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SUMMARY

Lipid lowering treatment substantially reduces the risk of cardiovascular
diseases. The effects of lipid lowering go far beyond limiting the extent of
atherosicerotic lesions and decreasing the severity of atherosclerotic stenoses.
Recently recognised effects of cholesterol on plaque stability, endothelial function,
thrombosis, and plaque inflammation have been subject to intensive research during
the past two decades. The effect lipid lowering treatment on the various aspects of
the plaque development are being investigated in search of novel therapies to reduce
the risk of ahterosclerosis. In this work, we examined cell adhesion molecules,
microvascular reactivity and metalloproteinase PAPP-A in patients with
hypercholesterolemia and investigated the effect of lipid lowering with atorvastatin
and LDL-apheresis.

Leukocyte and endothelial adhesion molecules mediate leukocyte recruitment
into subendothelial space, contributing thus to plaque inflammation. PAPP-A is a
protease which has been related to plaque instability and acute coronary events; it's
role in stable atherosclerotic lesions hasn't been studied yet. Microvascular reactivity
is supposed to reflect endothelial function in the microvascular bed; the knowledge of
the effect of hyperlipidemia on microvasculature is currently limited.

Patients with severe hypercholesterolemia, who were free of vascular disease,
were examined at the baseline and after 10 weeks of atorvastatin treatment. Patients
with hypercholesterolemia and coronary artery disease were examined before and
after the treatment with LDL-apheresis. Both patient groups were compared to
healthy normolopidemic controls. Expression adhesion molecules on blood
leukocytes was measured by flow cytometry, and serum endothelial markers and
PAPP-A were measured by immunometric assays. Skin microvascular reactivity was
examined by laser-Doppler flowmetry.

In patients with hyperlipidemia, there was an increased leukocyte expression of
most cell adhesion molecules studied, which was considerably decreased after the
atorvastatin  treatment. In  contrast, there was nearly no effect of
hypercholesterolemia and/or atorvastatin on the serum endothelial molecules.
Leukocyte molecules may therefore be a more sensitive marker of atherogenesis
than endothelial molecules. Our results support the role of increased leukocyte
adhesiveness in the development of atherosclerosis.

PAPP-A levels were elevated in hypercholesterolemic subjects without clinical
signs of atherosclerosis. PAPP-A may therefore not only reflect plaque instability (as

suggested earlier), but also serve as a marker of total atherosclerotic burden in
asymptomatic subjects with hyperlipidemia. However, PAPP-A levels were not
influenced by atorvastatin treatment.

Microvascular reactivity was normal in otherwise healthy subjects with
hyperlipidemia; on the contrary, it was impaired in patients with hyperlipidemia and
coronary heard disease. There was no effect of atorvastatin or LDL-apheresis on
microvascular reactivity. These results suggest that microcirculation is not involved in
the early vascular dysfunction induced by HLP and that MVR rather reflects changes
which appear later in the course of the atheroslcerotic disease.
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Ateroskleroza tepen a kardiovaskularni choroby, které jsou jejim dusledkem,
pfedstavuji zavazny celospolegensky problém; v ekonomicky rozvinutych zemich
jsou hlavni pfig&inou nemocnosti a umrtnosti v dospélém véku. Hyperlipoproteinemie
jsou nejdulezitéjsim rizikovym faktorem pied¢asného rozvoje aterosklerdzy, zviasteé
v oblasti koronarnich tepen. Ovlivnéni rizikovych faktori aterogeneze, pfedevsim
snizeni hladiny cholesterolu, je uginnym prostiedkem snizeni vyskytu ICHS a je
pfedmétem rozsahlych léZebnych a preventivnich programii.

Donedavna se predpokladalo, ze hlavni tcinek hypolipidemické lécby spociva
v zastaveni ristu a v navozeni regrese aterosklerotickych platu, které plisobi tésné
stendzy prasvitu arterii. Vysledky vyzkumu z poslednich desetileti véak prokazaly, ze
pfiznivy G&inek hypolipidemické lé&by je podstatné vétdi, nez by odpovidalo
navozené regresi aterosklerozy, nastupuje dfive, nez je regrese prokazatelna, a
muZe byt patrny dokonce i tam, kde 2adné regrese dosazeno nebylo.

Uvedena klinickd pozorovani spolu s vysledky experimentalnich praci vedly
k pochopeni, Ze pro rozvoj kardiovaskularnich pfihod neni rozhodujici velikost
aterosklerotickych 1ézi, ale mnozstvi dalSich faktorG, jako je mira endotelialni
dysfunkce, mechanickd pevnost plati a lokalni rovnovaha protrombotickych a
antitrombotickych faktort (1-3). Dale bylo prokazano, ze tyto faktory jsou pfimo
ovliviiovany plazmatickou hladinou cholesterolu a Ze jejich aktivita se pfi zménach
koncentrace cholesterolu mé&ni velmi rychle (4, 5). Do popfedi vyzkumného zajmu
v této oblasti se proto dostalo studium biologickych vlastnosti aterosklerotickych lézi.
Jsou studovany molekularni a bunécné procesy, které vedou krozvoji akutnich
kardiovaskularnich piihod, a hledany cilené lécebné prostiedky, kterymi by bylo
mozZno tyto procesy pfiznivé ovlivnit. V oblasti klinického vyzkumu jsou pak
studovany nové markery, které by bylo mozno pouzit k identifikaci osob s vysokym
rizikem kardiovaskularnich pfihod nebo k sledovani Géinnosti léCebnych a
preventivnich opatreni.

PREHLED PROBLEMATIKY

V pfedkladané praci se zabyvdm moznostmi hodnoceni riznych slozek procesu
aterogeneze v souvislosti s poruchami metabolismu lipidd v klinickych podminkach.

Prace zahrnovala ¢tyii tematické okruhy
* leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul
e metaloproteinaza PAPP-A jako novy marker aterogeneze
* mikrovaskularni reaktivita

e mozZnosti  kratkodobé |é¢by LDl-aferézou u pacienttl s tézkou
hypercholesterolémii a ICHS.

V nasledujicich odstavcich uvadim struény pfehled problematiky a vychodiska prace
v téchto jednotlivych oblastech.

Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul

Zanétliva infiltrace aterosklerotickych |ézi leukocyty se vyznamné podili na viech
stadiich procesu aterogeneze (6). Prvnim krokem v pfestupu leukocytl z cévniho
feCisté do subendotelialniho prostoru je jejich adheze na endotelidlni buiiky. Adheze
a transendotelialni migrace leukocytl je zprostiedkovana pomoci tzv.
cytoadhezivnich molekul, které se nachazeji na povrchu leukocytl i endotelidlnich
bunék (7). Ruzné proaterogenni faktory véetné hyperlipidémie vedou ke zvyseni
exprese cytoadhezivnich molekul a tento mechanismus ziejmé pfispiva k urychleni
procesu aterogeneze (8).

V klinickych podminkach byly dosud studovany piedevsim plazmatické koncentrace
endotelidinich cytoadhezivnich molekul, které jsou nepfimym ukazatelem jejich
endotelidlni exprese. Jedna se o vySetieni velmi jednoduché, ale - vzhledem k tomu,
Ze se jedné ukazatel nepfimy - nepifilis citlivé (9, 10). Na rozdil od endotelialnich
bunék Ize leukocytarni expresi adhezivnich molekul stanovovat i v klinickych
podminkach pfimo, vySetfenim leukocytl periferni krve. Je proto mozno
pfedpokladat, ze exprese leukocytarnich adhezivnich molekul bude citlivéjsim
ukazatelem zanétlivé infiltrace neZ plazmatické koncentrace endotelidlnich
adhezivnich molekul.

Metaloproteinaza PAPP-A

Metaloproteinaza PAPP-A (akronym ,pregnancy-associated plasma protein-A*) byla
dosud vyuZivana pFedevSim v prenataini diagnostice Downova syndromu; jeji



fyziologicka funkce nebyla donedavna znama. V poslednich nékolika letech bylo
Zji§téno, Ze tento enzym zfejmé plsobi jako lokalni modulator aktivity systemu IGF-|
a podili se tak na fizeni proliferativnich déji v raznych tkanich organismu (11).
Vysoka exprese PAPP-A byla prokazana v nestabilnich aterosklerotickych lézich a
vyrazné zvysené koncentrace PAPP-A jsou nachazeny u pacientd s nestabilni
anginou pectoris nebo s akutnim srdeénim infarktem (12- 14). Proto je tato molekula
v posledni dobé& studovana jako mozny laboratorni marker akutnich koronarnich
syndroma (15).

Urgita mira exprese PAPP-A byla v experimentu prokdzana také ve stabilnich
aterosklerotickych platech, a je proto mozné, Ze se tato proteaza podili na vyvoji
aterosklerotickych lézi. Vztah mezi koncentraci PAPP-A a koncentraci plazmatickych
lipid ani dal§imi rizikovymi faktory aterogeneze vSak dosud studovan nebyl.

Mikrovaskutarni reaktivita

Endotelialni dysfunkce je v sougasné dobé povaZovana za prvni stadium vyvoje
aterosklerézy, které Ize prokazat dlouho pied rozvojem morfologicky prokazatelnych
aterosklerotickych lézi (16). Proto je v souasné dobé& rozvoji metod pro hodnoceni
endotelialni dysfunkce v klinické praxi vénovano znac¢né vyzkumné usili. Jednim z
hlavnich projevl endotelidini dysfunkce je porucha tepenné vazodilatace zavislé na
endotelu. Pfi vySetfovani vazodilatace zavislé na endotelu se méfi zména prisvitu
tepny v odpovéd na rGzné vazodilataéni podnéty; vdechny metody pro vySetiovani
endotelialni dysfunkce jsou v8ak metodicky velmi naroéné a €asto téz invazivni (17,
18). Proto jsou studovany a rozvijeny nové metody, které by umoznily endotelialni
dysfunkci posoudit jednodussim a zplsobem.

V nedavné dobé byla vyvinuta metoda vySetfeni mikrocirkulace pomoci laser-
dopplerovského méreni pratoku krve kapilarami (vy$etieni mikrovaskularni reaktivity)
(19). Vklinickych podminkach byla tato metoda zatim vyuZivana pfedevsim k
vy8etieni mikrocirkulace u pacientl s diabetem; u pacientl s hyperlipidémii nebo s
klinicky manifestni aterosklerézou v8ak byla mikrovaskularni reaktivita studovana
zatim jen zcela ojedinéle (20-22).

Kratkodoba lééba LDL-aferézou

Lécba hyperlipidémii je v sou¢asné dobé nejucinnéjsim prostiedkem v ramci primarni
i sekundarni prevence kardiovasklarnich chorob. U naprosté vétsiny pacientd
postacuje k upravé lipidogramu i k stabilizaci klinického stavu kombinace diteni a
rezimové lécby a podavani hypolipidemik. U mensiny pacientl v8ak prostiedky

konzervativni lé¢by selhavaji a riziko koronarnich piihod u nich zQstava vysoké; v
posledni dobé se jako novy lé€ebny postup pro tyto pacienty v omezeném rozsahu
vyuziva LDL-aferéza (23).

LDL-aferéza je extrakorporalni metoda, ktera umoZnuje selektivni eliminaci LDL
Castic z krve pacienta; v kombinaci s farmakoterapii vede ke sniZeni koncentrace
cholesterolu az o 80% (24). Dosud byla pouZivana piedevsim k dlouhodobé légbé
pacient( s tézkymi formami ICHS a hyperlipidémii rezistentni na léébu (25, 23). V
posledni dobé se vSak objevily prvni prace, které studovaly mozZnosti kratkodobé
aplikace LDL-aferézy u vybranych skupin pacient( (26-28).

Teoretickym vychodiskem kratkodobé légby LDL-aferézou jsou poznatky o tom, Ze
stabilita platl je vyznamné ovlivnéna koncentraci plazmatickych lipida, a ze zmény
koncentrace LDL-cholesterolu vedou ke zménam vlastnosti platl dokonce jiz b&hem
nékolika hodin az dni. Uginné snizeni plazmatického cholesterolu proto muze ovlivnit
klinicky stav pacientl b&hem velmi kratké doby.



CiLE PRACE

Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul
e zavést metodu imunocytochemické detekce cytoadhezivnich molekul na
leukocytech periferni krve metodou pritokové cytometrie

« porovnat vysledky vySetieni leukocytarnich a endotelialnich cytoadhezivnich
molekul u pacientli s t&Zkou izolovanou hypercholesterolémii a u zdravych
osob a studovat jejich zmény po hypolipidemické terapii atorvastatinem.

Metaloproteinaza PAPP-A
e porovnat koncentrace PAPP-A u pacientl s téZkou izolovanou
hypercholesterolémii s nalezy u zdravych osob

o studovat jejich zmé&ny koncentrace PAPP-A po hypolipidemické terapii
atorvastatinem.

Mikrovaskularni reaktivita
« vySetiit mikrovaskuldrni reaktivitu u pacientt izolovanou hypercholesterolémii,
ktefi neméli klinické projevy aterosklerozy, a u osob s hyperlipidémii a s
ischemickou chorobou srdeéni

e u pacientd s hypercholesterolémii studovat vliv hypolipidemické lécby
atorvastatinem a u pacientd s ICHS U&inek lé¢by LDL-aferézou

e nalezy u pacientd s hypercholesterolémii a u pacientd s ICHS porovnat
s nalezy u zdravych osob a u nékolika skupin diabetikd, ktefi byli jiz dfive
vySetieni na naSem pracovisti.

Kratkodoba lééba LDL-aferézou
o zavést metodu HELP pro kratkodobu Ié¢bu LDL-aferézou na nasem pracovisti

e o3etiit touto metodou skupinu pacientd s hyperlipidémii a tézkou,
revaskularizaci nefe$itelnou ICHS

o posoudit O&innost kratkodobé Ié¢by LDL aferézou pomoci rozsahlého souboru
klinickych, laboratornich a funkénich vySetifovacich metod.

METODY

Vysetfené skupiny osob

Pacienti s hypercholesterolémii bez klinickych projevi aterosklerézy (skupina HLP).
Do této skupiny jsme zafazovali pacienty s tézkou hypercholesterolémii (TC >7,0
mmol pfi dietni I€¢bé); pacienti byli bez hypolipidemické létby alespon 4 tydny
pied vstupnim vy$etfenim. Ze studie byly vylouéeny osoby s ICHS nebo jinymi
klinickymi projevy aterosklerézy, s tézsi hypertriglyceridémii (TG >4,5 mmol/l),
sekundarnimi hyperlipidémiemi, diabetem mellitem, malignitami a dal&imi
zavaznymi chorobami.

Pacienti s hypercholesterolémii a ICHS (skupina HLPicus). V této skupiné byli
zafazovani pacienti, ktefi méli hyperlipidémii nedostateéné kompenzovanou pfi
konzervativni 1€¢bé a soufasné téZkou, revaskularizaci nefeditelnou ICHS.
Podminkou pro zafazeni do studie byla koncentrace celkového cholesterolu >5,0
mmol/l nebo LDL-cholesterolu >3,0 mmol/l pfi zavedené terapii. Tito pacienti mé&li
sougasné ICHS s namahovou anginou pectoris; v minulosti mohli ale nemuseli
prodélat AIM a / nebo revaskularizaci (PTCA nebo koronarni bypass). Posledni
provedend koronarografie v3ak musela vyludovat provedeni (dalsi)
revaskularizace. Nezafazovali jsme pacienty obézni (BMI >30,0), s
dekompenzovanou hypertenzi (TK >160/100), téZkou kardialni insuficienci
(EF<0,30), diabetiky lé¢ené inzulinem a kuraky.

Do kontrolni skupiny byli zafazovany osoby bez hyperlipidémie (TC <6,0 mmol/l, TG
<2,0 mmol/l), bez diabetu, bez klinickych projevi aterosklerézy a bez dalich
zavaznych chorob; pfitomnost kompenzované arteriaini hypertenze nebyla
piekazkou pro zafazeni do této skupiny.

Pacienti s diabetem mellitem. Do studie jsme zafadili té2 pacienty s diabetem
mellitem 1. a Il. typu (skupiny DM1 a DM2); kazd4 ztéchto skupin byla dale
rozdélena na podskupiny bez retinopatie (DM1, a DM2) a s lehéi retinopatii
(DM1RNp a DMZRNP).

Lécba
Pacienti s hypercholesterolémii byli Ié&eni atorvastatinem (Sortis, tbl 20mg 1x denné

vecer) po dobu 10-12 tydn(. Vy3etieni byla provedena pfed zadatkem a po ukon&eni
1&€by.



U pacientl s hypercholesterolémii a ICHS byla provedena celkem fii oSetfeni LDL-
aferézou v tydennich intervalech. LDL-aferéza byla provadéna metodou HELP
(B.Braun). Pacienti byli vy$etfeni pfed lé¢bou, den po prvni a den po tfeti aferéze.

Vysetreni
Exprese leukocytarnich cytoadhezivnich molekul byla méfena pritokovou cytometrii
(FACSCalibur, Becton — Dickinson) imunofluorescenéni  metodou  pomoci

jednostupfiového barveni monoklonalnimi protilatkami.

Koncentrace endotelialnich molekul v séru byly stanovovany metodou ELISA pomoci

komeré&né dostupnych kit(.

Koncentrace PAPP-A a CRP v séru byly stanovovany imunometricky metodou ,time
resolved amplified cryptate emision technology® (TRACE) na pfistroji Kryptor

(Cezanne).

Reaktivita mikrocirkulace na kaZi predlokti po stimulaci termalnim a ischemickym
podnétem byla vy$etfovana laser-dopplerovskou technikou (PeriFlux PF4001,
Perimed).

Klinickou Ug&innost lé¢by LDL-aferézou jsme posuzovali pomoci upraveného
Minnessottského dotazniku kvality Zivota a podle tolerance zatéZze b&hem bicyklové
ergometrie. K posouzeni endotelialni dysfunkce jsme ve studii s LDL-aferézou
pouzivali vy$etfeni vazodilatace zavislé na endotelu na a.brachialis metodou “flow-
madiated vasodilation” (FMD)

Zakladni laboratorni vy3etfeni byla provadéna rutinni metodikou pomoci
automatickych analyzator(.
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VYSLEDKY

Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul

Do studie bylo zafazeno 29 pacientl s hypercholesterolémii a 27 zdravych osob z
kontrolniho souboru. V3ichni zafazeni pacienti studii dokongili; primérna doba lé&by
byla 89 t 8 dni. Zakladni charakteristiky obou sledovanych skupin jsou uvedeny
v tabulce 1.

Exprese leukocytarnich adhezivnich molekul u vySetfenych osob je uvedena
v tabulce 2. Pacienti s hyperlipidémii méli na v3ech leukocytarnich populacich
zvySenou expresi L-selektinu i vdech vysetfovanych integrinii s vyjimkou LFA-1:
rozdil byl na hranici vyznamnosti u integrinu CD18 a nevyznamny u integrinu VLA-4
na monocytech; ve vSech ostatnich pfipadech bylo zvySeni statisticky vyznamné.
Lécba atorvastatinem vedla k vyznamnému poklesu viech integrinC s vyjimkou Mac-
1 (opét na v8ech populacich leukocytl); v pfipadé L-selektinu byl patrny pokles, ktery
byl vyznamny na granulocytech; na lymfocytech a monocytech nedosahl statistické
vyznamnosti.

Koncentrace ICAM-1 v séru byla u pacientll zvy$ena; koncentrace E-selektinu a von
Willebrandova faktoru (VWF) byla podobna jako u zdravych osob. Koncentrace
Zadné z téchto molekul se po 16Ebé atorvastatinem vyraznéji nezménila (tabulka 1).

Metaloproteinaza PAPP-A

Vy$etfené skupiny pacientl byly stejné jako v pfedchazejici ¢asti praci. Koncentrace
PAPP-A u pacientl pfed lé¢bou byla vyznamné vy$si nez u normolipidemickych
osob. Po [é€bé atorvastatinem doslo k mirnému poklesu koncentrace PAPP-A, ktery
v8ak nebyl statisticky vyznamny. Obdobné byla u pacientlt zvy$ena téZ koncentrace
CRP, na rozdil od PAPP-A v3ak byl po |1é¢bé patrny vyrazny a statisticky vyznamny
pokles jeho hodnot (tabulka 1).

Mikrovaskularni reaktivita

Vysledky srovnani parametrl mikrovaskularni reaktivity mezi jednotlivymi skupinami
jsou shrnuty v tabulce 3. | pfes téZkou hypercholesterolémii nebyly ve skupiné HLPg
hodnoty mikrovasklarni reaktivity snizené. Naopak, ve vSech parametrech byly
hodnoty vy$8i nez v kontrolni skupiné (v pfipadé paramterd TH statisticky
vyznamné). U osob s hyperlipidémii a ICHS (skupina HLPcus) byly hodnoty MVR
niz8i nez u kontrol — v pfipadé TH opét statisticky vyznamné.
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U pacientl s diabetem bez retinopatie byly hodnoty MVR prakticky normalni ve
skupiné DM1, a mirné snizené (proti kontrolnimu souboru) ve skupiné DM2,. V obou
skupinach pacientl s retinopatii (DM1gye @ DM2gnp) byly hodnoty MVR vyrazné a
statisticky vyznamné snizené.

| pfes vyrazny pokles koncentraci sérovych lipidd po lé¢bé atorvastatinem se
hodnoty MVR ve skupiné HLP, prakticky nezménily. Ve skupiné HLP\chs vedla 1é¢ba
LDL-aferézou k urgéitému zlepseni ve véech parametrech MVR (7-30%), které vsak
nebylo statisticky vyznamné (vysledky nejsou uvedeny).

Kratkodoba lééba LDL-aferézou
Zavedli jsme metodu HELP pro lé¢bu LDL-aferézou; jedna se o prvni poulZiti této
metody v zemich byvalého vychodniho bloku.

LDL-afréza vedla k  dramatickému poklesu celkového a LDL-choleterolu a
fibrinogenu. Bezprostiedné po aferéze se snizila hladina celkového cholesterolu o
36%, LDL-cholesterolu o 46% a fibrinogenu o 58%; podle ogekavani byl obdobné
vyznamny i pokles hladiny apoB (-39%) a Lp(a) (-50%).

Tyto pfiznivé zmény lipidl vedly u pacientd s ICHS k bezprostiednimu zlepseni
klinického stavu, zvy$eni tolerance télesné zatéze a zlepsenim nékterych ukazateld
endotelialni funkce a aktivity procesu aterogeneze (tabulka 4). Tyto zmény byly v8ak
jen pfechodné a odeznély kratce po ukon&eni lé¢by.

Kratkodoba lé¢ba LDL-aferézou byla provazena vyssim vyskytem neZadoucich
ucink( (40%) nez lé¢ba dlouhodoba.

Kontrolni soubor Pacienti Pacienti
o __ pfed léébou __po lé¢hé

Pocet 29 27
Pohlavi (muzi/zeny) 9/20 8/19
Veék [rokd) 478165 52,3+ 11,5
BMI [kgm'3] 252+34 26,7+4,3
Hypertenze 6 (21%) 9(33%)
Koureni 5 (17%) 9 (33%)
TC [mmol/l] 514+ 0,72 8,59 +1,60° 587 +1,12*
LDL-C [mmol/] 2,99 + 0,64 6,20 + 1,392 3.67+094%
HDL-C [mmol/l] 161+0,32 1,63+0,32 1,61+ 0,33
TG [mmol/l] 1,21+ 0,66 1,67 + 0,63° 1,33+ 0,37
ICAM-1 [mg/l] 405+ 126 479+ 136°¢ 495 +136
E-selektin [mg/1] 56,3 + 36,0 58,5 + 38,3 5941345
VWF [U/ml] 0,99 + 0,89 0,84 £ 0,42 0,99 £ 0,47
PAPP-A [mU/I) 6,50 £ 2,54 8,02+ 1,86° 7,67 £1,89
CRP [mg/l] 1,11+ 1,10 221+172° 1,63 + 1,657

Tabulka 1. Vstupni charakteristika a hladiny lipidQ, cytoadhezivnich molekul, PAPP-
A a CRP u vysetienych osob

BMI —index télesné hmotnosti, TC — celkovy cholesterol, TG — triglyceridy, HDL-C -
HDL-cholesterol, LDL-C - LDL-cholesterol, VWF — von Willebrandv faktor.
Hypertenze a koufeni jsou uvedeny jako absolutni podet (v zavorce procentni podil)
hypertonik(, resp. kufak(.

? p<0,001, ® p<0,01, © p<0,05 pacienti vs. kontroly

“p<0,001,” p<0,01, * p<0,05 pacienti pied lé&bou vs. po léébé
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LFA-1
Lymfocyty
Monocyty
Granulocyty

Mac-1
Lymfocyty
Monocyty
Granulocyty

CD18
Lymfocyty
Monocyty
Granulocyty

VLA-4
Lymfocyty
Monocyty

L-selectin
Lymfocyty
Monocyty
Granulocyty

Kontrolnj soubor

80,7 £ 28,3
159 £ 55
36,2+ 10,3

2,33+1,58
21,8+ 133
2321136

18,1+6,2
456t 16,2
23,0+ 10,2

20,7+40
32,0+ 104

315162
368 + 83
291+ 96

Pacienti

__pfed léébou

80,8 + 20.7
1511 26
354166

560+358°
525+259°
523+251°?

256+12,1°¢
650+314°
3541177°

246+56°
348178

411+ 153°¢
488+ 179 °¢
453+ 177°

Pacienti

_polécbe

58,8 +21,3”
113133~
260+£73"

5421295
64,8217
625+ 17,1

200+75°*
50,2+ 136"
276+96°

215+ 51°
305+83°

385+ 1197
411 £ 145
354+ 134

Tabulka 2. Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul u vy$etienych osob

Exprese cytoadhezivnich molekul na povrchu lymfocytd, monocytl a granulocytu u
zdravych osob a u pacientli s hypercholesterolémii prfed lécbou a po lécbé
atorvastatinem. Vysledky (v arbitrarnich jednotkach fluorescence) jsou uvedeny jako
primér + SD. Exprese molekuly VLA-4 na granulocytech nebyla prakticky
detekovatelna a neni proto uvedena; exprese molekuly Mac-1 na lymfocytech byla

velmi nizka a vyznam méfeni je timto ¢aste¢né omezen
2 p<0,001, ® p<0,01, ¢ p<0,05 pacienti vs. kontroly

¥ p<0,001, Y p<0,01, ? p<0,05 pacienti pfed IéEbou vs. po lécbé

Kontroly HLPg HLP\cHs DM1, DM1rup DM2, DM2gnp

PORHmax [PU] 51423 64+32 40823 37416%° 27413  36+18"  30416"
PORHmaxit[PU/s] 41424 52426 36424 47+25° 25+13'° 41421 34418
THmax [PU} 115+46 86+46°  99+41°  70+24*°  83+36* 7331
THmax/t [PU/s] 1,740,7 2,4+1,3"® 0,9+04"® 16+0,7° 12+0,6™° 11+0,4* 1,0+0.4"

Tabulka 3. Srovnani mikrovaskularni reaktivity mezi jednotlivymi vySetfenymi
skupinami; charakteristika a oznageni jednotlivych skupin je uvedeno v oddile
Metody.

X p< 0.05 proti kontolni skupin&, ? p< 0.05 HLP, proti HLPchs, ® p< 0.05 DM1, proti
DM1grnp

Pred [é¢bou Po 1. aferéze  Po 3. aferéze  Po 8 tydnech

Dotaznik 1,00 NA 1,17 = 022 1,11 £ 0.24
Ergometrie 1,00 NA 1,22 + 0,16 1,17 + 019
FMD [%) 0,76 + 2,03 NA 2213 £ 145 NA
ICAM-1[mg/l) 265 + 88 279 + 42 2243 + 97 279 + 93
E-selektin [mg/l] 42,5 ¢ 125 2290 £ 79 30,1 + 118 446 t 143
P-selektin [mg/l] 102 + 32 114 + 38 110 ¢ 39 113 ¢ 24

Tabulka 4. Vysledky vysetieni u pacient( s ICHS pied Ié¢bou a po 1é¢bé LDL-
aferézou.

Skoére kvality zZivota podle Minnessottského dotazniku , tolerance zatéze béhem
bicyklové ergometrie, vy3etieni cévni reaktivity (FMD) a koncentrace endotelialnich
cytoadhezivnich molekul. VySetfeni byla provedena pred Ié¢bou, bezprostiedné po
skondeni &by a za 8 tydnl po skonéeni lé¢by. Vysledky hodnoceni dostazniku a
ergometrie jsou normalizovany na hodnotu pred léEbou (=1,00).

% p<0,05 proti nalezu pied lé¢bou
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DISKUSE

Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul

Udajti o expresi cytoadhezivnich molekul na leukocytech v klinickych podminkach
dosud neni mnoho a nase prace patfi potem vySetfenych molekul spolu s praci
Rezaie-Majd (31) k nejvétdim. Vysledky publikovanych praci nejsou zcela jednotné.
U pacientll s hyperlipidémii a aterosklerdézou byl nej¢astéji studovan integrin Mac-1;
bylo popsano zvyseni exprese, v nékterych pfipadech v8ak jen nevyrazné nebo
dokonce zadné. Také efekt hypolipidemické IéCby se pohyboval od vyrazného
snizeni exprese aZ po zadny efekt. U pacientl s hyperlipidémii byla téZ popsana
zvySena exprese integrinil LFA-1, CD18 a VLA-4 a jeji pokles po hypolipidemické
le¢bé, a dale snizend, ale i normalni exprese L-selektinu (29-31). V nasi praci byla
leukocytarni exprese vétsiny studovanych cytoadhezivnich molekul u pacientll s
hypercholesterolémii zvy$ena, a IéEba atorvastatinem vedla k jejimu poklesu.

Rozpornost nékterych vysledk( Ize pravdépodobné vysvétlit pfedevdim rozdily v
metodickém pfistupu. Vétsina autorll vy3etfovala separované leukocyty, zatimco jiné
prace pouZivaly k mé&feni plnou krev (29, 31). In-vitro manipulace v3ak obecné vede
k aktivaci leukocytll, a metody zahrnujici separaci leukocytll proto posuzuji spise
stimulagni potencial leukocytl, neZ skute¢nou Urover jejich aktivace in-vivo. V nasi
praci jsme se snazili in-vitro stimulaci omezit co nejvice; predpokladame proto, Ze
vysledky odraZeji skute¢nou expresi cytoadhezivnich molekul u obou vy3etfenych
skupin pacientu.

Na rozdil od leukocytarni exprese byly pfi hyperlipidémii sérové koncentrace
endotelidinich molekul zvy$eny jen nekonstantné& a hypolipidemickou lé&bou nebyly
ovlivnény vibec. Tento nalez mlizZe byt na prvni pohled piekvapivy, protoZe uloha
endotelu v regulaci transendotelidlni migrace leukocytll je zcela nepochybna, a
ICAM-I a E-selektin jsou hlavni molekuly, které se na tomto procesu podileji (6, 8).
Pfimé vySetfovani endotelidlnich bunék (na rozdil od leukocytd) je viak v klinickych
podminkach prakticky nemoZné, a jako nepfimého ukazatele se proto pouziva
stanoveni koncentrace endotelialnich molekul v krvi. Vy$etieni sérovych koncentraci
v8ak neni pfili§ citlivym ukazatelem jejich endoteliaini exprese, coz je ziejmé hlavni
pfi¢ina negativniho vysledku prace nasi i nékterych dal$ich autor( (10, 32) i asteéné
diskrepance experimentalnich a klinickych pozorovani.

V souCasné dobé neni jasné, jestli se ovlivnéni leukocytarnich funkci podili na
antiaterogennimu plsobeni hypolipidemické lécby. Lze v8ak pfedpokladat, Ze pokles
exprese leukocytarnich adhezivnich molekul mizZe piispivat k sniZeni zanétlivé
infiltrace a zvy$eni stability aterosklerotickych platd. Definitivni odpovéd na otazku,
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zda se tento Gginek na leukocyty podili na sniZzeni kardiovaskularniho rizika u
pacientl Ié&enych statiny, véak mohou pfinést pouze rozsahlejsi klinické studie.

Metaloproteinaza PAPP-A
Nase studie je prvni praci, ktera ukazala, Ze koncentrace PAPP-A v krvi jsou zvy$eny
u pacientl s hypercholesterolémii, ktefi nemaji klinické projevy aterosklerdzy.

Dosud publikované prace studovaly souvislost mezi sérovymi koncentracemi PAPP-
A a akutnimi koronarnimi syndromy (12-14); u osob s akutnim infarktem myokardu a
s nestabilni anginou pectoris byly hiadiny PAPP-A vyrazné vy$$i, nez u kontrolnich
osob. Na zakladé téchto vysledkl byla formulovana domnénka, Ze pisobeni PAPP-A
souvisi s nestabilitou alterosklerotickych platl. V nasi studii jsme v3ak prokazali
vyznamné zvySeni koncentraci PAPP-A  u jinak zdravych osob s
hypercholesterolémii, navzdory nepfitomnosti klinickych projevl aterosklerozy. Je
tedy pravdépodobné, ze zvy3eni PAPP-A nesouvisi pouze s pfitomnosti nestabilnich
plati a klinicky manifestni aterosklerézy, ale odrazi ziejmé téz pfitomnost jejich
¢asnéjsich, klinicky dosud asymptomatickych stadii.

Lédba atorvastatinem nevedla k vyznamnéj$imu poklesu koncentraci PAPP-A,
navzdory vyraznému sniZeni hladin lipidi. To je v kontrastu k vyraznému poklesu
koncentraci CRP i cytoadhezivnich molekul, ktery jsme v nasi studii zaznamenali:
Odlisnou dynamiku PAPP-A a ,zanétlivych* ukazatell lze nejsnaze vysveétiit
pravdépodobnym mechanismem plsobeni PAPP-A. PAPP-A se ziejmé podili na
fizeni proliferativnich a reparativnich d&ji v tkanich, a zvvy$ené hladiny PAPP-A u
osob s hyperlipidémii mohou odpovidat proliferativni aktivité subklinickych
aterosklerotickych lézi (11). Zavislost téchto d&jii na zménach koncentraci sérovych
lipidi v3ak m(ze byt zcela odli8na od reakce ukazatelll zanétu; z charakteru
fibroproliferativnich déjii Ize usuzovat na spiSe pomalej$i dynamiku zmén. Je proto
mozné, Ze trvani hypolipidemické lécby v nasi studii bylo pfili§ kratké na to, aby
pokles koncentrace lipid( v krvi umoZnil rozvoj vyrazné&jdich zmén v hladinach PAPP-

Mikrovaskularni reaktivita

Hlavnim zjisténim nasi prace je skutecnost, Ze u pacientli s hypercholesterolémii bez
klinickych projevl aterosklerozy nebyla mikrovaskularni reaktivita (posuzovana laser-
dopplerovskou metodou) sniZena, a Ze hypolipidemicka légba atorvastatinem u
t&chto pacientl neméla na parametry mikrovaskularni reaktivity vyraznéjsi vliv.



Srovnani MVR u pacientd s normolipidemickymi osobami bylo dosud provedeno
pouze v jediné studii (20), ve které méli pacienti s hyperlipidémii a manifestni
aterosklerézou hodnoty MVR proti kontrolam podstatné snizené. Podobné i v nasi
studii méli pacienti s hyperlipidémii a ICHS hodnoty MVR ni2$i, nez zdravé osoby;
naproti tomu pacienti s hyperlipidémii, ktefi neméli klinické projevy aterosklerézy,
meéli MVR zcela normalni. Vliv hypolipidemické Ié¢by na MVR byl zkouman celkem v
tfech studiich (20-22). V8eobecné viak lze fici, Ze zmény v MVR po hypolipidemické
lé¢bé (fluvastatinem nebo atorvastatinem) byly v rozmezi od Zadné zmény po
nejvy$e mirné zlepSeni. V nékterych pripadech byl patrny trend k zlep$eni, ktery
nedosahly statistické vyznamnosti — zjevné pfedevS§im pro velkou variabilitu
studovanych parametrl. Ve shodé s tim jsme v nasi praci neprokazali vyraznéjsi vliv
IéCby atorvastatinem nebo LDL-aferézou na MVR.

Vsechny vySe uvedené nalezy dohromady svédéi pro to, Ze hyperlipidémie jako
takovd ma na mikrovaskularni reaktivitu jen maly viiv. MVR ziejmé tedy ziejmé neni
prili§ citivym ukazatelem €asnych cévnich zmén, vyvolanych hyperlipidémii, ale
odrazi spiSe pokrocilejsi zmény, které se objevuji v pozdéjsich stadiich aterogeneze.

Kratkodoba lééba L.DL-aferézou

Kratkodoba lé¢ba LDL-aferézou vedla u pacientt s ICHS a hyperlipidémii k
bezprostfednimu a dramatickému poklesu koncentraci celkového a LDL-cholesterolu
a fibrinogenu. Tyto zmény byly provazeny subjektivnim zlepSenim klinického stavu,
zvySenim tolerance télesné zatéZze a zlep3enim nékterych ukazateld endotelialni
funkce a aktivity procesu aterogeneze; uvedena zlep$eni v8ak odeznéla kratce po
ukongeni létby. Casova souvislost mezi zménami sledovanych laboratornich i
funk&nich parametrli a vyraznymi zmé&nami hladiny cholesterolu béhem studie je ve
shodé s novymi poznatky o tom, Ze zmény koncentrace plazmatickych lipid( ovliviuji
funk&ni stav cévniho fecisté i aterosklerotickych lézi velmi rychle. Tato pozorovani
proto poskytuji podporu pro nazor, Ze hypolipidemicka terapie u nejvice ohrozenych
pacientd by méla byt dostate€né razantni, nasazena co nejdfive a neméla by byt
zbyte€né pferusovana.

MoZnosti I€Eby jsou u mnoha pacientl omezeny nedostatednym cévnim pfistupem.
Také celkovy vyskyt nezadoucich reakci je pfi kratkodobé 1é¢bé podstatné vy$si, nez
by bylo moZné ofekavat u dlouhodobé 1€€by, vzhledem k tomu, Ze nezadouci reakce
se vyskytuji pievazné béhem prvniho o$etfeni.

Kratkodoba lé€ba LDL-aferézou u pacientl s téZkou ICHS a hyperlipidémii tedy
pfinasi urcité subjektivni i objektivni zlepSeni zdravotniho stavu, které je vSak pouze
pfechodné. Toto zlepSeni neni adekvatni organizaéni, technické a ekonomické

naro&nosti 1é¢by. Z vysledkl naseho projektu tedy vyplyva, Ze zavedeni kratkodobé
lé&by LDL-aferézou u pacientl s tézkymi formami ICHS do klinické praxe nelze
doporuéit. Vyuziti LDL-aferézy zlstane zfejmé& omezeno na dlouhodobou lécbu
rizikovych pacientd s nejté2simi formami hyperlipidémii, rezistentnich na dietni a
farmakologickou |é&bu.
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ZAVERY

Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul

Zavedli jsme metodu kvantitativniho hodnoceni exprese cytoadhezivnich molekut
na leukocytech periferni krve pratokovou cytometrii.

Leukocytarni exprese vétSiny studovanych cytoadhezivnich molekul byla u
pacient s hypercholesterolémii zvySena.

Lécba atorvastatinem vedla k vyznamnému poklesu leukocytarni exprese téchto
molekul.

Na rozdil od leukocytarni exprese byly plazmatické koncentrace endotelialnich
cytoadhezivnich molekul u pacientl s hypercholesterolémii obdobné, jako u
zdravych osob. Lécba atorvastatinem neméla na koncentrace téchto molekul
Zadny vliv,

Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul je tedy ziejmé citlivéjSim
ukazatelem aktivity procesu aterogeneze neZ plazmatické koncentrace
endotelialnich adhezivnich molekul.

Metaloproteinaza PAPP-A

U osob s téZkou hypercholesterolémii jsou koncentrace PAPP-A v krvi zvy$eny, i
kdyZ nemaji klinické projevy aterosklerozy.

Zvysené koncentraci PAPP-A tedy zfejmé nejsou pouze ukazatelem nestability
aterosklerotickych platd, jak naznaduji dosavadni prace, ale také odrazem
pfitomnosti subklinickych stadii aterosklerdzy u osob hyperlipidémii.

Hypolipidemicka lé¢ba atorvastatinem vsak nevedla k vyraznéj§imu poklesu
koncentraci PAPP-A.

Mikrovaskularni reaktivita

U osob s téZkou hypercholesterolémii, které nemély klinické projevy aterosklerdzy,
nebyla pfitomna porucha mikrovaskularni reaktivity.

Hypolipidemicka lé¢ba atorvastatinem neméla u t&chto osob na mikrovaskularni
reaktivitu vyrazné&jsi vliv.

Vyznamné sniZeni mikrovaskularni reaktivity jsme prokazali u pacientd s
hyperlipidémii a ischemickou chorobou srdeéni.

Mikrovaskularni reaktivita tedy ziejmé neni pfili§ citivym ukazatelem ¢&asnych
cévnich zmén, vyvolanych hyperlipidémii, ale odraZi spi§e pokrocilej$i zmény,
které se objevuji v pozdéjsich stadiich aterogeneze

Katkodoba lécba LDL-aferézou
Zavedli jsme metodu HELP pro lé€bu LDL-aferézou; jedna se o prvni pouZiti této
metody v zemich byvalého vychodniho bloku.

LDL-aferéza vedla u pacientl s ICHS k bezprostfednimu zlep$eni klinického
stavu, zvySeni tolerance télesné zaté3e a zlepSenim nékterych ukazatell
endotelialni funkce a aktivity procesu aterogeneze

Tyto pfiznivé zmény byly vsak jen pfechodné a odeznély kratce po ukonceni
1é¢by.

Kratkodoba lééba LDL-aferézou byla provazena vy$Sim vyskytem neZadoucich
uginkd nez 1é¢ba dlouhodoba.

Pfinos kratkodobé lé¢by LDL-aferézou u pacientl s tézkou ICHS neni adekvatni
technické a ekonomické naro&nosti Ié¢by a jeji zavedeni do klinické praxe nelze
doporugit. Vyuziti LDL-aferézy zUstane zfejmé& omezeno na dlouhodobou lé¢bu
rizikovych pacientl s nejtézsimi formami hyperlipidémii, rezistentnich na dietni a
farmakologickou Ié¢bu.
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