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2. Seznam zkratek

apo Bigo Apolipoprotein Bigo

ATS Ateroskleroza

BM Bruchova membrana

BMI Body mass index

CRP C-reaktivni protein

hs CRP highly sensitive C-reaktivni protein
CNV Choroidalni neovaskularizace

DFPP Double filtration plasmapheresis
DSA Adsorpce na dextransulfat

FA Fluorescen¢ni angiografie

FES Framingham Eye Study

HDL High density lipoproteins

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1
IgM Imunoglobulin M

IL Interleukin

INF-y Interferon y

LDL Light density lipoprotein

MCP-1 Monocyte chemotactic protein-1
MDF Membrane differential filtration
NHANES National Health and Nutrition Examination Survey
OCT Opticka koherenéni tomografie

PBS Phosphate buffer saline

PCV Polyploidni chorioideélni vaskulopatie
PRR Pattern recognition receptor

RPE Retinalni pigmentovy epitel

TGF-p Transforming growth factor 3

TNFa Tumor nekrotizujici faktor

tPA Tkanovy aktivator plazminogenu
VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1
VEGF Vascular endothelial growth factor a
VPMD Vékem podminénd makularni degenerace



3. Uvod

Vékem podminéna makularni degenerace (VPMD) je nejcastéjsi piic¢inou
praktické slepoty populace nad 60 let'. Obvykle za¢in jako sucha forma s m&kkymi
drazami: ohrani¢enymi meékkymi drazami (65-125 um) nebo neohrani¢enymi mékkymi
drazami 125um nebo retikularnimi drazami o velikosti piesahujici 250 um, které maji

horsi prognézu (ve smyslu vyvoje do terminalni formy VPMD)?%

Patnactilety prabéh suché formy VPMD s mékkymi driizami kon¢i praktickou
slepotou ve 27 %, z ¢ehoz 40 % je geograficka forma a v 60 % se vyvine vlhka forma se
submakularni choroidalni neovaskularizaci (CNV)%. Vyvoj vlhké formy VPMD souvisi
sporuchou perfuze v cévnatce a sitnici®. Perfuze zavisi na krevnim pritoku
vV mikrofecisti, ktery je ur€ovan stavem cév a rheologickymi vlastnostmi krve. Krevni
pratok krve je dale podminén viskozitou plné krve, kterd zavisi na viskozité¢ bunék a
plazmy. Viskozitu krve zvySuje zvySeny pocet erytrocytt, leukocytli, trombocyti a
stoupajici hematokrit. Fluidita plazmy zdlezi na jeji viskozité. Ta je podminéna
koncentraci, velikosti a strukturou hlavné plazmatickych proteinti a lipidi. Pfitomnost
vysokomolekularnich proteinti plisobi vzestup viskozity. S jejich koncentraci stoupa i
agregabilita.

Vihka forma VPMD je hlavni pfiGinou ztraty zraku u star$i populace”.
Obvykle zacina jako sucha forma s mékkymi drizami a vyznacuje se horsi prognézouG.
Sucha forma VPMD miize vést ke ztraté zraku’. V pripadé diagnostiky v pokrogilejsim
stadiu je vysokeé riziko trvalé ztraty zraku v nasledujicich 12 mésicich. V soucasnosti
neni kromé rheoferézy zadna prokdzana ucinna terapie u pokrocilé suché makularni
degenerace’. Hemorheoferéza je dle soucasnych poznatkil bezpedna a vysoce u&inna
forma elimina¢ni diferencidlni membranové filtrace vysokomolekuldrnich proteinti
(napft. fibrinogen, a2- makroglobulin, IgM, trombomodulin a LDL- cholesterol). Tato
metoda umoZiiuje normalizovat rheologické parametry jako viskozitu krve a plazmy a
stejné tak 1 shlukovitost erytrocytll, zlepSuje flexibilitu erytrocytl a muze vést ke

zna¢nému zlepSeni zrakové ¢innosti u pacientil postizenych VPMD?,

Deplece piesné definovaného spektra vysokomolekularnich latek z krve za

ucelem zlepsSeni fluidity plazmy je mozna pomoci hemorheoferézy7. Hemaferézou lze
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odde¢lit z krve krevni elementy specidlnimi separatory na principu centrifugace nebo
filtrace a ziskat tak plazmu, kterou lze dale zpracovavat. Plazmaferéza je vymeéna
plazmy. V piipadé VPMD je optimalni rheoferéza jako recentni metoda plazmatické
filtrace, ktera pouzitim filtrG s dutymi vldkny o otvorech v dimenzi nanometri odstrani
Z krve exaktné¢ definované spektrum vysokomolekularnich a rheologicky aktivnich
plazmatickych proteint. Série 1é¢ebnych pulsii a odstranéni proteini vede k redukci
bariéry difuze z Bruchovy membrany (BM) a normalizuje metabolickou vyménu
retindlniho pigmentového epitelu (RPE) a choriokapilaris, zlepsi vyzivu RPE a

neuroepitelu®.

Pti vlastnim provedeni techniky se jedna o filtraci plazmy, ktera odstranénim
vysokomolekularnich latek vede k redukci bariéry difuze z BM a normalizuje
metabolickou vyménu mezi RPE a choriokapilaris. Zlepsi vyzivu bunék RPE a
neuroepitelu a snizenim ischémie snizuje produkci vascular endothelial growth factor
(VEGF) buitkami RPE. Uprava pomérii na molekularni Girovni a aktivace funké&nich
rezerv sitnice miize zabranit rozvoji procesu vedouciho ke ztraté zraku. Predpoklada se i
zlepSeni pritoku krve cévnatkou, ktery je u suché formy VMPD vyrazné alterovan®,
Snizeni ischemie vede k poklesu produkce VEGF buiitkami RPE. Dale byla prokézana
také niz8i viskozita plazmy 1 celé krve a snizend agregace erytrocyti. Na pracovisti
feSitele byla rheoferéza pro ucely 1éby pacientt s VPMD modifikovana,
standardizovana, jeji klicové ¢asti patentovany, a jako lécebnd metoda je vyuZzivana od
r. 2006. Cilem této rigorozni prace je ovéfit ucinnost hemorheoferézy a jeji modifikace

pouzivané na pracovisti ve FN v Hradci Kralové a jeji vliv na imunitni systém.



4. Teoreticka cast

4.4 Vékem podminénd makuldrni degenerace

VPMD mize byt zejména ve svych inicidlnich stadiich velmi obtizné odliSitelna
od pfirozeného procesu starnuti sitnice. VEétSinou jsou piitomny malé tvrdé drazy, které
nejsou jesté projevem VPMD'. Diale dochazi v makularni oblasti ke vzniku
nepravidelnosti v pigmentaci toroidniho charakteru, ale na rozdil od patologického
procesu u VPMD zistava fyziologicka uroven zrakové ostrosti. Dopplerovska
flowmetrie prokazuje pokles intenzity prokrveni makularni oblasti, dale snizeni poctu
perifoveolarnich arteriol a venul s rozsifenim foveoldrni a vaskuldrni zony a sniZeni

v po¢tu gangliovych bunék sitnice.

Také dalsi zrakové funkce vykazuji v souvislosti s procesem starnuti pokles. Jde o
adaptaci na tmu, schopnost stereopse, kontrastni citlivost, barevné vidéni a denzitu

foveolarniho pigmentulz.

4.4.1 Epidemiologie

44.1.1 Prevalence

Prevalenci VPMD zkoumalo nékolik populacnich studii s podobnymi, nicméné
riznorodymi definicemi a terminologiemi. Hodnoceni bylo vétSinou provadéno na

zékladé fotodokumentace®®.

Framinghamska studie Framingham Eye Study (FES) vySetfila dvé tretiny
sledovanych pacienti Framingham Heart Study. V pribéhu dvou let absolvovalo
oftalmologické vySeteni 2631 pacientd ve véku od 52 do 85 roki. Definice VPMD byla
stanovena jako pokles zrakové ostrosti pod 20/30. Zaroven byl definovan jeden ¢i vice
nasledujicich znaki:

- makularni nebo perimakularni drazy,

- pigmentové zmény (ne sekundarni, ¢i z jiné pficiny),

- nadzvizeni retindlniho pigmentového epitelu,

- exsudaty charakteru circinaty.



Podle téchto kritérii se VPMD objevila minimaln¢ na jednom oku u 5,7 % ucastnikii
studie. Prevalence onemocnéni nartstala s vékem od 1,2 % u ucastnikti studie do 65 let
az po 6,4 % u veékové skupiny 65-74 let. Ve vékové kategorii nad 75 let se VPMD
vyskytla u témer 20 % osob. V této populaci byla sucha forma vice nez 15krat Castéjsi
nez forma vlhka™. Americk4 nérodni studie National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES) vysettovala 3056 ucastnikii ve véku 45 az 64 let po dobu vice nez 3
let. Vékem podminénd makuldrni degenerace zde byla definovana zrakovou ostrosti
20/25 nebo nizsi. Déle byly vymezeny nasledujici znaky onemocnéni:

- drazy

- disciformni jizva

- pritomnost lipidi

- subretinalni krvaceni

- ztradta makularniho reflexu s disociaci pigmentu

Jedina evropska velikosti srovnatelna je studie z Holandska- Rotterdam Study, ktera

oy

vysetfila celkem 6251 ucastnikti ve veéku 55 az 98 let zijicich v Holandsku.

Atroficka forma VPMD byla definovéna jako pfesné ohranicena oblast okrskové
atrofie RPE s jasné viditelnymi chorioidealnimi cévami. Neovaskularni forma VPMD
byla definovana jako:

- serdzni nebo hemoragické odchlipeni RPE,

- subretinalni neovaskularni membrana,

- subretinalni hemoragie,

- subretinalni fibrozni jizva.

Suma prevalence VPMD byla v této studii 1,7 %, coZ je nizsi prevalence nez ve
studiich v USA. Prevalence znovu nariistd s vékem™. A&koliv se tyto populaéni studie
mirné lisi jak ve svych definicich, tak 1 v terminologii, vSechny shodné€ ukazuji na to, ze
prevalence VPMD nartistd s vékem a ze je vyskyt atrofické formy VPMD vyrazné¢ vyssi

nez formy neovaskularni'!,

4.4.1.2 Incidence

Incidence je pocet nemocnych snové vzniklym onemocnénim na 100 000

obyvatel za obdobi kalendainiho roku ¢i jiné piesné definované obdobi.
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Incidencnich studii, které se =zabyvaji VPMD, je velmi malo. Napi.
Framinghamské studie vyuzila data o prevalenci a véku k pfibliznému odhadu pétileté
incidence onemocnéni podle jiz vySe uvedené a dané definice. Tento odhad ¢inil u

65letych 2,5 %, u 70letych 6,7 % a u 75letych 10,8 %™,

4.4.1.3 Celkové rizikové faktory VPMD

Vysledky studii predevsim v otazce celkovych, ale i makularnich rizikovych faktori
jsou znaéné nekonzistentni a mnohdy si dokonce odporuji. Intervenéni studie k prikazu
rizikovych faktort jsou obtizné¢ proveditelné, takze pro potvrzeni jednotlivych
rizikovych vlivli zbyvaji pfevazné mensi prafezové, case-control (piipad- kontrola)
studie, srovnavaci a sekundarné analytické studie, jejichz vstupni kritéria, hodnotici
parametry a v neposledni fadé i pocet probandii mohou byt pficinou téchto kontroverzi.
V nésledujicim ptehledu jsou vyjmenovavany nékteré vlivy, které jsou uvadény do
souvislosti se vznikem a rozvojem obou typi VPMD:

- Aterosklerdza,

- Cerebrovaskularni onemocnéni

- Levostrannd komorova hypertrofie,

- Hypovitaminéza A a C,

- SniZena vitalni kapacita plic, ¢i opakované chronické plicni infekty,

- Hypermetropie,

- Niz§i vzrust,

- Vyskyt VPMD v roding,

- Vyssi plazmaticka hladina vitaminu A,

- Svétla duhovka,

- Vyssi pfijem nasycenych mastnych kyselin a cholesterolu,

- Systolicky tlak vyssi nez 95 mm Hg,

- Uzivani antihypertenziv (thiazidova diuretika),

- Nizsi hladiny sérovych karotenoidd,

- Vyssi kaloricky ptijem,

- Koufeni,

- Koufeni v anamnéze,



- Vyssi index télesné hmotnosti (BMI),

- Rodinna anamnéza,

- Vyssi expozice modrého (465-480nm), viditelného svétla, UV zareni

- VysSsi spotteba piva,

- Degenerativni zmény elastickych vladken v oblastech pokozky chranéné pied
sluncem,

- Vyssi hladina cukru v Krvi,

- Diabetes,

- Vyssi hladiny hs CRP

- Infarkt myokardu.

4.4.2 Patogeneze

Vékem denzita fotoreceptorti, zvlast¢ tyCinek (které jsou umistény
parafoveolarné a ve skutecnosti jejich hustota v sitnici je pfi okrajich makuly) klesé na
30 %. Zékladnim pfedpokladem zachovéani dobrych zrakovych funkci 1 ve stafi je
neporusena funkce RPE, BM a choriokapilaris. Selhani n¢které z vySe jmenovanych
slozek systému vidéni vede ke vzniku VPMD™. RPE je vrstvou bundk vykazujici
vysokou metabolickou aktivitu. Builky RPE slouZi k fagocytéze pouZitych zevnich
segmenti fotoreceptorti a recyklaci fotopigmentu zpét do fotoreceptort. Odpadni
material je po fagocytéze fagozomy enzymaticky zpracovan a bazalni ¢asti buiikky RPE
vylou¢en smérem do BM™. Se zvysujicim se mnozstvim lipofuscinu v buiice RPE se

v e e ey . . cos - rox vy N o1
snizuje jeji metabolicka aktivita a dochazi sekundarng ke snizeni po&tu fotoreceptora™.

BM je velmi dilezitd struktura, kterd oddéluje vysoce metabolicky aktivni
kompartment buné¢k RPE a strukturu zajiSt'ujici jeho nutrici- choriokapilaris. Jedna se o
semipermeabilni membranu, ktera tvoii zakladnu pro buniky RPE na strané jedné a
endotelové buiiky choriokapilaris na stran& druhé'!. Porucha BM vede k poruse vyzivy

RPE a fotoreceptorti. BM a jeji starnuti ma tedy zasadni roli v patofyziologii VPMD',

Choroidalni krevni pritok v makularni oblasti je nejvy$§im v celém t&le’®.
Buitkkam RPE a fotoreceptortim zajistuje dostatecny ptisun kysliku a zivin, které jsou

nezbytné pro bezchybnou funkci celého systému vidéni*®. Uvnité choriokapilaris
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dochazi k fyziologické obnové cévnich pleteni. Endotelové bunky na popud VEGF
proliferuji skrze bazalni membranu kapilar a formuji nové cévni klicky. Pokud tento
proces prestoupi fyziologické hranice (na podkladé ischemie) dochazi ke vzniku

choroidalni neovaskularni membrany?.
4.4.3 Subjektivni pFiznaky

Pacienta ptivadi k oftalmologovi obvykle pocit zhorSujiciho se vidéni nejdiive
do blizka, kdy je rusivé vnimano deformovani a vypadky pismen, tzv. metamorfopsie.
Postupné tyto mikroskotomy splyvaji v absolutni centralni kotom, ktery zhorSuje ¢teni
do blizka az k uplné neschopnosti ¢ist a psat i pies uziti zvétSujicich pomiicek. Zhorsuje
zrakovou ostrost i do déalky a pro rozezndvani obli¢ejii a napisii musi postizeny otacet
hlavu, aby obraz dopadal na nepostizena mista sitnice. V konecnych stadiich mtze byt
centralni zrakova ostrost snizena az na pocitani prstd pred okem, pro orientaci
V prostoru vyuzivd nemocny zachované periferni vidéni. Proces ve vétSiné ptipadi

probihé na obou oc¢ich asymetricky, druhé oko byva postizeno v prubéhu nékolika let.

K poklesu centralni zrakové ostrosti dochdzi u atrofické formy pozvolna béhem
nékolika let, u exsudativniho typu vSak udavaji nemocni rychlé snizeni vizu v disledku

. 1 ;11
rostouci subretindlni membrany .

4.4.4 VySetifovaci metody

Mezi specidlni vySetfovaci metody patii fluorescenéni a indocyaninova
angiografie a opticka koheren¢ni tomografie. VSechny tii tyto metody maji své misto

jak v diagnostice, tak v terapii VPMD.

4.4.4.1 Fluorescencni angiografie

Fluorescen¢ni angiografie (FA) je zaloZena na principu fluorescence, ktery se
vyvola excitaci molekul latky schopné fluorescence (v piipadé¢ FA jde o sodnou stl
fluoresceinu) netermalnim svételnym zafenim. V pribchu vlastni excitace se aktivuji
volné elektrony, které prechazeji do excitované pozice. Tento stav je ovSem nestabilni a

béhem kratké doby dochazi k navratu excitovanych elektront do vychozi pozice. Tento
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navrat je doprovazen emisi svételné energie o vyssi vinové délce, nez je vinova délka

svétla, kterd fluorescenci Vyvolala21.

4.4.4.2 Indocyaninova angiografie

Indocyaninova angiografie je diagnosticky postup, ktery dovede zobrazit
chorioidealni cirkulaci. Poprvé byla pouzita v mediciné v roce 1957%, ZlepsSeni
metodiky piineslo zavedeni videoangiografie s pouzitim senzitivni infraervené
videokamery a zdznamem na videokazetu?®. Dalsim zdokonalenim bylo zavedeni

S P ’ SO r v ’ ’ v 24
digitalnich zobrazovacich sytému, které umoznily zobrazeni s vysokym rozlisenim®".

4.4.4.3 Opticka koherencni tomografie

Opticka  koheren¢ni tomografie (OCT) je neinvazivni, nekontaktni,
transpupilarni vysetieni sitnice pii pouziti paprsku o ur¢itém vinovém rozpéti. Vysetieni
OCT je vlastné analogii A- skenu pfi ultrazvukovém vySetieni, ov§em misto zvuku je
uzivano svétlo. Pfistroj je interferometr a méfi Casové rozdily v reflexi kontrolniho

paprsku odrazeného od jednotlivych vrstev retiny®.
4.4.5 Klinické formy a klasifikace

Vékem podminénd makularni degenerace miize byt zejména ve svych inicialnich
stadiich velmi obtizn¢ odliSitelna od pfirozen¢ho procesu starnuti sitnice. Starnuti je
fyziologicky proces postihujici vSechny télesné organy a tkané€. Jednd se o stav, ktery
neni projevem Zzadné nemoci. Kazda télesna buiitka mé napldnovan Zivotni cyklus od
svého vzniku aZ po apoptozu. Télesné tkang, ve kterych nedochazi k mitotické obnoveé
zaniklych buné€k (nervova tkan, sitnice) maji vysokou incidenci manifestace projevi

’ ’ s e 11
starnuti zeymena po 75. roce Zivota .

Vékem podminénou makularni degeneraci rozdélujeme na 2 kategorie: suchou
(neexsudativni) a vlhkou (exsudativni). Suchéd forma znaéné ptfevazuje a je ji postiZzeno
asi 85-90 % pacient. Vlhka forma se vyskytuje u zbylych 10-15 %. Co do zavaznosti
postizeni centralni zrakové ostrosti je vSak vlhka forma zodpovédna v 85 % za tézkou

ztratu zrakové ostrostit! .
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4.4.5.1 SuchaformaVPMD

Sucha forma VPMD je charakteristicka vyskytem driz, zménami ve vrstvé retinalniho
pigmentového epitelu (RPE) a v kone¢ném stadiu onemocnéni grafickou atrofii RPE. Sucha
forma se vyskytuje nezavisle na chorioidealni neovaskuldrni membrané (CNV). Je spojena
S chorioretindlni atrofii bez patrnych defekti v BM. Klinické studie prokazuji pokles
chorioretinalniho prﬁtoku%. Chorioretinalni atrofie vede k nasledné degeneraci bun¢k RPE,

ktera je spojena s involuci fotoreceptorii v postizené oblasti?’.
Drutzy se podle vzhledu a velikosti déli na dvé zékladni kategorie:

1. Tvrdé druzy: jejich velikost je mensi nez 63 pm, pfi oftalmologickém
vySetteni je diferencujeme jako mala, dobie ohrani¢end depozita zluté barvy. Tento typ
driiz je asociovan s vVelmi malym rizikem pfechodu k pozdnim formam VPMD. Vyskyt

’ v ’ ;. v . ’ s - . v ’ , 11
vice nez 8 tvrdych driz je ovSem asociovan s rizikem vzniku mékkych draz™".

2.Mékké druzy: jejich velikost je vétsi nez 63 um, jsou neostie ohrani¢ené,
Casto splyvaji. Jsou asociovany s vys§im rizikem vzniku vlhké formy VPMD. Vyskyt
driz ovSem neni statickym jevem. Objevuji se charakteristické dynamické zmény.
Tvdré drazy se mohou zvétSovat a meénit na meékké druzy. Mekké drazy se mohou

zvétiovat a splyvat do velkych fluentni tvard. To vede k ablaci RPE™,

Dal8i zménou, kterou lze pozorovat, je kalcifikace. Uvniti driz jsou patrné
krystaly cholesterolu. Druzy s postupujicim veékem obvykle piibyvaji. Oboustranna
pfitomnost mékkych driz je vyznamnym rizikovym faktorem rozvoje pokrocilych
forem VPMD (geograficka atropie RPE, CNV). Tvrdé druzy jsou naopak Ccast&ji
spojeny s vyskytem suché formy VPMD?Z,

4.4.5.2 Vlhka forma VPMD

Vlhka forma VPMD je charakterizovana ablaci RPE, chorioidedalni
neovaskularizaci, nebo subretinalni hemoragii v oblasti makuly. Termindlni staddium

vlhké formy VPMD ptedstavuje disciformni jizva. V poslednim desetileti byly v ramci
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vlhké formy VPMD vyclenény dalsi dvé klinické jednotky: retindlni angiomatozni

proliferace (RAP) a polyploidni chorioidealni vaskulopatie (PCV).

Chorioideédlni neovaskularni membrana vznika, kdyz se objevi defekt BM.
Novotvoiené cévy choriokapilaris poté ptes defekt prorustaji do prostoru pod RPE a

pozdéji 1 pod neuroretinu. Velikost edému neuroretiny je znamkou aktivity CNV

Chorioideéalni neovaskularni membrana je definovana jako rist chorioidedlnich
cév pies Bruchovu membranu do RPE a neuroretiny. Zakladnim vaskuldrnim faktorem,

ktery se na jejim rastu podili je VEGFZ,
VEGF je produkovan buiikami RPE a slouzi k fyziologické obnové

choriokapilaris. Vlivem hypoxie ve staii dochazi k jeho nadprodukci, ktera vede

T . . C . i 1
k prilisné proliferaci chorioidealnich cév, a tim vznika CNV=".
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4.5 Metody extrakorpordlni eliminace LDL-cholesterolu

451 Aferéza

Slovo aferéza pochazi z feCtiny a znamena odstranéni. Pojem LDL-aferéza lze
tedy chapat jako odstranéni LDL-cholesterolu. Tento nazev byl poprvé uzit profesorem
Borbergem jako pojmenovani pro selektivni eliminaci LDL-cholesterolu na podkladé
imunoadsorpce, reakce specifické protilatky s odpovidajici strukturou LDL-c¢astice.

V tomto smyslu je nazev stale uzivan nékterymi autory®>*,

V literatufe se tento ndzev pouziva ve smyslu oznacujicim vSechny metody
odstranujici LDL-cholesterol, a to i v pfipad¢ téch, které nejsou v eliminaci LDL-¢astic

zdaleka tak selektivni, jako je ,,pivodni* LDL-aferéza na principu imunoadsorpce.

Selektivni metody extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu jsou v Ceské
republice v soucasnosti provadény pouze na pracovisti hemaferézy FN Hradec Kralové,
spektrum nemocnych je velmi omezené a detaily této problematiky se tykaji relativné
uzkého okruhu odbornikli. Proto né€které metody extrakorpordlni eliminace a jejich

modifikace nemaji zavedeny Cesky nazev.

Prvni metodou uzitou k extrakorpordlni eliminaci cholesterolu byla
plazmaferéza. Principem plazmaferézy je odstranéni plazmy obsahujici nezadouci
soucasti. Jeji oddéleni z plné krve, probihajici bud’ pomoci centrifugace nebo s pomoci
membranové separace, spocivajici v pouziti membran o definované velikosti port,
zadrzujicich krevni téliska. Odstranénad plazma mize byt nahrazena roztoky krystaloida
nebo koloidii, albuminem nebo plazmou. Nevyhodou této metody je jeji neselektivita
eliminace nezadouci latky, v tomto pfipadé LDL-cholesterolu. Pti déletrvajici 1écbé
dochazi k zavaznym ztritdm imunoglobulini, hormont, transportnich proteinl a
stopovych prvki. Nezadouci je i odstranéni lipoproteinti o vysoké hustoté - high density
lipoproteins (HDL). Plazmaferéza se stala vychodiskem pro vyvoj selektivnéjSich

metod, které jsou az na vyjimky zalozeny na dal$im zpracovani separatorem oddélené

plazmy*.
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Selektivni metody extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu jiz pracuji na
zaklad¢ imunitni nebo fyzikalné chemické interakce mezi aktivnim povrchem
eliminaéniho média a hlavni substanci LDL-¢astic apolipoproteinem Bigp (ap0 Bioo),

nebo na principu filtrace podle velikosti ¢astic.

4.5.2 Imunoadsorpce LDL-cholesterolu

Imunoadsorpce LDL-cholesterolu (1A, LDL-imunoadsorpce) je nejstarsi ze
selektivnich metod. Vyuziva specifickou interakci polyklonalnich protilatek s

antigennimi strukturami apoBjgo. Tento princip zajist'uje vysokou selektivitu eliminace.

Piistrojovy systém (viz Obrazek ¢. 1: Schéma  imunoadsorpce LDL-

cholesterolu®®)

se sklada ze separatoru krevnich télisek, pracujiciho na principu bud’
centrifugace nebo filtrace, a adsorpcné-desorpcniho automatu, ktery fidi stifidavou
adsorpci a regeneraci (desorpci) dvou kolon, obsahujicich protilatky proti lidskému
apoBigo. Kolony jsou uréeny k opakovanému pouiiti“. K dispozici jsou napftiklad
kolony Therasorb firmy Baxter (Unterschleissheim, Némecko) nebo LDL-Lipopak,

Pocard Ltd. (Moskva, Rusko).

Kolony LDL-Lipopak (Pocard), pouzivané na pracovisti hemaferézy FN HK,
obsahuji na sephar6ézovy gel navazané polyklondlni ov¢i protilatky proti lidskému
apoBigo. Pii prichodu kolonou jsou z plazmy odstraiovany LDL-Castice a ocCiSténa
plazma se po spojeni s krevnimi télisky vraci zpét do obéhu pacienta. Kdyz je kapacita
kolony vycerpana, adsorpcné-desorpéni automat odkloni tok plazmy do druhé kolony a
zéaroven zahdji regeneraci prvni kolony roztokem glycinového pufru o pH 2,4 (Medicap
Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery uvoliuje vazbu mezi protilatkami a
apoBigo. Nasledné je pH v koloné upraveno roztokem PBS pufru o pH 7,4 (Medicap
Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery je poté odstranén pomoci fyziologického
roztoku. V automatu tak soucasn¢ jednou kolonou prochdzi plazma a druha kolona je

regenerovana. Toto sekvencni pouziti adsorpce a desorpce vede k teoreticky neomezené
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kapacit€¢ systému, coz ma vyhodu v mozZnosti nastaveni délky procedury podle

individualnich potieb pacienta.

Mezi jednotlivymi LDL-aferézami jsou regenerované kolony skladovany pfi

teploté 2-8°C, naplnény roztokem PBS pufru s piimési 0,01% azidu sodného (Medicap

- ;.

Glycinovy
pufr 950ml

PBS — pufr
950ml

m l Adsorpéné —
desorpéni l
automat

Separator , l
krevnich

télisek
Kolony
Krev LDL-Lipopak

Heparin
Plazma

Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery je pfed dal§im uzitim zcela odstranén

fyziologickym roztokem (5000 ml F 1/1 na kazdou kolonu).

Obrazek ¢. 1 Schéma imunoadsorpce LDL-cholesterolu

Dalsi vysoce selektivni metodou je adsorpce na dextransulfat (DSA), firma
Kaneka, Osaka, Japonsko), ktera pracuje na principu elektrostatické interakce mezi
kladnym ndbojem apoBjigy a zdpornym nabojem fetézci dextransulfatu[31]. Kolona
vaze VLDL, LDL a lipoprotein (a) [(Lp(a)]. I zde je uzivana dvojice kolon (Liposorber

LA), které¢ se stfidaji v pracovnim a regenera¢nim cyklu.
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4.5.3 Metody zaloZené na filtraci Castic plazmy

Metody zalozené na filtraci ¢astic z plazmy, nazyvané v anglosaské literatuie
souhrnn¢ ,,secondary membrane plasma fractionation” odstraiuji z plazmy
vysokomolekularni proteiny pomoci sekundarniho filtru. Selektivita filtrace zavisi na

fyzikalnich vlastnostech pouzitého filtru, ptedevsim na velikosti jeho pora.

Kromé odstranéni patologické substance, v naSem piipadé LDL-Castic, jsou
eliminovany 1 dalsi makromolekuly, jako je fibrinogen, a-2-makroglobulin,
imunoglobuliny, fibronektin atd. Vysledkem je zlepSeni reologickych vlastnosti krve,
dané ptfedev§im sniZzenim viskozity plazmy, ale i sniZenim agregace a adhezivity
trombocytl a erytrocytll a zlepSenim jejich flexibility. Nasledkem je relativné setrvalé

zlepSeni mikrocirkulace a tim i tkdnové oxygenace.

V piipadé uziti primarniho pfistroje, ktery pracuje na principu filtrace, jsou
modifikace této metody nazyvany dvojita filtraéni plazmaferéza - double filtration
plasmapheresis (DFPP), kaskadova filtrace, rheoferéza, nebo membranova diferencialni

filtrace - membrane differential filtration (MDF)"*.

V uspofadani rheoferézy popisovaném v této rigordzni praci je plazma ziskdvana
kvalitnim separatorem (Cobe- Spectra), je perfektné prosta bunécnych elementl po
vysokootackové centrifugaci. Pak je prohanéna ,,druhym stupném®- filtrem. Jako
sekundarni filtry se doporucuji filtry Asii, Kuraray, Kaneka, Ciprex, Excorim i dal§i®*,
Na pracovisti FNHK se pouzivaji pro praci filtry Evalux 4A a 5a (Kurare) s etylen-
vinyl- alkoholovymi dutymi vlakny, které maji otvory o velikosti 0,03 nebo 0,04
mikrometru. Pratok plazmy je kontinualni, antikoagulace je provadéna heparinem.

Velikost pora filtru umoziuje zachyt znacéného mnozstvi LDL- cholesterolu,

lipoproteinu (a), fibrinogenu, alfa, makroglobulinu a imunoglobulinti, zejména IgM.

Princip modifikace hemorheoferézy provadéné na pracovisti FNHK je uveden na

obrazku & 2°°.
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SCHEMA HEMOREOFEREZY

K

heparin|

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

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

Obrazek €. 2: Princip modifikace hemorheoferézy provadéné na pracovisti FNHK

Na rozdil od vySe popsané mnohem selektivnéjsi imunoadsorpce, dochéazi u
téchto metod k vyznamné eliminaci imunoglobulint — 1gG 15 %, IgA 24 %,

IgM 63 %

Z pohledu eliminace LDL-cholesterolu plati, ze ¢im vice je metoda selektivni,

tim ma mensi u¢inky na rheologické vlastnosti krve.

4.5.4. Ukinky 1é6¢by hemorheoferézou

Pro ucely této prace se podafilo zajistit (nebo noveé zavést) vSechny pldnované

ukazatele ke kvalitnimu sledovani zmén po procedurach.

V soucasné dobé se kromé bézného biochemického a hematologického profilu, sleduji

tyto parametry:
- celkovy cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, Lp(a)
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- vzhledem k aktivnimu podilu selektinii nebo jinych adheznich molekul a
makrofagli na aktivit¢ endotelu: vySetieni sP-selektinu, MCP-1 (monocyte
chemotactic peptide) a endotelin(

- sledovani parametra patofyziologie a funkce krevni desticky:

— parametry: pocet, MPV (stfedni objem trombocytu), PDW (Sife distribuce
histogramu desti¢ek podle jejich objemu) a PCT (destickovy hematokrit)
— markery aktivace desticek fenotypizaci,

- analyza cirkulujicich endotelialnich bunék a progenitorovych bunék - studovano
pomoci pritokové cytometrie;

- zakladni ukazatele aktivity endotelu (trombomodulin, vW-factor) a fibrinolyzy
(fibrinogen, tPA = tkanovy aktivator plazminogenu a jeho inhibitor PAI-1)

- rheologické parametry (viskosita krve a plazmy, fibrinogen, ap-makroglobulin,

imunoglobuliny)

4.6 Charakteristika sledovanych markerti aterosklerozy a

imunitniho systému

V rozsahlych klinickych studiich byl ovéfen vyznam mnohych ukazatell
imunitniho systému popisujicich zanétovou odpovéd’ jako biomarkerti s prediktivni
vahou urcujici klinické komplikace aterosklerdzy. Jsou jimi zejména zvySené hladiny
prozanétovych cytokint (IL-6, IL-1, IL-18, TNFa), latek uvoliiovanych degranulaci
bun¢k zanétu (myeloperoxiddza, metaloproteinazy), solubilni formy regulacnich
membranovych molekul (solubilni CD40L), solubilni formy adheznich molekul
leukocytti i endotelovych bun¢k (sVCAM-1, sP-selektin, sE-selektin, sSICAM-1),
hsCRP, fibrinogen, ¢i adipokiny nebo leptingg.

Uvedené biomarkery jsou tvofeny rlznymi bunénymi typy, které se podileji
V patogenezi aterosklerdzy. Zdrojem nejsou pouze buiiky imunitniho systému, ale i jiné

bunécné typy, napt. endotelové buiiky, buiiky hladké svaloviny a hepatocyty.

Nejvyznamngj$im zdrojem bilkovin akutni fdze jsou hepatocyty, které je tvoii po

stimulaci prozanétovymi cytokiny, zvlasté IL-6. Z bilkovin akutni fdze mé nepochybné
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nejvetsi vyznam pentraxinova molekula CRP. C-reaktivni protein je prokazatelny
v aterosklerotickych placich, kde se vaze na chemicky modifikované LDL lipoproteiny.
Jako  solubilni pattern recognition receptor (PRR) stimuluje svou vazbou aktivaci
komplementové kaskady a zesiluje akumulaci monocytovych elementii. Navic CRP
snizuje tvorbu oxidu dusnatého v endotelovych buiikach a zesiluje tvorbu chemokinti
Vv bunikach hladké svaloviny a endotelovych buiikach 4043, Tyto markery mohou slouzit
nejenom jako diagnosticka kritéria, ale 1 jako nastroje reflexe uspésnosti extrakorporalni
intervence. Rada téchto molekul je sledovana i v ramci hodnoceni extrakorporalnich

LDL eliminaénich metod®3t#44°,

V ramci této prace byly podrobnéji studovany a-2-makroglobulin, solubilni
forma adhezivni molekula P-selektin, solubilni forma endoglinu, interleukin IL-10,
hs CRP, MCP1 a IgM.

4.7 Plazmatické glykoproteiny (a-2-makroglobulin)

a-2-makroglobulin (viz Obrazek €. 3) je plazmaticky glykoprotein produkovany
jatry, ktery se vaze a inhibuje/Sté€pi proteinazy vétSiny podtiid. Jeho fyziologicky
vyznam tkvi v inhibici neZadouci excesivni proteindzové aktivity ve tkéanich 847 Je
jednim z nejdéle znamych imunologickych aterogennich faktorti a novéji se poukazuje i

na vyznam jeho polymorfismu v aterogenezi48.
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Obrazek ¢. 3, 3D struktura a-2-makroglobulinu, pfevzato z PDB*.

Stépici schopnost a-2-makroglobulinu se prokazatelné podili na rozvoji ATS

*031 " g-2-makroglobulin byl

plati prostfednictvim poskozovani intracelularni matrix
v aterosklerotickych tepndch potvrzen ve zvysSeném mnozstvi*t, U mysi je prokazano,
ze pusobi jako reaktant akutni faze, u lidi se tento efekt vSak dokazat nepodaftilo. Je
znamo, ze a-2-makroglobulinovy receptor je shodny s LDL-related jaternim receptorem

oy . g . o “1ar 52,53
a podili se tak na odstrafiovani chylomikront z ob&hu

. Proto se ptedpoklada, ze

a-2-makroglobulin mlze kompetitivné inhibovat vychytdvani chylomikronovych
zbytki a vést tak k akceleraci ATS™. o-2-makroglobulin byl také identifikovan jako
inhibitor proteinu C*. JelikoZ protein C je proteolytickym inaktivatorem koagula¢nich

faktori VII a V, zvySena hladina a-2-makroglobulinu ma prokoagula¢ni ucinek.

Z pohledu VPMD piedstavuje a-2-makroglobulin vyznamné reofereticky
ovlivnitelny protein® se zasadnim reologickym vyznamem®. Vyznamnou vlastnosti

tohoto proteinu je i jeho schopnost tvorby agregatii dervenych krvinek™.
4.7.1 Adhezivni molekuly (P-selektin)

Za zahajeni prvni faze priib&hu aterosklerotickych zmén Ize povazovat interakce
mezi leukocyty a endotelem jsou procesy zvané ,capture“ a ,tethering”“ (volné
pielozeno jako ,,zachyceni ¢i ,,zajeti a ,,uvazani‘‘ leukocytu), po kterych nasleduje tzv.
Hrolling®,  valivy pohyb leukocytu po aktivovaném endotelu. Tyto dé&je
zprostiedkovavaji selektiny 2V dalsi fazi postupné dochazi k pevné adhezi leukocyta
k endotelu, kterd je umoznéna integrinovymi molekulami na povrchu leukocyti a
intracelularnimi adheznimi molekulami (napt. ICAM-1) na stran¢ endotelu. Po pevném

piilnuti dochazi k transmigraci leukocytti do stény cévy -,

K expresi adheznich molekul dochéazi po aktivaci endotelidlnich bunék pomoci
IL-1, TNF-a a INF-y 8 Interakce mezi endotelem a slozkami cirkulujici krve hraje
vyznamnou roli v patogenezi mnoha riznych stavi, jako je napfiklad ateroskleroza a
jeji komplikace a nadorova onemocnéni. Solubilni formy selektint a ICAM-1 jsou

. T 57
povazovany za ukazatele zanétlivé aktivace endotelu™".
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P-selektin (CD62P, viz Obrazek ¢. 4*°) je transmembranovym proteinem typu I
s typickym N-terminalnim lektinem a EGF-like doménou, kterd umoziujie zachyceni

leukocytu na aktivovaném endotelu a tzv. tethering a rolling.

Obrazek &. 4, 3D struktura p-selektinu, prevzato z PDB*

Jeho vazebnym partnerem je PSGL-1 (P-selectin Glycoprotein Ligand-1),
pfitomny na povrchu vétSiny leukocytlh a v mens$i mife i na povrchu trombocyti. P-
selektin je produkovan a skladovan v o granulich desticek a ve Weibel-Paladeho
téliscich endotelidlnich bunék a je exprimovan na jejich membrané po stimulaci,
napfiklad trombinem nebo histaminem®®. Kinetika membranového P-selektinu je velmi
rychld, béhem minut je pfesunut z intracelularnich zasob do povrchové membrany
trombocytll a endotelu, odkud je rychle uvolfiovan do plazmy, kde plni dalsi funkce.
Z membrany pak opét rychle vymizi®. Polodas solubilni formy P-selektinu (sP-
selektin) nebyl prozatim stanoven. U nemocnych s ischemickou chorobou srde¢ni byl
nalezen diurndlni rytmus sP-selektinu s maximem hladin ve vecernich hodinach,

zatimco plazmatické hladiny sE-selektinu zlstaly béhem dne stabilni®.

Ve vztahu k vaskularnim porucham je exprese P-selektinu povazovana za
indikator endotelidlni a/nebo trombocytarni aktivace 2 Mnozstvi cirkulujiciho
P-selektinu, ktery je uvolnén z membran endotelu a trombocytl, odrazi rozsah

zanétlivého postizeni. U mysSiho modelu aterosklerdzy byla prokézana zvysend hladina
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sP-selektinu, pfiCemz vétSina cirkulujicich molekul P-selektinu byla endotelidlniho

puvo du®.

Podobné¢ jako u leukocytd, inicidlni fazi adheze trombocytl je také tzv. rolling,
zavisly na expresi P-selektinu na povrchu endotelu®. Vlivem P-selektinu se aktivované
cirkulujici trombocyty sdruzuji s monocy‘[y63 a spolecné¢ ,roluji“ po endotelu®.
Destickovy 1 solubilni P-selektin hraji také vyznamnou ulohu pfi vzniku a progresi
aterosklerotickych 16zi*®. P-selektin je ¢ povazovan za ukazatel destabilizace
aterosklerotického plétu65. V nepfitomnosti zranéni nebo zanétlivého onemocnéni miize
vysokd hladina solubilniho P-selektinu slouzit jako ukazatel rizika kardiovaskularnich

piihod a jejich komplikaci®®.

S pohledu CNV je role monocyti a makrofagli ziejma a jejich deplece
prokazala pozitivni vliv pii laserem indukované neovaskularizaci® . Studium mysich
makrofagii na modelu CNV vSak poukazuje na vyznam zpusobu deplece a staii

70,71 .
071 " Obecné se

leukocyt, které mohou mit na vyslednou progresi zasadni vliv
pfedpoklada, ze mechanismy adheze a interakce adheznich molekul leukocytl jsou v
chorioddlnim prostoru podobné jako v jinych tkanich. Obdobné jako u jinych
endotelialnich bunék je exprese P-selektinu up-regulovana fadou podnétd jako napf.
aktivaci komplementu’. Na rozdil od ostatnich endotelialnich bungk, selektiny se vazi

na cilové struktury glykosylovanych proteint prostfednictvim svych glykoproteinﬁ73.

4.7.2 Endoglin

Endoglin (CD105, viz Obrazek ¢. 574) je homodimericky transmembranovy
glykoprotein o molekuldrni hmotnosti 180 kDa (Obrazek ¢. 3D struktura lidského

endoglinu)™.
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. RGD . glycosylation

Obrazek ¢. 5, 3D struktura lidského endoglinu s vyznac¢enim RGD (motivu bunécné

adheze) a mista glykosylace™.

Patii do rodiny transformujicich rtastovych faktora B; (TGF-B). Endoglin je
vazebnym partnerem TGF- B1 a TGF- B3 a prostfednictvim modulace bunécné
odpovédi na tyto cytokiny ovliviiuje angiogenezi. Tato interakce je zprostfedkovéna
cytoplazmatickymi proteiny z rodiny Smad’. Je selektivng konstitutivng exprimovéan na
aktivovaném endotelu, nejéastdji na kapilarach, arteriolach a venulach’®. Endoglin byl
také popsan na liniich monocytli, bun€k hladké svaloviny 78 koznich bungk” a
fibroblasti®. Zvysena exprese endoglinu byla popsana na buiikach hladké svaloviny ve
studii bunécnych populaci aktivovanych bunék aterosklerotickych plati, zatimco u

kontrolnich nepostizenych bun&k arterialnich stén se jej detekovat nepodafilo®™.

CD105 mizZe byt téZ uvolnén do ob&hu z bunécné membrany jako solubilni
endoglin (sCD105). Plazmatické nebo sérové hladiny sCD105 jsou uZitecnym znakem
aktivace endotelu ¢i jeho poSkozeni nebo reparaceSZ’S?’. sCD105 a von Willebrandtv
faktor jsou zvySeny u pacientii s ATS a koreluji s celkovymi hladinami cholesterolu®,
Normalizace hladin endoglinu je povazovana za dulezity indikator regrese ATS u
pacientil s familiarni hypercholesterolémii, kde aktivace endoglinu (vySe popsané
bun&né typy) hraje zasadni roli’""*®%% Elevace hladin sCD105 byla pozorovéna u
pacientll s angiéznimi bolestmi (stenokardii), s positivnim stresovym testem, ale
S normalnim nalezem kardiogramu. Naopak, u pacientli s extensivnim poskozenim
koronarnich arterii hladiny sCD105 zvyseny nebyly. Elevace hladin sCD105 by tedy
mohla slouzit jako indikator ¢asného poskozeni, zatimco jeho sniZeni spolu s hladinami
TGF-B by hovotilo pro pozd¢jsi faze. Vysvétlenim tohoto jevu by mohlo byt vyvazani
volného aktivniho TGF-B solubilnim endoglinem®. Ve vztahu k extrakorporalni LDL
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eliminacni terapii je endoglin sledovanym markerem a jevi se jako slibny kandidat na

ukazatele ti¢innosti vlastni terapie %,

V souvislosti s VPMD se ukdazalo, zZe indukovana CNV u krysiho modelu ma za
nasledek expresi CD105 v prvnich 7 dnech po aplikaci laserové noxy. Po 4 tydnech od
zékroku, kdy se jiz predpokladd tustup angiogeneze, jsou vSak hladiny CDI105
signifikantn¢ snizeny. Navic zde byla pozorovana piiméa korelace mezi hladinami
CD105, positive-microvessel density a mezi hladinami VEGF (r = 0.989, P < 0.01)®.
Vyzkum exprese CD105 u endotelidlnich bunék u CNV u zkoumanych pacienti v§ak
prokazal pouze selektivni expresi. Nedetekovatelnost CDI105 v ptitomnosti
prolifera¢niho markeru Ki-67 naznacuje, ze exprese CD105 nemusi byt nezbytna pro
endotelidlni proliferaci, pfesn¢jsi zdivodnéni vSak vyzaduje rozséhlejsi studie.
Nicméné, CD105 byl detekovan i u neproliferujicich neovaskularnich struktur, coz

pravdépodobné odrézi jejich postmitotickou aktivitu®®.

4.7.3 1L-10

IL-10 (viz. Obrazek ¢. 6) je jeden zhlavnich imunoregula¢nich cytokint

zanétlivé reakce.

Obrazek ¢. 6, 3D struktura Interleukinu 10, pfevzato z PDB*

Hraje zésadni roli v negativni regulaci adaptivni i pfirozené imunity zodpovédné
za chronicky zanét. Pivodné byl popsan jako inhibitor produkovany Tn2 lymfocyty®’.
Jeho hlavni fyziologickou funkci je restrikce zanétové odpovédi, blokovani tvorby

proinflamatornich cytokinti a regulace proliferace fady bunécnych populaci jako napi. T
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a B lymfocytli, NK bunék, dendritickych a zirnych bun€k. V soucasnosti stoupa i jeho
vyznam v regulaci prozanétlivé odpovédi u alergiiss. Bylo prokéazano, ze respiracni
expozice alergenim miize indukovat T bunéénou toleranci a tlumit rozvoj astmatické
reakce. Klicovou roli vtomto procesu hraje pravé produkce IL-10 dendritickymi
buiikami s naslednou indukci tolerance®®. Mimoto, Ty2 odpovéd charakteristicka pro
manifestaci alergie je regulovana pfirozenymi CD4+ T regulacnimi lymfocyty

produkujici IL-10%.

Ve vztahu k ATS inhibuje IL-10 produkci fady cytokini ** a jeho schopnost
atenuace progrese byla nezpochybniteln¢ prokdzana na nckolika animalnich
modelech®™. Rada studii se pak zabyva vztahem IL-10 a koronarniho arteridlniho
syndromu a akutni koronarni ATS a vysledky naznacuji, ze pravé IL-10 by mohl byt
klicovym momentem stabilizace anginy pectoris proti zanétovym pusobkim (napf.
TNFa)”. UvaZuje se o jeho stabilizacnim plsobeni na ATS plat*. v jiné studii byla
nalezena nizsi exprese IL-10 v ATS platu oproti hladindm proinflamatornich cytokind,
coZ teorii 0 nerovnovaze zpisobené jeho nedostateénou produkci podporuje®. Podéani
IL-10 zhorSilo LDL-indukovanou monocyto/endotelialni interakci in-vivo a
experimenty s IL-10 transgennimi a deficientnimi mySimi modely jeho kritickou roli jak
vV tvorbg, tak pii stabilizaci ATS 1ézi jen podtrhuji®. IL-10 pozitivng ovliviiuje piijem
cholesterolu makrofagy, avSak zaroven podporou jeho exfluxu brani jeho toxickému

.....

ve vztahu k ATS oznadit jako ,,imunologicky skalpel* .

V souvislosti s VPMD se ukazalo, Ze aktivita cytotoxickych, oxidativnich a
prozanétlivych oxysterolli navozujicich na modelu ARPE-19 lidské retinalni bunécné
linie angiogenezi mize byt inhibovdna pomoci flavonoidu resveratrolu. Inhibice tohoto

poskozeni pak koreluje s méfenymi hladinami VEGF, MCP1 a 1L-10%,

Studie indukované CNV u IL-10 (-/-) deficientnich mysi prokazala zvySenou
infiltraci makrofagli v porovnani s kontrolni skupinou. IL-10 ovliviiuje aktivitu
makrofagl v oblasti oka a byl navrZen jako potencidlni cil k supresi ¢i inhibici CNV u
VPMD®. Pozdé&ji vsak byly zobecnéné zavéry této studie zpochybnény s tim, Ze v
piipad¢ IL-10 se jednalo o systémovy, nikoliv pouze lokélni efekt inhibice. Bylo

poukdzano, ze naptiklad v pfipad¢ experimentalni autoimunitni encefalopatie, u niz se
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piedpokladd zésadni rekonvalescencni role IL-10 mize byt efekt tohoto interleukinu

nepiimo zprosttedkovan aktivaci B bun¢k a CD4+ CD25+ T bun&k'®.
4.7.4 hsCRP

C- reaktivni protein (CRP) , ze skupiny kratkych pentraxint (viz. Obrazek ¢. 7),
pusobi jako klasicky protein akutni faze. Jako hs-CRP (high-sensitivity CRP) se pak
oznacuje citlivymi metodami CRP stanovovatelny do velmi nizkych koncentraci

(sensitivita az do 0.04 mg/L).

Obrazek ¢. 7, 3D struktura CRP, ptfevzato z PDB%

Mezi hlavni funkce CRP patii opsonizace patogent, aktivace klasické drahy
komplementové kaskady nebo indukce exprese cytokinti v monocytech. Zaroven brani
adhezi neutrofilti na endotelové buiiky, a tim znesnadiiuje migraci do mist zanétu. Radi
se tim mezi dilezité regulacni molekuly imunitniho systému. Je produkovéan hepatocyty
jako odpovéd’ na cirkulujici prozanétlivé cytokinyml. Avsak tento marker zanétu je
piili§ nespecificky a l€katska intervence pouze na zékladé jeho zvySenych hodnot neni

(o 4102
opravnéna'®.

CRP jako prozéanétlivy marker je povazovan rovnéz za vyznamny rizikovy faktor
kardiovaskularnich onemocnéni'®*®. Vztah VPMD a hladin CRP je vsSak stéle
predmétem diskusi. Nazorova diskrepance prameni z riznych kategorizaci VPMD, ze
spektra diagnostickych metod, designu studii, ale pfedev§im z aplikaci poolovani pro
odds ratio v pripad¢ spojitosti vysokych hladin CRP (nad 3mg/l) a pozdnich fazi
VPMD.
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Nezpochybnitelnou skuteCnosti vSak zstava signifikantni korelace mezi
zvySenymi hladinami CRP a pozdnim stddiem VPMD. Vysoka hladina (>3mg/l) je
spojena svice nez dvojnasobnym rizikem VPMD, zatimco spojitost hladin CRP

v vewro s roqes s v 105
S Casnéj$imi stadii je slabsi™.

475 MCP-1

Jako MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), t¢z Chemokine (C-C motif)
ligand 2 (CCL2) se oznacuje maly rozpustny inducibilni cytokin A2. MCP-1 je maly
cytokin, patii do CC chemokinové rodiny a je zodpovédny za aktivaci monocyti,
pamétovych T-bunck a dendritickych bunék v misté zanétlivé reakce. Je produkovéan
jak pii poranéni tkang, tak pii infekci’®'®’. MCP-1 je monomerni polypeptid o Mw
ptiblizn¢ 13 kDa (viz. Obrazek €. 8), ukotveny v plazmatické membrané endotelidlnich
bun¢k pomoci glykosaminoglykanového boc¢niho fetézce proteoglykanu. MCP-1
vykazuje vyznamnou chemotaktickou aktivitu vi¢i monocytim a basofilim. Tento
peptid sehrava klinicky vyznamnou roli v fadé onemocnéni charakterizovanych

monocytarni infiltraci, napf. psoriaticka revmatoidni arthritida a ATS!%®,

Obrazek ¢&. 8, 3D struktura MCP-1, pievzato z PDB*

Pti VPMD se kromé mikrovaskuldrnich poruch ptedpokladd oxidativni
poskozeni fosfolipidi svétlem, pii kterém dochazi ke zvySené expresi MCP-1 a
nasledné kumulaci makrofagli s gradaci zanétlivého procesu. Tento proces lze uméle
navodit 1 subretinalni aplikaci oxidovanych fosfolipida a indukovat tak neovaskularizaci
a pfisluSné patofyziologické zmény charakteristické pro vlhky typ VPMD. Tomuto

procesu lze zabranit zablokovanim MCP-11%°
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4.7.6 IgM

Immunoglobulin M (IgM) patii mezi zakladni imunoglubuliny produkované B
bunéénymi liniemi. Jedna se o morforlogicky nejvétsi imunoglubulin v lidském systému
a je soucasti Casné protilatkové odpoveédi na expozici antigenem. Za mista jeho hlavni
produkce jsou povazovany slezina a kostni dfei. IgM je pentamer spojeny pomoci
disulfidickych mustk o celkové Mw ptiblizn¢ 970 kDa. Z divodi své velikosti nemiize
difundovat pfes bunéénou sténu a jeho intersticidlni koncetrace jsou minimalni.
Funkéné je tato molekula spjatamimo jiné s  aktivaci komplementu, jejiz
prostiednictvim pfispiva k opsonizacim.

Z pohledu VPMD a extrakorporalnich elimina¢nich metod LDL-cholesterolu
tvoti IgM vyznamny faktor korelujici s u€innosti terapie. Vlastni efekt sniZzeni obecnych

hladin se u VPMD projevi zlepsenim reologickych vlastnosti™.
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5. Cil prace

Cilem této rigorozni prace v navaznosti na piedchozi zkuSenosti s rheoferézou
(provadénou kaskadovitou filtraci), nyni jiz za standardizovanych podminek, bylo ovétit
jeji ucinnost v 1€cbé pacienttt s VPMD a jeji dopad na sledované parametry imunitniho

systému.

Byly sledovany zmény vybranych markerti, které mohou upiesnit sledovani
choroby, bezpecnost 1éCby, ale zajisti také dosazeni novych unikatnich poznatkli. Jedna
se o markery, které by mohly svéd¢it pro zanétlivou aktivitu, markery stavu bunécné

imunity, aktivity endotelu, adhezni molekuly.
Jednalo se o sledovani téchto znaku:

plazmaticky glykoprotein a-2-makroglobulin

solubilni forma adhezivni molekuly P-selektinu (CD62P)
solubilni forma endoglinu (CD105)

IL-10

hsCRP

MCP-1

imunoglobulin M (IgM)

N o a ~ wDnh e

Ke stanoveni hladin vySetfovanych markeri v plazmé byly vyuzity metody

enzymoimunoanalyzy a imunonefelometrie.
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6. Experimentalni ¢ast

6.1 Charakteristika souboru pacientii

Do studie bylo zahrnuto celkem 107 v piipadé a-2 makroglobulinu, 11-10, sP-
selektinu a endoglinu, 106 v piipadé hsCRP a MCP-1 a 105 pacientd u hladin IgM. U
vSech pacientll byla potvzena VPMD. Diagnostika byla provadéna pomoci fotografie
fundu, fluoresceinovou angiografii a OCT. Pacienti byli sledovani mezi 1éty 2005 a
2008. Vékovy median souboru byl 6547 let, rozmezi 5482 let. Kritéria pro vyjmuti ze
studie byla jind retindlni/choriodalni onemocnéni nez VPMD, postizeni zrakového
nervu, glaukom, znesnadnéna vizualizace fundu a akutni krvaceni o¢i. U vSech
nemocnych bylo provedeno 8 procedur hemorheoferézy, a to dvé za tyden, 2 tydny

pausa a puls opakovan 4x.

6.2 Materidl a metody

6.2.1 Hemorheoferéza

Pro zkoumany soubor byla pouzita modifikace hemorheoferézy dle Borberg et
al.'*!. Po vlastni separaci plazmy (separator, Cobe- Spectra, Denver, USA) byla plazma
filtrovana  pfes rheofiltr  (Evaflux = 4A, Kuraray, Japan) k odstranéni
vysokomolekularnich reologickych faktorti. Repetitivni eliminace vysokomolekuldrnich
proteinii sniZovala viskozitu plazmy a méla za nasledek zlepSeni mikrocirkulace'*?.
Objem profiltrované plazmy odpovidal 1,5 nasobku jejiho celkového objemu. Jako
kritickd hodnota pro sniZeni filtrovaného objemu byl pokles plazmatickych hladin

fibrinogenu pod 0,7 g/L. V tomto pfipadé byl objem profiltrované plazmy snizen na 1,0

nasobek jejiho celkového objemu.
6.2.2 Laboratorni metodika stanoveni

Pacientiim byly odebrany vzorky krve pted a bezprostiedné po provedené LDL-

aferéze ¢i hemoreoferéze. Z ni ziskané vzorky plazmy ¢i séra byly ihned zmraZzeny a

32



uchovavany pii teploté -40°C. K detekci hladin vybranych ukazateli aterogeneze byly

vyuzity metody enzymoimunoanalyzy (EIA) — ELISA a imunonefelometrie.

Sérové hladiny a-2-makroglobulinu, hsCRP a IgM byly stanoveny
imunonefelometricky pomoci nefelometru IMMAGE 800 (Beckman Coulter, Velka
Britanie) a imunoreagencii téze firmy. Koncentrace IL-10 a MCP-1 byly stanoveny
pomoci komer¢nich ELISA kiti (Bender MedSystems, Rakousko). Hladiny endoglinu
(sCD105) a sP-selektinu byly zméfeny za pouziti ELISA souprav (R&D Systems,
USA).

Ve vSech pripadech se jednalo o wvyuziti metody principu sandwichové
imunoanalyzy. Na mikrotitracni desku byly navazany protilatky proti stanovovanému
proteinu. Po napipetovani vzorkd, inkubaci a promyti byla do jamek ptidana sekundarni
protilatka proti témuz proteinu znacend enzymaticky. Po dal$im promyti a ptfidani
substratu pfislusného enzymu byla provedena fotometrickd detekce vzniklého
enzymatického produktu. Absorbance tohoto produktu je Umérna hladiné

stanovovaného proteinu.
Absorbance v jamkach byla zméfena na fotometru (ELISA Readeru) Multiskan

MC (Thermo Fisher Scientific, USA). Postup analyzy byl shodny s doporucenim

vyrobce souprav.
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7 Statistické zpracovani vysledku

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software MedCalc (Mariakerke,
Belgie). Normalita rozlozeni hodnot v souboru i podsouborech byla testovana pomoci
Kolmogorov-Smirnovova testu. Zakladni charakteristikou zkoumanych soubort byl
aritmeticky pramér (v ptipad¢ zjisténé normality) ¢i median (pfi nenormalnim rozlozeni

hodnot).

Testovaci statistika

Po kontrole normality dat byly podsoubory sledovaného parametru porovnavany
mezi sebou (PRED aferézou x PO aferéze):
e Parametrickym parovym t — testem (tzv. Studentovym testem)
Vv ptipadé normalniho rozlozeni dat
e neparametrickym Wilcoxonovym testem v piipad¢ nenormalniho
rozlozeni dat.

Uroven statistickych rozdilt je vyjadiena pomoci parametru p:

e vysoka statistickd vyznamnost p <0,001

e stfedni statistickd vyznamnost p (0,001 — 0,01)
e nizka statistickd vyznamnost p (0,01 —0,05)
e bez statistické vyznamnosti p > 0,05

7.1  Vysledky

U vybraného souboru pacientii s vékem podminénou makuldrni degeneraci byly
sledovany hladiny vybranych ukazatelti (a-2 makroglobulin, sP-selektin, endoglin,
[1-10, hsCRP, MCP-1 a IgM) a jejich zmény po hemorheoferéze pomoci

enzymoimunoanalyzy a imunonefelometrie.

Hodnoty koncentrace sledovanych parametr u nemocnich pfed a po hemorheoferéze

jsou uvedeny v Tabulce ¢. 1 a v Tabulce. ¢. 2.
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Statistické zhodnoceni jednotlivych parametrii pied a po hemorheoferéze je uvedeno

Vv Tabulce ¢&. 3.

7.1.1 a-2 makroglobulin
- Podsoubor ,,0-2 makroglobulin PRED hemorheoferézou“ mél pramérnou
koncentraci 139,14 pg/ml.
- Podsoubor ,,a-2 makroglobulin PO hemorheoferéze* mél primérnou koncentraci

59,09 pg/ml.

Pokles koncentrace a-2 makroglobulinu po hemorheoferéze byl statisticky
signifikantni (p< 0,0001; tj. vysoka statistickd vyznamnost) a je znazornén v Grafu €. 1.

Pokles koncentrace a-2 makroglobulinu po hemorheoferéze byl o 57,53%.

7.1.2 sP-selektin
- podsoubor ,,sP-selektin PRED hemorheoferézou® mél primérnou koncentraci
162,06 ng/ml.
- Podsoubor ,,sP-selektin PO hemorheoferéze® mél primérnou hodnotu

144,79 ng/ml.

Pokles koncentrace sP-selektinu po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni
(p< 0,0001; tj. vysoka statistickd vyznamnost) a je uveden v Grafu ¢. 2. Pokles

koncentrace sP-selektinu po hemorheoferéze je o 17,26%.

7.1.3 Endoglin (sCD105)
- Podsoubor ,endoglin (sCD105) PRED hemorheoferézou” ,mél prameérnou
koncentraci 6,43 ng/ml.
- Podsoubour ,endoglin (sCD105) PO hemorheoferéze“ mél primérnou

koncentraci 5,45 ng/ml.

35



Pokles koncentrace endoglinu po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni
(p<0,0001;tj. vysoka statistickd vyznamnost) a je uveden Vv Grafu ¢. 3. Pokles

koncentrace endoglinu po hemorheoferéze byl o 15,18%.

7.1.4 1L-10
- Podsoubor ,,IL-10 PRED hemorheoferézou mél pramérnou koncentraci 64,03
pg/ml.
- Podsoubor“IL-10 PO hemorheoferéze* mél primérnou koncentraci 58,89 pg/ml.
Pokles koncentrace IL-10 po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni (p=0,0017;tj.
stfedni statistickd vyznamnost) a je uveden v Grafu ¢. 4. Pokles koncentrace IL-10 po

hemorheoferéze byl o 8,07%.

7.1.5 hsCRP
- podsoubor ,,hsCRP PRED hemorheoferézou® mél primérnou koncentraci 3,37
mg/l
- podsoubor ,,hsCRP PO hemorheoferéze* mél primérnou koncentraci 2,79 mg/I
Pokles koncentrace hsCRP po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni (p= 0,0000;
t]. vysoké statisticka vyznamnost) a je zndzornén v Grafu ¢. 5. Pokles hsCRP po

hemorheoferéze byl 0 22,11%.

7.1.6 MCP-1
- Podsoubor ,MCP-1 PRED hemorheoferézou® mél prumérnou koncentraci
279,27 pg/ml
- Podsoubor ,,MCP-1 PO hemorheoferéze mél primérnou koncentraci 239,252
pg/mi

Pokles koncentrace MCP-1 po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni (p=0,0000;
tj. vysoka statistickd vyznamnost) a je uveden v Grafu €.6. Pokles koncentrace MCP-1

byl 0 14,15 %.
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7.1.7 Imunoglobulin M

- Podsoubor ,,JgM PRED hemorheoferézou® mél primérmou koncentraci 0,9136

g/l
- Podsoubor ,,IgM PO hemorheoferéze” mél primérnou koncentraci 0,3459 g/l

Pokles koncentrace IgM po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni (p= 0,000; tj.

vysoka statistickd vyznamnost) a je znazornén v Grafu ¢. 7. Pokles koncentrace IgM po

hemorheoferéze byla 0 62,14%.
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8 Tabulky a grafy

8.1 Prrehled namérenych hodnot

V Tabulkéch ¢. 1 a ¢. 2 jsou uvedeny naméfené hodnoty vSech sledovanych
ukazatelti pred hemorheoferézou (Tabulka ¢. 1) a po hemorheoferéze (Tabulka ¢.2.).
Ptehled naméfenych hodnot sledovanych parametra u kontrolni skupiny uvadi Tabulka

¢.3.

8.2 Statistické zpracovdni vysledkii

Vyhodnoceni vyznamnosti poklesu hodnot u sledovanych ukazateli.
Statistické zhodnoceni jednotlivych parametrii pfed a po hemorheoferéze je uvedeno
vV Tabulce ¢. 3. Procento rozdilu poklesu hladiny sledovanych Cciniteld po

hemorheoferéze ukazuje Tabulka ¢. 4.

8.3 Grafické zpracovani vysledkii

Zmény sledovanych parametri po hemorheoferéze jsou zndzornény pomoci
sloupcovych grafti (Grafy ¢. 1-7). Grafy jsou zobrazeny v podobé¢ ,,Box and Whisker
plotu. Stfed obdelniku pfedstavuje median, spodni hrana 25% percentil, horni hrana
75% percentil a usecky minimum a maximum po vylou€eni odlehlych hodnot, které

jsou znazornény samostatnymi body.
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pred

parametr n

priumér SD
A2M 107 139,1374 pg/ml 53,1719
hsCRP 106 2.7903 mg/I 1.5598
IgM 105 0,9136 g/l 0,579
IL-10 107 64,0306 pg/ml 25,3518
MCP-1 106 279,2717 pg/mi 82,4151
sP-Selektin 107 162,0626 ng/mi 51,1445
endoglin 107 6,429 ng/mi 1,5825

Tabulka €. 1 Piehled namétenych parametrti pied hemorheoferézou

n= pocet hodnot, SD= smérodatna odchylka

po
parametr n p—— )
A2M 107 59,087 pg/ml 35,1793
hsCRP 106 2,1734 mgl/l 1,2391
IgM 105 0,3459 g/l 0,3956
IL-10 107 58,8874 pg/ml 23,3643
MCP-1 106 239,7500 g/ml 80,5732
sP-Selektin 107 144,7972 ng/ml 54,5821
endoglin 107 5,4533 ng/ml 1,6623

Tabulka ¢.2 Piehled naméfenych parametri po hemorheoferéze

n= pocet hodnot, SD= smérodatna odchylka
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pred procedurou po proceduie pied x po proceduie
normalni normalni hodnota
parametr |n priamér rozloZeni n priamér rozloZeni test p
A2M
107
(pg/ml) 107 |139,1374 ANO 59,087 ANO t-test p<0,0001
hsCRP 106 Wilcoxon
(mg/l) 106 |2,7903 NE 2,1734 ANO test p=0,0000
89 Wilcoxon
IgM (g/l) 105 [0,9136 ANO 0,3459 NE test p=0,0000
IL-10
107
(pg/ml) 107 | 64,0306 ANO 58,8874 ANO t-test p=0,0017
MCP-1 106 Wilcoxon
(pg/ml) 106 (279,2717 NE 239,7500 ANO test p=0,0000
sP-Selektin 107
(ng/ml) 107 |162,0626 ANO 1447972 ANO t-test p<0,0001
Endoglin
107
(ng/ml) 107 (6,429 ANO 5,4533 ANO t-test p<0,0001

Tab. €. 3: Statistické zhodnoceni jednotlivych parametrti pted a po hemorheoferéze

n= pocet hodnot, NE- nenormélni rozlozeni, ANO= normdlni rozloZeni, P= statisticka

vyznamnost

pred po procento rozdilu
parametr

n priumér n priumér (pred-po)/pred x 100
A2M (pg/ml) 107 |139,1374 107 59,087 57,53
hsCRP (mg/l) 106 |2,7903 106 |2,1734 22,11
IgM (g/l) 105 10,9136 89 0,3459 62,14
IL-10 (pg/ml) 107 | 64,0306 107 |58,8874 8,07
MCP-1 (pg/ml) |106 |279,2717 106  |239.7500 14,15
sP-Selektin

107

(ng/ml) 107 |162,0626 144,7972 17,26
Endoglin (ng/ml) |107 |6,429 107 |5,4533 15,18

Tabulka €. 4: Procento rozdilu poklesu hladiny sledovanych ¢initelt po hemorheoferéze
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Graf ¢. 1 Hodnoty koncentrace a- 2 makroglobulinu po hemorheoferéze.
Pokles koncentrace a- 2 makroglobulinu po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni

(p< 0,0001; tj. vysoka statisticka vyznamnost)
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Graf ¢. 2 Hodnoty koncentrace sP-selektinu po hemorheoferéze
Pokles koncentrace sP-selektinu po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni

(p< 0,0001; tj. vysoka statistickd vyznamnost)
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Graf ¢. 3 Hodnoty poklesu koncentrace endoglinu po hemorheoferéze
Pokles koncentrace endoglinu po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni

(p< 0,0001; tj. vysoka statisticka vyznamnost)
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Graf ¢. 4 Hodnoty koncentrace IL-10 po hemorheoferéze
Pokles koncentrace IL-10 po hemorheoferéze byl statisticky vyznamny (p=0,0017, tj.

stfedni statisticka vyznamnost)
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Graf ¢. 5 Hodnoty koncentrace hsCRP po hemorheoferéze
Pokles koncentrace hsCRP po hemoreopheréze byl statisticky signifikantni (p= 0, 000;

tj. vysoka statisticka vyznamnost)
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Graf ¢. 6 Hodnoty koncentrace MCP-1 po hemorheoferéze
Pokles koncentrace MCP-1 po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni (p= 0,000;

tj. vysok4 statistickd vyznamnost)
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Graf ¢. 7 Hodnoty koncentrace imunoglobulinu M po hemoreoferéze
Pokles koncentrace IgM po hemoreoferéze byl statisticky signifikantni. P=0,000; tj.

vysoka statisticka vyznamnost)
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9 Diskuze

Hemorheoferéza predstavuje v soucasnosti jedinou moznost intervence ve stavu
pokrocilé formy suché¢ VPMD s cilem zastaveni progrese onemocnéni a odvréaceni stavu
nevratné slepoty. Hemorheoferéza miize ovliviiovat fadu parametri krevni slozky a to
jak ve vztahu k imunologii aterosklerotického poskozeni, tak i ve vztahu k reologickym
parametrim. Ovlivnéni téchto faktorti se pak projevi zasadnim zlepSenim klinického
stavu a to 1 v pfipadech selhavani ostatnich terapeutickych pfistupt. Hemorheoferéza

zlepsuje krevni mikrocirkulaci, viskozitu a agregabilitu erytroctii a trombocyta'',

Aplikaci hemorheoferézy bylo studiemi prokazano zlepSeni zrakové ostrostj 112114116
Kontroverznimi se jevily pfedbézné vysledky studie Mira 1, které jednoznaéné pozitivni
efekt ve srovnani s placebem neprokazaly''’**®, Konetnd revize této studie viak
odhalila fadu nedostatkti, pfedev$im v kritériich zafazeni pacientti a odhaleni jinych
neretindlnich zrakovych nedostatecnosti. Obecnym nedostatkem té€chto studii je pak
vysledné hodnoceni zrakové ostrosti, které v§ak nemusi plné korelovat s komplexnosti
zrakové funkcnosti, jako napf. svidénim na dalku/blizko, barevnym rozliSenim,

binokularnim vidénim atd.**2.

Dopad rheoferézy na progresi VPMD je dan celym komplexem faktorii, mezi

nimiz imunologické reologické proteiny hraji zasadni roli.

a-2-makroglobulin je jednim z nejdéle znamych imunologickych aterogennich
faktorg*, ktery z pohledu VPMD pftedstavuje vyznamné reofereticky ovlivnitelny
protein®. Jeho vyznam v patogenezi onemocnéni je pravdépodobné zaloZen na
reologickém pﬁsobeni55. Mimoto se tento protein vyznacuje 1 schopnosti tvorby
agregati Cervenych krvinek®. V  této praci se podafilo prokazat aplikaci
hemorheoferézy statisticky signifikantni pokles plazmatickych hladin -2
makroglobulinu o vice nez 57 %. Tento pokles byl pIn¢ v souladu s predchozimi

studiemi a svédc¢i o vyznamu tohoto markeru v sledovani €innosti intervence.

V piipadé P-selektinu byl prokazan statisticky signifikantni (p< 0,0001; tj.
vysoka statistickd vyznamnost) pokles P-selektinu po hemorheoferéze o vice nez 17 %
pfi pomérné velkém rozptylu vychozich a kone¢nych hodnot (SD 51 pied a 54 po

aplikaci hemorheoferézy). Tento transmembranovy protein, umoziujici zachyceni
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leukocytu na aktivovaném endotelu a tzv. tethering a rolling je ve vztahu k vaskularnim
porucham povazovan za indikator endoteliadlni a/nebo trombocytarni aktivace®.
P-selektin je téZ povaZovan za ukazatel destabilizace aterosklerotického platu® .
Z pohledu CNV je role monocytii a makrofagt a jejich adheze zifejma a jejich deplece
mé pozitivni vliv pii laserem indukované neovaskularizaci®” . Tato prace tak potvrdila

pozitivni vliv hemorheoferézy na hladiny tohoto prozanétlivého faktoru.

Statisticky signifikantni pokles koncentrace o vice nez 15 % po hemorheoferéze
(p<0,0001;tj. vysoka statisticka vyznamnost) byl pozorovan i u hladin endoglinu
(CD105). Tento protein z rodiny TGF-B byl popsan ve zvySenych hladinach u bunék
hladkého svalstva ve studii bunéénych populaci aktivovanych bunék aterosklerotickych
plat, zatimco u kontrolnich nepostizenych bun¢k arteridlnich stén se jej detekovat
nepodafilo®. V souvislosti s VPMD se ukazalo, 7¢ indukovana CNV u krysiho modelu
ma za nasledek expresi CD105 pouze prvnich 7 dnech po aplikaci laserové noxy85'
Nedetekovatelnost CD105 v piitomnosti proliferaéniho markeru Ki-67 naznacuje, ze
exprese CD105 nemusi byt nezbytné pro endotelialni proliferaci, a uvazuje se o ném, ze
jeho hladiny reflektuji postmitotickou aktivitu neovaskularnich struktur®®. 1 ptes prukaz
vyznamného poklesu endoglinu aplikaci hemorheoferézy vSak objasnéni jeho vyznamu

v patogenezi VPMD vyzaduje dalsi pozornost.

Pokles koncentrace IL-10 po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni
(p=0,0017; tj. stfedni statistickd vyznamnost) pii celkovém poklesu koncentrace po
hemorheoferéze o 8,07 %. IL-10 je povaZovan za jeden z hlavnich imunoregula¢nich
cytokini zanétlivé reakce hrajici zasadni roli v down-regulaci adaptivni i pfirozené
imunity zodpovédné za chronicky zanét. V souvislosti s VPMD se ukézalo, Ze
reparativni schopnoti flavonoidu resveratrolu pifimo koreluji s VEGF, MCP1 a 1L-10%,
Urcité pochybnosti vSak vyvstavaji v souvislosti s predpokladanou supresi ¢i inhibici
IL-10 u CNV u VPMD®. Ptedpoklada se, Ze inhibice IL-10 pisobi nikoliv lokalnim, ale
systémovym efektem prostiednictvim aktivace B bun¢k a CD4+ CD25+ T bungk™®. Ve
svétle téchto poznatkli pak Ize celkové sniZeni jeho plazmatickych hladin prokazané i

touto praci povaZovat za vyznamny ukazatel inhibice progrese VPMD.

Statisticky vyznamny pokles koncentrace po hemorheoferéze (p= 0,0000; tj.
vysoka statisticka vyznamnost) byl zaznamenan i u hladin hsCRP (22,11 %). Klasicky
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protein akutni faze CRP je prozanétlivym markerem povazovanym rovnéz za vyznamny
rizikovy faktor kardiovaskularnich onemocnéni %1%, Obecny vztah VPMD a hladin
CRP je vsak stale predmétem diskusi, kde signifikantni korelace je dosahovéano pouze

mezi zvySenymi hladinami CRP a pozdnim stadiem VPMD'®.

Rozdil v této praci je
dokumentovan s dostatecnou hladinou statistické vyznamnosti. Obecné snizeni
plazmatickych hladin hemorheoferézou vsSak podporuje hypotézu jeji prospéSnosti

pfi ovlivnéni zanétu.

Pokles koncentrace po hemorheoferéze byl statisticky signifikantni (p=0,0000;
tj. vysoka statistickd vyznamnost) i v ptipadé sledovani hladin MCP-1 (pokles
koncentrace MCP-1 byl o 14,15 %). MCP-1 je zodpovédny za aktivaci monocytu,
pamétovych T-bun¢k a dendritickych bunék v misté zanétlivé reakce a sehrava klinicky
vyznamnou roli 1 v piipadé ATS'®® Neovaskularizaénim a patologickym zménam
navozenym oxidativnim poskozenim svétlem u VPMD, pfii kterém dochéazi ke zvySené

expresi MCP-1, Ize zabréanit zablokovanim MCP-1'%°

.V ptipadé této studie je pokles
hladin po hemorheoferéze dostate¢n¢ vysoky. Pro extrapolaci systémového ucinku

sniZeni ¢i inhibice MCP-1 je potieba jesté naslednych studii.

Pokles koncentrace IgM po hemorheoferéze (o 62,14 %) byl statisticky
signifikantni (p= 0,000; tj. vysokd statistickd vyznamnost). IgM je soucdasti Casné
protilatkové odpovédi na expozici antigenem. Funkéné je tato molekula rovnéZ spjata s
aktivaci komplementu, jejiz prostiednictvim pfispiva k oposonizacim.V ptipadé
hemorheoferézy tvoii IgM vyznamny faktor korelujici s ucinnosti terapie
prostiednictvim zlepsenim reologickych vlastnosti®. V této praci byl prokazan vysoky
statisticky vyznamny pokles, ktery plné koreluje s nalezy ptedeslych studii. Validita
tohoto nalezu je mirn€ oslabena neparametrickym rozdélenim hodnot hladin ve skupiné

po aplikaci hemorheoferézy.
Sledovanim vySe uvedenych imunologicko-reologickych parametri byl tak po

aplikace hemorheoferézy prokazan statisticky vyznamny pozitivni dopad na hladiny

a-2-makroglobulin, sP-selektinu, endoglinu, IL-10, hsCRP a IgM.
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10 Zaveér

Tato prace se zabyvala sledovanim vybranych imunologicko-reologickych
parametri u pacienti s VPMD. Aplikaci hemorheoferézy byl prokazan statisticky
vyznamny pozitivni dopad na hladiny a-2-makroglobulinu, sP-selektinu, endoglinu,
IL-10, hsCRP, IgM a CMP-1. Vsechny tyto parametry koreluji s pozitivnim vlivem
rheoferetické intervence a jsou v souladu s poznatky soudobé literatury. Vysledky studie
vyzdvihuji tedy pozitivni vliv této 1é€by na imunologické parametry onemocnéni a

podporuji pouziti této techniky u pacienti s VPMD.
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