. MCP-1 was adsorbed in columns. Conclusion: For the
first time, the effect of LDL-immunoadsorption on P- and E-selectin and MCP-1 levels was
described. Elimination of those molecules by columns was evaluated.

b)Urinary neopterin and microalbuminuria. In 10 patients with severe dyslipidemia
(median age 48 years, range 19-61 years), treated with LDL-immunoadsorption (n=8) or
plasma filtration (n=2) using filters Evaftux 4A (Kuraray, Japan), levels of urinary neopterin,
a specific marker of macrophage activation, and microalbuminuria, an indicator of
generalized vascular dysfunction, were investigated between two LDL-apheresis procedures.
Results: No significant changes of the urinary neopterin levels and microalbuminuria were
observed, except a significant (p < 0.006) decrease of urinary neopterin/creatinine ratio in the
evening after the LDL-apheresis. This decrease showed significant negative correlation with
the pre-apheretic levels of total and LDL-cholesterol and with their decrease after the
apheresis (p < 0.05). Microalbuminuria correlated positively with total and LDL-cholesterol
levels before the apheresis and with the evening urinary neopterin/creatinine ratio after the
apheresis. Conclusion: A single LDL-apheresis procedure did not significantly affect
microalbuminuria. The decrease of urinary neopterin in the evening after the apheresis
corresponds with the diurnal rhythm of neopterin excretion and was less pronounced in
patients with more severe hypercholesterolemia, probably because their macrophage activity
was less influenced by LDL-apheresis, and possibly because of narrowing of circadian
variation of neopterin excretion as a result of elevated basal neopterin production from
atherosclerotic plaques. The correlations between microalbuminuria, neopterin and pre-
apheretic cholesterol concentrations indicate a possible connection between microvascular
dysfunction, macrophage activity and severity of hypercholesterolemia.

¢)C-reactive protein (CRP), serum neopterin, CD40 ligand (CD40L) and soluble -
endoglin. Results: In the other study but in the identical group of patients, a significant
decrease (p <0,05) of normal levels of high-sensitivity CRP (median decrease 34% and 40%)
CD40L, a mediator of T-lymphocyte effect on inflammatory process (40% and 38 %) and
decrease of elevated levels of endoglin, a marker of endothelial activation and/or damage
(26% and 21%) were observed after LDL-apheresis, in contrast to serum neopterin level,
which was normal and did not change. CD40L level correlated with total (r, = 0,721,
p = 0,016) and LDL~cholesterol (r; = 0,818, p = 0,002). Conclusion: Original observation of
CD40L and endoglin levels in extracorporeal LDL-elimination was performed. Serum
neopterin was for the first time evaluated in the case of LDL-immunoadsorption. Elimination
of those molecules by columns and filters was tested.

CONCLUSION OF THE SECOND PART OF THE STUDY: Elevated levels of parameters
described above reflect the presence of atherosclerosis, since other disorders, known to
elevate these markers, were excluded. The decrease afier LDL-apheresis was partly caused by
hemodilution. MCP-1 was adsorbed in columns, elimination of other molecules was not
proved. The possible role of the decreased production or increased degradation of these
molecules was not quantified. Despite the cause, the decrease of these immunologicaly active
molecules may contribute to the positive effect of LDL-apheresis on atherogenesis.



1. Uvod

LDL-aferéza je metoda slouZici k extrakorporalnf eliminaci lipoproteinii o nizké
hustoté (low-density lipoproteins, LDL) u pacientii se zdvaZnou hypercholesterolemii, ktera je
rezistentni na farmakoterapii a dietnf opatfeni. Jednd se zpravidla o nemocné s t&zkymi
formami geneticky podminéngch defekti metabolismu lipidG, jako je familidrni
hypercholesterolemie (FH) a familidrnf kombinovana hyperlipidemie (FCH).

U heterozygotnich jedinch FH je zdkladem 1é8by dieta, reZimova opatieni
a medikament6zni terapie, kterd je G¢innd u vice nez 95% pfipadt. U homozygotni formy FH
se ischemickd choroba srdeéni (ICHS) vyskytuje jiz v détstvi a &asto vede ke smrti do
20. roku Zivota. Konzervativni létba selhdva a dlouhodoba pravidelna extrakorpordini
eliminace LDL-cholesterolu je pro tyto pacienty Zivot zachrafiujicim postupem. Léba FCH
spolivad v dietnich a reZimovych opatfenich a medikament6ézni terapii. Extrakorporalni
eliminace LDL-cholesterolu je nutnd jen ziidka (Borberg, 1997, Goldstein, 2001, Rader,
2003) -

1.1. Metody extrakorporilni eliminace LDIL~cholesterolu uZivané v soucasnosti

Nézev LDL-aferéza byl poprvé uZit profesorem Borbergem jako pojmenovéni pro
specifickou eliminaci LDL-cholesterolu na podkladé imunoadsorpce. V tomto smyslu je
nazev stale uZivan n&kterymi autory (Borberg, 1997, Bldha, 2003). V literatufe se viak
miiZzeme Sim dal vice setkdvat s timto ndzvem ve smysln oznadujicim vSechny vice-mén&
selektivni extrakorporalni metody odstratiujici LDL-cholesterol (viz niZe). Vzhledem k tomu,
%e selektivni metody extrakorpordlni eliminace LDL-cholesterolu jsou v Ceské republice
v soudasnosti providény pouze na naSem pracovisti, spektrum nemocnych je velmi omezené
a detaily této problematiky se tykaji relativné Gizkého okruhu odbornikil, nemaji n&které
metody a jejich modifikace zavedeny esky nazev.

Plazmaferéza byla prvnf metodou uZitou k extrakorporalni eliminaci cholesterolu. Jeji
nevyhodou je nesclektivita eliminace, a proto se stala vychodiskem pro vyvoj selektivnich
metod, které jsou, az na vyjimky, zaloZeny na dal§im zpracovani pfedem oddglené plazmy.
Imunoadsorpce LDI-cholesterolu (IA, LDL-imunoadsorpce) je nejstarsi ze selektivnich
metod. VyuZiva interakci polyklondlnich protilatek namifenych proti antigennim strukturdm
apolipoproteinu Bioo (apoBioeo) (Borberg, 1988). K dispozici jsou napiiklad kolony Therasorb
firmy Baxter (Unterschleissheim, N¢mecko) nebo LDL-Lipopak, Pocard Ltd. (Moskva,
Rusko). Adsorpce na dextransulfat (DSA, kolony Liposorber L, firma Kaneka, Osaka,
Japonsko) pracuje na principu elektrostatické interakce mezi kladoym ndbojem apoBje a
zépornym ndbojem Fet®zel dextransulfstu. Heparinem navozend extrakorporalni
precipitace LDL-cholesteroln (Heparin Induced Extracorporeal LDL Precipitation;
HELP, firma B. Braun, Melsungen, Némecko) spo¢iva v elektrostatické interakci mezi
heparinem a apoBigo pii sniZeném pH, které zvySuje podet kladngch ndboji v molekule
apoBigo a usnadiiuje precipitaci s heparinem. Metody zaloZené na filtraci &4stic z plazmy,
nazyvané v anglosaské literatufe souhmné ,secondary membrane plasma fractionation®,
odstrafiuji z plazmy vysokomolekuldrni proteiny pomoci zafazeni sekundérniho filtru.
Selektivita filtrace z4visi na fyzikalnich vlastnostech pouZitého filtru, pfedevim na velikosti
jeho pért. Krom& LDL-&stic jsou eliminovany i dal$i makromolekuly, jako je fibrinogen,
imunoglobuliny atd. Vysledkem je ziep3eni rheologickych vlastnosti krve, které lze vyuZit
také u riiznych poruch mikrocirkulace (Klingel, 2000, Siami, 2001). V pfipadd uZiti
priméarniho p¥istroje, ktery pracuje na principu filtrace, jsou modifikace této metody nazyvany
dvojita filtradni plazmaferéza (double filtration plasmapheresis, DFPP), kaskidova
filtrace, rheoferéza, necbo membrinova diferencidlni filtrace (membrane differential
Sfiltration, MDF) (Klingel, 2000). V piipad€ uZiti primarniho pfistroje, ktery odd&luje plazmu
na principu centrifugace, je ve svétové literatufe n&kdy uZivén nazev ,plasma fractionation*



(Siami, 2001). PFima adsorpce lipoproteinii z plné krve (LDL-hemoperfuze) uZiva
nehemolytického adsorbentu, akrylity vazaného na polyakrylamid, ktery umoziluje perfuzi
kolony plnou krvi, coZ zjednoduuje technické provedeni. Piikladem je systém DALI (Direct
Adsorption of Lipids firmy Fresenius, St. Wendel, Némecko) (Bosch, 2000).

1.2. U&inky l6¢by LDL-aferézou

Neékterd data ukazuji, Ze IA, DSA a HELP jsou metody srovnatelnd u&inné ve
sniZovéni LDL-~cholesterolu s primémou redukei o 62 %, 65 %, resp. 59 % p¥i jedné
procedufe (Richter, 1999). Podle jiné studie jsou IA a DSA stejn& i¢inné a ob& mirné
ucinn&jsi nez DALI — snizuji LDL—cholesterol o 82 % resp. 84 % oproti 77 % u DALI
(Schmaldienst, 2000). MDF redukuje LDL~cholesterol o 56-61% (Julius, 2002).

LDL-aferéza vede k navozeni ustdleného stavu, charakterizovaného rovnovéhou mezi
syntézou a odstrafiovanim cholesterolu. Pravidelné procedury vedou ke zpomaleni nebo
zastaveni progrese & dokonce k regresi aterosklerotickych plati a k redukci podtu
koronérnich piihod a rizika smrti na ICHS (Borberg, 1997, Mabuchi, 1998, Matsuzaki, 2002).

1.3. Vedlejsi vidinky 1é¢by LD1-aferézou

LDL-aferéza patii mezi technicky nejsloZit€jsi a asové naroéné hemaferetické
procedury. LDL-aferézu je tfeba pravidelnd a dlouhodob® (vétiinou celoZivotng) opakovat.
Proto Cetnost a tiZze vedlejSich u&inkd, vedouci k preddasnému ukondovani LDL-aferéz nebo
prodluZovan{ intervalu mezi nimi ovliviiujf ve svém désledku i klinicky efekt 16&by.

Mezi nejlastéjsi neZidouci Ginky hemaferéz pat¥i pfiznaky citratové toxicity. Roztok
citratu je aplikovin za GiSelem zajistit regiondlni antikoagulaci potfebnou k zamezeni tvorby
trombd v pristroji. Je pfidavan ke krvi pacienta a po pasaZi pfistrojem se dostava do jeho
ob&hu. Pfsun citratu k nemocnému zavisi na priitoku krve plistrojem a poméru pfidavaného
roztoku citrdtu k pacientov& krvi. Tvorbou komplexit s ionty kalcia piisobi citrat pokles
ionizovaného kalcia v plazm&. V organismu je citrit rychle redistribuovan a cestou cyklu
trikarboxylovych kyselin metabolizovdn na bikarbonat. Nésledkem odbourani citratu se do
krve op&t uvoliiuje ionizovans kalcium, takZe pti b&Zném dévkovéani nedochézi k vyznamné
systémové antikoagulaci (Simon 1997).

V pritbéhu hemaferéz dochézi k individualng variabilnimu poklesu krevniho tlaku,
ktery v zdvislosti na velikosti poklesu a vnimavosti pacienta mii¥e byt zcela bez p¥iznakii
nebo vyvolat pocit nevolnosti a mdlob a nebo vyjime&ng vyistit v kritkodobé bezvidomi.
Zavazné, aZ Zivot ohroZujici jsou anafylakioidni reakce, popsané predeviim
u  dextransulfitovych adsorbentt v souvislosti s medikaci inhibitory angiotensin
konvertujiciho enzymu (Agishi, 1994). Mezi dal3i vedlej§i G8inky hemaferéz pati{ alergické
a pyretické reakce, projevy pretiZzeni tekutinami, vzduchova embolie, minerdlové dysbalance,
hemolyza, obtiZe se zavedenim Zilnich vstupi a jejich komplikace (Borberg, 1997).

1.4. Dynamika a vzijemné vztahy nékterych ukazatelii aktivity aterogeneze

u nemocnych iééenych LDL-aferézou

Pacienti pocit'uji tistup ischemickych obtiZi Sasto ji% po n&kolika I.DL-aferézdch a pfi
dlouhodobé 1€bé byva klinické zlepSeni vyrazn&j¥f, neZ by odpovidalo zménim
angiografickych nélezi. Jak bude popsano niZe, LDL-cholesterol ma fadu G&ink na aktivaci
pochodii inicidlni i nisledné fize aterogeneze. MoZnym vysvétlenim, krom& zlep¥enf
theologickych vlastnosti krve, je stabilizace ateromatéznich plath diky sni¥eni patologické
aktivace endotelu, destidek a monocytd, to vie nésledkem eliminace aterogennich &initelf,
zvla§tE zvysenych hladin LDL-cholesterolu.

Pfi 16€b& LDL-aferézou se nabizi ojedindly experimentilni model, ktery dovoluje
studium patogenetickych mechanizmil aterogeneze pti riznych hladindch LDL-cholesterolu
u tého? jedince. To je moZné diky bezpednému a rychlému dosaZeni vyrazného a relativng



selektivniho poklesu LDL-cholesterolu, navic s moZnosti opakovat experiment za prakticky
stejnych podminek opét po névratu hladin cholesterolu na obdobné hodnoty pfed nésledujici
LDL-aferézou. Tato modelovd situace je zcela ojedinéld a nebyla navozena ani
u experimentélnich zvifat. Cilem tohoto vyzkumu je zhodnotit vliv LDL-aferézy na n&které
ukazatele aktivity jednotlivych &initelii aterogeneze.

Intenzita 16¢by LDL-aferézou je fizena pfedeviim podle hladin celkového a LDL-
cholesterolu, které jsou sice v kauzalnim vztahu k ateroskleroze, neodrazejf viak plné aktivitu
aterogenetickych procesti. Zhodnoceni 4¢inkG LDL-aferézy pomoci klinického sledovéni
symptomil ischemie, mizeni xantomd, sledovani vySetfovani 3iffe aterosklerotickych platd
ultrazvukem atd. je Sasto nepfesné a vhodné k hodnoceni efektu v dlouhodobém horizontu.
V této préci bylo vybrano nékolik ukazatelli aktivity aterogeneze a zkoumdn jejich vztah ke
zménam hladin cholesterolu a dal§ich parametrii po LDL-aferéze. Dal$im vyzkumnym
zamérem, ktery bude na tuto prici navazovat, bude vyuZit tyto vysledky k identifikaci
potencionalnich presngjSich a dostupn&jsich ukazateli efektu 168by LDL-aferézou. P¥i vybéru
zkoumanych parametril jsme vychdzeli ze zndmych vztahl mezi hladinou aterogennich
lipoproteinfi, aktivitou jednotlivych bundénych populaci, Ulastnicich se aterogeneze,
a ze soudasnych znalosti o t€chto &initelich.

1.4.1. Uloha cholesterolu v aterogenezi

Aterosklerotické léze vznikaji jako tukové prouzky osidlenim subendotelidlnich partif
velkych arterii makrofégy, fagocytujicimi LDI-cholesterol. Spoustécim faktorem, vedoucim
k akumulaci LDL-cholesterolu ve st&né cév, je jeho oxidativni modifikace. Nativai LDL-
Sastice téméF neindukuji in vitro zmény souvisejici s aterosklerézou. Podstatou oxidativni
modifikace je zména chemické struktury apolipoproteinu B, skytajici LDL-&stici Setné
proinflamatorni, protrombotické a aterogenni vlastnosti. Pfikladem je aktivaini vliv na mnohé
monocytirni funkce, od stimulace jejich chemotaxe, produkce cytokinii, adheze k endotelu,
proliferace, schopnosti fagocytovat, aZ po indukci jejich apoptézy. Modifikované LDL-E4stice
vedou k uvoln&ni tkafiového faktoru a stimuluji agregaci destiek, vazbou na C-reaktivni
protein (CRP) aktivuji komplement. Tvorbou novych epitopti aktivuji bun&&nou i humoralni
imunitu. Naopak aktivované makrofagy pfispivaji k oxidativni modifikaci LDL-cholesterolu,
ktery po té pfednostng reaguje s tzv. ,,scavanger” receptory makrofégi, formujicich pénové
builky (Navab, 1996).

Lipoprotein (a) [Lp(a)] krom& apoBioo obsahuje apolipoprotein (a), jehoZ domény
jsou strukturdlng homologni s plazminogenem. Lp(a) blokuje vazebna mista pro plazminogen
na fibrinu a tim inhibuje fibrinolyzu. Efekt v sou€asnosti dostupné hypolipidemické 1é8by na
hladiny Lp(a) je omezeny, extrakorpordlni eliminace je jedingym dostupnym prostfedkem
k aginnému sniZeni jeho koncentraci. Pokles Lp(a) pfi LDL-aferéze, kde je doprovodnym
efektem, je men3i neZ pHi selektivai Lp(a)-aferéze, kterd uZiva specifické protilatky proti
Lp(a) (Baumbauer, 2005).

Piesto, Ze zvySeny cholesterol je spojen s ateroskler6zou, kterd je nespornym
zdravotnim i spoleSenskym problémem, jde o molekulu sunikdtnimi chemickymi
a fyzikdlnimi vlastnostmi. Deficit cholesterolu a jebo prekurzordi u nemocnych v kritickém
stavu je zdvaZnou poruchou, kterou je ticba véas diagnostikovat (Zaddk, 2000).

HDL-cholesterol je zésadnim &initelem pro reverzni transport cholesterolu ze tkéni.
SniZeni hladiny HDL-cholesterolu pod 1 mmol/l je samostatnym rizikovym faktorem
ateroskler6zy. :

1.4.2. Ateroskleréza jako zanétlivy proces

Procesu aterogeneze se Gdastni Setné bun&éné populace. Endotel je nyni chapan jako
orgdn s mnoha dynamickymi funkcemi. Zprostfedkovava interakce mezi cirkulujicimi
elementy a st®nou cévy a spouSti reakce na patogenni stimuly. Piikladem je exprese



adheznich molekul pro leukocyty, kterd je vyznamnym krokem v &asné fizi aterogeneze.
Zmény ve funkci endotelu vlivem zvySené hladiny cholesterolu jsou patrny jests pied
vyvojem zjevného aterosklerotického platu a jsou podobné fyziologické odpovédi endotelu na
trauma & z4ndt. Endotelidlni dysfunkce je jednou z prvnich zmén, nastévajicich p¥i
aterogenezi, a je doprovézena zvy3enou permeabilitou endotelidlnich bungk, ztritou jejich
antikoagulalni a antiagregani aktivity a mimo jiné i zvySenou adhezi monocyth k endotelu
nisledkem zvy¥ené exprese adheznich molekul. Zan&tlivé buiiky, zahrnujici monocyty,
makrofigy a lymfocyty hraji zasadni roli v procesu aterogeneze. Cirkulujici monocyty jsou
ptitahovény do mist s poskozenym endotelem pomoci chemokind, nap¥iklad monocytirniho
chemotaktického proteinu-1 (MCP-1). Po vstupu do stény cév, ktery je zprostfedkovan
adheznimi molekulami, dochédzi k pfem&ng monocyti na makrofagy, které spolu s hladkymi
svalovymi butikami fagocytuji lipidové &astice a méni se na p&nové buiiky, které nasledns
podléhaji apoptoze. Pokrotily ateroskleroticky plat je tvofen nekrotickym, vysoce
trombogennim jédrem, obsahujicim lipidové hmoty, p&nové butiky a jejich zbytky. Nestabilni
platy jsou bohatsi na makrofégy ve svém jadru (Moreno, 1994). Stabilita fibrézniho povrchu
plétu je ddna rovnovahou mezi syntézou extraceluldrni matrix a jeji degradaci, oboji je
ovlivnéno zandtlivymi stimuly. Makrofigy produkuji pod vlivem cytokinii matrixové
metaloproteindzy, kolagen degradujici enzymy, které odbourévaji slozky extraceluldrnf matrix
a tim prispivaji k oslaben{ fibrézniho povrchu platu. Produkei oxidantd uvnitf plétu se podilejf
na vzniku oxidativni modifikace LDL-&4stic. Prezentaci antigenfi T-lymfocytim vedou
k aktivaci t&chto bunék a k dal3f produkci cytokinil, které zan&tlivoun reakci déle amplifikujf.
U nemocnych s aterosklerézou byly zjistény zvySené hladiny reaktantii akutni fize, jako jsou
CRP, interleukin-6, prokalcitonin, fibrinogen a neopterin. Hiadiny téchto ukazateli zan&tu
mohou reflektovat celkové aterosklerotické postizeni daného jedince (Erren, 1999).

T-lymfocyty hraji fidici roli v procesu aterogeneze. Jsou vyznamnym zdrojem mnoha
proinflamatornich medidtord s mnohoZetnymi Wi&inky na ostatni Gdastniky aterogeneze
(Libby, 2002). Adheze trombocyth a tvorba murdlntho trombu hraje vyznammnou roli p¥i
formaci aterosklerotického platu i jeho ruptufe. Trombocyty adheruji k dysfunk&nfmu
endotelu, odhalenému kolagenu a uvoliiuji cytokiny, riistové faktory a dalsi mediatory zandtu.
Jsou zdrojem kyseliny arachidonové, jejiz pfeménou vznik4 jednak tromboxan A2, ktery je
jednim z nejsilngjSich vazokonstrikénich a proagregatnich &initel, jednak leukotrieny,
amplifikujici zanétlivou reakci.

Inicidlni podnét, ktery spusti v pfipads aterosklerézy zénétlivou odpovéd’, jests nebyl
zcela pfesné objasnén, i kdyZ je diskutovino n&kolik faktorii, jako napiiklad oxidativng
modifikované LDL-4stice, hyperhomocysteinemie, infek&ni agens a autoimunitni pochody.

Selektinové adhezni molekuly

LDL-cholesterol vede mimo jiné ke zvySené expresi endotelisinich adheznich molekul
(Scalia, 1998). Prvn{ kontakt leukocyt s povichem endotelu zajistuji selektiny. V dal3i fazi
postupné dochdzi k pevné adhezi leukocytii k endotelu a nsledné migraci leukocyth do stdny
cévy. Solubilni formy selektinti jsou povaZovény za ukazatele zan&tlivé aktivace endotelu
(Giddings, 2005).

P-selektin (CD62P) je zésadni molekulou, umoZiiujici zachyceni leukocytu na
aktivovaném endotelu. P-selektin je produkovén a skladovan v alfa granulich destidek a ve
Wiebel-Paladeho téliscich endotelidlnich bungk a je exprimovén na jejich membrang jejich po
aktivaci. Kinetika membranového P-selektinu je velmi rychls, bdhem minut je pFesunut
z intracelularnich zdsob do povrchové membrény trombocytl a endotelu, odkud je rychle
uvoltiovan do plazmy, kde pini dal¥i funkce. Z membrény opét rychle vymizi (Mc Bver,
1995). Zatim nebyl pfesné popsdn pologas solubilnich forem selektinii. Exprese P-selektinu je
ukazatelem endotelidlni a/nebo trombocytarni aktivace (Somers, 2000). Korelace mezi expresi



P-selektinu na destickdch a hladinou jeho solubilni formy (sP-selektin) v plazm& pacientii
s bolestmi na hrudi nebyla nalezena (Gurbel, 2000). MnoZstvi cirkulujictho sP-selektinu,
ktery je uvolndn z membran endoteln a trombocytd, odréZi rozsah zanétlivého postiZeni.
Ukdzkou je mysi model aterosklerézy, kde byla prokdzéna zvySend hladina sP-selektinu
a vétsina cirkulujicich molekul sP-selektinu byla endotelidlniho pivodu (Burger, 2003).

Actkoli je P-selektin jiz dlouho povaZovan za kliSovou molekulu zaji¥tujici migraci
leukocytt do mist zan&tu, aZ v poslednich letech je zdiiraziiovédna jeho vyznamna role
v procesech trombézy a hemostdzy (Cambien, 2004). Neddvno bylo publikovéno, Ze nové
uvolnény von Willebrandiiv faktor je zakotven na povrchu endotelu pomoci P-selektinu
(Padilla, 2004). Vlivem P-selektinu se aktivované cirkulujici trombocyty sdruZuji s monocyty
a spoledné ,roluji po endoteln. Destickovy i solubilni P-selektin hraji vyznamnou dlohu pii
vzniku a progresi aterosklerotickych 1ézi. P-selektin vede k formaci prokoagulatnich
trombocyto-leukocytarnich mikroagregtil, obsahujicich tkatiovy fakior, a indukuje expresi
tkatiového faktoru na monocytech, Gastni se destiCkové adheze a agregace. Podporuje také
stabilizaci destitkovych trombi a depozici fibrinu do trombu (Myers, 2003).

Pfikladem chorob, doprovazenych zvySenou hladinou P-selektinu, jsou kroms
trombotickych konzumpénich stavii a zanétlivych procesi také choroby asociované
s arterialnf tromb6zou. Zvy¥end hladina byla nalezena u infarktu myokardu, nestabilnf anginy
pectoris, infekdni endokarditidy, ischemickych cévnich mozkovych pifthod a ischemické
choroby dolnich kondetin. Hladina solubilniho P-selektinu odriZela rozsah koronirniho
postizeni (Hajilooi, 2004). Nékterymi autory je P-selektin povaZovan za ukazatel
destabilizace aterosklerotického platu (Draz, 2003). V nepfitomnosti zran&ni nebo zénétlivého
onemocndni miiZe vysokd hladina P-selektinu slouZit jako ukazatel rizika kardiovaskulérnich
pfihod a jejich komplikaci (Ridker, 2001).

E-selektin (CD62E), zndmy téZ jako ELAM-1 (endotelial leukocyte adhezion
molecule-1) je solubilni adhezni molekula, zodpov&dna za tzv. ,,pomaly rolling* leukocytis.
E-selektin je produkovan pouze endotelem a krom& solubilni formy v plazmé (sE-selektin) se
vyskytuje pouze na endotelidlnim povrchu. Detekce sE-selektinu je proto povaZovana za
specifickou zndmku aktivace endotelu. E-selektin je exptimovin na membrdng endotelu
v ¥adu hodin po stimulu. Nenf uvoliiovén z intraceluldrnich zdsob, ale syntetizovén de novo
(Somers, 2000).

Monocytirni chemotakticky protein-1 (MCP-1) patf{ mezi chemokiny, proteiny,
které fidi migraci leukocyti do tkéni s probihajicim z4nétem. Poskytuje signél, ktery zm&ni
nizkoafinitni ,olling” leukocyt, mediovany selektiny, v pevnou adhezi na endotel,
zprostfedkovanou integriny, a ndsledovanou migraci leukocytlh z lumina cévy. Chemokiny
jsou produkovény mnoha bundénymi populacemi. Hlavnimi stimuly k jejich produkci jsou
prozanétlivé cytokiny a virové a bakteridlni produkty. V piipadé aterosklerézy nejsou
chemotaktické signaly, pisobici akumulaci leukocytli v aterosklerotickych platech zcela
objasnény, ale pravd MCP-1 byl zvy¥ené detekovan v aterosklerotickych 1ézich (Nelken,
1991) a je mu piipisovana role pii akumulaci makrofig a oxidovanych forem LDL-
cholesterolu v aterosklerotickych platech. MCP-1 p¥imo stimuluje také proliferaci a migraci
bungk hladkého svalu. Pfedpoklada se, Ze MCP-1 ovliviiuje pofet monocytl atrahovanych do
stény cévy a je v literatufe povaZovan za mozny dal¥i ukazatel nestability aterosklerotického
platu (Tanaka, 2004). Koncentrace solubilniho MCP-1 (sMCP-1) narstd s vékem a tento
vzestup miiZe byt spojen s progresi aterosklerotickych Iézi. Elevace hladin MCP-1 je spojena
se zvySenym kardiovaskuldrnim rizikem a spolu s tkétiovym faktorem byla nalezena
u akutnich koronamich syndromii. Absence MCP-1 vedla naopak k prologované zén&tlivé
fazi hojeni infarktu myokardu a opoZdénému nahrazeni poSkozenych kardiomyocyt
granulaéni tkani (Frangogiannis, 2004, Dewald, 2005). Roli makrofigli v aterogenezi
a vyznam MCP-1 pfi jejich migraci shrnul ve své piehledné prici Boyle (Boyle, 2005).
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Neopterin je metabolitem guanosin-triphosfatu, produkovaného makrofigy po
stimulaci INF-y. Mgfeni neopterinu v t8lnich tekutinich umoZiiuje zhodnotit aktivitu
makrofigh a odrdzi miru oxidativniho stresu, plisobeného témito buitkami. Neopterin miZe
byt uZit k monitorovani nemocnych s chorobami, u kterych dochézi k imunitni aktivaci, jako
jsou nadorova onemocnéni, syndrom ziskaného imunodeficitu (AIDS), autoimunitni choroby
arejekce transplantatu. Jeho zvySeni bylo pozorovéno v cirkulaci nemocnych s ateroskler6zou
karotid, koronarnich tepen a tepen dolnich kondetin. Cirkulujici i motovy neopterin byly
zvySeny u nemocnych s akutnimi korondrnimi syndromy. Koncentrace neopterinu korelovaly
s rozsahem angiograficky urfeného aterosklerotického postiZeni, stupném myokardilni
ischemie (Gurfinkel, 1999) a u Zen s poétem komplexnich stendz (Garcia-Moll, 2000).
Bazalni hladiny sérového neopterinu byly vy33f u Zen s chronickou stabilni anginou pectoris,
u kterych doslo béhem sledovani ke korondrni piihodg, neZ u Zen bez korondmni piihody.
Jejich hladiny byly dokonce podobné hladindm pacientek s nestabilni anginou pectoris
(Garcia-Moll, 2000). Analogické vysledky byly nalezeny u nemocnych s arteridlni hypertenzi
a negativni anamnézon koronadmi pithody, u kterych se v priibdhu sledovani objevila
koronérni pi#ihoda (Avanzas, 2004), dile u nemocnych, ktefi prodglali non-Q infarkt
myokardu (van Haelst, 2003) a u star$i populace, kde zvySené plazmatické hladiny neopterinu
predikovaly kardiovaskuldrni pifhody (Forsblad, 2002). Pfedpoklada se, Ze u stabilnich
aterosklerotickych 1€z{ odraZ{ hladina neopterinu celkové mnoZstvi makrofigi, které je
proporciondlni objemu stabilnich plath, a bazalni produkce neopterinu odpovidd bazalni
aktivitd makrofigli (Tanaka, 2004). ZvySeni neopterinu bylo nezavislé na séropozitivité
protildtek proti Chlamydia pneumoniae, kterd byva spojovdna se zéndtlivymi zmé&nami
u aterosklerézy (Smith, 2003). Tato pozorovani ukazuji, Ze neopterin, indikator aktivace
monocyto-makrofagového systému, miiZe ukazovat rozsah a stabilitu aterosklerotickych platii
a predikovat vznik kardiovaskuldrni pithody. Modové vyluSovani neopterinu podléha
diurnélnimu rytmu s maximem v pozdnich nodnich a brzkych rannich hodinich (Auzeby,
1988).

Mikroalbuminurie je pfitomnost limitovaného mnoZstvi albuminun v mogi, které
prekratuje fyziologickou normu. Je povaZovéna za ukazatel generalizované mikrovaskularni
dysfunkce (Deckert, 1989). ZvySend hladina albuminu v mo8i ukazuje nejen Sasné fize
rendlnich onemocnéni, ale byl prokdzén jeji vztah ke klinickym projeviim a nasledkiim
aterosklerézy, jako je infarkt myokardu, levokomorové srdedni selhani, hypertrofie myokardu,
tich4 ischemie myokardu a ischemickd cévni mozkové pfthoda. Mikroalbuminurie je silnym
a nezdvislym prediktorem kardiovaskuldrni morbidity a mortality a celkové mortality nejen
u nemocnych s diabetem mellitem nebo s arteridlni hypertenzi, ale i u nediabetickych pacientti
(Yuyun, 2004). Mikroalbuminurie odraZ{ rozsah a tiZi postiZeni koronarnich tepen (Lekatsas,
2004). Riziko kardiovaskularnich pfihod, spojené s klasickymi rizikovymi faktory
aterosklerézy, je v piitomnosti mikroalbuminurie vice neZ zdvojnisobeno (Borch-Johnsen,
1999).

Mikroalbuminurie miiZe byt stanovena pomoci vypoétu indexu albumin/kreatinin
2 hodnot ziskanych z jednordzového vzorku moéi. Je definovéna jako index albumin/kreatinin
2,5-30 mg/mmol u muZi a 3,5-30 mg/mmol u Zen. Prevalence mikroalbuminurie v obecné
evropské populaci je 5-7%. Podle novych pozorovéni se mikroatbuminurie ukazuje jako silny
nezévisly prediktor ICHS dokonce i v pfipads, Ze hladiny albuminu v mo&i je$td nespliiujf
vySe zminéné normy pro mikroalbuminurii. Proto byla za fi¢elem hodnoceni individudlniho
kardiovaskuldrniho rizika jako dolni mez indexu albumin/kreatinin doporudena hodnota
0,7 mg/mmol (Kalusen, 2004).

Okolnosti, které byly pozorovany v souvislosti mikroalbuminurii, jsou Sasto bud’
pfimo identické s rizikovymi faktory aterosklerézy, nebo se jednd o stavy, které se vyvinuly
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v disledku aterogenetickych d&i. Nejsilngj$imi determinantami mikroalbuminurie jsou
arteridln{ hypertenze a non-insulin dependentni diabetes mellitus. Asociace mikroalbuminurie
s hypercholesterolemii byla nalezepa v nékterych studiich (Shankar, 2004), jini autofi
souvislost nenalezli (Zouvanis, 1995). Mikroalbuminurie byla spojena téZ s poklesem HDL
a zvySenim hladin Lp(a). Zda se, Ze hyperlipidemie miiZe ovliviiovat rendlni funkce a naopak.
Byl pozorovin ustup mikroalbuminurie pfi 1é6bé hypercholesterolemie atorvastatinem
u nemocnych s normalni ghikézovou toleranci (Sinzinger 2003) a u ¥ nemocnych v priib&hu
dlouhodobé 1é8by familiarni hypercholesterolemie dextransulfatovou adsorpei (Sinzinger,
1999). Jinym ditkazem je 1isp&3nd 16&ba masivn{ proteinurie po transplantaci ledvin LDL-
aferézou (Yanagisawa, 1996). Mikroalbuminurie byla asociovana také se zvySenou hladinou
CRP, interleukinu-6, sE-selektinu, se zvySenim celkového podtu leukocytli, hladiny
fibrinogenu, trombin-antitrombinovych komplext, trombomodulinu, von Willebrandova
faktoru a s porufenou fibrinolytickou aktivitou, zvla§té u diabetickych pacientt. Strukturilni
alterace glomerularni membrany mitze byt také déna geneticky a mikroalbuminurie méZe
potom byt ukazatelem zvySené individudlni ndchylnosti k aterogennim inzultiim. Souhrnem
Ize ¥ici, Ze Fada vlivd poskozujicich glomerularni membranu je spoledna s faktory, které se
podileji se na aterogenezi. Mikroalbuminurie tak miiZe byt spojena s protrombotickym a/nebo
chronickym zén&tlivym stavem, asociovanym se zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich
chorob.

C-reaktivni protein (CRP) je protein akuini fize produkovany jatry pod vlivem
prozan&tlivych cytokind, pfedeviim interleukinu-6, ktery je uvolilovan makrofigy v mistd
zandtn, ZvySeni CRP provazi Cetné stavy charakterizované infekSnim &i  neinfek&nim
zan&tem, vietnd reakei na riizné poskozeni tkani, sterilni zanétlivé procesy u autoimunitnich
chorob a malignit. Fyziologickou funkci CRP je opsonizace mikrob&t a aktivace
komplementového systému po navézini na patogen. CRP stimuluje endotelidlni buiiky-
k expresi leukocytarnich adheznich molekul. CRP méa chemotakticky vliv na monocyty.
Stejnd tak jako LDL-cholesterol, i CRP se uklada ve sténé arterii béhem aterogeneze, dokonce
jeho pFitomnost pfedchazi vstup monocytl do Sasnych aterosklerotickych 16zi (Torzewski,
2000). In vitro bylo prokazano, Z¢ CRP opsonizuje nativni LDL-8astice, které bez opsonizace
nejsou fagocytovany, a tim umoZfiuje jejich pohlceni makrofigy (Zwaka, 2001).

CRP miiZe byt uZit jako indikétor kardiovaskuldrniho rizika. Koncentrace CRP,
hodnocené za timto niSelem, jsou podstatnd mensi, ne% koncentrace vyskytujici se u akutnich
infekei, dokonce jsou pod hranici detekce konvenZnich laboratornich metod. Pro tento vicel
byly vyvinuty citlivéj3i metody, které dovoluji stanovit CRP od 0,1 mg/l. Takto stanoveny
CRP se nazyva ,high sensitivity CRP“ (hsCRP). Ke zhodnoceni kardiovaskuldrniho rizika
podle hladiny hsCRP byly doporuleny tfi kategorie: nizké riziko —hsCRP < 1,0 mg/l, stfedni
riziko — hsCRP je v rozmezi 1,0- 3,0 mg/1 a vysoké riziko — hsCRP > 3,0 mg/l (Myers, 2004).

Ve studii Physicians Health Study bylo u muZi v kvartilu s nejvy$§fmi hodnotami
CRP riziko vzniku infarktu myokardu 2,9-krat vy$3i neZ u mui s nejniZsimi koncentracemi
(Ridker, 1998 A). U Zen, sledovanych ve studii Woman’s Health study, bylo toto riziko
dokonce 4,4-krat v&t3{. CRP bylo v této studii nejpfesn&jim ukazatelem kardiovaskulédrniho
rizika ze v8ech sledovanych velidin, v8etns lipidovych parametril, homocysteinu atd. (Albert,
2002). CRP korelovalo s rozsahem aterosklerotického postiZzeni stanovenym pomoci
koronarografie nebo ultrasonografii tepen (Tataru, 2000). ZvySena koncentrace CRP je téZ
rizikovym faktorem pro rozvoj ischemické choroby dolnich kondetin (Ridker, 1998 B). Jiz
pied 20 lety byla nalezena vy$§f hiadina CRP u transmuralniho infarktu myokardu ve srovnani
s infarktem netransmurdlnim. Koncentrace CRP je zvy¥ena i u nestabilni anginy pectoris.
Maximalni hodnoty CRP v akutni fazi infarktu myokardu korelovaly sjeho rozsahem
a vy$§im vyskytem jeho komplikaci. U obéznich Zen korelovaly hladiny CRP
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s mikroalbuminurii, kterd je povaZovdna za ukazatele endotelidluf dysfunkce u diabetiki
i nediabetikil (Pannacciulli, 2001).

€D40 ligand (CD40L, CD154) je exprimovan pfedeviim na aktivovanych CD4+
T-fymfocytech, ale i na dalSich bun&tnych populacich véetng endotelif a makrofagii, mimo
Jjiné i v aterosklerotickych Iézich. CD40L fyziologicky moduluje T-bundtné efektorové
funkce a imunitnf obranné reakce. Interakce mezi CD40 a jeho ligandem spousti tvorbu
prozéngtlivych mediétorti, jako jsou cytokiny, adhezni molekuly, matrix odbourdvajici
enzymy a tkdtiovy faktor (Schonbeck, 2000). Solubilni CD40L se zvy3uje u akutnich
koronarnich ptihod. U nemocngych s nestabilni anginou pectoris je zvySeni sCD40L
ukazatelem zvySeného rizika korondrni pithody (Yan, 2004). Oxidované formy LDL mohou
podporovat expresi CD40 a CD40L v aterosklerotickém plétu, ktera byla spolu s hladinon
LDL-cholesterolu sniZena é¢bou statiny (Schonbeck, 2002). ZvySené hladiny sCD40L byly
nalezeny u nemocnych s familidrni hypercholesterolemif a 168ba statiny vedla k jejich sniZeni
(Semb, 2003). Redukace hladiny cholesterolu v krvi m&lo za nasledek sniZeni hladin CD40
i CD40L, aktivity matrixovych metaloproteindz, hladiny tkatiového faktoru a zvy3eni obsahu
kolagenu v aterosklerotickém platu. Hladina sCD40L byla piiznivé ovlivnéna i glitazony,
inhibitory glykoproteinu ITb/ITla a clopidogrelem (Marx, 2003, Vishnevetsky, 2004).

Sledovanim hladiny CD40L lze ziskat informaci o imunitnich a zan&tlivych d&jich
v aterosklerotickych platech a o jejich stabilits. Podle nagich znalosti nebyly zm&ny hladin
CD40L b&hem LDL-aferézy v literatufe popsany.

Endoglin je glykoprotein, ktery je soudasti receptoru pro transforming growth factor
beta (TGFB). Je konstitutivn® exprimovan ve velkém mnoZstvi na povrchu endotelidlnich
bungk. Dile byl nalezen na povrchu Fady bun&énych populaci véetn aktivovanych monocyti,
hladkych svalovych bungk a fibroblastii. Vyrazn® zvysend exprese endoglinu byla pozorovana
pfi aktivaci endotelidlnich bun¥k, napfiklad iradiacf nebo pii aktivni angiogenezi -
- v regenerujicich tkanich nebo v tkanich s probihajicim z4n&tem a u tumoril. Tato pozorovani
vedla k pfedpokladu, Ze endoglin miZe vystupovat jako ukazatel aktivace nebo podkozeni
a reparace endotelu (Li, 2000). Rozvinuté aterosklerotické 1éze obsahuji obvykle
i novotvofené cévni zsobeni. Solubilni endoglin a zaroveii i von Willebrandiv faktor byly
zvySeny v séru nemocnych s aterosklerézou a korelovaly s celkovym cholesterolem (Blann,
1996). Dynamika hladin endoglinu u nemocnych Ié¢enych LDL-aferézou nebyla zatim
v literatufe popséna.
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2. VLASTNI PRACE

Vlastni prace sestavd ze dvou &asti. Prvmi, pfevaZng technickd &ist se zabyva
vyhodnocenim technickych parametrii procedur LDL-aferézy, jeji GSinnosti a bezpednosti.

Druhd ¢4st je vénovéna dynamice a vzdjemnym vztahim n&kterych ukazateli aktivity
aterogeneze u nemocnych lé8enych LDL-aferézou.

2.1. Cile prace
LVyhodnotit nékteré technické parametry, wi¢innost a bezpecnost LDL-aferéz

a) Vzhledem k nejednotnosti postupt na jednotlivych pracovistich bylo cilem zhodnotit
viastni modifikaci LDL-aferézy z hlediska délky trvini 1é8by, intervali mezi
procedurami a dal§ich technickych parametrd, jako jsou objemy zpracované plazmy,
prittoky krve a plazmy piistroji, spotfeba roztoku citratu atd.

b) Zhodnotit vliv LDL-aferéz na hladiny lipoproteinii, na parametry krevaniho
obrazu a nékteré dalsi biochemické ukazatele

¢) Vyhodnotit vyskyt a zavaZnost vedlejSich reakci a neZadoucich déinkii

d) Vzhledem k nedostatku literarnich idajii, pojednévajicich o vlastnostech kolon LDL-
Lipopak, vyhodnotit dlouhodobou efektivitu a selektivitu téchto kolon

IL.Posoudit vliv LDI-aferézy na dynamikn hiadin a vzijemné vztahy nékterych
ukazateli aktivity aterogeneze

a) Zmény hladin selektinovych adheznich molekul a MCP-1 a jejich vztahy
k n&kterym dalsim vybranym parametriim u nemocnych lé€enych LDL-aferézou

b) Zmény mofového neopterinu a mikroalbuminurie a jejich vztahy k ngkterym
dal3im vybranym parametriim u nemocnych 1édenych LDL-aferézou

¢) Zmény sérového CRP, neopterinu, solubilniho CD40L a endoglinu a jejich vztahy
k n&kterym dal¥im vybranym parametriim u nemocnych lé&€enych LDL~aferézou

Sledovéani souboru bylo podle vyvoje literrnich dat postupng rozsifovano o jednotlivé
vyse zmin€né parametry a sbér vzorkd byl proto proveden v Casovych odstupech v blocich,
které odpovidaji jednotlivym kapitoldm. V n&kterych pfipadech byla k ovEfeni
reprodukovatelnosti vysledkii provedena vySetieni tychZ parametrt v uréitém &asovém
intervalu od p¥edchozich a nastalé zmény vzdjemns porovnany. Riizné parametry vySetfované
v ramci riiznych kapitol vak nelze vzhledem k Easovému odstupu mezi sebou porovndvat
nebo jejich srovnini miiZe mit pouze ilustrativni vyznam. Ze stejného diivodu mé kaZda
kapitola také vlastni kontroln{ soubor.

2.2. Soubor nemocnych a kontrolni soubory, materiil a metody

Souber nemocnych dlouhodobé 1ééenyeh LBI~imunoadsorpei tvofilo 9 pacienti,
5 muZi a 4 Zeny s primérnym vékem 48 + 16 let, rozmezi 19 — 61 let, median 57 let. Jejich
klinicka data jsou uvedena v Tabulce 1. Dvé pacientky (homozygoti FH, oznadené &isly 5 a 8)
mély v Gvodu 1&8by lachové xantomy, které b&hem 168by vymizely, dva jin{ pacienti méli
xantelasmata oSnich viSek. Osm nemocnych bylo I1&8eno statiny, jeden v kombinaci
s fibrdtem, dva pacienti vkombinaci s pryskyficemi vaZicimi ZtuSové kyseliny, jeden
nemocny byl lé¢en pouze fibritem. VSichni nemocni byli nekuféci. Jeden muZ s nizkou
Grovni spoluprice (&islo 9) podstupoval procedury v delsich a nepravidelnych &asovych
intervalech, proto byl z n&kterych hodnoceni vylouden.

Tabulka 1. Klinicka charakteristika nemocnych lééenych LDL-imunoadsorpci

14



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 | 3R 19 58 60 26 57
Zvyseni TAG 0 ++ 0 + 0 + 0 0 ++
BMI 22.8 298 | 31,1 {284 | 234|320 | 183 | 193 | 32,4
Arteridlnf 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 1] + 0 0
Ateroskler6za + + + + + + + + +

M = muz, F = fena, TAG = triacylglyceridy, BMI = body mass index, ICHS = ischemickd choroba
srdecni, Ischemickd CMP = ischemickd cévni mozkovd p¥ihoda, ICHDK = ischemickd choroba
dolnich konéetin

Soubbr nemocnych dlouhodobé lééenych LDI-imunoadsorpei nebo filtraéni
metodou

Rozsah souboru nemocnych Ié&enych LDL-imunoadsorpei je dén nizkou &etnosti
homozygotnich forem FH v populaci a finandni ndkladnosti této 1é&by. Po zavedeni dali
metody extrakorporalni eliminace LDL-~cholesterolu, zaloZené na filtraci, jsme rozsi¥ili tuto
studii i o nemocné, léCené touto metodou. Nemocni byli vySetfovdni a¥ po dosaZeni
stabilizovaného stava metabolismu lipidit opakovanymi procedurami. Tento rozifeny soubor
tvofilo 10 pacientli, 6 muZii a 4 Zeny s primémym vékem 44 £ 17 let (19 - 61), median
48 let. Osm z nich bylo léZeno metodou imunoadsorpce (nemocni 1 — 8 v Tabulce 1), zbyli
dva muZi s t€zkou heterozygotni formou FH (v&k 23 a 40 let, BMI 23,7 a 27,0, oba bez
elevace triacylglyceridii a s prokézanym aterosklerotickym postiZenim karotid, nekufaci) byli
légeni pomoci filtralni metody. Kromé stavii, uvedenych v Tabulce I, nemocni netrpéli
jingmi chorobami. VSichni nemocni byli 1éZeni statiny, jeden v kombinaci s fibratem, dva
nemocni v kombinaci s prysky¥icemi vaZicimi ZluSové kyseliny.

Tento soubor byl uZit v kapitole Mocovy neopterin a mikroalbuminurie u nemocnych
lécenych LDL-aferézou a v kapitole C-reaktivni protein, CD40 ligand, sérovy neopterin
a endoglin u nemocrych lééenych LDL-aferézou.

Kontrolni soubory tvofilo 10 zdravych jedinct (6 muZi a 4 Zeny), v pipadg kapitoly
Motovy neopterin a mikroalbuminurie 13 zdravych jedinc (7 muii a 6 Zen), vidy bez znamé
poruchy lipidového metabolismu. Kontrolni soubory se statisticky signifikantn® neligily
vékem ani zastoupenim pohlavi od p¥{slu$ného souboru nemocnych. Z vyde uvedenych
divodi je v kaXdé kapitole hodnocen vlastni kontrolni soubor. VYznam _srovnin{
vySetfovaného souboru s kontrolnim souborem je vzhledem k jejich rozsahu omezen a je

pouze ilustrativni.

Materiil a metody

Tato préce je vénovana LDL-aferéze v uZiim smyslu slova, tedy imunoadsorpci LDL~
cholesterolu, ke kieré se bude (aZ na n&které vyjimky) vztahovat dalii text. Pracovni postupy
uZivané pfi LDL-imunoadsorpci se mezi jednotlivymi pracovisti li¥f a ka?dé centrum ma
zavedenu ,vlastni medifikaci LDL-aferézy“. Rozdily spodivaji v mnoha technickych
odlifnostech, jako jsou riizné priitoky krve a plazmy pfistroji, mno¥stvi zpracované plazmy
a z toho plynouci i rlizné celkova délka procedur, mno¥stvi zpracované plazmy kolonami pti
Jjednotlivych adsorpenich cyklech, které jsou v naSem ptipads ¥izeny originalnim potitadovym
programem, déle rlizné intervaly mezi jednotlivymi LDL-aferézami, zpfisob promyvani kolon
regeneralnimi roztoky pfi desorpci, zpiisob aplikace a davkovani antikoagulace, rfizné
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pfistrojové vybaveni a uZitf rlznych typl imunoadsorp&nich kolon na jednotlivych
pracovistich. Na$im vyzkumnym tymem bylo vyvinuto a je stile uZivano origindlni zafizeni
k odvadéni vzduchu z kolon, které bylo patentovano jako vynalez (viz niZe).

Imunoadsorpce LDI ~cholesterolu

Plazma byla oddélena od krevnich t&lisek pomoci separdtoru s kontinualnim pritokem
Cobe Spectra (COBE BCT inc., Denver, CO, USA), pracujicim na principu centrifugace,
a dale vedena do adsorpén8 - desorpéniho automatu ADA nebo ADAsorb (Medicap, GmbH,
Ulrichstein, Némecko), ktery Fidi stfidavé pInéni (adsorpci) a regeneraci (desorpci) dvou
imunoadsorpénich kolon LDIL-Lipopak (Pocard Ltd., Moskva, Rusko) - viz Obrdzek 1.
Kolony obsahuji na sefar6zovy gel navézané polyklondlni ovéi protildtky proti lidskému
apoBioo. P¥i priichodu kolonou jsou z plazmy odstratiovany LDL-&astice a zpracované plazma
se po spojeni s krevnimi télisky vraci zpét do obéhu pacienta. KdyZ je kapacita kolony
vy&erpdna, adsorpiné-desorpéni automat odkloni tok plazmy do drubé kolony a zéroveri
zahéji regeneraci prvni kolony roztokem obsahujicim glycinovy pufr o pH 2,4, ktery uvoliiuje
vazbu mezi protilatkami a apoBjg, Nasledné je pH v kolon& upraveno roztokem PBS pufru
(Medicap, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery je po té odstranén fyziologickym roztokem.
Kolony se mohou v prici neomezené stfidat. Cilova hodnota celkového cholesterolu byla pod
2 mmol/l. KaZdy nemocny mél svijj vlastni pér kolon, urenych k mnohondsobnému pouZiti.
Mezi jednotlivymi LDL-aferézami byly regenerované kolony skladovany pfi teplotd 2-8°C,
naplnény roztokem pufru s pfim&si azidu sodného, ktery byl pred dal¥im uZitim zcela
odstran&n fyziologickym roztokem. Vzhledem k toxicité azidu sodného byly manipulace
s jeho roztokem provadény striking v nepfitomnosti nemocnych.

Uzivali jsme dva periferni vendzni vstupy. K antikoagulaci byl pouZit heparin,
v tivodu formou jednordzové dévky 2500 j. i.v. a naslednd kontinudlni intravenézni infuzi
50 j./min. s postupnym sniZzovanim dévky od poloviny LDL-aferézy aZ naslednym vysazenim
heparinu) a roztok citratu ACD-A (Baxter S.A., Lassines, Belgie), kontinuding pfidavany
v poméru 1:22 ke krvi z pfivodné Zily.

Filtracni metoda

Plazma byla od krevnich t&lisek odd&lena stejné jako u imunoadsorpce. Vlastni
eliminace LDL-&astic byla provedena na principu filtrace ¢astic pomoci filtrtt Evaflux 4A
(Kuraray Co., Osaka, Japonsko), uréenych k jednordzovému pouZiti. Filtra®ni membrany byly
vyrobeny z kopolymeru ethylenu a vinylatkoholu a uspofdddny do formy kapilar s péry
o priméru 0,03 pm. Schéma celého zafizeni, wZivaného pfi filtraci, je zndzorn€no na
Obrdzku 2. Filtrace byla Fizena pfisirojem CF 100 (Infomed, Zeneva, Svycarsko). Cilova
hodnota celkového cholesterolu byla stejnd jako u imunoadsorpce. Antikoagulace byla
zajist&na kontinudlnim podénim roztoku citrdtu (ACD-A v pomé&ru 1:22 ke krvi z p¥ivodné
#ily stejnym zpiisobem jako u imunoadsropcee) a dale vodnim jednordzovym intravendznim
podanim 4000 j. heparinu bez nésledné kontinudlni infuze.

Klinické sledoyani nemocnych béhem LDI.-aferézy

Béhem LDL-aferézy byl sledovan klinicky stav nemocnych vietnd méfeni arteridlniho
krevniho tlaku méfeného auskultalni metodou. Tyto Gdaje, dale neZddouci uéinky LDL-
aferézy a jejich 1&8ba byly zaznamenévény do Protokolu o LDL-aferéze.

Hodnoceni eliminace vySetfovanych substanci kolonami nebo filtry

Byly stanoveny hladiny paramefrti vySetfovanych ve II. Céasti price v plazmé
pfitékajici do kolony a v plazm& z kolony vytékajicf, a to v prvni polovingé prvnfho
adsorp&niho cyklu kaZdé kolony (silné tmavsi Sipky na Obrdzku I), u filtrani metody byly
stanoveny hladiny pred a za filirem (silné Sipky na Obrdzku 2). V pfipadg selektinii a MICP-1
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byly jedenkrét vySetfeny obé kolony u deviti nemocnych (celkem 18 kolon). V ptipadé CRP,
CD40L, sérového neopterinu a endoglinu byly jedenkrit vySetfeny ob& kolony
u 8 nemocnych (celkov& 16 kolon) a 4 filtry Evaflux 4A.

Koncentrace selektint a MCP-1 byly stanoveny také ve vymyvacim roztoku uprostfed
regeneraéniho cyklu u 18 imunoadsorp&nich kolon.

Laboratorni vySetieni

Pfed kazdou LDL-aferézou a ihned po ni bylo provedeno vySetfeni sérovych hladin
celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu, HDL-cholesterolu a triacylglyceridi.. Od roku
2000 jsme pravideln& v intervalu tff md&sich mimo jiné vySetiovali sérovy Lp(a), sérové
hladiny transaminiz, celkovou bilkovinu, albumin, krevni obraz a viskozitu plazmy.
Vzorky byly zpracovany tyZ den.

Vzorky kvySetieni P- a E-selektina a MCP-1, hsCRP, sCD40L, solubilniho
endoglinue a sérového neopterinu byly odebrdny pied a ihned po pkislu§né LDL-aferéze,
neprodiené zamrazeny a skladovany pfi teplot§ -40°C. Parametry hodnocené v riznych
kapitoldch byly odebrany v riiznou dobu a proto jsou hodnoceny zvla3t. K analyze byla uZita
metoda ELISA.

Vzorky modi k vySetfeni neopterinu a mikroalbuminurie byly chrangny pred svétlem,
neprodlené zamrazeny a uchovavény pii teplotd -20°C. Neopterin v mo&i byl analyzovan
vysoce uinnou kapalinovou chromatografif pomoci jeho nativni fluorescence. Koncentrace
neopterinu byla vyjadiena jako index neopterin/kreatinin (pmol/mol). Kreatinin v mo&i byl
stanoven v tom samém vzorku mo&i Jaffého kinetickou reakci. Albumin v moéi byl stanoven
imunochemickeu metodou. Mikroalbuminurie byla vyjadfena jako index albumin/kreatinin
(mg/mmol). VySetfeni byla provedena akreditovanymi laboratofemi Fakultni nemocnice
Hradec Krélové.

Statistick4 analyza

Ke statistické analyze byl uZit program SigmaStat for Windows, verze 3.0 (SPSS Inc.,
San Rafael, USA). Vzhledem k variabilit§ hodnot prom&nnych byl za urdujici parametr
zvolen medidn. Ke statistickému hodnoceni byly uZity nepatametrické testy. K porovnéni
rozdilt mezi hodnotami stejného parametru pfed a po LDL-aferéze nebo pfed a po priichodu
plazmy imunoadsorpéni kolonou byl uZit Wilcoxontiv test. Ke zjisténi vtahu mezi
proménnymi jsme pouZili Spearmaniiv koeficient pofadové korelace (r;). Mann-Whitney
Rank Sum test byl uZit k testovani rozdild mezi dv€ma soubory. Hodnota p < 0,05 byla
povaZovéana za statisticky signifikantni. Pro testovéni zavislosti jedné proménné na druhé
jsme pouZili regresni analyzu (linedrni regresi). Statistické postupy byly konsultovany
s pracovniky Katedry Iékaiské biofyziky Lékafské fakulty v Hradci Kralové, Univerzity
Karlovy v Praze.

Graficki zobrazeni

Grafickd zobrazeni byla provedena pomooi programu Microsoft Excel a Microsoft
PowerPoint (Microsoft Corporation).

Obrizek 1. Schéma imunoadsorpce LDL-~cholesterolu
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2.3. Vysledky

2.3.1. Technickd &ast je rozd€lena do tfi &asti. V prvni &sti bylo vyhodnoceno 1000
provedenych LDL-aferéz, a to z hlediska ryze technickjch parametrii, jako jsou objemy
zpracované plazmy, pritoky krve a plazmy pfistroji atd., z hlediska vlivu LDL-aferézy na
hladiny lipidii a na n&které daldi parametry a z hlediska frekvence a zdvainosti vedlej§ich
udinki LDL-aferézy. Drubd &ast popisuje origindlni zafizeni k odvéadéni vzduchu
z imunoadsorpénich kolon. Treti &4st pojednava o Zivotnosti imunoadsorpénich kolon.

2.3.1.1. Yyhodnoceni 1000 provedenvyeh procedur LDI-aferézy

A) Vyhodnoceni zakladnich technickych parametri

Od kvétna 1996 do fijna 2004 bylo na naSem pracovisti provedeno 1000 LDL-aferéz
celkem u 9 pacienti. Primérnd celkovd doba 168by LDL-aferézami (+ sm&rodatnd odchylka)
byla 6,3 £+ 2,0 let, rozmezi 2,9 - 8,5 let a medidn 6,7 let. Poet LDL-aferéz na jednoho
pacienta byl 111 + 58, rozmezi 47 - 223, mediin 105 aferéz. Prim&my interval mezi
jednotlivymi LDL-aferézami u vSech 9 nemocnych byl 21 + 16 dni, rozmezi 4 — 294 dni,
median 17 dni. Po vylou¢eni muZe s nizkou drovni spoluprace z vySetiovaného souboru byl
priméry interval mezi LDL-aferézami 18 + 9 dni, rozmezi 4 — 91 dni, median 17 dni,
u homozygotti FH 13 + 5 dni, rozmezi 4 — 41 dni, medidn 14 dni. Jedna LD -aferéza trvala
primé&me 230 + 33 min., rozmez{ 58 - 333, medidn 229 min, tj. 3,8 + 0,5 hodin, rozmez{
1,0 - 5,6, mediin 3,8 hodin. Prim&rné absolutni mnoZstvi zpracované plazmy pFi jedné LDL-
aferéze bylo 6 654 £ 968 ml, v rozmezi 1 200 — 8 734 ml, medidn 7 000 ml. Primémy objem
zpracované plazmy na jeden kilogram véhy pacienta byl 97 + 26 ml/kg, rozmezi 15 - 156,
mediian 99 mlkg. Primérny pritok krve primirnim pfistrojem byl 67,7 + 5.4 ml/min.,
rozmezi 45,0 — 70,0, median 70,0 ml/min. Primé&rny priiok plazmy byl 30,2 + 4,1 ml/min,
rozmezi 20,3 - 38,2, medidn 34,5 ml/min. Pomé&r roztoku citrtu sodného (ACD-A) ke krvi
byl 1:22. Pramérny pritok ACD-A byl 3,1 + 0,3 ml/min., rozmezi 2,1 - 3,2, medidn
3,2 mi/min. Primé&ma spotieba ACD-A pfi jedné LDL-aferéze byla 697 + 118 ml, rozmezi
220 - 1060 ml, mediin 703 ml

B) Vliv L.D].-aferézy na hladiny lipidé, na parametry krevniho obrazu a nékteré
dalSi biochemické ukazatele

Hladiny lipidii a jejich soudasti pted a po LDL-aferéze jsou shrnuty v Tabulce 2, jejich
pokies po LDL-aferéze, vyjadieny v procentech vychozi hodnoty, je uveden v Tabulce 3,
procentudlnf pokles ostatnich hodnocenych parametri je uveden v Tabulce 4.

Tabulka 2. Hladiny lipidi p¥ed a po LDL-aferéze

Pfed LDL-aferézou - - [ PoLDL-aferéze R

Primér £+ SD | Rozmezi Medidn | Primér+ SD Rozmezi | Medidn
TC 7,67+1,70 [431-1423 | 749 228+0,59 [1,09-591 | 217
LDL 538177 |1,63-125 529 | 083057 [0,00-472 | 076
HDL 1,44+042 [0,64-2,92 1,43 7] 1,05+£029 [0,29-2,10 | 1,07
TAG 247£2,03 [0,37-1626 70 1 1,28+135 [0,10-7,30 | 0,66
Non-HDL | 6,25+1,75 |2,54—12,80 1,25+0,70 [0,06-4,81 | 1,16
ApoA  [1,40£031 [0,86-241 1,04£0,22 [0,59-1,86 | 1,00
ApoB | 143+034 [086-243 0,35+0,19 [0,14-1,05 | 0,32
Lpa) ]052+059 0,00-2,42 0,13+0,16 [0,00-0,87 | 0,09

TC = celkovy cholesterol, TAG = triacylglyceridy (obOﬂ v mmol/l), ApoA = apolipoprotein A (g/l),
ApoB = apolipoprotein B (g/l), Lp(a) = lipoprotein (a) (g/1). SD = smérodatnd odchylka.
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Tabulka 3. Pokles lipidit po LDL-aferéze (v procentech

ychozi hodnoty)

Primér + SD (%) Rozmezi (%o) Medidn (%) n
[FEETe 69,6 +7,1 27,5 -87,5 70,0 886
LBL 83,084 355-97,7 859 786
HDL 264£72 60-667 | 262 885
TAG 55,7+19,3 14-91,0 59,3 885
Nan-HDL 80,1+9,6 30,1 -98,6 81,1 885
Apo-A 25,6 +7,5 2,5-62,9 24,1 134
Apo-B 75,2+ 13,6 26,6 - 92,1 153 134
Lp(a) 69,0 + 23,8 26,1-91,3 73,9 58
TC = celkovp cholesterol, TAG triacylglyceridy, Apod = apolipoprotein A,
ApoB = apolipoprotein B. Pokles viech parametrii byl statisticky signifikantni (p < 0,001).

SD = smérodatnd odchylka, n = pocet vySetfenych LDL-aferéz.
- Tabulka 4. Pokles dalfich parametrii po LDL-aferéze (v procentech vychozi hodnoty)

=7 Primmér = SD (%) | Rozmezi (%) | Median(%) |  p
Urea (mmol/l) 151472 1,5-52,5 143 [ =001
Kreatinin (jrmol/l), 8,1+£59 -16,4-27,5 7.6 <0,001
Kysel. motova (imal/l) 11,5434 5,1-199 112 | =o0,001
CALT (ukat/) 28,3196 0,0-674 28,6
AST (ukat/l) _ 23,5+ 12,0 -14,3 - 66,7 250 | =<0,
Celkova bilkoyina (/) 260+48 17,7-39,0 252
Albumin (1) 24453 17,4-408 | 231
Hemoglobin (g) 72+4,6 69-195 | 6.9
Hematokrit = 74+4,8 -2,8-23,7 7.2
Leukocyty (x1071) 34+14,7 53,0-29,1 i
Tromboeyty (x107) 8,8+11,2 -45,0 - 72,2 86
Viskozita plazmy (mPa) 14,1+5,1 2,0-338 145

ALT = alaninaminotransferdza, AST = aspartdtaminotransferdza Pozn.: zdporné hodnoty poklesu
znamenajf vzestup koncentrace po aferéze. SD = smérodatnd odchylka

C) Nezidouci ilinky L.DY -aferézy

NeZadouci prfhody, vyZadujici Iékafskou intervenci, se vyskytly u 5,1%
z 1000 hodnocenych LDL~aferéz. Jedendctkrat (1,1%) byla LDL-aferéza pted¢asn€ ukoncena,
a to pétkrat (0,5%) pro nevolnost s mirnym poklesem tlaku krve, jednou pro prekolapsovy
stav s hypotenzi, Styfikrat (0,4%) z divodu nefunk&niho periferniho Zilntho vstupu a jednou
z diivodu vadného hemaferetického setu.

Nevolnost a/mebo hypotenze, vyZadujici lékafskou intervenci, tvofily 63% vyse
zminénych vedlejdich reakei, vyskytly se u 3,2% LDL-aferéz a byly Sestkrat pfiCinou
prerugeni procedury. Mimé vazo-vagalni reakce, a to obylejnd pfechodné slabost, mirnd
nevolnost, lehké a kratkodobé vykyvy krevniho tlaku nevyZadujici Iékatskou intervenci
nebyly do celkového podtu vyznamnych vedlejsich reakci zahrnuty, stejng tak jako pfechodné
mirné projevy toxicity citrétu - napk. cirkumoralni parestézie nebo mirné parestézie akrilnich
&asti kondetin, které dobfe reagovaly na intravendzni aplikaci kalcia.
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Vyznamngj$f projevy toxicity citratu, jako protrahované parestézie nebo k¥ede
neuspokojivé reagujici na 1écbu, tvofily 28% vedlejsich pfihod, tj. vyskytly se u 1,4% vSech
LDL-aferéz a nikdy nevedly k ukonteni LDL-aferézy. Jako prevenci jsme v zdvislosti na
konkrétnich zkuSenostech s danym pacientem uZivali kontinudlni nebo jednorazovou
intravenézni aplikaci kalcia. Zpravidla bylo b&hem LDL-aferézy aplikovano 20 - 40 ml
roztoku Calcium Biotika (Hoechst-Biotika, s.r.o., Martin, Slovensk4 republika), u kterého
10 ml obsahuje 2,25 mmol ionizovaného kalcia), u homozygoth FH s vétSimi objemy
zpracované plazmy jsme vyjime¢n€ aplikovali 50 ml roztoku kalcia. Kromé pocitu tepla jsme
nepozorovali jiné neZddouci G¢inky intravendzni aplikace roztoku kalcia.

Pravidelng se vyskytovaly obtiZe z vynucené polohy vleZe & poloseds se zavedenymi
venéznimi vstupy do obou predlokti. Jejich vyskyt byl uZivanim automaticky
polohovatelnych liiZek s komfortnimi matracemi a kontinudlni péSi persondly vyrazné
omezen, nicméné bolesti zad vyZadujici podani analgetika se objevily v 0,5% z celkového
poctu aferéz.

Diéle se objevovala mirné svalové slabost a pocit Gnavy po LDL-aferéze, trvajici do
nasledujfciho dne, nektefi nemocni udavali pocit hladu. Pfechodny pocit nap&ti a mirného
otoku v prstech rukou a nohou, popfipadd v oSnich vitkich, se nepravideln& vyskytoval
u 6 naSich pacienti zvI4§t€ \ivodu 16by, u tfech znich se objevuje b&éhem LDL-aferézy
v mirné form¢ a nepravidelng doposud. Tento typ reakef byl sice pom&mé Sasty, ale vidy
ptechodny, nepiisobil vyrazn&j§i obtiZze pacientim a nevyZadoval 1&¢bu. Do celkového
souhrnu zdvazngj¥ich reakci nebyl zapo&itan.

Nedostatetnost perifernich Zil s nutnosti odloZit proceduru se vyskytla pfedeviim
v dob& zavadéni LDL-aferéz do praxe a vedla u jedné, v t& dobé sedmndctileté nemocné ke
zhotoveni arterio-venézniho zkratu na predlokti. Ten je nyni nefunk&ni. Postupné zlepSeni
stavu perifernich Zil, ke kterému pfisp&lo pravidelné posilovéani svalstva hornich kongetin,
umoznilo nyni bezproblémové zavadini Zilnich vstupi. Ke kanylaci centralnf %ily jsme nikdy
nepfistoupili. Drobné hematomy v mistg zavedeni vstupil jsou b&Zné, vyznamné krvaceni do
kiiZe ani jiné lokédlni komplikace se neobjevily. Dali, v literatufe zmifiované reakce, jsme
nezaznamenali.

Diskuse a zivér

LDL-aferéza efektivng a selektivn® odstratiuje LDL-cholesterol a hpoprotem(a)
Utinnost nasi modifikace imunoadsorpce, provadéné pomoci kolon LDL-Lipopak je velmi
dobfe srovnatelnd s iginnosti jingch metod uvedenych v literatufe (Schmaldienst, 2000). Na
poklesu hladiny HDL-cholesterolu se podili diluce pacientovy krve a pravdépodobng
nespecificky zichyt molekul HDL v kolondch. Podle n&kterych praci pFispivé k poklesu HDL
také aktivace hepatické lipdzy a pokles aktivity lecitin-cholesterol-acyltransferizy (LCAT) .
(Richter, 1993). Priumé&rné 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 vyvéZen piiznivym Gdinkem eliminace aterogennich lipoproteinfi. Pokles
hemoglobinu a hematokritu po LDL-aferéze je zpiisoben jak diluci obshu nemocného, tak
urditymi ztratami krve ziistavajici v linkdch hemaferetického setu po ukondenf procedury.
Jistou roli, zvla$t¥ zdlouhodobého hlediska hraji i ztrdty phsobené odbéry vzorkil
k laboratornim vy3etfenim. Podle naSich zkuSenosti, ale i podle dalsich autorii (Ptak, 2004)
mohou chronické krevnf ztrity p¥i opakovanych procedurach imunoadsorpce pfispivat ke
vzniku sideropenie s nutnosti substituce preparaty Zeleza, zvI4Std u ¥en. Zmény ostatnich
vy3etfovanych parametrli nebyly klinicky vyznamné.

Pies technickou néroénost LDL-imunoadsorpce jsme neshledali #4dné Zivot ohroujici
vedlejsi reakce. Frekvence jednotlivych vedlejsich reakci, vedoucich k preruseni aferézy, se
pohybuje v desetindch procent.
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Nejdastgjsim ditvodem k pferuSeni procedury byla nevolnost a hypotenze. Vzhledem
ke spojeni s dal§imi p¥iznaky, jako napf. s pocenim a nevolnosti, se domnivime, Ze se
jednalo o prevdzné vazo-vagilni reakce. Mezi dalsi pii€iny, které se mohly podilet na
hypotenzi, pat¥i pfesun &asti krve (cca 150 — 350 ml) do extrakorpordlniho ob&hu. Podil
cytokinové reakce a piedeviim aktivace komplementového systému pfi kontakiu plazmy
s povrchem separainiho setu a adsorpénich kolon s nasledkem uvolndni medidtort
s anafylaktoidnimi a vazodilatadnimi Cinky, kterd byla popséna u hemaferéz dfive (Shiga,
1998, Ptak, 2004), nebyl zkoumdn, nicménd ob& reakce se mohly, spolu s moZnym
pfechodnym zvySenim vaskuldrni permeability v souvislosti s rychlou zménou hladiny
lipoproteinii, podilet také na vzniku otokd prstl a oénich videk.

Kombinace kontinudlniho podavéani heparinu a citritu spolehlivé a bezpetng zajistila
dostatenou antikoagulaci. Intravenézni aplikace kalcia bezpeSn& zmirnila p¥iznaky
citratové toxicity. Pozorovali jsme i pfiznivy vliv intravenézni aplikace magnézia. ProtozZe
stres pacienta miize prostiednictvim hyperventilace vést k prohloubeni ionizované
hypokalcémie, je tFeba zdliraznit i potfebu peclivého a citlivého pristupu persondlu, ktery
miiZe tento stres 0¢inné eliminovat. Projevy toxicity citritu nebyly diivodem k p¥eruseni
[é8by ani k vyznamnéj$imu prodlouZeni a zpomaleni procedur.

Na zdklad€ dlouhodobého pozorovani jsme dosli k ndzoru, Ze asovy limit trvani
procedur by nemél z hlediska komfortu pro nemocného vyrazn&ji prekrogit &tyfi hodiny.

2.3.1.2. Vyvoj zatizeni k odstraiiovini vzduchu z adsorpéni kolony

S pfibyvanim zkudenosti s extrakorpordlnimi eliminadnimi metodami byla LDL-
aferéza modifikovdna na$i vyzkumnou skupinou, a to zejména po technické strdnce.
Piikladem je origindlni FeSeni zaf{zenf k odstrafiovini vzduchu z adsorp&ni kolony. PFi
plivodnim provedeni imunoadsorpce se v hornf &asti kolony hromadil vzduch, ktery bylo tfeba
opakovang odsdvat stiffkatkou po pferuSeni procedury a rozpojeni mimot&lntho okruhu. Nové
zafizeni umoZiiuje odsdvat vzduch zkolony podle potfeby kdykoli, aniz by bylo nutné
pferusit pritok plazmy kolonou. Tim omezuje tiziko kontaminace mimot&lniho ob&hu,
zajistuje plynulost procedury, umoZiiuje také odb&ry vzorki. CelkovE tedy usnadiiuje préci
personélu a zlepSuje bezpednost a komfort nemocnych v priib&hu LDL-aferézy. Autorka této
disertace neni autorem vynalezu, ale podilela se aktivn€ na jeho vyvoji a na zkouSeni jeho
modifikaci. Tento systém byl navrZen v rdmci vyzkumu, ktery byl soudasti FeSeni
vyzkumného projektu IGA MZ CR NB/7006-3, jehoZ byla autorka této disertani préce
spolufegitelkou. Systém byl patentovéan jako vyndlez (&. patentu CZ 294018 B6)

2.3.1.3. Vyhodnoceni Zivotnosti imunoadsorp&nich kolon LDL-Lipopak
Pro kaZzdou hodnocenou LDL-aferézu byly kalkulovany nisledujici parametry:

A. Ukazatele efektivity kolon
1. Absolutni pokles hladiny LDL-cholesterolu po LDL-aferéze, dany rozdilem

koncentraci LDL-cholesterolu pfed a po LDL-aferéze (mmol/l).

2. Absolutni pokles hladin LDL-cholesterolu po LDL-aferéze na jednotku zpracované
plazmy, dany podilem ptedchoziho parametru mnoZstvim zpracované plazmy pfi jedné
LDL-aferéze (mmol/I).

3. Relativni pokles hladiny LDL-cholesterolu po LDL-aferéze, ziskany jako podil
absolutnfho ‘poklesu hladin LDL-cholesterolu a preaferetické koncentrace LDL--
cholesterolu. Po vynasobeni stem se rovna procentudlnimu poklesu LDL-cholesterolu.

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

eliminace p¥i LDL-aferéze je neZidouct.
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1. Absolutni pokles hladiny HDI -cholesterolu po LDL-aferéze, dany rozdilem hladiny
HDL-cholesterolu pied a po LDL-aferéze (mmol/l).

2. Relativni pokles hladiny HDL-cholesterolu po LDL-aferéze, ziskany jako podil
absolutntho poklesn hladin HDIL-~cholesterolu a preaferetické hodnoty HDL-
cholesterolu. Po vyndsobeni stem se rovnd procentudinimu poklesu HDL-cholesterolu.

Visledky

I. Zakladnf ddaje
K provedeni 1000 LDL-aferéz ve vySe uvedeném obdobi bylo pouZito celkem 24 pari

kolon u 9 nemocnych, tj. priméms 3 (1 - 4), median 3 pary kolon na jednoho pacienta.
Devét parfi kolon bylo v dob& Zetfeni stdle pouZivano, 15 parll bylo jiZ vyfazeno z uZivéni
a bylo mo#né u nich kompletn& zhodnotit nasledujici Gidaje: prémérné bylo provedeno 54
(11-109), medidn 49 LDL-aferéz na jeden péar kolon. Primé&mé doba uZivéni jednoho péru
kolon byla 35,9 mésicd, tj. 3,0 let, median 2,6 let. K vyhodnoceni efektivity a selektivity
kolon bylo hodnoceno 780 LDL-aferéz provedenych pomoci viech 24 pouZitych pari kolon.

IL Efektivita imunoadsorpénich kolon
Zivislost poklesu LDL-cholesterolu na poétu provedenych LDL-aferéz u kaZzdého
paru imunoadsorpénich kolon

Pro absolutni ;)okles koncentraci LDL-cholesterolu byla hodnota regresniho koeficientu
0,015 a p = 3,8.107, pro absolutni pokles koncentrace LDL-cholesterolu, korlgovany na 1 ml
zpracované plazmy byla hodnota regresniho koeficientu rovna 6,5.10% 2 p = 0,230
(viz Graf 1), pro rclatwm pokles koncentraci LDL-cholesterolu byla hodnota regresniho
koeficientu rovna -6,8.10"° a p = 0,723 (viz Graf 2).

IIL Selektivita imunoadsorpénich kolon

Zavislost poklesu HDL-~cholesterolu na poétu provedenych LDL-aferéz u kaZdého
paru imunoadsorpénich kolon

Pro absolutni pokles koncentraci HDL-cholesterolu byla hodnota regresniho koeficientu
2,410, p = 0,466 (viz Graf 3), pro relativni pokles koncentraci HDL-cholesterolu byla
hodnota regresniho koeficientu 2,5.10* a p = 0,067 (viz Graf 4). Pro ilustraci, ani po posledni
provedené LDL-aferéze u 10 parii nejdéle uZivanych kolon neklesla priméma koncentrace
HDI.~cholesterolu pod normu - byla 1,02 + 0,19, median 1,08 mmol/l.

Graf 1. Zavislost absolutniho poklesu LDI-cholesterolu korigovaného na jednotku
zpracované plazmy na poctu provedenych LDL-aferéz u kaZdého piru kolon
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Graf 2. Zavislost relativniho poklesu LDL-cholesterolu na poéta provedenych LDL-
aferéz u kazdého paru kolon
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Graf 3. Zavislost absolutniho poklesu HDI-cholesterolu na poétu provedenych LDL~
aferéz u kazdého paru kolon
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Graf 4. Zavislost relativnilio poklesu HDL-cholesterolu na poétu provedenych LDL-
aferéz u kaZzdého piru kolon :
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Diskuse a zavér

Nebyl prokdzan signifikantni pokles efektivity, tedy schopnosti kolon eliminovat
LDL-cholesterol, s podtem provedenych LDL-aferéz. Selektivita imunoadsorpce se v priib&hu
uZivani kolon také vyznamn& neménila. Faktord, limitujicich pfesnost pouZité metody je
nékolik. Na ziklad& vysledki préce Stefance (Stefanec, 1999) byl zanedban vliv pfesunu
cholesterolu mezi jednotlivymi kompartmenty na zm&ny hladin cholesterolu po LDL-aferéze.
Diéle byl zanedbin vliv diluce pacientova ob&hu, kiery pro zjednodufeni povaZujeme
u jednotlivych nemocnych za konstantni. Vzhledem k vyvoji pracovnich postupil a relativng
dlouhé prim&mé dob¥ uZivani jednoho paru kolon (3 roky) nebyly u jednotlivych LDL-aferéz
dodrZeny zcela identické podminky. Tato metoda hodnoti par kolon jako celek, neodhali viak
rozdily v kvalitd mezi jednotlivgymi kolonami. K tomu je tfeba uvZit napiiklad hodnoceni
hladin cholesterolu v plazmé& vytékajici z kolon.

2.3.2. Dynamika a vzijemné vztahy nékterych ukazatelfi aktivity aterogeneze .

unemocnych lééenych LDI-aferézou

2.3.2.1. Selektinové adhezni molekuly a monocytirni chemotaktic
u nemocnych lé€enych LDL-aferézou

rotein-1

Soubor nemocnych a kontrolni soubor byly popsény v kapitole Soubor nemocnych
lééenych LDL-imunoadsorpci a v kapitole Kontrolni soubory. Vzorky krve byly odebrany
pied zahdjenim a ihned po ukonéeni LDL-aferézy. TotéZ bylo provedeno pfi nasledujici LDL-
aferéze.

Vysledky

Median plazmatickych koncentraci sP-selektinu kontrolnfho souboru zdravych jedincit
byl 69,5 ugh, rozmezi 56,5 - 101,0 pg/l, sE-selektinu 55,1 pg/l, rozmezi 35,5 — 65,1 pg/l
a MCP-1 288,2 pg/l, rozmezi 212,1- 607,2 pg/l.

Plazmatické koncentrace v¥ech sledovanych parametrit u nemocnych pted a po prvni
sledované LDL-aferéze jsou uvedeny v Tabulce 5, pfed a po nasledujici LDL-aferéze
v Tabulce 6. Koncentrace sP-selektinn nemocnych byly oproti kontrolnimu souboru zvyseny
(p < 0,05), a to pfed i po obou LDL-aferézich. Koncentrace sE-selektinu u nemocnych se
statisticky signifikantn€ neliSily od koncentraci kontrolntho souboru (p > 0,05) a medidn
koncentraci sE-selektinu nemocnych byl pfi horni hranici normy pfisiugné laboratofe.
Koncentrace MCP-1 byly v mezich normy a neliily se od kontrolniho souboru.

Pokles koncentraci vSech parametrdi (vyjadfeny v procentech vychoz{ hodnoty) po
prvni sledované LDL-aferéze je uveden v Tabulce 7, pokles po nasledujici LDL-aferéze je
uveden v Tabulce 8. Po obou LDL-aferézich statisticky vyznamn& klesla plazmatickd
koncentrace MICP-1 a sP-selektinu. Koncentrace sE-selektinu se statisticky vyznamng
nezménila (viz Tabulka 7 a 8). Nebyl zji¥tén statisticky vyznamny rozdil mezi velikosti
zmén, které nastaly po prvni a po ndsledujici LDL-aferéze u viech sledovanych parametrd.

Pokles sP-selektinu pozitivng koreloval na hranici statistické vyznamnosti s poklesem
LDL-cholesterolu po aferéze (r; = 0,633, p = 0,058) a statisticky vyznamn& negativnd s
hladinami sE-selektinu p¥ed (r; = -0,700, p = 0,030) a po LDL-aferéze (1, = -0,920, p = 0,000).

Median hladin sP-selektinu v_plazm?® pFitékajici do kolony byl 50,7 pg/l, rozmezi
30,1 — 79,2 pg/l, sE-selektinu 29,2 pg/l, rozmezi 15,5 — 35,4 ug/l a MCP-1 135,1 pg/l,
rozmezi 71,5 — 205,2 pg/l. Medién hladin v _plazmé z kolony vytékajici byl u sP-selektinu
55,9 pg/l, rozmezi 28,7 — 83,2 pg/ll, sE-selektinu 28,9 pg/l, rozmezi 18,5 — 35,8 pg/l
a u MCP-1 84,2 pg/l, rozmezi 35,5 — 155,8 pg/l. Na rozdil od sP- a sE-selektinfi, MCP-1
v plazmé& po pasaZi kolonou statisticky signifikantng kles! (p < 0,005). Ve vzorku vymyvacfho
roztoku, ktery byl odebran uprostfed desorpéného cyklu, byly hladiny obou selektind i MCP-1
pod hladinou detekce.
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Tabulka 5. Koncentrace selektini (jg/), MCP-1 (pg/l) a lipidii (mmol/l) p¥ed

a po prvni sledované LDL-aferéze
Pied prvni LD L-aferézou Po prvai LDL-aferéze

Primér + SD Rozmezi ‘Medidn | Prémér +SD Rozmezi Mediin

| sP-selekdin | 353,7+222,5| 95,7-821,3 2953 | 235,54160,9 | 50,9 - 567,1 2326

ski-zelektin | 81,7+41,7 | 43,9-156,4 63,9 73,4+614 8,1-213,7 54,1

MCP-1 2190554 | 116,2-277,1 | 2164 167,9+46,7 |959-241,1 | 159.7
TC 741 +1,86 5,15-9,94 7,28 2,16+0,38 1139-274 2,16
LDL 5,17+ 1,85 3,15-7,63 505 | 0,74+0,36 |031-1,15 0,83
HDL 1,56 £ 0,53 0,88 - 2,57 1,53 1,12+035 10,64-1,7 Ziahild
TAG 2,524+1,32 | 0,62-432 305 | 1,291,291 [0,19-3,29 1,00

TC = celkovy cholesterol, TAG = triacylglyceridy, SD = smérodatnd odchylka

Tabulka 6. Koncentrace selektinii (ug/1), MICP-1 (pg/l) a lipidé (mmol/l) pied
po nésledujici LDL-aferéze

-3

Pied nasledujici LDL aferézou . Po nasledujici LDT-aferéze

Priimér + SD Rozmezi | Mediin | Primér + SD Rozmezi | Meédiin
sP-selektin | 170,74 117,3 | 88,1-420,4 [ 110,5 [123,0+96,8 |52,7-3373 "85,'9 i
sE=selektin | 53,5+41,6 | 5,1-1159 | 47,7 53,4 +562 5,6-180,0 | 349
MCP-1 | | 276,1£134,9 | 62,6-498.2 | 277.1 174,6+113,4 40,6 -433,4 | 168,8
TC 733+£2,02 1487-10,71 | 6,95 2,13+£059 [1,09-301 | 209
LDL 448+1,95 [2,17-7.86 415 | 0642052 [0,10-1,71 | 0,55 |
HDL 1,62+0,57 |0,83-2,64 1,62 | 1,17+038 [061-178 | 128
TAG: 3,09+2,50 |[1,00-7,01 1,87 1,55+1,84 [0,15-4,54 | il -

TC = celkovy cholesterol, TAG = triacylglyceridy, SD = smérodatnd odchylka

Tabulka 7. Pokles selektinii, MCP-1 a lipidé po prvm LDL-aferéze _(%

Priimér + SD Rozmezi ‘Medidn p {srcwnanl 5 hodnutuu pfc_g)
sP-selektin— - | 29,1+37,6 -39,6 - 74,7 31,00 ;
§E-selektin 16,2 + 35,5 -36,6 - 85,1 02
MCP-1 21,0£23,4 -32,9-44,2 22,0
TEy 69,8+7,0 56,4 - 78,6 693
DL =07 84,7+9,0 63,5-94,6 873
HBDL! 27,8+43 18,6 - 33,9 2T
TAG 55,5+24,5 6,55 - 81,3 632 -

TC = celkovy cholesterol TAG =

Tabulka 8. Pokles selektinii, MCP-1 a lipidi po

triacylglyceridy, SD = smérodand odchylka

nasledujici LDL-aferéze (%)

Primér = SD Rozmezi Medidn p (srqviiani s hodnotou pfed}
sP-seleklin 7| 307%14,0 | 12,4-494 300 < 0004 ]
sE-selektm 6,2+ 33,1 -56,1-472 194 0,359
MCP-1 36,6 +24,5 -6,7 - 68,8 414 0,020
TC . 70356 657-814 | 696 <0,005
LDL 87,8+ 6,6 75,3 -96,2 86.8 < 0,005
HDL 27,2+4,95 18,3-32,6 219 < {,005
TAG . 61,7+23,2 15,1-89,7 - 898 < 0,005

TC= celkovy cholesterol, TAG = trlacylglycendy, SD = smérodaind odchylka
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Diskuse a zavér

Nemocni, lé¢eni LDL-aferézoun, méli signifikantng zvysenou plazmatickou koncentraci
P-selektinu, kterd po jednotlivé procedufe LDL-aferézy vyznamng klesla, nedosdhla viak
normalnich hodnot. ZvySen hladina sP-selektinu je zndmkou zvySené aktivity trombocytd
a pfedevim endoteliflnich bungk, pravd&podobné v souvislosti s aktivitou aterosklerotického
postizeni. U nemocnych nebylo prokézano jiné zanétlivé onemocngni. Pokles sP-selektinu po
procedufe byl popsin také u metody HELP, kde se vSak, na rozdil od nadeho souboru,
podilela také vyznamna eliminace P-selektinu v kolon€ (Pulawski, 2002).

Hiadiny E-selektinu a MCP-1 u vyZetfovaného souboru nebyly signifikantng zvySeny.
Koncentrace E-selektinu, specifického ukazatele aktivace endotels, se po LDL-aferéze
statisticky signifikantng nezménila, narozdil od vysledkd Sampietra, ktery shledal vyznamny
pokles zvysenych hladin sE-selektinu u 8 nemocnych s FH po LDL-aferéze metodou DSA
(Sampietro, 1997), p¥itemz eliminace E-selektinu kolonou nebyla prokazana. NaSe studie
byla provedena u nemocnych dlouhodobg 1é&enych LDL-aferézou v relativné stabilizovaném
stavu, kdy jiZ mohlo dojft k alespoii 4ste&né normalizaci endotelidlnich funkef, na které se
déle pravd€podobng podilela i dlouhodoba medikace statiny, které snizuji nejen hladiny sE-
selektinu (van Haelst, 2001), ale i MCP-1 (Rosenson, 2005).

Pokles sE-selektinu po procedufe byl popsan i v dal3i studii, to pfi uZiti nejen vyse
zmingné metody DSA (7 nemocnych), ale i u metody HELP (7 nemocnych) a u metody DALIL
(6 nemocnych). U viech metod byla obdobnd mira poklesu LDL-cholesterolu. NejvEt3i pokles
E-selektinu byl pozorovan v pfipadé metody HELP (31%), kde byla vSak prokdzana i nejvetsi
vazba v kolong, u zbylych dvou metod klesl E-selektin o 6% (Empen, 2002).

Signifikantni pokles koncentrace MCP-1 v na¥{ studii byl vyznamnou mérou zplisoben
jeho nespecifickou vazbou v kolong. Neprokazali jsme eliminaci P- a E-selektinu kolonami,
na rozdil od n&kterych vyse zmin&nych elimina¢nich systémi. Pokles koncentraci byl z Easti
zplisoben diluci pacientova obdhu ndhradnimi roztoky. Podil sniZené produkce a/nebo
zvySeného odbouravini molekul nebyl kvantifikovan.

Redukce hladin P-selektinu a MCP-1 jako¥to imunologicky aktivnich molekul se
pravdépodobng podili na pfiznivém efektu LDL-aferéz na proces aterogeneze. Preaferetickd
hladina MCP-1 a selektind miiZe odraZet aktivitu imunitnfho a endotelidlntho systému
u nemocnych dlouhodobé 1é8enych LDL-aferézou a zmény P-selektinu by se mohly po dal¥im
Zkoumén{ stit ukazatelem efektu jednotlivé LDL-aferézy. Signifikantni negativni korelaci
velikosti poklesu sP-selektinu s hladinami sE-selektinu pfed i pa LDL-aferéze je moZné
vysvétlit zvySenou aktivitou endotelidlnich bundk, kterou pfedpokladdme w nemocnych se
zvySenou hladinou sE-selektinu, a kierd mi%e byt obtiZn&ji ovlivnitelnd LDL-aferézou. Ta
proto mohla vést k men$fmu poklesu sP-selektinu u tchto nemocnych. Vysledky mohou byt
ovlivnény limitovanym po&tem pacientd.

Dynamika hladin selekting u LDL~imunoadsorpce byla v literatufe popsdna pouze
u naSeho souboru nemocnych (Blaha, 2004). Krom& dat publikovanych na$im tymem ndm
neni toho asu znadm %adny daldi literdrni zdroj pojednévajici o dynamice hladin MCP-1
b&hem nékteré z eliminadnich metod LDL-cholesterolu.

2.3.2.2. Moovy neopterin a mikroalbuminurie u nemocnych 1ééenvch L.DI~aferézoun

Soubor nemocnych byl popsin v kapitole Soubor nemocnych lé¢enych LDL-
imunoadsorpci a filtracni metodou, kentrolnf soubor v kapitole Kontrolni soubory.

Sbér a zpracovani vzorkit '

Prvni vzorek ranni mo&i ke stanoveni neopterinu, albuminu a kreatininu byl odebrén
réno pted LDL-aferézou, dal¥i 1., 2., 5. a 14. den po aferéze, posledni vzorek v den dalsi
aferézy réno. Vzorky byly oznadeny DO, D+1, D+2, D+5, D+14 a Dyoglednt. Jeden vzorek byl
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odebran také v den aferézy veder v 18:00 hodin a oznaden D0yg.00. Vzorky krve ke stanoven{
ostatnich parametrii byly odebréany z periferni Zily pfed a ihned po skonéeni LDL-aferéz.

Vysledky
Po LDL-aferéze statisticky signifikantn& poklesl celkovy, HDL- a LDI-cholesterol,
apolipoprotein B, triacylglyceridy a Lp(a) - viz Tabulka 9.

Tabulka 9. Hladiny lipidi p¥ed a po LDL-aferéze a jejich pokles po LDL-aferéze

Pied LDL-aferézou | Po LDL-aferéze Pokles (%)
Priimér + SD Primér £SD | Primér+SD
Median Medidn Mediin
Celkovy cholesterol 748+ 1,20 2,33+0,72 68,3+93
mmol/l) 7,50 2,02 68,5
LDL - cholesterol 5,43+1,39 1,06 £0,76 80,9+122
(mmol/l) 5,35 0,85 87,1
Triacylglyceridy 2,29+ 1,66 1,15+£1,31 56,7 +£20,6
(mmol/l) 1,88 0,55 57,5
Non-~-HDL-cholesterol 6,00+ 1,35 1,31+0,76 77,9+ 10,9
(mmol/) 6,03 1,04 79,1
Apolipoprotein-B 1,34+0,37 0,29 +0,19 78,1+15,5
(g/l) . 1,30 0,31 79,1
Lipoprotein (a) 0,64 + 0,81 0,14+ 0,20 68,8 +£33,7
(g/h) 0,78 0,07 81,2
HDL—cholesterol 1,48 +0,39 1,02 +0,22 29,1+10,9
(mmol/l) 1,39 0,98 27,8

Pokles (%) = pokles hladin vyjddieny v procentech vychozi hodnoty. SD = smérodatnd odchylka.

Index neopterin/kreatinin

Median indexu neopterin/kreatinin u zdravych jedincii odpovidajictho véka a pohlavi
byl 108 pmol/mol, rozmezi 55 — 228 pmol/mol. Hodnoty indexu neopterin/kreatinin v mo&i
pacientl v jednotlivych dnech a jejich srovnani s DO a hodnotami kontrolntho souboru jsou
uvedeny v Tabulce 10.

Index neopterin/kreatinin v modi rdno pfed LDL-aferézou byl signifikantn vyss{
oproti indexu zdravych jedincti, zvySeni bylo signifikantni i v n&kterych daldich dnech (viz
Tabulka 10). Nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi rannimi hodnotami indexu
neopterin/kreatinin b&hem obdobi mezi dvéma LDL-aferézami, ale byl zjistén statisticky
signifikantnf (p = 0,006) pokles hodnoty indexu v den LDL-aferézy veter (D0Ois.00) oproti
ranni preaferetické hodnotg a déle hrani¢n€ vyznamné sniZeni (p = 0,064) prvni den po LDL-
aferéze rdno (D+1), opét oproti preaferetické hodnots (viz Tabulka 10).

Velikost poklesu indexu neopterin/kreatinin v den LDIL-aferézy veder signifikantng
negativné korelovala s hladinou celkového a LDL-cholesterolu pfed LDL-aferézou a s jejich
poklesem po LDL-aferéze, ddle negativnd s objemem zpracované plazmy na kilogram véhy
pacienta (absolutai pokles neopterinu: r; = -0,778, p = 0,015, procentudlni pokles neopterinu:
rs = 0,635, p = 0,071). Ranni hodnoty indexu neopterin/kreatinin (krom& D+1) s hladinou
lipidis nekorelovaly. Korelace indexu neopterin/kreatinin s koncentracemi lipidi jsou uvedeny
v Tabulce 11 a zndzornény Grafy 5-7.
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Tabulka 10. Hodnoty indexu neopterin/kreatinin v mo&i (pmol/mol)

Pramér+ SD | Rozmezi | Mediin | p (srovnan p (srovnani
5D0) s kontrolami)
Pred aferézou (D0) | 230+105 | 151422 | 179 | - 0,006
Po aferéze (D0 15.00) 130 £ 53 57-242 1279 0,006 0,766
D+l 168 £58 108 —-276 152 0,064 0,072
D42 183+73 | 122-371 171 0,131 0,020
Di5 169+94 | 97-365 | 133 0,064 0,136
DHId 168 £51 95 -259 174 0,105 0,047
Pred dalsi aferézou 152 +53 88 —259 153 0,064 0,114
8D = smérodatnd odchylka .
Tabulka 11. Korelace indexu neopterin/kreatinin se sérovymi lipidy
Index Korelovan s [ P
neopterin/kreatinin :
D+1 Lipoprotein (a) pied aferézou 0,802 |~ 0,003
Lipoprotein (a) po aferéze 220718 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) : 0736 - | 03t
Pokles (%) Celkovy cholesterol p¥ed aferézou 1= 0.806 0003
LDL-cholesterol pfed aferézou ~0,806 “| 0,003 |
Non-HDL-cholesterol pied aferézou -0,794 | 0004
Celkovy cholesterol pied dalsi aferézou 0,758 0009 -
LDL-cholesterol pred dalii aferézou L=0.733 | 0013
Pokles celkového cholesterolu (abs) S0 73D T3
Pokles LDL-cholesterolu (abs) c= 0,758 10,009
Pokles (abs) Celkovy cholesterol pted aferézou =0770 ] 0,007
Pokles celkového cholesterolu (abs) =673 0029
LDL-cholesterol pred aferézou =004 ] T n0d =
Pokles LDL-cholesterolu (abs) B B Iy T
Non-HDL-cholesterol pted aferézou COTRZ 0,005

(abs) = pokles absolutni, (%) = pokles v procentech vychozi hodnoty. 1, = Spearmantiv koeficient
poFadové korelace

Index albumin/kreatinin

Hodnoty indexu albumin/kreatinin jsou uvedeny v Tabulce 12. Mikroalbuminurie se
vyskytla u dvou (20%) pacientl, limit 0,7 mg/mmol, vyznamny pii posuzovani
kardiovaskuldrniho rizika, byl dosaZen celkem u tfech (30%) nemocnych. U dalich Sesti
pacientli byl index pozitivni, ale nedosahl tohoto limitu. Nebyl zjistén signifikantni rozdil
v rannich hodnotich tohoto indexu v jednotlivych dnech, ani po LDL-aferéze veder. Index
neopterin/kreatinin veSer po LDL-aferéze koreloval s indexem albumin/kreatinin réno pfed
LDL-aferézou (r;= 0,817, p = 0,002), D+1 (1= 0,753, p = 0,009), D+2 (r,= 0,859, p = 0,000),
D+5 (r; = 0,699, p = 0,022). Korelace indexu albumin kreatinin s lipidy a velikosti poklesu
lipida po LDL-aferéze jsou uvedeny v Tabulce 13. Jediny pacient s poruchou metabolismu
glycidt, a to s diabetem mellitem II. typu, m&l hodnoty indexu albumin/kreatinin v normé.

Index albumin/kreatinin nekoreloval s parametry uvedenymi v Tabulce 14, ani
nezévisel na véku nemocnych.
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Tabulka 12. Hodnoty indexu albumin/kreatinin v mo¢i (mg/mmol)

Primér + SD Rozmezi | Median | p (srovndni s DO)
Pred aferézou (D) 0,38+ 0,78 0,00 — 2,45 0.01 -
Po aferéze (D0jsa0) | 0,77£1,93 | 0,00-624 | 0,11 0,359
D+1 0,67 + 1,34 0,00—4,12 0.07 0,375
D42 0,60+1,42 0,00--4,59 0.07 0,563
D+5 1,19+ 3,12 0,00—9,98 0,01 0,438
D14 0,33+0,71 0,00 —-2,26 0,06 0,844
Pred daldf aferézou 0,50+1,36 | 0,00—4,35 0,01 1,000
8D = smérodatnd odchylka
Tabulka 13. Korelace indexu albumin/kreatinin se sérovymi lipidy
Index albumin/kreatinin | Korelovin s r; P
D0 (pfed LDL-aferézou) Celkovy cholesterol pied aferézou 0,718 | 0,016
LDL-cholesterol pied aferézou 0,679 | 0,025
Pokles celkového cholesterolu (%) 0,718 0,016
Pokles LDL-cholesterolu (abs) 0.718" | 0,016
Pfed dalsi Celkovy cholesterol pied dalsi aferézou | 0,694 | 8,022
LDL-aferézou LDL-cholesterol pied dal3i aferézou 0675 | 0,029
D+l ‘ Celkovy cholesterol pied aferézou 0.652|70,038
Lp (a) pFed aferézou 0,750 | 0,011
Pokles LDL-cholesterolu (abs) 0,714 | 0,019
Poklesem Lp(a) (abs) 0,753 | 0,009
D+5 LDL-cholesterol pted aferézou 0,683 | 0,025
Celkovy cholesterol pred aferézou 0772 | 0,007
Non-HDL-cholesterol pred aferézou 0,649 | 0,038
Lp (a) pted aferézou 0.644 | 0,038
Pokles LDL-cholesterolu (abs) 0.683 | 0,025
Poklesem Lp(a) (abs) 0,657 | 0033
| D+14 Lp (a) pied aferézou 0.749 | 0i011
Lp (a) po aferéze 0,663 | 0,033

(abs) = pokles absolutni, (%) = pokles v procentech vychozi hodnoty. r, = Spearmaniiv

koeficient poFadové korelace

Graf 5. Vztah absolutniho poklesu indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze

a koncentrace celkového cholesterolu p¥ed LD1-aferézou
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- Graf 6. Vztah absolutniho poklesu indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze
a koncentrace LDL-cholesterolu pied LDL-aferézou
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Graf 7. Vztah absolutniho poklesu koncentrace celkového cholesterolu a absolutniho
poklesu hodnoty indexu neopterin/kreatinin po LDL-aferéze
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Tabulka 14. Hodnoty parametri, stanovenych pouze pied LDL-aferézou
Primér + SD Rozmezi | ‘Medisn
Systolicky tlak kive (Tarr) | 126+ 16 90 —-140 o ol
Diastolicky tlak krve (Torr): 71+12 50 -85 T55
Urea (mmol/l). 43+1,2 2,7-6,5 4,0
Kreatinin (pmol/1) 86,5+12,2 64,0 - 103,0 875
Kyseling motova (pmol/l) 356+72 215475 364
Glykémie (mmol/1) 42+04 3,5-5,1 4.8
Albumin (g/1) 43,5+2,5 394 -47,0 42
Leukocyty (x107/1) 6,5+0,8 3,8-12,0 58
Trombocyty (x107]) 210+ 61 93 -295 208
Sttedni objem enyirocyiu (fl) 90,8 +4,7 84,0 - 99,1 94,3

BMI = body mass index, SD = smérodatnd odchylka
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Diskuse a zivér

Mocovy neopterin pacientli byl pfed LDL-aferézou signifikantn€ zvySen i pies
intenzivni 1é¢bu hypercholesterolemie a absenci klinickych zndmek progrese aterosklerézy.
Vysvétlenim miize byt aktivita makrofigh v aterosklerotickych platech. Pfitomnost jinych
patologickych stavii, zvySujicich produkci neopterinuy nebyla prokazdna, naopak vsichni
nemocni méli aterosklerotické postizeni.

Signifikanini pokles neopterinu vefer po LDL-aferéze je v souladu s diurndlnim
rytmem neopterinu. Ranni moCové koncentrace neopterinu i pfes mohutné a rychlé zm&ny
hladin aterogennich ¢&initeldi nebyly ovlivnény LDL-aferézou signifikantng. V soudasné dobé
nelze vylougit pffmy podil jednotlivé procedury LDL-aferézy na poklesu vederni koncentrace
mocového neopteriny, i kdyZ negativni korelace poklesu neopterinu s mnoZstvim zpracované
plazmy a tudiZ s rozsahem LDL-aferézy hovoif spiSe proti tomuto vliva. Dostupné data nyni
nedovoluji vzhledem k limitovanému poctu nemocnych uginit v tomto ohledu dal3i zavéry.

Signifikantni negativni korelace velikosti poklesu neopterinu veer po LDL-aferéze
s hladinou celkového a LDL~cholesterolu pfed LDL-aferézou a s velikosti jejich poklesu po
LDL-aferéze milZe mit riiznd vysvétleni. Pacienti s lehdi hypercholesterolemii mohou mit
i ménd rozsdhlé a/nebo mén& aktivni aterosklerotické 1éze. Systémova imunitni aktivace
u tSchto nemocnych miZe byt snadndji ovlivndna rychlym poklesem cholesterolu neZ
u nemocnych s 1823 hypercholesterolemii. Men{ pokles mo&ového neopterinu veder po LDL-
aferéze u nemocnych s 873 hypercholesterolemii miZe €% odraZet ziZeni fyziologickych
diurndlnich variacf mofové exkrece neopterinu nésledkem zvySené bazalni monocytirni
aktivity, pravd8podobné pochézejici z aterosklerotickych plati.

Nélez mikroalbuminurie u pacientlt s FH je v rozporu s vysledky Zouvanise, ktery
neshledal mikroalbuminurii ani u jednoho z 15 nemocnych s FH (Zouvanis, 1995), naopak
vztah hypercholesterolemie a mikroalbuminurie byl pozorovan jingmi antory (Brndiar, 2001,
Shankar, 2004). U nemocnych s v&t$im mofovym vyluovanim albuminu byly signifikantns
vy38i hladiny cholesterolu a vy3$i moCovy neopterin veSer po LDL-aferéze. Je mozné, %e
‘nadir  neopterinu  odréZi rezidudlni systémovou imunitni aktivitu pochézejici
z aterosklerotickych plath. Ta koreluje s ukazatelem mikrovaskularni dysfunkce —
mikroalbuminurii.

Mikroalbuminurie se signifikantn€ nelifila v prib&hu doby mezi dvéma LDL-
aferézami, narozdil vysledkd Sinzingera, ktery popsal pokles mikroalbuminurie druhy den po
LDL-aferéze metodou DSA u i pacientl s FH (Sinzinger, 1999). V naSem souboru byl veger
po LDL-aferéze pozorovén dokonce vzestup albuminu v mogi u 70% nemocnych a 1.den po
LDL-aferéze u 50% nemocnych, zmény viak nebyly statisticky signifikantni. MoZné zvy3eni
mikrovaskuldrni permeability pro albumin po LDL-aferéze by mohlo byt nésledkem
systémovych zm&n nastévajicich stykem krve s extrakorpordlnim obshem, napfiklad aktivaci
komplementového systému, kterd u vySe zmiflované adsorpce na dextransulfat bez vudasti
ZivodiSnych bilkovin nemusi byt tolik vyjadfena, jako u imunoadsorpce pomoci ov&ich
protilatek, u které byla tato reakce jiz diive prokézana (Ptik, 2004). Jinou pfiginou miZe byt
hypoperfuze ledvin nisledkem pfechodné hypotenze, kterd je Sastym vedlej§im uinkem
hemaferéz a miiZe byt spjata také s aktivaci komplementu.

Vysledky ukazujf spojitost mezi mikrovaskuldrnim postiZenim, které je pfedstavovano
mikroalbuminurif, aktivitou monocyto-makrofdgového systému, reflektovanou hladinou
neopterinu v modi a tiZ{ hypercholesterolemie. Velikost hodnoceného souboru nemocnych je
diivodem k opatrnosti v interpretaci vysledkd, nicméng se zd4, Ze mo€ovy neopterin veder (po
LDL-aferéze) a pokles neopterinu veder (po LDL-aferéze) ve srovnani s ranni hodnotou jsou
parametry, které si zaslouZ{ dal8i zkoumdéni, nejen u nemocnych 1é€enych LDL-aferézou.
Mikroalbuminurie, zv14$t€ je-li stanovena jako index neopterin/kreatinin, je levoym a snadno
dostupnym parametrem, jehoZ vySetfeni neobtéZuje nemocného dvacetidtythodinovym
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sbérem mo¢i a pfinese cenné informace o jeho kardiovaskularnim riziku. Nasim doporuéenim
je rozii¥it uzivani tohoto parametru v klinické praxi. Sledovani mikroalbuminurie u pacienti
1écenych LDL-aferézou je ve svétové literatufe zatim ojedin&é.

2.3.2.3. C-reaktivni protein, solubilni CD40 ligand, sérovy neopterin a solubilni endoglin
u nemocnych léfenych LDI-aferézou

Soubor nemocnych byl popsén dfive v kapitolach Soubor nemocnych lécenych LDL-
imunoadsorpci nebo filtracni metodou, kontrolni soubor byl popsén v kapitole Kontrolnt
soubory. Vzorky ke stanoveni vySetfovanych parametrii byla odebréna z periferni Zily tésn&
pfed a po dvou po sobd nasledujicich LDL-aferézach.

Vysledky

Median sérové koncentrace hsCRP kontrolniho souboru byl 0,98 mg/l, rozmezi
hodnot 0,16 - 2,98 mg/l, sSCD40L 6 407 ng/l, rozmezi 2 884 — 9 130 ng/l, neopterinu
5,9 nmol/l, rozmezi 3,3 - 8,3 nmol/l a solubilniho endoglina 3,56 pg/l, rozmezi
1,89 — 6,37 pg/l. Sérové koncentrace vySetfovanych parametrt u pacientll pfed a po prvni
sledované LDL-aferéze jsou uvedeny v Tabulce 15, koncentrace pied a po nasledujici LDL-
aferéze v Tabulce 16. Pokles koncentraci po prvni sledované LDL-aferéze, vyjadieny
v procentech preaferetické hodnoty, je uveden v Tabulce 17, po nésledujici LDL-aferéze
v Tabulce 18. Nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi zménami jednotlivich parametrt pfi
prvni sledované a p¥i nasledujici LDL-aferéze, ani statisticky signifikantni rozdil mezi
kontrolnim souborem a souborem nemocnych u koncentraci hsCRP (p = 0,443, resp. 0,792),
sCD40L (p = 0,955, resp. 0,792) a u neopterinu (p = 0,974, resp. 0,955) pfed obéma LDL-
aferézami. Naopak koncentrace endoglinu nemocnych byla pfed obdma LDL-aferézami
statisticky signifikantng zvySena (p = 0,002 resp. p = 0,038), po obou sledovanych LDL-
aferézéch se jiZz od kontrolniho souboru statisticky signifikantng nelisila (p > 0,05).

Sérova koncentrace sCD40L pfed prvni sledovanou LDL-aferézou korelovala
s celkovym cholesterolem (r;= 0,721, p = 0,016) a LDL~cholesterolem (rs= 0,818, p = 0,002,
Graf 8) pted LDL-aferézou a LDL-cholesterolem po LDL-aferéze (s = 0,770, p = 0,007). Pii
nasledujici LDL-aferéze korelovala koncentrace sCD40L pfed LDL-aferézou pouze s LDL-
cholesterolem po LDL-aferéze (rs = 0,784, p = 0,005) a negativn& s velikostf poklesu LDL-
cholesterolu po LDL-aferéze (rs = -0,733, p = 0,013), korelace s celkovym cholesterolem pied
LDL-aferézou nebyla statisticky signifikantnf (rs= 0,558, p = 0,067).

U v3ech vySetfovanych parametrd nebyl zjistén statisticky signifikantni rozdil mezi
zm&nami sérovych koncentraci, které nastaly v pfipad® imunoadsorpce a v piipadé
theoferézy. Koncentraci sledovanych parametrii pfed vstupem a po vystupu z elimina¢nich
médii se statisticky signifikantng neliSily (p > 0,05).

33



Tabulka 15. Hladiny sledovanych parametrd pied a po prvui sledované LDL-aferéze

| Pred LD1-aferézou Po LDI-aferéze
Primér Rozmez{ Medidn | Primér Rozmezi Medidn
+SD +8SD
Celkovy cholest. 7,63 5,45 -10,82 7,63 2,14 1,62-291 2,13
(mmol/}) + 1,62 ’ + 0,46
LDI1-cholesterol 5,52 3,09 - 8,86 5:73 0,79 0,24 - 2,08 0.60
(mmal/l) 1,78 +0,56 i
HDL-cholesterol 1,58 0,94 -2,30 1,53 1,08 0,62 - 1,69 1,09
{mmakd) ' +0,45 : +0,34 :
Triacylglyeeridy 2,26 0,59 - 6,41 1,20 0,96 0,25 -2,89 0.50
(mmol/l) +2,11 : +0,95 ;
hsCRP 1,88 0,28 -4,71 1,00 1,32 0,21 -4,36 0,71
(mg/l) +1,71 +1,52 el
SCD4OL 6498 | 349410500 | 6395 4057 409 - 8375 3576
(ngll) +2529 2560 SR
Neopterin 5,7 42-73 5,6 5,5 43-.8,8 51
(nmol/) +1,1 +1,3 ) S
Endoglin 5,74 3,33-7,65 5,55 4,25 249-628 4,03
(ug/h) + 1,47 +1,17 i
8D = smérodatnd odchylka
Tabulka 16. Hladin sledovanych parametrii pi‘ed a po ndsledujici LDL-afereze
Pred LDL-aferézou Po LDL-aferéze ;
Priimér Rozmezi Median | Primdr Rozmezi Medlin
+SD +SD
Cellkovy cholest. 745 5,54-10,81 7,28 2,04 1,53-2,91 1 96 '_
(mmol/l) +1,65 +0,39 ;
LD ~cholesteral 5,42 3,06 - 8,84 5,57 0,79 0,21-2,10
(mmal/l) N +0,53
HDL-cIlélm’tgrol 1,56 0,91-2,10 1,51 1,01 0,60 —1,67
(pmol/l) +0,43 _ £0,32
Trlacylg]} ceridy 2.21 0,61 —5,98 1,19 0,89 0,26 —2,75
{(mmol/l) +2,08 +0,88 e
hsCRP 1,87 0,20 - 4,88 1,65 1,21 0,10-2,75 | G99
(mg/l) +1,64 1 £1,04 S
sCD40L 3562 144 - 8710 1986 1 2045 59 —-17324 706
(nig/l) +3640 el 22598 ]
Neapterin 5,0 1,9-9,7 |45 3,9 0,9-6,2 46
(nmol/l) +1,9 mE - +1,8
Endoglin' © ~ 7 ] 523 1,90 - 8,31 5,05 - 4,2 2,80-7,08 3,94
BT +1,78 . +1,21

SD = srﬁerodatna odchylka.
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Tabulka 17, Pokles koncentraci sledovanych parametrii po prvni sledované
_LDL-aferéze, vyjad¥eny v procentech preaferetické hodnoty

y

Poldes ( %) Priimér + SD Rozmezi Medidn p
Célkovy cholesteral 71,7+4,0 66,5 - 80,9 71.3 < 0,005
LDL-cholesterol 86,6 +5,6 76,5-92,2 88.2 < 0,085
HD1-cholesterol 31,6 £10,9 14,3-52,2 324 =005
Trlacylglyceridy 56,0174 18,9-73,4 61,6 < 0,005
hsORP - 32,0+17,5 3,8-58,7 342 0,002
sCD40L 31,1 +£43,6 -52,8-95,6 Soadb2 0,037
Neopierin 4,0:£15,7 -31,3-21,1 65 0,250
Jindoglin 252+12,5 3,9-51,2 26,3 0,002

8D = smérodatnd odchylka

Tabulka 18. Pokles koncentraci sledovanych parametrit po ndsledujici LDL-aferéze,

vy]adreny v procentech preaferetické hodnoty

ro=0,818, p = 0,002

Priimér + SD Rozmezi _ Median e
72,1+4,6 64,2 79,6 72.4 <0005
86,4£5,5 76,5 —93,1 88,1 <0005 -

31,8112 13,9 -53,3 32.1 20005
57,1175 18,7 —74,0 61,1 <0005
i : 37,7+10,7 19,8 - 50,0 40,0 0,002
.scan 282+56,2 | -114,0-91,6 37,7 0,014
Neopterin 1,8+74,1 | -194,7-63,0 A 0,204
Endoglin ; 108447 | -112,6-43,1 “20,9 0,038
SD = smerodatna odchylka
Graf 8 . Vztah sérovych koncentraci sCD40L a LDL-cholesterolu
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Diskuse a zivér

Koncentrace CRP, sCD40L a neopterinu nebyla i pfes pfitomnost zavaZné poruchy
metabolismu lipidi a prokézaného aterosklerotického postiZéni u nemocnych zvysena.
Vysvétlenim je pravdépodobné vliv dlouhodobé extrakorporaini eliminace LDL-cholesterolu,
ktera, kromé k regresi aterosklerotickych 16zi (Matsuzaki, 2002), vede také ke sniZeni hladin
CRP (Otto, 2004) a neopterinu (Vrecko, 1999). Dalsim faktorem mohl byt také efekt Ié&by
statiny, o kterych je zndmo, Ze také snizuji hladiny neopterinu, CRP (van Haelst, 2001,
Ridker, 2005) a sCD40L (Semb, 2003, Kinlay, 2004, Malyszko, 2004). Zvysena hladina
endoglinu miiZe byt zndmkou pietrvavajici aktivace/postiZeni endotelu.

Oproti sérovému neopterinu, neopterin v modi (popsany v pfedchozi kapitole) byl
u stejného souboru nemocnych zvySen. Vzorky nebyly odebrény ve stejnou dobu, ale
s odstupem né&kolika mésic, coZ krom& obecné nestejnych podminek mohlo zpfisobit
i sniZeni aktivity makrofagli ndsledkem dal3i stabilizace nemocnych LDL-aferézou v dobg
stanoveni sérovych hladin. Nelze vylougit, Ze pfi dobré funkci ledvin miZe byt zvy¥end
produkce neopterinu eliminovana mo&i a nemusi dojit k elevaci jeho hladin v krvi. Vysledky
mohou byt ovlivnény také omezenym rozsashem vySetfovaného souboru.

Reprodukovatelny pokles koncentraci CRP, sCD40L a solubilniho endoglinu jako
imunologicky aktivnich molekul po LDL-aferéze mohl nastat z S4sti ndsledkem sniZeni
aktivity imunitnfho a endotelidlniho systému vlivem eliminace aterogennich &initels
a zéaroveii mohl vést k alespori kratkodobému a &astednému omezeni prozandtlivé aktivity
té€chto molekul. Na poklesu se podili diluce pacientovy krve néhradnimi roztoky. M&fenim
hladin v plazmé pfed a po vystupu z eliminadnich médii jsme neprokazali eliminaci Z4dného
z parametr( ani v kolondch, ani filtry, i kdyZ mirny vliv na pokles plazmatickych hladin nelze
touto metodou zcela vyloucit. Piiny poklesu hladin jsou velmi pravdépodobné
multifaktoridlni a zahrnuji vySe zminéné vlivy. LDL-aferéza vedla k normalizaci hladin
endoglinu. Sérovd koncentrace neopterinu nebyla LDL-aferézou vyznamng ovlivnéna.

Pokles koncentraci CRP byl pozorovén u riiznych extrakorporilnich elimina¢nich
metod LDL-cholesterolu i dal§imi autory. Redukei koncentraci CRP o 65% popsali shodné
u metody HELP Moriarty na souboru 4 pacientfi a Wieland na souboru 13 pacienti (Moriarty,
2001, Wieland, 2002). Pokles o 56% a 53% v piipad§ adsorpce na dextransulfat (DSA)
publikovali u 6 pacientii Kobayashi a u 7 nemocnych Kojima, nalezli viak témé&F stoprocentn{
eliminaci CRP v kolong& (Kobayashi, 2002, Kojima, 2003). Srovnanim n&kolika metod LDL-
aferézy se zabyval Otto, ktery popsal praim&my pokles o 62% u metody HELP (10 pacienti),
56% u DSA (15 pacientil), a shodné 25% u imunoadsorpce (7 pacientd) a pfimé adsorpce
lipidé z pné krve (DALI) (6 pacientil) pfi srovnatelném pokiesu LDL~cholesterolu (Otto,
2001). Pokles sérového neopterinu po proceduie byl pozorovén u 30 nemocnych léSenych
metodou HELP (Vrecko, 1999). Diivodem odlifnych vysledkd miZe byt jiné spektrum
nemocnych, ktefi narozdil od nafich pacientd mé&li vstupni hladinu neopterinu zvyenou. -
Piesnd délka 16¢by extrakorporélni eliminaci LDL-cholesterolu nebyla uvedena.

Nemocni s t8Z3f hypercholesterolemii m&li vy3§i hladiny sCD40L, ktery je povaZovan
za néstroj ¥idictho vliva T-lymfocytli na zanétlivé procesy v aterosklerotickém platu (Mach, -
1998). Pozorovéni je v souladu s dal$imi autory, ktefi popsali zvySené hladiny sCD40L
u nemocnych hypercholesterolemif (Semb, 2003). P¥itinou miZe byt p¥imy vliv oxidovanych
forem LDL, které v experimentu vedly k expresi CD40 a CD40L v aterosklerotickém plétu
a jejichZ hladina byla spolu s expresi obou molekul sniZena statiny (Schonbeck, 2002).
Dynamika CD40L nebyla v souvislosti s extrakorpordlni eliminaci LDL-cholesterolu
v literatufe popséna.

Velikost souboru nedovoluje stanoveni jednoznadnych zavéri a dalsi vyzkum je tfeba
k objasnéni vztahi jednotlivych faktorii v procesu aterogeneze.
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2.4, Splnéni cili a zivér

Soubor 1000 procedur imunoadsorpce kolonami LDL-Lipopak u 9 pacientit je ve
svétovém méfitku pravdépodobné nejrozsahlej¥im z publikovanych soubori, uZivajicich tento
typ adsorbentu. NaSe pracovisté je jediné v Ceské republice, které v soudasné dob& provadi
nékterou ze selektivnich metod extrakorpordln{ eliminace LDL-cholesterolu, kierd miiZe byt
pro nemocné s t&zkou poruchou metabolismu lipid Zivot zachraiiujicim postupem. Pfesto, Ze
LDL-aferéza je metodou, kterd je v zahrani¢i léta provozovéna, byla modifikovéina nadi
vyzkumnou skupinou, a to zejména po technické strance. Piikladem je origindlni patentované
zafizeni k odstratiovani vzduchu z adsorpéni kolony, které zlepSuje bezpeZnost a komfort
nemocnych a usnadiinje praci personélu.

Vyhodnocenim 1000 provedenych LDL-aferéz jsme specifikovali n&které technické
parametry LDL-aferéz, jako jsou mmoZstvi zpracované plazmy, priitoky krve a plazmy
pfistroji a spotieba antikoagulatniho roztoku.

Prokédzali jsme, Ze pafe modifikace imunoadsorpce LDL-cholesterolu uginné
a selektivng eliminuje LDL-cholesterol a Lp(a). Zm&ny dalSich vy$etfovanych laboratornich
ukazatell, které nastdvaji pfi LDL-aferéze nemaji, krom& poklesu hemoglobinu
a hematokritu, ktery miize z dlouhodobého hlediska vést k sideropenii, zdsadni klinicky

am.
Na zéklad€ klinického pozorovani nemocnych a vyhodnoceni neZadoucich d&inkd
LDL-aferéz byly provedeny technické tipravy zafizeni za i8elem zlepsit komfort nemocnych
a byla doporutena maximélni délka procedury sohledem na unosnost procedury pro
nemocné. I pfes nespornou technickou nédrodnost, spoivajici v soulinnosti separitoru
krevnich t&lisek a sekundarniho pfistroje, zajistujictho imunoadsorpei LDL~&4stic z plazmy,
je LDL-aferéza v rukou zkuSeného persondlu bezpetnou metodou s minimem technickych
komplikac{ a limitovanym vyskytem neZidoucich GSinkili pfevaZng mirného charakteru. Tento
pfedpoklad umoZituje dodrZet rozsah i frekvenci jednotlivych procedur, coZ je zdkladni
podminkou tsp&chu 16&by.

Vyhodou imunoadsorpce oprofi jinym metoddm extrakorporalni eliminace LDL-
cholesterolu je krom& specificity adsorpce také tém&F neomezend eliminadni kapacita
systému, dand moZnosti st¥idave uZivat dv& imunoadsorp&ni kolony. Hlavni nevyhodou stile
zhistéva vysokd cena imunoadsorpénich kolon a cena jednotlivych vykondl.

Prokazali jsme, Ze kolony LDL-Lipopak jsou z dlouhodobého hlediska spolehlivym
a bezpetnym typem adsorbentdl s relativng stabilni efektivitou i selektivitou imunoadsorpce
v prib&hu uZivani. Tento ndlez je jak z hlediska vy3etfovaného objekiu, tak i z hlediska
pouZité metodiky unikdtni a ziskané vysledky slouZily vdaliim vyzkumu p¥i vyvoji
pocitatového programu, urfeného k optimalizaci objemil plazmy, zpracovanych stfidajicimi
se kolonami. Program byl vyvinut v ramci vyzkumného projekiu IGA MZ CR NB/7006-3,
jehoZ byla autorka této disertace spolufesitelkou.

Z krétkodobého hlediska byl zhodnocen vliv jednotlivych procedur LDL-aferézy na
vybrané ukazatele aktivity aterogeneze a zhodnocen jejich vztah ke zm&ndm koncentraci
lipoproteinti b&hem LDL-aferézy i jejich vztahy k sob& navzijem. Z t&chto vysledkil jsou opdt
nékteré unikatni.

Ve svétovém m&fitku byla poprvé byla hodnocena dynamika selektinovych adheznich
molekul b&hem imunoadsorpce LDL-cholesterofu. Dynamika MCP-1 nebyla dosud popsana
ani u Z4dné jiné z metod extrakorpordlni eliminace LDL-cholesterolu, stejn$ tak jako
dynamika CD40L a solubilniho endoglinu. Poprvé byl vySetfovin vliv LDL-imunoadsorpce
na koncentrace neopterinu v mo¢i a séru a na mikrovaskulérni permeabilitu pro albumin.

Poprvé byly hodnoceny také adsorpini vlastnosti kolon LDL-Lipopak ve smyslu
eliminace jednotlivych vySetfovanych molekul kolonami.
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Zavérem lze fici, Ze LDL-aferéza md kromé vyznamné pfimé redukce LDL-
cholesterolu a Lp(a) i dal3i ,,pleotropni G¢inky*, které se mohou podilet na omezeni aktivity
procesil aterogeneze a vést ke zlepSeni klinického stavu nemocnych. Pfikladem je redukce
hladin pifmych astnikt aterogenetickych pochodi, jako jsou selektinové adhezni molekuly,
MCP-1, endoglin, CD40L a CRP, a zlepSeni rheologickych vlastnosti krve mimo jiné
nésledkem sniZeni viskozity krve. P¥Ciny poklesu koncentraci t&chto parametri jsou
multifaktoridlni, s ucasti diluce ob&hu nemocného, v né&kterych pkipadech vyznamné
eliminace molekul v imunoadsorpéni kolong a/nebo nasledkem omezeni jejich produkce nebo
urychlenym odbourdvénim. Vzhledem k vysoké specificité eliminace molekul obsahujicich
apoB oo odraz{ LDL-imunoadsorpce zmény aktivity zandtlivych pochodii vyvolané samotnym
poklesem LDL-cholesterolu pravdépodobné nejselektivngji ze viech extrakorpordlnich metod
eliminace LDL-cholesterolu. V eliminaci dalSich G&astnikd zénétlivych d&ji je viak také
pravdépodobné nejméné G&innd.

Cile prace byly zcela splnény. Byly ziskany nékteré unikétni vysledky, uvedené vyse.
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