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Abstract

Laboratory markers in the process of extracorporal elimination of lipoproteins in long-

term treatment of severe familial hypercholesterolemia.

LDL-apheresis is a method of extracorporeal LDL-cholesterol elimination,
which is known to decrease inflammatory processes of atherogenesis. The study is
divided into two parts. THE AIM of the first part was to evaluate LDL-apheresis
procedures based on immunoadsorption in 9 patients, 5 men and 4 women, (median age
was 57, range 19-61 years), with severe familial hyperlipidemia (period 2004-2007).
Immunoadsorption was performed by means of Cobe Spectra, ADA or Adasorb and
columns of LDL-Lipopak. Before and immediately after the procedure, blood samples
were taken and serum levels of lipoproteins and some other parameters were
determined. The aim of the second part was to evaluate the effectiveness
of rheopheresis method and compare it with LDL-apheresis. Procedures of rheopheresis
were implemented in 4 patients, 3 men and 1 woman, median age was 51 (35 — 67)
years. During this procedure Cobe-Spectra was used; plasma was than pumped into the
secondary grade filtrs Evaflux. Before and immediately after the procedure, blood
samples were taken and serum levels of lipoproteins and some other parameters were
determined. Results: Median interval between two apheresis procedures was 17
(4 — 294) days; in homozygotus familial hypercholesterolemia 14 days. Regressive
analysis proved neither the decrease of effectiveness nor the decrease of selectivity
of immunoadsorption depending on the number of performed procedures. The adverse
effects were mostly mild and clinically insignificant, represented by manifestation
of citrate related toxicity and vaso-vagal reactions. CONCLUSION: The modification
of LDL-apheresis based on immunoadsorption is effective, selective and safe. From the
long-term point of view, LDL-Lipopak columns are reliable types of adsorbents. It is
recommended that LDL-apheresis procedures should not take more than four hours.
In patients with familial hypercholesterolemia (if other possibilities failed (diet, change
of life style, maximal tolerated does of hypolipidemics) rheopheresis also proved to be

an efficient and safe method.
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UVOD

Onemocnéni kardiovaskularniho systému jsou v nasSi republice nejcastéjsi
pfi¢inou morbidity obyvatelstva a jsou pfi¢inou pfiblizné¢ poloviny vSech tumrti. V ¢eské
republice je to vice nez 50 %. Protoze nejCastéjs$i prfi¢inou kardiovaskularnich
onemocnéni je ateroskleréza a jeji komplikace, je zapotiebi vénovat zvySené usili
prevenci tohoto onemocnéni, a to jak primarni, tak sekundérni.

Metodou slouzici k extrakorporalni eliminaci je LDL — aferéza a to u pacienta
s velmi zavaZznou az zivot ohrozujici hypercholesterolémii. Tato metoda se pouziva
v tom ptipadé€, kdy nemoc je k farmakoterapii rezistentni a ani zavedeni dietniho rezimu
a zména zivotniho stylu neni U€inna. Jednd se pfevazn€é o familiarni
hypercholesterolémii a familiarni kombinovanou hyperlipoproteinémii, kdy nemocni
trpi tézkymi formami genetickymi poruchy metabolismu lipidi. Metoda extrakorporalni
eliminace LDL cholesterolu je nutna jen ztidka.

U homozygotnich pacienta se ischemické choroba srdec¢ni vyskytuje jiz v détstvi
a Casto, pfi jejim neléceni, do 20. roku zivota vede ke smrti nemocného. Konzervativni
lécba selhava a extrakorporalni eliminace LDL cholesterolu je pro tyto pacienty Zivot
zachraiiujicim postupem. U heterozygotni formy familidrni hypercholesterolémie je
dieta zakladem lécby, dale reZimova opatfeni a medikamentozni terapie, ktera je G€inna
v 95 % ptipadld. Lécba familidrni kombinované hyperlipidémie spoc¢iva v rezimovych

a dietnich opattenich a farmakologické terapii.



1. SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY

V Ceské republice je vice nez 50 % viech umrti zptisobeno kardiovaskularnim
onemocnénim. Mezi rizikovymi faktory arterioskler6zy ma piedni misto
hyperlipoproteinémie. Incidence familiarni hypercholesterolémie je 1 : 500
v heterozygotni form¢. Soucasnd 1é¢ba (zména Zivotniho stylu, dieta, kombinovana
farmakoterapie (96, 25), je velmi uc¢inna (28). Jen malé procento (1 — 3 %) nereaguje
dostatecné. Pak je nutna 1écba extrakorporalni eliminaci. U homozygoti je tato 1écba

nutnd (jako zivot zachranujici), avSak vyskyt je 1 : 1 000 000 (88).

1.1. Porucha vychytavani LDL specifickymi receptory
1.1.1. Familiarni hypercholesterolémie
1.1.1.1. Definice familiarni hypercholesterolémie

Jde o nejcastéjsi geneticky (autozomalné dominantni) podminénou metabolickou
odchylku a to pfitomnosti mutaci genu pro LDL receptor, ktery je normalné pfitomen na
povrchu jaterni buiiky a zprostfedkovava vychytavani LDL-cholesterolu z cirkulace (77,
78). Dosud je stanoveno 5 typu geneticky podminénych odchylek ve struktute ¢i funkci
LDL receptoru. LDL-cholesterol je ,,zIy*“ cholesterol, ktery se ukldda ve sténé cév
a vyznamné pfispivda krozvoji aterosklerdzy. Ateroskleroza se u postiZzenych
manifestuje ¢asné¢, zpravidla mezi 35. a 60. rokem ve€ku, ve form¢ ischemické choroby
srde¢ni, infarktu myokardu, ischemické choroby dolnich koncetin nebo cévni mozkové
ptihody. V disledku genetické odchylky je porusend funkce LDL receptoru a dochézi
ke hromadéni LDL-cholesterolu v plazmé (3). U postizenych jsou hladiny celkového
1 LDL-cholesterolu vzdy vyrazn€ zvySeny, ¢asto jsou hodnoty celkového cholesterolu
vys$si nez 9 mmol/l. Cholesterol se muize usazovat i v dalSich tkanich ve formé
xantelasmat vicek, Slachovych xantomu nebo bélavého prouzku kolem o¢ni duhovky.
Familiarni hypercholesterolémie se piendsi autosomalné dominantné, coZ znamena, Ze
v piipadé postizeni jednoho z rodicii je pravdépodobnost postiZzeni déti bez ohledu
na jejich pohlavi 50%. Prevalence vyskytu familiarni hypercholesterolémie
u heterozygotii je 1:500 v populaci (88), v Ceské Republice je tedy postizeno

cca 20 000 jedinct. Familiarni hypercholesterolémie je onemocnéni, které lze 1écit!



Dietni a rezimova opatieni spolu s 1éky vedoucimi ke sniZeni hladin cholesterolu v krvi

vyznamné snizuji vyskyt ¢asnych infarktd myokardu (71).

1.1.1.2. Diagnostika familiarni hypercholesterolémie

Diagnostika familiarni hypercholesterolémie byla az donedavna zalozena pouze
na vyhodnoceni klinickych a biochemickych zndmek onemocnéni. I v soucasnosti jsou
tato diagnosticka kriteria dualezitd. Nejspolehlivéjsi je vSak diagnostika zalozena
na analyze genotypu, tj. na ur¢eni konkrétniho typu mutace v genu pro LDL receptor,
kterd je za vznik poruchy odpovédna (63). Tato diagnostika bude do budoucna jisté
velkym pfinosem, protoze umoziuje ucinit spravnou diagnézu vcas a piesné.

Snizeni mnozstvi LDL receptorti blokuje katabolismus LDL. Tim, ze je zde
velmi malé mnozstvi funkénich LDL receptori, je zde zvySena formace LDL v séru.

V ptipad¢ familiarni hypercholesterolémie se tedy jednd o plvod vzniku soucasné

ve snizeném katabolismu i zvySené produkci LDL cholesterolu.

1.1.1.3.Lécba familiarni hypercholesterolémie

V poslednich letech je stale vice kladen diiraz na primarni i sekundarni prevenci
kardiovaskularnich ~ onemocnéni. Zvyseny  LDL-cholesterol  je  jednim
z nejvyznamngjSich rizikovych faktora aterosklerdzy a jeho sniZeni se stalo zakladnim
opatfenim k zamezeni progrese a navozeni regrese postizeni cév. U nemocnych s tézkou
familiarni hypercholesterolemii mize byt dosaZeni cilovych hladin LDL-cholesterolu
obtizné az nemozné a LDL-aferéza mize byt jedinym Zivot zachrafiujicim postupem. Je
to vSak metoda technicky, Casové€ a finan¢n¢ naro€na. Procedury LDL-aferézy je moZzné
provadét pouze ve specializovanych centrech a je nutné je zpravidla celozivotné
a pravideln¢ opakovat.

Pro ilustraci, v . USA jsou podle Food and Drug Administration (FDA)
indikovani k 1écbé LDL-aferézou homozygoti FH s hladinou LDL-cholesterolu
>13 mmol/l, coz v praxi spliuji zpravidla vSichni tito nemocni, dale heterozygoti FH
s LDL-cholesterolem > 7,8 mmol/l bez ICHS nebo nad 5,2 mmol/l s ICHS (32). Kritéria

jsou hodnocena az po Sesti mésicich pfisné diety a maximalni medikament6zni 1éCby.



Za alternativni kritérium pro lécbu LDL-aferézou je nékdy povazovano selhani
maximalni tolerované medikamentozni 1écby s cilem sniZit cholesterol o vice nez 40%.
V soucasné dob¢ jsou tendence ke snizovani hranice cilového LDL-cholesterolu

v primarni i sekundérni prevenci, které se odrazi i na indikacich k LDL-aferéze.

1.1.2. Heterozygotni forma familiarni hypercholesterolémie

Pro familiarni hypercholesterolémii jsou heterozygoti zachyceni screeningovym
sledovanim postizenych rodin, dale vySetfenim screeningovym v ramci bézné populace
nebo nemocni ptichazeji kviili projevujicim se klinickym obtiZzim ve 3.-4. dekadé¢ svého
se o manifestace aterosklerdzy. Jsou patrné xantomy (50). Ty vznikaji v typickych
oblastech Achillovych Slach, v oblasti Slach loketniho kloubu a na dorzu rukou.
Heterozygoti s familidrni hypercholesterolémii jsou téz vystaveni vysokému riziku
rozvoje ateroskler6zy s koronarnim syndromem, akutnimi poruchami perfiize C¢i
ischémii mozku. Frekvence tohoto rizika je v literatufe udavéana cca na 5 % ve 30-ti
letech. Toto riziko ve 40-ti letech stoupa na 20 %, déale o 30 % (tedy na 50 %) v 50-ti
letech az na 75 % (69). U heterozygotii se hodnoty hladin LDL cholesterolu obvykle
pohybuji nad koncentraci 3,9 mmol/l u dospélych a 3,3 mmol/l u déti, pfitom hladiny

triacylglyceroll zlstavaji v normé ¢i jsou jen mirn€ zvyseny.

1.1.3. Homozygotni forma familiarni hypercholesterolémie

Velmi vzécna, a to s prevalenci 1 : 1 000 000, je homozygotni forma familidrni
hypercholesterolémie. Ta je charakterizovdna klinickou manifestaci jiz zminénych
priznakli a to v casném véku a hladina LDL cholesterolu pohybujici se mezi
12 az 25 mmol/l. Jiz pii narozeni se zacinaji objevovat xantomy, ¢i se tvoti do druhého
véku ditéte. Ateroskler6za plisobi vazné zmény v krevnim fecisti béhem 10. — 20. roku

zivota. Na zaklad¢ stupné zvySené hladiny LDL cholesterolu spole¢né s vylou¢enim
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jinych pfi¢in laboratornich zmén, by méla byt stanovena diagnéza. Definitivni diagndézu
urc¢i funkéni a genetické testy. (Napi. pomoci monoklonalnich protilatek I1ze stanovit
aktivitu LDL receptoru perifernich mononukleart a to pomoci pritokové cytometrie.)
Familiarni hypercholesterolémie je autosomalné dominantné dédi€na choroba
(36). Netplné dominantni choroba postihuje heterozygoty i dominantni homozygoty,
ovSem dominantni homozygoty mnohem hiife. Pokud teoreticky (ale 1 v praxi)
uvazujeme '"nemocné¢ho" jedince - myslime tim ve vétSiné ptripadd heterozygota.
Nemocni - homozygoti jsou vzacni - znamena to, zZe oba rodi¢e museli trpét stejnou
dédi¢nou chorobou (a i potom je jen 25% pravdépodobnost, Ze se jim narodi dominantni
homozygot) (74). Velké vétSina dominantné dédicnych chorob je ve skute¢nosti neuplné
dominantnich. UpIné dominantnich genetickych chorob (kde heterozygot i dominantni

homozygot jsou postiZeni stejn¢) je relativné malo.

1.2. Uloha cholesterolu v aterogenezi
1.2.1. Celkovy cholesterol
rizikovych faktorii rozvoje aterosklerdzy (29). Jeho hladina v séru osob stfedniho véku
by se méla pohybovat v rozmezi 3,5 az 5,2 mmol/L.

Ptesto, Ze zvySeny cholesterol je spojen s aterosklerdzou, kterd je nespornym
zdravotnim 1 spoleCenskym problémem, jde o molekulu s unikatnimi chemickymi
a fyzikalnimi vlastnostmi (56, 100). Deficit cholesterolu a jeho prekurzori u nemocnych

v kritickém stavu je zdvaznou poruchou, kterou je tieba v¢as diagnostikovat.

1.2.2. Cholesterol a aterogeneze

Vysoka hladina cholesterolu je zndmym rizikovym faktorem aterosklerozy (28).
Cholesterol je v cirkulaci pfenaSen ve formé& lipoprotein (35). Dva nejvyznamngjsi
lipoproteiny transportujici cholesterol jsou LDL a HDL. Ve form¢ LDL je asi 70 %
cholesterolu (27). Aterosklerotické¢ léze vznikaji jako tukové prouzky osidlenim
subendotelidlnich partii velkych artérii makrofdgy, fagocytujicimi LDL-cholesterol

(86). Spoustécim faktorem, vedoucim k akumulaci LDL-cholesterolu ve sténé cév, je
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jeho oxidativni modifikace (97). Nativni LDL-C4astice témét neindukuji in vitro zmény
souvisejici s aterosklerozou (83, 85). Podstatou oxidativni modifikace je zména
chemické struktury apolipoproteinu B, skytajici LDL-Castici ¢etné proinflamatorni,
protrombotické a aterogenni vlastnosti (52, 54). Piikladem je aktiva¢ni vliv na mnohé
monocytarni funkce, od stimulace jejich chemotaxe, produkce cytokint, adheze
k endotelu, proliferace, schopnosti fagocytovat, az po indukci jejich apoptézy (51, 102).
Modifikované LDL-Castice vedou k uvolnéni tkanového faktoru a stimuluji agregaci
desticek, vazbou na C-reaktivni protein (CRP) aktivuji komplement (88, 40, 29).
Tvorbou novych epitopti aktivuji bunécnou i humoralni imunitu. Naopak aktivované
makrofagy pfispivaji k oxidativni modifikaci LDL-cholesterolu, ktery po té pfednostné

reaguje s tzv. ,,scavanger* receptory makrofagt, formujicich pénové bunky (59).

1.2.3. Jednotlivé lipoproteiny a jejich soucdsti

Lipidy jakoZzto latky ve vod€ nerozpustné jsou v plazmé, tedy ve vodném
prostfedi transportovany pomoci vazby na bilkoviny (95). Takto vzniklé castice se
nazyvaji lipoproteiny. Jejich struktura se dd popsat takto: jadro Castice tvoii nepolarni
triacylglyceroly a esterifikovany cholesterol, zatimco na povrchu nachazime vice
polarni lipidy — volny cholesterol a zejména fosfolipidy — a bilkoviny, zvané

apolipoproteiny (apoproteiny).

Tabulka 1: Pfehled lipoproteinti (zdroj: vlastni vyzkum)

Charakteristika LDL HDL VLDL IDL
Hustota (g/1) 1063 |ménénez 1210 1006 1019
Primérnd velikost (nm) 220 70 az 100 280 az 750| 315
Obsah cholesterolu (%) 59 38 az 43 17 41
Obsah proteini (%) 25 40 az 55 10 18
Obsah triacylglycerolll (%) 7 6az’7 56 32
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1.2.3.1. Lipoprotein (a)

Lipoprotein (a) a LDL — cholesterol maji podobné slozeni (88). V bilkovinné
slozce Lp(a) je vedle apoB100 obsazen jesté siln¢ glykovany apo(a), ktery je kodovan
genem na 6. chromozomu, jenz je uloZzen v bezprosttedni blizkosti genu
pro plazminogen. Apo(a) a plazminogen maji podobné sloZeni.

Lp(a) je povazovan za vyznamny a nezavisly rizikovy faktor komplikaci
predCasné aterosklerdzy, mechanizmus jeho aterogeneze vSak neni zcela objasnén (70).
Ptredpoklada se, ze diky podobnosti apo(a) a plazminogenu, miize Lp(a) blokovat
plazminové receptory a tak snizovat aktivitu fibrinolytického systému ve sténé cév.

Katabolizmus Lp(a) neni zcela objasnén, ale zd4d se pravdépodobné jeho
odstrafiovani z plazmy prostiednictvim LDL receptorii a scavengerovych receptorii
makrofagi, také cestou specifickych Lp(a) receptorti makrofagt (6). Vysoky titr Lp(a)
nebyva provazen somatickymi zménami jako jsou xantomy ¢i xantelezmata (88). Lp(a)

je mozné ho stanovit i kvantitativné (immunoassay).

1.2.3.2. LDL a HDL cholesterol

Dulezitd neni ani tak celkovd hladina cholesterolu, jako pomér HDL a LDL.
Vzilo se velmi zjednodusené rozliSeni na dobry (HDL) a zly (LDL) cholesterol.
Lipoproteiny LDL pfinaseji cholesterol k organlim, které ho potiebuji. V ptipadé,
ze neni oxidovan, je relativné neSkodny, ale Skodlivé volné radikidly molekuly
cholesterolu okysli¢uji a pak je vysoce rizikovy. Proto je nutné zafadit do stravy
ochranné antioxidanty pusobici proti volnym radikaliim. Lipoproteiny HDL cholesterol

zase odnaseji, a to 1 z cév postizenych uz aterosklerdzou.

1.2.3.3. LDL receptor

LDL — receptor je membranova bilkovina o 839 aminokyselinach. Jeho tvorbu
podporuji napt. estrogeny. Je znamo jiz vice nez 400 rtiznych mutaci lidského
receptorového genu.

NejcastéjSimi defekty jsou:

- nedostate¢né syntéza genu
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- vazne jeho prenos do Golgiho aparatu
- syntéza receptori je normalni, ale ty se neumi zachytit
na spravné misto, tj. byt funk¢ni.
Jinou pficinou mize byt defekt apolipoproteinu B — 100, ktery se pak na neporuseny
receptor nemize vazat.

Mutaci Ize prokazat PCR (polymerazovou fetézovou reakci). Analytika DNA
pro poznani familidrni hyperlipoproteinémie neni dosud béZnd, ale lze predpokladat,
Ze dojde k jejimu postupnému rozsifeni na vice pracovist’.

Terapie onemocnéni je obtizna. Dieta poméaha z 95-ti %, a pro zbylou ¢ast pacientl se

v

jako nejucinngjsi jevi LDL — aferéza.

1.3. Metody extrakorporalni eliminace LDL cholesterolu
1.3.1. Lécebné techniky uZivané v soucasnosti

V soucasnosti je mozné snizit hodnoty cholesterolu v séru n¢kolika technicky
odliSnymi metodami (12, 13). Vici substanci jsou jednotlivé techniky svou povahou
nespecifické, selektivni nebo specifické. U nespecifickych metod jde o to, ze mimo
pozadovaného odstranéni substratu (v tomto ptipadé LDL cholesterolu) jsou z plazmy
eliminovany i jiné slozky v ni obsazené (48, 53). Naproti tomu specifické techniky jsou
takové, které se cilen€ zamétuji na odstranéni poZadovaného substratu z plazmy. Mira
specifity je sounalezita k pouzité technice (31). Nazev LDL aferéza byl poprvé pouzit
profesorem Borbergem (14). Toto pojmenovéni bylo uZito jako pojmenovani
pro specifickou eliminaci LDL cholesterolu na podkladé imunoadsorbce. V Ceské
Republice jsou selektivni metody extrakorpordlni eliminace LDL cholesterolu
v soucasnosti provadény jen na pracovisti v HK. Okruh nemocnych je velmi omezeny
a detaily této problematiky se tykaji relativné uzkého okruhu odbornikii. Vzhledem
k tomuto, nemaji n¢které metody u néas zavedeny nazev. Nize jsou uvedeny jednotlivé

techniky, které ovliviiuji aterogenezi a metabolismus lipida (33).
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1.3.2. Charakteristika metod extrakorpordlni eliminace LDL-cholesterolu
Plasmaferéza - Je starSi a dobfe znamou metodou extrakorporalni eliminace
pouzivanou v hematologii Jedna se o metodu, kde dochazi k I1écebné vymené plazmy.
Tato technika je nespecifickd a neselektivni. V principu spociva v odstranéni témét
vSech protein plasmy véetné LDL cholesterolu. Metodu popsal De Gennes v Paiizi
roku 1967 a pozdéji Tompsonem v Londyné roku 1977 (30, 41). Krev je brana z jedné
z perifernich vén, plasma je separovana centrifugaci ¢i filtraci a odstrancéna. Je
nahrazena ndhradni tekutinou, kterd obsahuje krystaloidy, koloidy a plasmou darce.
Plasmaferéza byla prvni metodou uzitou k extrakorporalni eliminaci cholesterolu.
Neselektivita eliminace je jeji nevyhodou, ale stala se zacdtkem vyvoje selektivnich
metod. Ty jsou, az na vyjimky, zalozeny na dalSim zpracovani pfedem oddélené
plasmy. Dlouhodobé pouZivani plasmaferézy neni potiebné (10) s ohledem

na potencidlni vedlej$i t€¢inky metody.

LDL imunoadsorpce (imunoadsorpce LDL cholesterolu) je ze selektivnich

metod tou nejstar$i (44). Zde je dulezitd interakce protilatek, a to monoklonalnich,
namifenych proti antigennim strukturdm apo B oo (apolipoproteinu Bjgp ) (19). Jsou zde

pouzivany kolony LDL Lipopak a Therasorb firmy Baxter, Pocard.

DSA (adsorpce na dextransulfat). Tato technika byla popsdna Antwillerem (100)
a Mabuchim a dal$imi (1). K tomu se pouzivaji kolony Liposorb L — firma Kaneka,
Osaka, Japonsko. Principem této metody je interakce mezi zdpornym nabojem fetézcl

dextransulfatu a kladnym nabojem apo B 190 (37).

Termofiltrace

Tuto techniku popsal p. Nose (65). Plazma je odstranéna béZnou separaci ohtéata
a to pii 40°C a poté filtrovana ptfes membranu. VLDL a LDL cholesterol jsou z plasmy
odd¢leny, ale HDL cholesterol je zde ponechan. Po ochlazeni je plasma vracena

pacientovi zpét.
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Extrakorporalni precipitace LDL cholesterolu navozena heparinem — HELP

(Heparin induced Extracorporal LDL Precipitation). Pracuje na principu elektrostatické
interakce mezi apo B 199 a heparinem pii snizeném pH, coz zvySuje pocet kladnych
naboji v molekule apo B jo9 a usnadituje precipitaci s heparinem (62). Tato technika
byla rozvedena Wielanden a Seidlem (43). Plasma separovand filtraci je vystavena
tlumicimu roztoku. Komplex precipituje v kyselém prostitedi a je zachycen
na polykarbonatovy filtr. Nerozpustny komplex heparin — LDL se projevuje
v ptitomnosti heparinu vpH 5, 12 (80)..Nadmérny heparin je odstranén pomoci
adsorberu. Fyziologické pH plasmy je obnoveno ptiddnim bikarbondtu a poté upravena

téz objemove, kdy je pacientovi vracena zpét do ob¢hu.

Ptimé& adsorpce lipoproteint z plné krve (LDL — hemoperfuze) vyuziva

nehemolyzujiciho adsorbentu a akrylatu. Ten umoznuje perfuzi kolony plnou krvi, coz
zjednoduSuje technické provedeni. Piikladem je systém DALI (Direct Adsorption
of Lipids). Jedna se o prvni LDL — adsorpci, kterd bezprostfedné eliminuje LDL
cholesterol zcel¢ krve (21). Tato metoda byla uvedena do kliniky Co. Fresenius
v Némecku roku 1996. Tento systém aferéz je aplikovan nepietrzitou hemoperfizi plné
krve pacientli (22). Jevi se byt velmi efektivni metodou a pii jejim pouziti je

bez signifikantnich vedlejSich ucinki.

Metody zalozené na filtraci Céastic z plasmy (Secondary membrane plasma

fraction) umozZnuje odstranéni vysokomolekularnich proteini pomoci zafazeni
sekundarniho filtru z plasmy. Na fyzikédlnich vlastnostech pouzitého filtru zavisi
selektivita filtrace a nejdilezitéjsi je zde velikost pord filtru. Nejen LDL ¢astice,
ale 1 dalSi makromolekuly, jako fibrinogen a imunoglobuliny, jsou eliminovany (93).
Vysledkem toho je zlepSeni rheologickych vlastnosti krve. Ty lze vyuZivat u riznych
poruch mikrocirkulace. Modifikace této metody jsou nazyvany dvojita filtra¢ni
plasmaferéza (DFPP), rheoferéza, kaskaddova filtrace ¢i membranova diferencialni
filtrace (membrane differential filtration) (89, 90). V tomto piipad¢ uziva primarniho

pfistroje, ktery pracuje na principu filtrace. Ve svétové literature je n€kdy uzivan nazev
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»plasma fraction a to v pfipad¢ uziti priméarniho pfistroje, ktery odd¢luje plasmu

na principu centrifugace.

1.3.3. Srovnani nejcastéji uZivanych metod

Tabulka 2: Metody extrakorporalni eliminace LDL cholesterolu

Metoda Autor Vyhody / Nevyhody

Plasmaferéza De Gennes et al. + rychld elimina¢ni metoda
— ohrozeni infekci
— nebezpeci senzibilizace

Kaskadova Agishi et al. — polovi¢ni selektivita,

filtrace (34) technicka naro¢nost,
nakladnost metody

Imunoadsorpce  [Stoffel et al. + selektivni metoda,

(24) efektivita, specifickd metoda
— technicky narocna,
nakladnd metoda

HELP (heparin ~ [Willand etal. |+ vysoka efektivita

induced LDL — technicky naro¢na, obtizna,

precipitation) (82) nespecifickd metoda s
komplikovanym principem

Termofiltrace Nose et al. + selektivni metoda,
efektivita
— aktivita makromolekul pti
vysSich teplotach

Dextransulfatem |Antwiller et al. |+ selektivni metoda,

indukovana LDL efektivita, nespecifické

precipitace (45, vedlejsi G€inky

08) —technicky naroc¢na
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LDL — adsorpce [Mabuchi et al. | selektivni metoda, vysoka
(92) efektivita, nespecifické
vedlejsi cinky

— technicky naro¢na

DALI (Direct Co. Fresenius 1+ selektivni metoda,
adsorption of (74) nespecifické vedlejsi ucinky
lipids) — limitni kapacita,

ekonomicka naroc¢nost

Néktera data ukazuji, Ze IA, DSA a HELP jsou metody srovnatelné uc¢inné
ve snizovani LDL-cholesterolu s priimérnou redukcei o 62 %, 65 %, resp. 59 % pii jedné
procedufe. Podle jiné studie jsou IA a DSA stejné ucinné a obé mirné ucinnéjsi nez
DALI — snizuji LDL—cholesterol o 82 % resp. 84 % oproti 77 % u DALL

LDL-aferéza vede k navozeni ustaleného stavu, charakterizovaného rovnovahou
mezi syntézou a odstraiovanim cholesterolu (5). Pravidelné procedury vedou
ke zpomaleni nebo zastaveni progrese ¢i dokonce k regresi aterosklerotickych plath

a k redukeci poctu koronarnich piihod a rizika smrti na ICHS.

1.3.4. Historie LDL - aferézy a jeji soucasnost

Problematikou separaénich technik se v Ceské republice zabyvala Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové uz od zacatku 80. let (17). Odd¢leni klinické hematologie
tak ma bohatou klinickou zkuSenost svice nez 5 000 lécebnymi zakroky jak
plazmaferézou, jako nespecifickou metodou, tak od roku 1996 také LDL aferézou.
Ob¢ tyto metody byly zavedeny na nasem Uzemi jako prvni. Efektivita LDL-aferézy
koreluje se zpomalenim progrese ¢i dokonce s regresi koronarni aterosklerozy (61).

LDL-aferéza je v souCasné dob¢é povazovana za metodu relativné bezpecnou
a efektni (2). V pribéhu jedné extrakorporalni 1é¢ebné procedury mize byt v zavislosti
na pouzité technice mozné snizit vychozi hladinu LDL cholesterolu o vice nez 70 %

vychozi hodnoty a redukovana je také hladina lipoproteinu(a), jenz je povazovan
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za vyznamny aterogenni rizikovy faktor u pacienti s FH (23). Soucasné¢ bylo
u poloviny pacientll popsdno zvyseni HDL cholesterolu az o 60 %. Velkd pozornost je
vénovana sledovani efektu dlouhodobé 1é¢by na cévni, zejména korondrni systém, kde
byly doloZeny ptiznivé vysledky. ZlepSeni ischémie myokardu a stabilizace aZ regrese
procesu ateroskler6zy byla popsana i dal§imi autory u pacientd s FH v dlouhodobé

1écbe LDL-aferézou (55).

1.3.5. Vedlejsi ucinky lécby LDL — aferézy

procedury. LDL - aferézu je tfeba pravidelné a dlouhodobé¢, a to vétSinou celoZivotné,
opakovat (79). Proto cetnost a tize wvedlejSich ucinkd, vedouci k pred¢asnému
ukoncovani LDL - aferéz nebo prodluZovani intervalu mezi nimi ovliviiuji ve svém
disledku 1 klinicky efekt 1écby.

Mezi nejcastéjs$i nezadouci ucinky hemaferéz patii pfiznaky citratové toxicity.
Roztok citratu je aplikovan za ucelem zajistit regionalni antikoagulaci potiebnou
k zamezeni tvorby trombl v pfistroji (64). Je pfidavan ke krvi pacienta a po pasazi
pfistrojem se dostava do jeho ob&hu. Pfisun citratu k nemocnému zavisi na pratoku krve
pfistrojem a poméru pfidavaného roztoku citratu k pacientové krvi (67). Tvorbou
komplexti s ionty kalcia pilisobi citrat pokles ionizovaného kalcia v plazmé.
V organismu je citrat rychle redistribuovan a cestou cyklu trikarboxylovych kyselin
metabolizovan na bikarbonat. Nasledkem odbourédni citrdtu se do krve opét uvoliuje
ionizované kalcium, takze pfi bézném dévkovéani nedochdzi k vyznamné systémové
antikoagulaci.

V pribéhu hemaferéz dochazi k individualné variabilnimu poklesu krevniho
tlaku, ktery v zavislosti na velikosti poklesu a vnimavosti pacienta miiZze byt zcela
bez piiznakli nebo vyvolat pocit nevolnosti a mdlob a nebo vyjimecné vyustit
v kratkodobé bezvédomi (15). Zavazné, az zivot ohrozujici jsou anafylaktoidni reakce,
popsané predevsim u dextransulfatovych adsorbentti v souvislosti s medikaci inhibitory
angiotensin konvertujicitho enzymu (68, 60). Mezi dalsi vedlejsi t¢inky hemaferéz patii

alergické  a pyretické reakce, projevy pfetizeni tekutinami, vzduchova embolie,
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minerdlové dysbalance, hemolyza, obtize se zavedenim zilnich vstupl a jejich

komplikace (4, 99).

1.3.6. Ukazatele ke sledovani zmén po vyzkumnych procedurdach

Zakladni vySetieni:

Klinicko-biochemické parametry — glykémie, Na , K, chloridy véapnik, fosfor, urea,
kreatinin, kyselina mocovd, celkovy bilirubin, ALT, AST, GMT, CK, APL, TP,
albumin, spektrum lipoproteini — celkovy cholesterol, LDL cholesterol,
HDL cholesterol, TAG, Apo A, Apo B, lipoprotein A

Hematologické vySetfeni — hemoglobin, hematokrit, stfedni objem erytrocytu, celkovy

pocet trombocytil a leukocyth

Specidlni vySetieni: PLT (pocet krevnich desticek), MPV (stiedni objem trombocytu),

PDW (8ife distribuce trombocytl) - vypoctem, PCT (destickovy hematokrit) - vypoctem
Viskozita plné krve a plasmy, fibrinogen, a2 makroglobulin, IgM, vWF, E a P selektin,
MCP-1, hsCRP, endoglin, stav lipoperoxidace, morfologické sledovani aktivity

sklerotickych zmén, monitorovani stavu pacienta

2. CILE PRACE A HYPOTEZY
Cilem této prace je zjistit ucinnost extrakorporalni eliminace LDL cholesterolu

pfi dlouhodobé terapii a to pomoci zdkladnich i specidlnich laboratornich ukazatel.

3. METODIKA
Jedna se o analyzu dat za roky 2004 — 2007, ktera jsou ziskand pii l1écbe

pacientd.

3.1. Soubor nemocnych lécenych rheoferézou a LDL - aferézou

Jedna se o sekundarni prevenci u relativné mladych lidi, ktefi byli postupné
zatazovani do skupiny nemocnych z metabolické kliniky LF UK Hradec Kralové
a metabolické poradny kliniky geronto - metabolické. U téchto pacientid se nedafilo

snizit hodnoty LDL cholesterolu pod 4 mmol/l ani po dobré spoluprici a zméné
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zivotniho stylu, ani po diet¢ a podavani hypolipidemik (18). Lécba rheoferézou
probihala primérné 3,1 £+ 0,59 roku (2,69-3,97), median 2,88 roku.
Vzhledem k omezené dobé vyzkumu a ekonomickych naro¢nosti dlouhodobé

periodické 1€¢by, nebylo mozno ziskat vétsi skupinu nemocnych.

Tabulka 3: Klinické charakteristika nemocnych (zdroj: vlastni vyzkum)

pacient genova
_ |pohlavijvek g ~ |BMlIjateroskler6za Metoda 1éCby
C. ispozice

1 zena |23 |Homozygot|23,1 ano LDL-aferéza

2 Zzena |30 |[Homozygot|18.,9 ano LDL-aferéza

3 Zena |64 |Heterozygot|18,7 ano LDL-aferéza

4 Zena |62 [Heterozygot|32,1 ano LDL-aferéza

5 muz |42 |Heterozygot|28,4 ano LDL-aferéza

6 muz |65 Heterozygot|23,8 ano LDL-aferéza

7 muz |65 [Heterozygot|30,4 ano LDL-aferéza

8 muz |60 Heterozygot|30,8 ano LDL-aferéza

9 muz |41 Heterozygot|33,8 ano LDL-aferéza

10 | muz |27 |Homozygot|23,7 ano LDL-aferéza, rheoferéza
11 | muz |53 Heterozygot|42,6 ano rheoferéza
12 | muz |42 |Heterozygot|27,1 ano rheoferéza
13 | Zena |53 |Heterozygot(26,3 ano rheoferéza

3.1.1. Soubor nemocnych lécenych LDL — aferézou
Soubor pacient, které jsou zde na pracovisti vySetiovany, tvoii celkem
9 pacient (Ctyfi Zeny a p€t muzl). Tito pacienti trpi té€Zkou familidrni

hypercholesterolémii a vSichni jsou lé€eny LDL aferézou na principu imunoadsorbce.
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V dobé vyhodnocovani vysledki byl jejich primérny vék 48 + 16 let ( rozmezi
19 — 61 let, median 59 let). Z toho ¢istou hypercholesterolémii trpi celkem 5 pacienti.
Jedna se o heterozygoty s tézkou formou familiarni hypercholesterolémie a homozygoty
familidrni hypercholesterolémie. Ctyfi nemocni méli kromé zvyseného cholesterolu
zvySené 1 triglyceridy a to tak, Ze 2 pacienti znich velmi vyrazn¢ a dal$i 2 mirné
a nepravideln¢ ( jde o pacienty s heterozygotni formou familiarni
hypercholesterolémie). Nemocnych, ktefi méli zvySeny Lipoprotein (a) primérné na
hodnotu 1,23, bylo celkem 5. Primémy BMI byl 26,4 + 5,5 rozmezi 18,3 — 32,4,
median 28,4.

3.1.2. Soubor nemocnych lécenych rheoferézou

V ptipadé€ 1écby rheoferézou je soubor pacientd maly. Jedn4d se o 4 nemocné,
z toho jedna zena a tfi muzi. Z toho jeden ( ¢.10) byl 1éCen jak LDL- aferézou, tak také
rheoferézou. V dobé vyhodnocovani vysledki byl jejich primérmy vék 44,5 £ ( rozmezi

27 — 53 let, median 32 let).

3.2. Shér vzorki a jejich zpracovani

Réno, pfed LDL - aferézou, byl odebran prvni vzorek ranni moci,
a to ke stanoveni kreatininu, albuminu a neopterinu. Dalsi prvni, druhy, paty a ¢trnécty
den po LDL — aferéze. Posledni vzorek vSak v den dalSi LDL — aferézy rano. Tyto
vzorky byly zmrazeny na teplotu — 20 °C a pfi této teploté jsou také skladovany.
Z periferni krve byly odebrany vzorky krve pfed a po skonfeni LDL — aferézy
a vySetfeny v ten samy den. V téchto vzorcich se stanovovalo: celkovy cholesterol, LDL
— cholesterol, HDL - cholesterol, Lipoprotein (a), kyselina mocova, mocovina,
kreatinin, albumin, glukéza, byl téz proveden krevni obraz a dals$i. Uchovavani vzorkl
plazmy je poté pii teploté - 40°C. Ke specidlnimu vySetfeni jako je koncentrace
fibrinogenu, PAI-1, trombomodulinu, von Willebrandova faktoru a t-PA je nutné

dodrZet urcita pravidla uchovani.
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3.3. Technické provedeni LDL - aferézy

Lécba LDL aferézou je metoda selektivni a specificka, relativné bezpecna
a v klinické praxi efektivni (101). V odborné terminologii je nazyvéana jako vazebna
chromatografie a imunoadsorbce. V roce 1991 byla popsana Stoffelem a v témz roce
zavedena do klinické praxe Borbergem.

Principem metody je tedy imunoadsorbce. Plasma je separdtorem oddé¢lena
od plné krve, poté se misi s antikoagulacnim roztokem a je promyvéana ve specialni
kolon¢. Zde jsou na povrchu separovaného gelu fixovany ov¢i protilatky proti

apolipoproteinu B100 (75). Ten tvoii hlavni proteinovou slozku LDL cholesterolu.

Obrazek 1: Schéma imunoadsorpce LDL cholesterolu

Citrat e —

SEPARATOR | =
KREVMICH
TELISEK Kalony

Krew LDL-Lipopak

/ Plazma
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Z periferniho zilniho vstupu je vedena krev specidlni jehlou (obvykle 1,6 mm)
kontinualnim pritokem do separatoru Cobe Spectra ( COBE, BCT, Denver, USA). Ten,
na principu centrifugace, oddéluje krevni téliska od plasmy (66). Ta je dale Cerpana
do adsorpéné — desorpcniho automatu ADAsorb (73) nebo ADA ( Medicap, Ulrichstein,
Némecko). Tento pfistroj si sam fidi stfidavé plnéni — adsorpci a vymyvani — desorpci
a to dvou adsorp¢nich kolon LDL — Lipopak ( Pocard Ltd., Moskva, Rusko).
V pracovnim cyklu je tedy zapojeny jedna kolona a druha regenerovéna (57). To se déje
pomoci glycinového pufru o pH 2,4 (16, 56). Toto prostiedi je nasledn¢ upraveno PBS
pufrem, ktery je po té vymyt fyziologickym roztokem. Tyto regeneracni roztoky jsou
dale odvedeny do odpadniho vaku. Z pracovni kolony vytékéd ocisténa plasma, ktera
se vraci do separatoru (26). Zde se opét misi s krevnimi télisky a nasledné vracena zpét
do periferni Zily pacienta (13). Cyklus adsorpce a desorpce podstoupi kazda z paru
kolon zpravidla dvakrat. ZajiSténi antikoagulace je pomoci kontinualniho podéani
roztoku citratu a inicidlnim podanim 2 500 jednotek heparinu intravendzné. Nasleduje
kontinualni infuze heparinu 50j./ min intravenézné¢ a od poloviny procedury

LDL — aferézy se postupné snizuje davka az k Gplnému vysazeni heparinu.
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Obrézek 2: Schéma principu imunoadsorpce

e

Imunoadsorpéni kolonou prochézi plazma (42). Zni jsou vychytavany LDL

N

LSefarozovy def

Castice prostifednictvim interakce mezi ApoB100 a protilatkami proti ApoB100, které

jsou navazané na sefar6zovém gelu (11, 9).
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Obrézek 3: Princip regenerace kolon (desorpce)
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Pomoci glycinového pufru je uvolnéna vazba mezi ¢asticemi LDL a protilatkou
proti Apo B 100 (58, 87). Poté se pH prostfedi v kolon¢ upravi pomoci PBS pufru.
Nasledné je tento pufr vymyt fyziologickym roztokem.

-26 -



Obrazek 4: Schéma LDL - aferézy
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Pomoci separatoru Cobe Spectra je plasma oddélena od krevnich télisek (84).
Déle je vedena do linek pfistroje CF 100 ( Infomed, Zeneva, Svycarsko) pomoci
cerpadla (19). Pfistroj si sdm fidi pritok plasmy ptes kapilarni filtr Evaflux 4A nebo SA
( Kuraray, Osaka, Japonsko). O¢isténa plazma po spojeni s krevnimi télisky je vedena
zpét do krevniho ob&hu pacienta (31). Pfi znamkach obstrukce filtru pfistroj provede
proplach fyziologickym roztokem krevnich télisek (20). Roztok je pak s odfiltrovanymi
Casticemi odveden do odpadniho vaku. Kontinualni nitrozilni aplikaci citratu
(ADC — A, Baxter, Belgie) a inicidlnim jednorazovym podénim heparinu 4 000

intravendzné je zajisténa antikoagulace (38, 39).
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Obrazek 5: Princip filtrace LDL ¢astic
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Tabulka 4: Vyhody a nevyhody LDL - aferézy (7)

I. Biochemicka

II. Technicka
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3.4. Rheofereticka lécba

Jedna se o kaskddovou metodiku, kdy je plazma, ziskana kvalitnim
separatorem Cobe-Spectra, prohanéna filtrem. Kapilarami filtru Evaflux 4A ( Kuraray,
Osaka Japonsko) protéka plazma. Velikost port je presné definovana, a to 30 nm.
Makromolekuly, jako jsou LDL c¢astice o velikosti 180 — 280 nm, téz fibrinogen,
imunoglobuliny, a-2 makroglobulin, fibronektin apod., jsou v kapildrach zachyceny
a odstranovany do odpadu. To se d&je proplachovanim kapilar fyziologickym roztokem.
Mira zachyceni je zavisld na velikost molekul jednotlivych Castic. Ta je pfesné
definovana pomoci tzv. sieving koeficientl, které udavaji podil ¢astic, které prochaze;ji
pory filtru. ( Data od vyrobce filtri Evaflux: sieving koeficient albuminu 0,90,
imunoglobulinu M 0,1, imunoglobulinu G 0,83, fibrinogenu 0,25, HDL 0,82, LDL 0,02)
Pacientovi je vracena jak o€iSténa plasmy, tak i mensSi Castice, které pory prochazi.
Antikoagula¢ni roztok je zde pouzit heparin, prutok plazmy je kontinudlni (8, 46).
Zakladnim mnoZstvim zpracované plazmy je jeden télni objem, vypocteny
separatorovym pocitatem Cobe (76). Zachyt znaCeného mnozstvi LDL-cholesterolu,
lipoproteinu(a), o2makroglobulinu a imunoglobulini, pfedev§im IgM, umozZiuje

velikost port filtru (47, 49). Jedna se o techniku velmi efektivni (94).
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Obrézek 6: Schéma rheoferetické 1éCby
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4. VYSLEDKY
4.1. Vyhodnoceni zdkladnich technickych parametrit pii LDL - aferéze

Od ledna 2004 do prosince roku 2007 bylo u deviti pacientli na naSem pracovisti
provedeno celkem 517 LDL — aferéz. U vSech deviti nemocnych byl primérny interval
mezi jednotlivymi LDL aferézami 36,71 + 18 dni, rozmezi 6 — 158, median 19.
Po vylouceni muze s nizkou urovni spoluprace z vysetfovaného souboru byl primérny
interval mezi LDL — aferézami 29,4 £ 14, rozmezi 6 — 90, median 48. U homozygott
familiarni hypercholesterolémie to bylo 13,5 + 5 dni, rozmezi 5 — 39, median 22.
MnoZstvi zpracované plasmy bylo pii jedné LDL — aferéze primérné 6 654 + 968 ml,
vrozmezi 1200 — 8 734 ml, medidan 7 000 ml. Primérny pritok plazmy byl
30,2 £ 4,1 ml/min, rozmezi 20,3 - 38,2, median 4,5 ml/min. Primérny pritok krve
67,7 £ 5,4 ml/min., rozmezi 45 - 70, median 70 ml/min. Primérny objem zpracované

plasmy na kilogram pacienta byl 98 + 24, rozmezi 14 — 155, median 84.
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4.1.1. Laboratorni ukazatele pii eliminaci lipoproteinit LDL - aferézou

Uginnost LDL — aferézy na hladinu lipidii a jejich souéasti je shrnuta v Tabulce
¢. 4. Vyjadreni poklesu v procentech vychozi hodnoty je uvedeno v Tabulce €. 5. Co se
ty¢e ostatnich parametrt, tak jejich hladiny pfed a po LDL — aferéze jsou shrnuty

v Tabulce ¢. 6.

Tabulka 5: Hladiny lipida pted LDL — aferézou a po ni (zdroj: vlastni vyzkum)

Pted LDL-aferézou Po LDL-aferéze
Primér + SD Rozmezi Median | Primér + SD | Rozmezi Median
TC 7,67+1,70 | 4,31-14,23 7,49 2,28+0,59 | 1,09 - 5,91 2,17
LDL 538=+1,77 | 1,63-12,5 5,29 0,83+ 0,57 | 0,00 - 4,72 0,76
HDL 1,44+ 0,42 | 0,64-292 1,43 1,05 +0,29 | 0,29 -2,10 1,07
TAG 2,47+2,03 |0,37-16,26 1,70 1,28 +1,35 | 0,10 - 7,30 0,66
Apo A 1,40 £0,31 | 0,86-2,41 1,34 1,04 +0,22 | 0,59-1,86 1,00
Apo B 1,43+0,34 | 0,86-2,43 1,37 0,35+0,19 | 0,14 - 1,05 0,32
Lp(a) 0,52+ 0,59 | 0,00-2,42 0,33 0,13+ 0,16 | 0,00 - 0,87 0,09
Tabulka 6: Procentudlni vyhodnoceni poklesu lipoproteini po LDL — aferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
Priimér + SD Rozmezi Median n
(%0) (%) (%)
TC 69,6 £7,1 27,5-875 70,0 512
LDL 83,9+84 35,5-97,7 85,9 512
HDL 26,4+72 6,0 - 66,7 26,2 512
TAG 55,7£19,3 1,4-91,0 59,3 510
Apo A 256 +17,5 2,5-629 24,1 130
Apo B 75,2+ 13,6 26,6 - 92,1 75,3 130
Lp(a) 69,0 + 23,8 26,1-91,3 73,9 98
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Tabulka 7: Pokles hladin ostatnich parametrti pii 1é€bé LDL — aferézou

(zdroj: vlastni vyzkum)

n=117 Primér + SD Rozmezi Median p
(%) (%) (%0)

Urea (mmol/l) 151+£72 1,5-52,5 14,3 < 0,001
Kreatinin (umol/l) 8,1+59 -16,4 - 27,5 7,6 <0,001
Kysel. mocova (umol/l) 11,5+ 34 5,1-19,9 11,2 <0,001
ALT (pkat/l) 28,3+9,6 0,0 - 67,4 28,6 < 0,001
AST (ukat/l) 23,5+12,0 -14,3 - 66,7 25,0 <0,001
Celkova bilkovina (g/1) 26,0 4,8 17,7-39,0 25,2 <0,001
Albumin (g/1) 244+53 17,4 - 40,8 23,1 <0,001
Hemoglobin (g/1) 7,2+4,6 -6,9 - 19,5 6,9 < 0,001
Hematokrit 7,4+428 -2,8 -23,7 7,2 <0,001
MCV (fl) -0,1+£1,5 -8,2-4,7 0,0 0,856

Leukocyty (x10°/1) -3,4+14,7 | -53,0-29,1 -2,4 0,152

Trombocyty (x10°/1) 8,8+ 11,2 | -45,0-72,2 8,6 <0,001
Viskozita plazmy (mPa) 14,1 £5,1 2,0-33,8 14,5 <0,001

4.2. Vyhodnoceni zdkladnich technickych parametrit pii rheoferéze

4.2.1. Pokles hladiny zakladnich patogenetickych Cinitelit
Zakladnim

hypercholesterolémii 1éenych extrakorporalni eliminaci je pokles hladiny patologicky

laboratornim ukazatelem u pacientil s familiarni

zvySenych lipoproteinll. Jednd se o dulezity lécebny efekt z hlediska dlouhodobég;jsi

prognozy.

Tabulka 8: Vyhodnoceni poklesu lipoproteint pii rheoferéze (zdroj: vlastni vyzkum)

pied vykonem po vykonu vyznamnost
Parametr N

Pramér |SD Pramér [SD P
LDL cholesterol (mmol/l) 27 |4,5426 |1,3724 |1,3478 (0,577 <0,001
Apolipoprotein B (mmol/l) 22 11,229 0,202 10,401 ]0,4165 <0,001
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Lipoprotein (a) (mmol/l) 22 10,0718 10,054 0,0157 10,018 0,0011
Triacylglyceridy (mmol/l) 2716,6059 |1,2557 12,4587 10,6617 <0,001
HDL cholesterol (mmol/l) 27 11,2437 10,2042 10,7907 10,1745 <0,001
Fibrinogen (g/1) 26 13,1416  |0,7965 [1,2658 10,4573 <0,001
Alfa2-makroglobulin 27 213,85 35,5 83,59 38,17 <0,001
Imunoglobulin M (g/1) 27 2,13 0,71 0,68 0,26 <0,001
Viskozita krve (mmPasc.sec) 22 (7,1309 [1,4839 6,3 1,3174 0,0007
Viskozita plasmy (mmPasc.sec)25 (2,302 0,4822 [1,8824 10,3805 <0,001
Tabulka 9: Procentualni vyhodnoceni poklesu lipoproteint pii rheoferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)

Primér = SD Rozmezi Median n

(%) (%) (%)

TC 69,6 +7,1 27,5-87,5 70,0 220
LDL 83,9+84 35,5-97,7 85,9 220
HDL 26,4+72 6,0 - 66,7 26,2 218
TAG 55,7+19,3 1,4-91,0 59,3 219
Apo A 25,6+17,5 2,5-629 24,1 51
Apo B 75,2+ 13,6 26,6 -92,1 75,3 49
Lp(a) 69,0 £ 23,8 26,1-91,3 73,9 32

a apolipoprotein B o 75,2 %. HDL cholesterol klesa také, ale méné néz piedchozi

parametry - 26,4 %.

ttidy M pramérné o 60,49 % a a2-makroglobulin o 56,79 %. Tim dochazi ke zlepSeni

rheologickych poméril jako je viskozita plné krve, kterd primémné klesa o 10,88%,

a viskozita plasmy o 15,43%.
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Tabulka 10: Ukazatele rheologické ucinnosti 1é€by (zdroj: vlastni vyzkum)

Ukazatele rheologické ucinnosti 1é€by

pted procedurou  |po proceduie

P |procento rozdilu
sledovany parametr [N |Primér |SD Primér [SD

[gM 84 |1,62 0,73 0,64 0,51 <0,001 -60,49

alfa-2 makroglobulin |84 (166,04 51,66 71,74 37,42 [<0,001 -56,79

Fibrinogen 80 [3,3071 1,0722 (1,207 |0,5655 |<0,001 -63,5

Celkovy cholesterol (82 |5,08 1,6375 |1,9885 10,6646 [<0,001 -60,86

LDL cholesterol 82 |3,1016 1,5188 10,9221 10,5389 |<0,001 -70,27

HDL cholesterol 82 |1,2921 0,303  (0,7949 10,2461 |<0,001 -38,48

Apo B 77 10,8835 10,3131 |0,2661 10,1577 [<0,001 -69,88
Lp (a) 77 10,1504 10,2225 10,0558 ]0,0989 [<0,001 -62,9
Viskozita krve 75 16,4739 1,2559 15,7696 [1,0879 [<0,001 -10,88
Viskozita plazmy 78 2,1447 0,4697 |1,8138 10,3799 [<0,001 -15,43
Legenda:

IgM- imunoglobulin tfidy M, LDL- (Low Density Lipoprotein) lipoprotein o nizké
hustoté, HDL — (High Density Lipoprotein) lipoprotein o vysoké hustote,
Apo B- apolipoprotein B, Lp(a)- lipoprotein A

5. DISKUSE K VYSLEDKUM

Pocet nemocnych lécenych rheoferézou ¢i imunoadsorpci (celkem 12) neni
velky a neumoziuje vyznamné statistické hodnoceni. (Uvedeny soubor je vSak
pravdépodobné nejvétsi takto 1écenou skupinou ve vychodoevropskych zemich.)
Vysledky dlouhodobé extrakorpordlni eliminace LDL cholesterolu jsou pfesto brany
za pozitivni co do klinickyho efektu v kombinaci s farmakologickou lé€bou. VSichni
heterozygotni pacienti pred lécbou prodé€lali vyznamné kardiovaskuldrni komplikace,
jako jsou arteridlni stendzy v oblasti dolnich koncetin, infarkt myokardu ¢i mozkové
cévni piihody. N&kteti pacienti méli tyto komplikace opakované. Tyto komplikace se

vsak déle béhem dalsi 1écby u zddného pacienta neopakovaly.
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Graf 1: Znazornéni hladin LDL cholesterolu pfed a po LDL — aferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 2: Znazornéni hladin triacylglycerolti pied a po LDL — aferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 3: Znazornéni hladin celkového cholesterolu pfed a po LDL — aferéze
: vlastni vyzkum)
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Graf 4: Znazornéni hladin apolipoproteinu B pied a po LDL — aferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 5: Znazornéni viskozity krve pted a po LDL — aferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 6: Znazornéni viskozity plazmy pted a po LDL — aferéze (zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 7: Znazornéni hladin fibrinogenu pied a po LDL — aferéze (zdroj: vlastni vyzkum)

Pokles hladiny fibrinogenu po LDL aferéze
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5.1. VySetieni markeri lipoperoxidace, jeho vyznam, metody a vysledky

Markery lipoproteinit vypovidaji o Setrnosti vykonu. Jsou vyznamné z pohledu
zachovani antioxidacni kapacity séra a lipoproteinovych frakci. U 1é€by nemocnych
s familiarni hypercholesterolémii je Setrnost vykonu zejména dilezita.

Jako markery lipoperoxidace se sleduji vitamin E v séru a vitamin A, vitamin E
v erytrocytech, malonyldialdehyd a téZ vitamin E v jednotlivych frakcich, které jsou
ziskané ultracentrifugaci. U kazdého nemocného s familidrni hypercholesterolémii byla
provedena vzdy 3 vySetfeni vrozmezi 3 — 4 mésict tak, jak nemocni pfichdzeji
k pravidelnym proceduram. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 11. Nemocni jsou
rozdéleni dle zpiisobu lécby. V tabulce jsou uvedeni opét nemocni s familiarni
hypercholesterolémii, kde je srovnani metod LDL — aferézy a rheoferézy.

Ve spodni casti tabulky jsou také uvedeny vysledky vySetfeni cholesterolu

ve tiech frakcich, které jsou ziskany ultracentrifugaci.
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Tabulka 11: Ukazatele rheologické uc€innosti 1é€by u nemocnych s familiarni

hypercholesterolémii (zdroj: vlastni vyzkum)

po Statisticka
sledovany parametr | Dg. skupina ptfed procedurou| procedufe |vyznamnost
N Primér SD  [Primér SD P
. LDL - aferéza 25 (28,02 | 5,54 |13,003,59 | 0,0000
Vit E v séru
rheoferéza 11(3537] 6,61 [16,023,08| 0,0040
. LDL - aferéza 24| 1,65 | 0,48 | 1,31 0,42 | 0,0000
Vit A v séru
rheoferéza 11217 | 040 | 1,81 0,38 | 0,0110
. LDL - aferéza 26 | 2,42 | 0,96 | 2,57 0,92 | 0,39 n.s.
Vit E v ery
rheoferéza 10 | 2,86 1,01 3,06 |1,06 | 0,24 n.s.
LDL - aferéza 27 [ 13,30 | 2,95 | 3,30 (1,13 | 0,0000
Vit E - LDL
rheoferéza 11 (16,56 | 2,77 | 5,39 1,47 | 0,0040
LDL - aferéza 27 | 7,61 | 2,84 | 4,88 2,12 | 0,0000
Vit E - HDL
rheoferéza 11| 6,52 | 1,82 | 3,45 1,37 | 0,0040
LDL - aferéza 27 | 9,58 | 6,07 | 3,84 (3,18 | 10,0000
Vit E - VLDL
rheoferéza 11 | 15,85 7,56 | 6,43 2,29 0,0040
. LDL - aferéza 27 | 1,00 | 0,51 | 0,73 0,23 | 0,0010
Malonyldialdehyd

rheoferéza 11| 1,01 | 023 | 0,85 (0,18 | 0,0130
LDL - aferéza 27 | 3,30 | 0,82 | 0,68 0,26 | 0,0000
rheoferéza 11| 3,40 1,07 1,53 10,66 0,0090
LDL - aferéza 27 | 1,07 | 0,39 | 0,77 0,25 | 0,0002
rheoferéza 111,33 | 1,36 | 0,63 0,25 | 0,3660
LDL - aferéza 27 | 1,05 | 0,66 | 0,32 0,19 | 0,0000
rheoferéza 10| 1,49 | 0,55 | 0,57 0,28 | 0,0060

Cholesterol - LDL

Cholesterol - HDL

Cholesterol - VLDL

VysSetfeni vitaminu E v bunécnych membranach (v erytrocytech) ukazalo
vyznamny vysledek. I pfes dramatické snizeni tukového nosice pro vitamin v krvi, jeho
tkanové koncentrace zistavaji zachovany. Byl zjistén pokles vitaminu E ve frakcich

LDL, HDL A VLDL a stejn¢ tak klesé 1 vitamin E a vitamin A v séru. AvSak dilezita je
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hodnota poméru plasmatického vitaminu E k jednotlivym lipoproteinovym frakcim, kde
se relativni obsah vitaminu E nezménil. Zékroky, které vedou ke snizeni LDL
cholesterolu, jsou povazovéany za antiaterogenni. Vysledky ukézaly, ze rheologicka
1écba ma vyborny efekt snizeni LDL-cholesterolémie, kdy se neménil pomérny obsah
vitaminu E na lipoproteinech. Pacientim se neliSily plasmatické koncentrace vitaminu E
od fyziologickych hodnot a ani nenastaly klinické zndmky deficitu vitaminu E.

Lidské LDL castice obsahuji fadu antioxidantli, které snizuji oxidaci lipidu.
Napt. alfa-tokoferol, ktery je nejaktivn€jsi forma vitaminu E, je nejvice zastoupenym
antioxidantem v LDL, a to samostatn¢, ¢i v kombinaci s vitaminem C nebo
beta-karotenem. Lécba rheoferézou muze mit aditivni pfiznivy antiaterogenni efekt
v disledku relativné zvySeného obsahu vitaminu E v lipoproteinovych frakcich spolu
s vyznamnym sniZenim aterogenniho mnozstvi LDL ¢astic.

Vysledky sledovanych lipoperoxidativnich markerd ukdzaly vyznamny
a pozitivni efekt procedur extrakorpordlni eliminace pifi 1é€bé familidrni

hypercholesterolémie uvedenych nemocnych.

5.2. Porovnani LDL — aferézy a rheoferézy

Graf 8: Znazornéni sniZeni hladiny TC po LDL — aferéze a rheoferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 9: Znazornéni sniZzeni hladiny LDL - cholesterolu po LDL — aferéze a rheoferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 10: Znazornéni snizeni hladiny triacylglycerold po LDL — aferéze a rheoferéze

(zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 11: Znazornéni snizeni hladiny Lp(a) po LDL — aferéze a rheoferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 12: Znazornéni snizeni hladiny ApoA po LDL — aferéze a rheoferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
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Graf 13: Znazornéni snizeni hladiny ApoB po LDL — aferéze a rheoferéze
(zdroj: vlastni vyzkum)
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6. ZAVER

6.1. Zavér k lécbé familiarni hypercholesterolémie LDL - aferézou

Vysledky sledovani hodnoceného souboru nemocnych od ledna roku 2004 —
prosince 2007, 1écenych LDL — aferézou metodou imunoadsorpce, ukazaly Ze tato 1écba
je metodou bezpecnou s vysokou efektivitou a selektivitou v eliminaci aterogenich
lipoproteint a to u nemocnych s tézkymi poruchami metabolismu lipidd. Oproti jinym
metodam extrakorporalni eliminace LDL — cholesterolu m4 LDL imunoadsorpce
vyhodu, ze je zde vysoka selektivita adsorpce a velka adsorpéni kapacita kolon, dana
mnozstvi jejich regenerace a frekvencniho pouziti. Oproti t€émto pozitivim je zde
nevyhoda, a to pofizovaci cena kolon a jednotlivych vykont. Dilezitym predpokladem
pro piedchazeni nezddoucim reakcim je pritomnost zkusené¢ho personalu. To umoznuje

dodrzet planovy rozsah i frekvenci procedur.
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6.2. Zavér k lécbé familiarni hypercholesterolémie pomoci rheoferézy

U nemocnych s familidrni hypercholesterolémii se rheoferéza ukdzala byt
metodou tc¢innou a bezpecnou, pokud neni dostatena dieta, zména Zivotniho stylu a ani
maximalni tolerovand davka hypolipidemik. Pro naroc¢nost rheoferézy je nutné presné
sledovat pacienty jak po strance klinické, tak i laboratorni. Co se tyce sledovani
klinického, tak vhodné je méfeni vrstvy intima-media UZ a zakladni kardiologicka
vySetieni. Pfiznivé ovlivnéni pribéhu aterosklerézy je po lécebné proceduie, kdy
nastane vyrazny pokles LDL cholesterolu. Dochdzi i1 k vyznamnému zlepSeni
rheologickych pomért (pokles fibrinogenu, o-2 makroglobulinu a IgM)- coz vede
k vyznamnému poklesu viskozity plasmy 1 krve a tim 1 zlepSeni zasobeni

mikrocirkulace.

Rozdil LDL — aferézy a rheoferézy

Ekonomicky je rheoferéza v porovnani s LDL — aferézou jednorazové draZsi,
ale po dlouhodobé 1é¢bé pomoci obou metod se ukdze rheoferéza jako levnéjsi
zalezitost. Co se tyce ucinnosti eliminace LDL cholesterolu, tak zde je LDL — aferéza
tou metodou, kterd vychytavd z krve pacienta primérné 3,00 mmol/l. Naproti tomu
rheoferéza dokaze snizit hladinu LDL cholesterolu o 2,89 mmol/l. Casové trva

rheoferéza o néco malo kratsi dobu nez LDL — aferéza a to primérné o 23 minut.
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9.4. Seznam uZitych zkratek a symbolii

Fw sedimentace

Gly glykémie

Na sodik

K draslik

Cl chlor

Ca vapnik

P fosfor

lurea mocovina

Krea kreatinin

KM kyselina mocova

Bil bilirubin

ALT alaninaminotransferaza
AST aspartataminotransferaza
CK kreatinkindza

GMT |y -glutamiltransferdza
ALP alkalicka fosfataza
TC celkovy cholesterol
LDL LDL cholesterol
HDL HDL cholesterol
TAG triacylgliceroly

Lp lipoprotein (a)

AA apolipoprotein A

AB apolipoprotein B

TP celkova bilkovina

alb albumin

[eG imunoglobulin G




IgA imunoglobulin A

[gM imunoglobulin M

Le leukocyty

Hb hemoglobin

Ht hematokrit

MCV sttedni objem ery

trombo |trombocyty

MPV sttedni objem trombocytu
fibrin  |fibrinogen

viskPL  |viskozita plasmy

viskKR |viskozita krve

A imunoadsorbce

DSA adsorpce na dextransulfat
PDW  [Sife distribuce trombocytil
PCT destickovy hematokrit
PLT pocet krevnich desticek




9.5. Piehled referencénich rozmezi potiebnych klinicko—biochemickych

hematologickych vySetieni (20, 21)

referencni hodnoty

Fw

vék do 50-ti1 let:
muzi2 —5 mm/1 hod
vék nad 50 let:

muzi3 -9 mm/1 hod

zeny 3 —8 mm /1 hod

zeny 7— 12 mm /1 hod

Gly

3,6 - 6,1 mmol/l

132 - 145 mmol/l

3,8 - 5,2 mmol/l

Cl

98 - 108 mmol/l

Ca

2,1 -2,6 mmol/l

0,7 - 1,6 mmol/l

jurca

2,5 - 8,3 mmol/l

Krea

vek 15-60:
m- 50 - 120 pmol/
vek 61-80:
m- 50 - 130 umol/l

7-40 - 110 pmol/l

7- 40 - 120 pmol/l

muzi 200 - 420 umol/l
zeny 140 -340 pmol/l

Bil

<22 pmol/l

ALT

< 0,67 pkat/l

AST

< 0,67 pkat/l

CK

muzi < 3,2 pkat/l
zeny < 2,4 ukat/l

GMT

muzi < 1,77 pkat/l

a



zeny < 1,10 pkat/l
ALP < 2,3 pkat/l
TC 3,5-5,2 mmol/l
LDL < 3,4 mmol/l

muzi > 1,4 mmol/l
HDL

zeny > 1,6 mmol/l
TAG 0,9 - 1,7 mmol/l
Lp <0,3 g/l

muzi > 1,4 g/l
AA

zeny > 1,6 g/l
AB <0,9 g/l
TP 62 -82 g/l
alb 35-53 g/
[eG 7-16 g/l
[gA 0,7-4,0 g/l
[gM 0,4-23¢g/l
Le 3.8-10.0 x 1071

muzi 135-175 g/l
Hb

zeny 120-165 g/l

muzi 0.40-0.54
Ht

zeny 0.35-0.45
MCV 80 —-95 fl
trombo 140 — 440 x 10°/1
MPV 7.8—11.0 fl
fibrin 2.0-4.0 g/l
viskPL 1.7-2.3 mPas
viskKR 1.5-2.5 mPa.s




Obrazek 7: Separator v praxi
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Obrazek 8: Cobe Spectra




