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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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heparinem indukované extrakorporalni precipitace LDL-cholesterolu
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imunoadsorpce
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tumor nekrosis factor

lipoproteiny o velmi nizké hustoté (Very low — density lipoproteins)




1. VoD

Klinické dasledky aterosklerdzy (AT), tj. ischemickd choroba srdeéni, cévni
mozkové p¥ihody a ischemicka choroba perifernich tepen, jsou nejcastéjsi pficinou
umrti ve vyspélych statech Evropy a USA (vice nez 50 % vSech Gmrti).

Na potatku 20. stoleti byla AT v Ceské republice pomémé vzacnym postiZenim,
pak ale zadal jeji vyskyt prudce stoupat az do dnesni doby, kdy patfi CR v Gmrtnosti
na komplikace AT na predni mista ve svété. Proto se fada vyzkumnikh a odbornik(
na danou problematiku snazi objasnit dal$i, dosud nejasné patofyziologické
mechanismy, vyuZitelné v prevenci, diagnostice a terapeutické praxi.

Studium patogenetickych mechanismii prokézalo imunologickou podstatu tohoto
onemocnéni. V soudasné dobé je na AT pohliZzeno jako na chronicky zanét, ktery je
vysledkem interakei mezi chemicky modifikovanymi lipoproteiny, bufikami
imunitniho systému a dal$imi bun&énymi elementy, jakymi jsou endotelové buiky,
buriky hiadké svaloviny, fibroblasty, mastocyty a trombocyty.

Aterosklerdza se fadi k multifaktoridlnim onemocnénim, pficemZ jednim
z kliGovych rizikovych faktorii je hypercholesterolémie. Mnohé klinicke studie
prokazaly, Ze pravé vy3§i hladina cirkulyjictho LDL (low-density lipoproteins) je
pHéinou akumulace LDL vintimé artérii a mechanismem poskozeni endotelu
iniciuje proces aterogeneze.

Poruchy metabolismu lipidd vedou k pfedCasné ateroskleroze s tézkymi
komplikacemi u relativné mladych lidi. Proto je velmi Zadouci u zviaSt€ téZkych
forem, jako je familidrni hypercholesterolémie (FH) a familidrnf kombinovana
hyperlipidémie (FCH), sniZit maximalné¢ hladinu zejména LDL cholesterolu.

A&koliv dietni opatfeni a Uspéiny vyvoj hypolipidemik umoZziiuji relativné
fispé$nou terapii vétdiny pacientl, zlstava mald ast (asi 5%) heterozygotd FH a
viichni homozygotni pacienti, kde je odpovéd nedostatecna. U téchto pacientd je
doslova zivotzachranujici metodou extrakorporaini eliminace LDL cholesterolu, tzv.
hemoreoterapie.

Na pracovisti hemaferézy FN Hradec Kralové probihé 1é¢ba téchto pacientl od
roku 1996 metodou LDL aferézy (na principu specifické imunoadsorpce), v roce
2003 k ni pfibyla reoferéza (na principu filtrace podle velikosti Castic).

Pomoci téchto metod 1ze dosdhnout u pacientd s komplikacemi ateromatézy

vyrazné redukce nebezpeinych sloZek lipoproteind — LDIL. cholesteroly, lipoproteinu




(a) 1 nékterych dalsich rizikovych faktord. Tyto zédkroky mohou mit vliv na celou
tadu fyziologickych funkei pacienta. Zejména Ize oCekdvat zmény endotelidlnich
funkci, které Ize monitorovat pomoci vhodnych markert.

Mechanismus, jakym tyto metody ovliviiuji mikroprostfedi endotelu cév a
zmény v mikrocirkulaci (reologické, funkéni, strukturalni) neni zatim do detailu
prozkouman.

Mnohé zahraniéni studie ve svété se zabyvaly skupinou obdobnych
hyperlipidemickych pacientd, 1éenych metodou extrakorpordlni hemoreoterapie
nebo LDL aferézy. Zpravidla prokazuji (i¢innost 1é¢by, ale fada ukazatel a vztaht je

nejasnych {pfesné indikace k 16¢b8, délka procedur a intervaly jejich opakovini,

prevence moZnych vedlej$ich G¢inki atd.)




2. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace, kterd navazuje na vysledky pfedchozich studii,
bylo ovéfit a bliZze prozkoumat zmény v oblasti endotelového mikroprostfedi a
zmény reologickych faktorti krve u pacientd s hypercholesterolémii 1éCenych
metodou LDL aferézy a reoferézy.

Sledovali jsme zmény vybranych ukazateld aktivace endotelu a dalSich
ukazatelll aterogeneze a jejich korelaci s hladinou lipidd pied a po provedeném
zakroku. Jednalo se o solubilni formu adheznich molekul sP-selektin a sE-selektin,
monocytarni chemotakticky protein — 1 (MCP-1), molekulu sCD 40l a vysoce
senzitivni C- reaktivai protein (hsCRP).

Ke stanoveni hladin vySetfovanych markert v plazmé jsme pouZili metod

enzymoimunoanalyzy a chemiluminiscen¢ni analyzy.




3. TEORETICKA CAST
Poruchy metabolismu lipidd, zejména familidrni hypercholesterolemie (FH) a

familiami kombinovana hyperlipidemie (FCH), vedou k pfedCasné cévni

arteriosklerdze a nebezpednym komplikacim u relativné mladych lidi.

3.1. Poruchy metabolismu lipidi

3.1.1. Familidrni hypercholesterolemie

W

FH je z klinického hlediska nejzdvaZznéjsi formou vrozené dyslipoproteinémie

s autozomalné dominantnim typem dédi¢nosti.

Podstatou FH je mutace genu pro LDL-receptor. Pfi absenci nebo afunkci
LDL receptord nejsou LDL c&astice vychytavany, ale hromadi se v krvi a jsou
odstrafiovany pomoci tzv. ,,scavenger” receptorit makrofagh a jinych fagocytujicich
bunék, které formuji zdklad aterosklerotickych plath. Chybi inhibiéni vliv
internalizace LDL-receptoru po navédzani LDL-&astice na syntézu cholesterolu v
bufikach, které tak produkuji cholesterol i pfes jeho zvysenou nabidku v krvi.

Vyskyt heterozygotni formy FH v nadi populaci je 1:500. V Ceské republice
tedy Zije asi 20 000 nemocnych s FH, z nichZ jen mala cast je dispenzarizovana a
adekvatng 1é¢ena. Heterozygotni jedinci maji cca 50 % normalniho podétu funkénich
L.DL-receptord, hladina cholesterolu je velmi variabilni a pohybuje se kolem 7 - 14
mmol/l.  Nemocni mivaji predcéasné aterosklerotické zmény cév a mohou mit
Slachové xantomy (viz obr.é.2),.xantelasmata na vickach a arcus cornae senilis (viz
obr.c.1).

Terapie zahrnuje dietni a rezimova opatfeni a medikamentozni 1é¢bu,
predeviim statiny. Pouze cca u 5 % nemocnych konzervativni terapie selhava
(Borberg, 1997).

Vyskyt homozygotni formy FH je 1:1.000.000. Mira zvy$eni hladiny LDL-
cholesterolu v plazmé odpovida aktivité rezidudlnich LDL-receptorti. Hladina
cholesterolu se pohybuje v rozmezi 16-30 mmol/l. Ischemickd choroba srdedni

(ICHS) se u téchto jedinct vyskytuje jiZ v détstvi a ¢asto vede ke smrti do 20. roku

Zivota.




Diagnoéza je zaloZena na vySetfeni lipidového profilu, rodinné anamnéze,
pitomnosti §lachovych a koZnich xantomd, klinickych znamek ICHS nebo
aterosklerotického postiZeni kofene aorty, které plisobi jeji supravalvulami stendzu a
pfechézi na koronarni usti.

Hypercholesterolemie u homozygotd nereaguje na konzervativni 1écbu a
dlouhodobd - pravidelnd extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu je pro tyto
pacienty Zivot zachrafiuiicim postupem (Rader, 2003).

Fenotypové podobny, ale s klinicky lehéim pribéhem, je familiarni defekt
apolipoproteinu B (apoBigo), podminény mutaci té ¢asti apoBjpo, kterd se vaZe na

LDL-receptor (Myant, 1993).

Obr. 1 Arcus cornae -




0br. 2 Siachové xantomy (zapdicil R. Ceska)

3.1.2.Familiarnf kombinovana hyperlipidemie

FCH je nejcastéjii geneticky podminénou poruchou metabolismu lipoproteint.
Jeji frekvence v populaci je odhadovana na 1:50 az 1:100. U nemocnych s infarktem
myokardu dosahuje vyskyt cca 10 %, v rodinach s pfed¢asnym infarktem myokardu
az 30%.

Molekuldrni zaklad FCH je neznamy, choroba ma podklad v geneticky
determinované zvySené produkci apoBig a lipoproteinil o velmi nizke hustoté (very
low density lipoproteins, VLDL). N&kteti pacienti jsou heterozygoty pro deficit
lipoproteinové lipazy. Typicka je piftomnost riznych lipoproteinovych fenotypl v
ramci jedné rodiny, pacient i jeho pokrevni piibuzni mivaji zvySené hodnoty VLDL-
cholesterolu, LDL—cholesterolu nebo obojiho. Zvyieni apoB g je pravidlem

Porucha byva souldsti metabolického Reavenova syndromu, béZnym
nalezem je nadvdha ¢i obezita. Nejsou piitomny kozni ani §lachové xantomy, mohou
se vyskytnout xantelasmata oCnich vi¢ek. Dietni a reZimova opatfeni zaméfena na

snizeni hmotnosti jsou zakladem 1é¢by, u mnohych je v3ak potfebna kombinovana

medikamentdzni 1é¢ba (Goldstein, 1977). Extrakorporélni eliminace je nutna jen

zfidka (Borberg, 1997).




3.2. Extrakorpordini eliminace LDL-cholesterolu

3.2.1. Aferéza - obecné

Slovo aferéza pochazi z feCtiny a znamend odstranéni. LDL-aferéza je tedy
odstranéni LDL-cholesterolu. Tento nézev byl poprvé uzit profesorem Borbergem
jako pojmenovani pro selektivni eliminaci LDIL-cholesterolu na podkladé¢
imunoadsorpce, reakee specifické protilatky s odpovidajici strukturou LDL-Castice.
V tomto smyslu je nazev stile uZivan nékteryini autory (Borberg, 1997, Blaha, 2003).

V literatufe se viak miZeme ¢im dal vice setkdvat s timto ndzvem ve smyslu
oznadujicim viechny metody odstrafiujici LDL-cholesterol, a to i v pfipadé téch,
které nejsou v eliminaci LDL-¢astic zdaleka tak selektivni, jako je ,,pivodni* LDL-
aferéza na principu imunoadsorpce.

Selektivni metody extrakorporaini eliminace LDL-cholesterolu jsou v Ceské
republice v soudasnosti provadény pouze na pracovidti hemaferézy FN Hradec
Kralové, spektrum nemocnych je velmi omezené a detaily této problematiky se tykaji
relativné Gzkého okruhu odbornikd. Proto nékteré metody extrakorpordlni eliminace

a jejich modifikace nemaji zavedeny Cesky nazev.

3.2.2. Metody extrakerporalni eliminace LDL-cholesterolu

Prvni metodou uZitou k extrakorporalni eliminaci cholesterolu byla
plazmaferéza.

Principem plazmaferézy je odstranéni plazmy obsahujici nezidouci soucdsti.
Jeji oddéleni z plné krve probiha bud pomoci centrifugace nebo s pomoci
membranové separace, spoéivajici v pouZiti membran o definované velikosti pord,
zadrzujicich krevni téliska. Odstranénd plazma mbze byt nahrazena roztoky
krystaloidd nebo koloidd, albuminem nebo plazmou.

Nevvhodou metody je neselektivita climinace neZadouci latky, v tomto
piipadé LDL-cholesterolu.

P¥i déletrvajici 16¢bé dochazi k zavaznym ztritam imunoglobulint, hormondl,
transportnich protein( a stopovych prvkil. Nezadouci je i odstranéni lipoproteind o

vysoké hustoté (high density lipoproteins, HDL).
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Plazmaferéza se stala vychodiskem pro vyvoj selektivn€jSich metod, ktere
jsou a% na vyjimky zaloZeny na dal§im zpracovéni separdtorem oddélené plazmy
(Thompson, 2003).

Selektivni metody extrakorpordlni eliminace LDL-cholesterolu pracuji na
podkladé imunitni nebo fyzikalnd chemické interakce mezi aktivnim povrchem
eliminaéniho média a hlavni substanci LDL-éstic apolipoproteinem Bigo (apo Bigo),

nebo na principu filtrace podle velikosti ¢astic.

3.2.2.1. Imunoadserpce LDL-cholesterolu (IA, LDL-imunoadsorpce) je nejstarsi
ze selektivnich metod. VyuZiva specifickou interakei polyklondlnich protilatek s
antigennimi  strukturami apoBg. Tento princip zajiStuje vysokou selektivitu
eliminace.

Piistrojovy systém (viz Obrdzek 3) se sklada ze separétoru krevnich télisek,
pracujictho na principu bud centrifugace nebo filtrace, a adsorpcné-desorpéniho
automatu, ktery fidi stfidavou adsorpci a regeneraci (desorpci) dvou kolon,
obsahujicich protilatky proti lidskému apoBig. Kolony jsou uréeny k opakovanému
pouziti. (Borberg, 1988). K dispozici jsou napiiklad 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 sefarézovy gel navézané polyklondlni ovéi protilatky proti lidskému
apoBg. Pii priichodu kolonou jsou z plazmy odstraiiovany LDL-Castice a oCisténa
plazma se po spojeni s krevnimi télisky vraci zpét do obchu pacienta. Kdyz je
kapacita kolony vyderpana, adsorp&né-desorpéni automat odkloni tok plazmy do
druhé kolony a zaroveft zah4ji regeneraci prvni kolony roztokem glycinového pufiu o
pH 2,4 (Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery uvoliuje vazbu mezi
protilatkami a apoBgo. Nasledng 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 soucasné jednou kolonou prochazi plazma a
druha kolona je regenerovana. Toto sekvenéni pouZiti adsorpce a desorpce vede k
teoreticky neomezené kapacité systému, coZ ma vyhodu v moZnosti nastaveni délky
procedury podle individuélnich potfeb pacienta.

Mezi jednotlivymi LDL-aferézami jsou regenerované kolony skladovany pfi

teploté 2-8°C, naplnény roztokem PBS pufru s piimési 0,01% azidu sodného
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(Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery je pied daldim uZitim zcela
odstranén fyziologickym roztokem (5000 mi F 1/1 na kazdou kolonu).

Obrazek 3. Schéma imunoadsorpee LDL-cholesterolu (Cermanova, 2006)

Separator
krevnich
t&lisek

Krev

T

Daldi vysoce selektivni metodou je adsorpee na dextransulfat (DSA, firma
Kaneka, Osaka, Japonsko), kterd pracuje na principu elektrostaticke interakce mezi
kladnym nabojem apoBigo a zépornym nabojem fetézel dextransulfatu (Yokoyama,
1985). Kolona véZe VLDL, LDL a lipoprotein (a) [(Lp(a)]. I zde je uzivana dvojice

kolon (Liposorber LA), které se stfidaji v pracovnim a regeneraénim cyklu,

Na principu clektrostatické interakce je zaloZena tak¢ heparinem navozensa
extrakorporilni precipitace LDL-cholesterclu (Heparin Induced
Extracorporeal LDL Precipitation; HELP, firma B. Braun, Melsungen, Némecko)
a to na interakci mezi heparinem a apoBigo pfi snizeném pH, které zvySuje podet

kladnych nabojl v molekute apoBigo a usnadfiuje precipitaci s heparinem (Wieland,
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" 1983). Precipitit je nasledn& odstranén filtraci. Fibrinogen, ktery téz precipituje,

kles4 asi na polovinu. Systém byl zkombinovan s hemodialyzou (Eisenhauer, 1991).

3.2.2.2. Metody zalofené na filtraci &istic z plazmy, nazyvané v anglosaské
Literatufe souhrnné ,secondary membrane plasma fractionation* odstrafuji z
plazmy vysokomolekuldrni proteiny pomoci sekundarniho filtru. Selektivita filtrace
zavisi na fyzikalnich vlastnostech pouZitého filtru, pfedevsim na velikosti jeho pord.

Kromé odstranéni patologické substance, v najem piipadé LDL-&astic, jsou
climinovany i dal§ makromolekuly, jako je fibrinogen, o2-makroglobulin,
imunoglobuliny, fibronektin atd.

Vysledkem je zlep¥eni rheologickych vlastnosti krve, dané predevsim
snizenim viskozity plazmy, ale i sniZenim agregace a adhezivity trombocytd a
erytrocytli a zlepSenim jejich flexibility. Nasledkem je relativné setrvalé zlepSeni
mikrocirkulace a tim i tkdfiove oxygenace.

V piipadé uziti primdrniho piistroje, ktery pracuje na principu filtrace, jsou
modifikace této metody nazyvany dvojitd filtraéni plazmaferéza (double filtration
plasmapheresis, DFPP), kaskadova filtrace, rheoferéza, nebo membrinova
diferencidlni filtrace (membrane differential filtration, MDF) (Agishi, 2000,
Klingel, 2000).

Plazma je od krevnich télisek oddglena stejné jako u imunoadsorpee, a o
pomoci separatoru Cobe-Spectra (COBE, BCT, Deaver, CO, USA), vlastni
climinace LDL-¢4stic je provedena na principu filtrace ¢dstic podle jejich velikosti
pomoci filird Bvaflux 4A (Kuraray Co., Osaka, Japonsko), urCenych k
jednorazovému pouziti. Vlastni filtraéni membrany o celkovém povrchu 2 m? jsou
vyrobeny z kopolymeru ethylenu a vinylalkoholu a uspofadany do formy kapilar o
vnitfnim priméru 175 wm a priméru pord 0,03 um. Kapildry jsou uzavieny v obaluz
polykarbonatové pryskyfice. Schéma celého zafizeni, uzivaného pii filtraci, je
znazoméno na Obrdzku 4.

Na rézdil od vy$e popsané mnohem selektivngj$i imunoadsorpee, dochazi u
téchto metod k vyznamné eliminaci imunoglobulint — [gG 15%, 1gA 24%, IgM 63%
{Matic, 2002).

7 pohledu eliminace LDL-cholesterolu plati, Ze &m vice je metoda selektivni,

tim ma mendi uéinky na rheologické viastnosti krve.
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- Je také moZné uvodni separaci plazmy uplné vynechat a eliminovat LDL-
__gflolesterol z plné krve pomoci p¥imé adsorpce lipoproteini z plné krve (LDL-
:_.l.x:emnperfuze). Tato metoda uZiva nehemolytického adsorbentu, akrylatu vazancho
'.hE:i polyakrylamid, ktery umoZiiuje perfuzi kolony plnou krvi. Vynechani dvodni
'..separace plazmy zjednoduSuje technické vybaveni na jeden pracovni okruh a
“urychluje cely proces.

| _. : Prvnim systémem piimé adsorpce LDL~cholesterolu byl systém zvany DALI
:'(DirectAdsorptian of Lipids firmy Fresenius, St. Wendel, Némecko) (Bosch, 1993).

3.2.3. Viiv LDL-aferézy na hiadiny lipidé

Néktera data ukazuiji, Zze metody 1A, DSA a HELP jsou srovnatelné G¢inné ve
i sniZovani LDL-cholesterotu s priimérnou redukei o 62 %, 65 %, resp. 59 % pfi jedne
" procedufe (Richter, 1999).

Podle jiné studie jsou IA a DSA stejné ¢inné a ob¢ mimé Gcinnéjsi neZ
| DALI — snizuji LDL~cholesterol o 82 % resp. 84 % oproti 77 % u DALI
(Schmaldienst, 2000).

Daldf studie neshledala signifikantni rozdily mezi IA a DALI ve zménach
LDL, HDL a triacylglycerida (Baumbauer, 2002).

DSA a DALI mohou sniZovat HDL-cholesterol méné neZ IA (Schmaldienst,
2000).

Redukce Lp(a) pfi jednom sezeni byla 59 % u IA oproti 29 % u DALI

(Baumbauer, 2002), podle jinych autordl byla u 1A, DSA, HELP i DALI srovnatelna
(Schmaldienst, 2000) a pohybovala se v priméru kolem 60 %.
: V pHpadé IA je tfeba zpracovat v&§{ objemy plazmy k dosaZeni stejného
poklesu LDL-cholesterolu nez u DSA (Knisel, 1994). U IA v3ak neni mpoZstvi
oidténé plazmy limitovano, adsorpéni kapacita, dané stiidénim dvou pracovnich
kolon, je teoreticky nekoneéna.

Naopak u metody HELP je rozsah procedury limitovén omezenou kapacitou
filtru (Schaumann, 1996) a nebezpedim pramenicim z poklesu hladiny fibrinogenu.
HELP je vzhledem k nutnosti odstranén{ precipitatu a zbylého heparinu technicky
nirodnéj¥i nez metody zaloZené na adsorpci.

IA je v eliminaci LDL-cholesterolu nejselektivngjsi (Thompson, 2003).
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3.2.4. Indikace k 16¢b& LDL-aferézou

- Zvyieny LDL-cholesterol je jednim z nejvyznamnéjSich rizikovych faktord
'ateroskler(')zy a jeho sniZeni se stalo zdkladnim opatfenim k zamezeni progrese a
navozeni regrese postiZeni cév.

' U nemocnych s t&Zkou familidrni hypercholesterolemii muaze byt dosaZeni
..cﬂovf/ch hladin LDL-cholesterolu obtiZné aZ nemoZné a LDL-aferéza miZe byt
: jedin"j(m Zivot zachrafiujicim postupem.

I_ Je to viak metoda technicky, Casové a finanén& naroc¢nd. Procedury LDL-
- aferézy je mozné provadét pouze ve specializovanych centrech a je nutné je
- zpravidla celoZivotné a pravidelné opakovat.

. Indikace k 16¢b& LDL-aferézou vychazeji z vySe nastinénych specifik a vyviji
se s urovni znalosti o rizicich a moZnostech prevence aterosklerdzy.

.. Napt. v USA jsou podle Food and Drug Administration (FDA) indikovami k
.. lecbe LDL-aferézou homozygoti FH s hladinou LDL-cholesterolu >13 mmol/l, coZ v
.praxi spifiuji zpravidla vsichni tito nemocni, dile heterozygoi FH s LDL-
-3.:'cholesterolem > 7.8 mmol/l bez ICHS nebo nad 5,2 mmol/1 s ICHS. Kritéria jsou
.hodnocena az po Sesti mésicich pfisné diety a maximalni medikamentézni lecby
~(Vella, 2001).

Podle novych doporudeni amerického Nérodniho cholesteroloveho
edukadéniho programu (National Cholesterol Education Program, NCEP) a Evropské
spoleénosti pro aterosklerézu (European Atherosclerotic Society, EAS) byly
rozdifeny indikace k intenzivni cholesterol-sniZujici terapii u nemocnych s ICHS s
cilem dosahnout hladiny LDL-cholesterolu pod 2,6 mmol/l.

Pfi zvaZovani indikace 1é¢by LDL-aferézou je nutny individuaini pfistup

k nemocnym.

3.2.5. Utinky 1é¢by LDL-aferézou

LDL-aferéza nejen redukuje plazmatické hladiny LDL-cholesterolu a Lp(a),
- ale predominantné sniZuje pfedevdim podet malych denznich LDL-Céstic, kter¢ jsou
povaZovany za nejvice aterogenni (Schamberger, 2000).
Z dlouhodobého hlediska je popisovan vzestup HDL-~cholesterolu a pokles

celkového a LDL-cholesterolu. LDL-aferéza vede k navozeni ustaleného stavu,
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arakterizovaného rovnovéhou mezi syntézou a odstraftiovanim cholesterolu

(Borberg, 1997).

Pravidelné procedury vedou ke zpomaleni nebo zastaveni progrese ¢i

(fokonce k regresi aterosklerotickych platd a v klinické praxi k redukci poltu
koronarnich pfihod (Borberg, 1988, 1997).

.  Regrese aterosklerotickych koronérnich plati po ro¢ni 1é€b¢ LDL-aferézou
byla prokazana studii LACMART (Low density lipoprotein Apheresis Coronary
:".Morphology And Reserve Trial), kterd porovnavala koronarografické nélezy a
- vysledky intravaskulérnho ultrazvuku (Matsuzaki, 2002).

LDL-aferéza vedla po 2,5 letech 1é¢by k signifikantni redukci korondrnich
kalcifikaci (Hoffmann, 2003), které podle nékterych praci (Arad, 2000) maji vztah k

" tiziku koronarnich ptihod.

3.2.5.1. Vedlejii i¢inky I6¢by LDL-aferézou
LDL-aferéza patfi mezi technicky nejsloZitg8i a Casové ndrolne
- hemaferetické procedury s relativné velkymi objemy zpracované plazmy.
Mezi nejéastéjdi nezadouci adinky hemaferetickych procedur patfi:
e piiznaky citratoveé toxicity
Roztok citratu umoZiuje na principu tvorby cheldtd s kalciem
Géinnou regionalni antikoagulaci, potfebnou k zamezeni tvorby trombii v
piistroji. Je piidavan ke krvi pacienta a po pasdZi pfistrojem se dostava
do jeho obshu (Hester, 1983).
e individudiné variabilni pokles krevniho tlaku
V zavislosti na velikosti poklesu a vnimavosti pacienta miiZze byt zcela
bez ptiznakli nebo vyvolat pocit nevolnosti a mdlob a nebo vyjimedné
vylistit v kratkodobé bezvédomi. Casto je épojen s vazo-vagalni reakci.
¢ aktivace komplementu pfi kontaktu plazmy s povrchem separaéniho
setu a adsorpénich kolon snasledkem uvolnéni medidtorlt s
anafylaktoidnimi a vazodilataénimi Géinky (Shiga, 1998).
e alergické a pyretické reakce
e  projevy pietizeni nahradnimi roztoky
e  vzduchovd embolie

e mineralove dysbalance
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o hemolyza
» obtiZe se zavedenim Zilnich vstupd a jejich komplikace (Borberg,

1997).

 3,3. Dynamika a vzdjemné vztahy vybranych ukazatelii aterogeneze

3.3.1. Uloha cholesterolu v aterogenezi
Vysoké hladina cholesterolu je zndmym rizikovym faktorem aterosklerozy.
Cholesterol je v cirkulaci pfenasen ve formé lipoprotein. Dva nejvyznamndjsi

lipoproteiny transportujici cholesterol jsou LDL a HDL.

" LDL (low-density lipoproteins)

Lipoproteiny o nizké hustoté, které tvoif 70% cirkulujiciho cholesterolu,
Vznikaji 7z ¢astic VLDL odevzdanim triacylglyceridd tkanim a odS$té€penim jinych
apolipoproteinil, neZ je apoBigo.

Fyziologickou roli LDL je dodavka cholesterolu do tkani. LDL-Castice jsou
vychytavany pomoci LDL-receptorti, které reaguji s apoBie. Po navazani LDL-
astice je receptor intemalizovan, cholesterol je uvolnén a receptor je znovu vystaven
na povrchu buriky.

Plazmaticka hladina LDI-¢astic je z veét§i casti urCena mirou jejich

vychytavani pomoci LDL-receptort, pfedeviim v jatrech.

Autorem vzorce pro vypolet LDL-cholesterolu je W.T Friedewald :

- LDL-cholesterol (mmol/l) = celkovy CH (mmoiﬂ) - {TG (mmoi/1):2.2] - HDL
{mmol/1)

Nativni LDIL-8astice téméf neindukuji in vitro zmény souvisejici s
'aterosklerézou. Spoustécim faktorem, vedoucim k akumulaci LDL-cholesterolu ve
sténé cév, je jeho oxidativni modifikace (Navab, 1996). Podstatou oxidativni
modifikace je zména chemické struktury apolipoproteinu B, skytajici LDL-Castici

proinflamatorni, protrombotické a aterogenni vlastnosti (Steinberg, 1989).
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' Modifikované LDL-Castice maji schopnost zvySovat chemotaxi monocyti
rostfednictvim stimulace  syntézy  chemokinl, napf. monocytarniho
hibtaktického proteinu-1 (MCP-1). Déle mohou stimulovat monocyty k produkei
dkinﬁ, indukovat zvySenou expresi adheznich molekul na povrchu endotelu a
ffﬁiovat makrofagy k proliferaci. Modifikované LDL-Gastice jsou zvySené
hytavany makrofagy, vedou k jejich pfeméné v pénové buiiky a indukuji u nich
apoptézu. Tim pfispivajl k tvorbé nekrotického jadra aterosklerotického platu.
_’Vézb’ou na C-reaktivni protein (CRP) aktivuji modifikované LDL-Castice
kémplement klasickou cestou.

K modifikaci dochazi aZ ve sténé arteric za Ucasti mnoha oxidativnich
-s'j/stémf}. (napfiklad lipooxygenazy, myeloperoxidédzy, syntetdzy oxidu dusnatého),
ochazejicich pfevazné z monocytl (Schwenke, 1989).

o V zavislosti na mife zmény chemické struktury je LDL-Castice méné &i
okonce neni viibec rozpoznavana a vazana LDL-receptorem a naopak reaguje s tzv.
;scavenger” receptory makrofigi a hladkych svalovych bunék, ze kterych se
ostupné stavaji buitky pénové. Ty jsou jednim zésadnich &initell Sasné i pokroéilé

__'a'teroskl_erézy {Navab, 1996).

HDL (high-density lipoproteins)

Lipoproteiny o vysoké hustotd jsou zdsadnim &initelem pro reverzni transport
‘cholesterolu ze tkani. SniZeni hladiny HDL-cholesterolu pod 1 mmol/l je
:'_samostatn)'fm rizikovym faktorem aterosklerozy. Naopak jeho zvyseni nad 1,6
mmol/] je tzv. negativnim rizikovym faktorem, ktery snizuje kardiovaskularni riziko
‘a Castecné eliminuje vliv jinyeh rizikovych faktori, vdéetné zvySeného LDL-

‘cholesterolu.

Lipoprotein (a)

Je strukturou podobny LDL. Kromé apoBigy obsahuje apolipoprotein (a),
- jehoZ domény jsou strukturalné homologni s plazminogenem. Lp(a) blokuje vazebna
- mista pro plazminogen na fibrinu a tim inhibuje fibrinolyzu (Loscalzo, 1990).

V procesu aterogeneze ma Lp(a) dvoji negativni efekt — aterogenni v uZSim
slova smyslu, dany pfitomnosti apolipoproteinu Big, a antifibrinolyticky, vazany na

pfitomnost apolipoproteinu (a).
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_on-HDL-cholesterol je hodnota vypo¢itana podle vzorce:

Non-HDL-cholesterol = celkovy cholesterol — HDL-cholesterol

;Ta{to hodnota odraZi koncentraci viech aterogennich lipoproteinti (LDL, DL,
DL, zbytkd chylomiker). Vyznam non-HDL-cholesterolu je zd@raznén v
op f;ic“_ﬁénich Narodniho cholesterolového edukaéniho programu (Natfional

_hol_ésféroi Education Program, NCEP) (McKenney, 2003).

_Aterosklerdza jako zanétlivy proces

: Procesu aterogeneze se Ucastni Cetné bunééné populace. Jsou to nejen
:_epd'é:)i'téliélni buiky, tvofici povrch aterosklerotického platu, ale vyznamnou roli hraji
-__1_:(;1__fkﬁ1ujici elementy, jako jsou leukocyty a trombocyty (Libby, 2000).

Endotel, tvofici jednobunéénou vystelku cév a oddéluyjici intravaskulari
altlh.'od okolnich tkani, je nyni chapan jako organ s mnoha dynamickymi funkcemi
(Luscher, 1997).

. Poskytuje netrombogenni povrch, kontroluje pasaz solutd a makromolekul do
ani, produkuje mnoho faktord modulujicich kontrakce pfilehiého hladkého svalstva,
prostiedkovavé interakce mezi cirkulujicimi elementy a sténou cévy a spousti reakci
_iaétogenni stimuly, jako jsou naptiklad hypertenze, hyperglykémie a zplodiny
igaretového koufe. Jednou z téchto odpovédi endotelu je zvy¥end exprese adheznich
; iekui pro leukocyty, ktera je vyznamnym krokem v Casné aterogenezi (Libby,
- Zmény ve funkeci endotelu vlivem zvySené hladiny cholesterolu jsou patrny
¢ pied vyvojem zjevného aterosklerotického platu a jsou podobné fyziologicke
oveédi endotelu na trauma ¢i zanét (Dart, 1999).

ndotelidlni dysfunkee je jednou zprvanich zmeén, nastavajicich pfi
ogenezi a je doprovazena zvySenou permeabilitou endotelidlnich bunék, ztratou
ch antikoaguladni a antiagregalni aktivity a mimo jiné i zvySenou adhezi
-monocytl k endotelu nasledkem zvySené exprese adheznich molekul (viz Obrdzek
6) (Cines, 1998).

Zanétlivé bunky, zahrnujici monocyty, makrofagy a lymfocyty (predevsim

) hraji zasadni roli v procesu aterogeneze (Ross, 1999).
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Obr. & 5,6: Casna a pozdni faze adheze (Krejsek, 2004)



'Cirkulujici leukocyty jsou pfitahovany do mist s poskozenym endotelem
."c"i chemokinl, napfiklad monocytarniho chemotaktickeho proteinu-1 (MCP-1).
o Leukocytarni adhezni molekuly hraji vyznamnou roli pii kontaktu leukocytli s
'.c'elem a pii jejich nasledném vstupu do stény cév a pHpadng transmigraci do
:".'_i'ch tkani. Ve sténé cévy dochazi k pfeméné monocytl na makrofigy, které
olu s hladkymi svalovymi bufikami fagocytuji lipidové Castice a méni se na p&nové
utiky, které nésledng podléhaji apoptéze.

Pokrodily ateroskleroticky pldt je tvofen nekrotickym, vysoce
rombogennim jadrem s obsahem lipidové hmoty, pénovych bunék a jejich zbytkd.
Infarkt myokardu nejlast&ji vznikd rupturou tohoto vulnerabilniho platu,
edoum k obnaZent protrombotického jadra a formaci trombu v luminu arterie,

7 Stabilita fibrozni ¢epicky je dana rovneovahou mezi syntézou extracelularni
a x a jejl degradaci, oboji je ovlivnéno zanétlivymi stimuly. Makrofagy
_u:'kuji pod vlivem cytokint matrixové metaloproteinazy (Libby, 2000), kolagen
.fdujici enzymy, které odbouravaji sloZzky extraceluldrni matrix a tim pfispivaji k
: béni fibrézni Cepicky platu (Creemers, 2001).

&  Produkei oxidantd uvnitf platu se monocyty podileji na vzniku oxidativni
modiﬁkace LDL-&4stic (viz Obrdzek 7). Produkcei cytokinil, jako je tumor necrosis
ac 'r alfa (TNF-q), interleukin-1 (IL-1) a transforming growth factor beta (TGFB),
:_oklnu (MCP-1) a rGstovych faktord, jako je insulin-like growth factor-1 (IGF-1)
_--..-pl'a.t'eiet derived growth factor (PDGF) moduluji monocyty zénétlivou reakci.
_zéhtaci antigend T-lymfocytim vedou k aktivaci téchto bunék a k daldi produkei
“ytokind, které zanétlivou reakei déle amplifikuji.

: U nemocnych s aterosklerdzou byly zjidtény zvy$ené hladiny reaktantl akutni
'16,. jako jsou CRP, interleukin-6, prokalcitonin nebo fibrinogen a dale neopterin,
kazatel systémové imunitni aktivace. Hladiny téchto ukazateld zanétu mohou
eﬂe_ktovat celkové ateroskleroticke postizeni daného jedince (Erren, 1999).
T-tymfocyty hraji fidici roli v procesu aterogeneze. Jsou vyznamnym
:dtbjcm mnoha proinflamatornich medidtord, jako jsou chemokiny a cytokiny,
-éﬁi‘nujici napiiklad interleukiny, interferon-y (INF-y) a tumor necrosis faktor (TNF)
'beby, 2002). Tyto molekuly maji mnohocetny udinek na bufiky Gcastnici se
aterogeneze napfiklad indukuji expresi adheznich molekul, zvySuji oxidativni stres,
tukuji produkei oxidu dusnatého endotelem, ovliviuji proliferaci bunek, inhibuji

rbu kolagenu a zvySuji produkei matrixovych metaloproteinéz.
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Bu ky hladkého svalu jsou zakladni strukturdlni souisti stény tepen a
é;k@lémi tonus. Procesu aterogeneze se Udastni migraci z medie do infimy
ednou proliferaci, fagocytdzou tukovych ¢dstic a formaci pénovych
Voce ru aterosklerotického platu. Jsou vyznamnym zdrojem extracelularni
kterd férfnuje fibrézni Cepicku, pokryvajici lipidové jadro platu (Libby, 2000).
dh'.."_:'_.é.ftzﬁombocytﬁ a tvorba murdlniho trombu hraje vyznamnou roli pH

'aférp‘skierotického platu i jeho ruptufe. Trombocyty adheruji

funkémmu endotelu, odhalenému kolagenu a makrofagim (Jebavy, 2003). Po

ktivac ﬁ%lﬁuji cytokiny, riastové faktory a dal§i medidtory zdnétu, uskladnéné

iélﬁi'podnét, ktery spusti v ptipadé aterosklerdzy zanétlivou odpovéd,

nebyl zecla presnd objasnén, i kdyZ je diskutovino nikolik faktord, jako

klad® oxidativné modifikované LDL-&stice, hyperhomocysteinemie, infekéni

utoimunitni pochody.

-'.Sé:lek't'i_ﬁ'ové adhezni molekuly a ateroskleréza

Jak 312': bylo popséno v kapitole o roli cholesterolu v aterogenezi, LDL-
__Ie_s_t;éfoiz rna fadu G¢inkd v inicidlni i nasledné fazi tohoto procesu. Vede mimo
If.é:_"'_ZV}%EHé expresi endotelidlnich adheznich molekul (Parhami 1993). Ty
1St’u11 kon_takt leukocytd s povrchem endotelu. Nasleduje migrace leukocyti do

gy_._céify a v pfipadé aterogeneze formace aterosklerotick¢ho platu.

Prvni fazi interakce mezi leukocyty a endotelem jsou procesy zvané

a .tethering® (volné pieloZzeno jako ,zachyceni® ¢&i ,zajeti™ a

V' dalsi fazi postupné dochézi k pevné adhezi leukocytit k endotelu, ktera je
oZn€na integrinovymi molekulami na povrchu leukocytl a intracelularnimi
"dhe;zﬁimi molekulami (napf. ICAM-1) na strané endotelu. Po pevném pfilnuti
0 éZi_ k transmigraci leukocytt do stény cévy (Springer, 1990).

K expresi adheznich molekul dochazi po aktivaci endotelidlnich bunck
oci IL-1, TNF-a a INF-y (Springer, 1990). Interakce mezi endotelem a slozkami
kulujici krve hraje vyznamnou roli v patogenezi mnoha riiznych stavil, jako je

iiklad aterosklerdza a jeji komplikace a nadorova onemocnéni. Solubilni formy
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Obr 8: Selektinové adhezni molekuly (Krejsek, 2004)




fe i na povrchu trombocytd.

selektin je produkovan a skladovan v alfa granulich desti¢ek a ve Weibel-
adeho téliscich endotelidlnich bunék a je exprimovan na jejich membrané po
t:'._‘;i:; napiiklad trombinem nebo histaminem.

Kinetika membranového P-selektinu je velmi rychld, b&hem minut je
St t 7 intraceluldrnich zasob do povrchové membrany trombocytd a endotelu,
ud Je rychle uvoliiovan do plazmy, kde plni dalsi funkce. Z membriny opét
hle vymizi (McEver, 1995).

.. Zatim nebyl pfesné popsan polodas solubilni formy P-selektinu (sP-selektin).
nemocnych s ischemickou chorobou srdeéni byl nalezen diurnalni rytmus sP-
: ktmu s maximem hladin ve vedernich hodinach, plazmatické hladiny sE-
ek u zustaly béhem dne stabilni (Osmancik, 2004).

. Exprese P-selektinu je ukazatelem endotelialni a/nebo trombocytarni aktivace
Semters, 2000). Mnozstvi cirkulujiciho P-selektinu, ktery je uvolnén z membran
otelu a trombocytd, odraZi rozsah zanétlivého postiZzeni. Ukdzkou je mysi model
_Sklerézy, kde byla prokazana zvySena hladina sP-selektinu a vétSina
k_ﬁfujicich molekul P-selektinu byla endotelialniho ptivodu (Burger, 2003).
Podobné jako u leukocytd, inicialni fazi adheze trombocyth je také tzv.
g, zavisly na expresi P-selektinu na povrchu endotelu (Frenette, 1995).

Vlivem P-selektinu se aktivované cirkulujici trombocyty sdruzuji s monocyty
ichelson, 2001) a spoleéné ,,roluji“ po endotelu (Frenette, 2000).

Destickovy i solubilni P-selektin hraji vyznamnou tlohu pfi vzaiku a progresi
terosklerotickych 1ézi (Wagner, 2003).

Nékterymi  autory je P-selektin povaZovan za ukazatel destabilizace
rosklerotického platu (Draz, 2003).

V nepfitomnosti zranéni nebo zénétlivého onemocnéni mize vysoka hladina
ilnth P-selektinu slouzit jako ukazatel rizika kardiovaskulamich piihod a jejich
nplikaci (Hillis, 2002).
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ktin (CD62E), znimy ¢ jako ELAM-1 (endotelial leukocyte
ﬁﬁie—i) je solubilni adhezni molekula, zodpovédna za tzv. pomaly
ukocytﬁ a pfechod rollingu v pevnou adhezi.

:gahdem E-selektinu je molekula ESL-1 (E-Selectin Ligand-1) a nékolik

ych molekul obsahujicich cukernou strukturu oznacovanou jako sialyl
¥ {Krejsek, 2005).
EQgéiektin je produkovan pouze endotelem a kromé solubilni formy v plazmé

e tin) se vyskytuje pouze na endotelialnim povrchu (Springer, 1990; Somers,

Detekce sE-selektinu se proto povazuje za specifickou znamku aktivace
.-:(Leeuwenberg, 1992).
E-selektin je exprimovan na membrané endotelu v fadu hodin po stimulu

i_:'uifblﬁovén z intracelularnich zésob, ale syntetizovan de novo (Gearing, 1993).

4 ':'Monocvtérni chemotakticky protein-1 a ateroskleroza

= .Monocytémi chemotakticky protein-1 (MCP-1) patifi mezi chemokiny,

ny, které ¥idi migraci leukocytd do tkani s probihajicim zanétem (Butcher,

Transmigrace leukocytl z lumen cévy do mista zandtu je mnohastupiiovy
:"i;':es, zahrnujici fadu interakci mezi leukocyty, trombocyty a endotelidlnimi
sfikami (Springer, 1994).

.. Chemokiny poskytuji signal, ktery zméni nizkoafinitni rolling leukocytd,
ediovany selektiny, v pevnou adhezi na endotel, zprostfedkovanou integriny a
..:s edovanou migraci leukocytl z lumina cévy.

Hlavnimi stimuly k jejich produkei jsou prozanétlivé cytokiny, jako je IL-1,
NF-&, INF-y, 1L-4, dile virové a bakteridlni produkty, napiiklad lipopolysacharidy
C}:arcinepeda, 1996).

V piipadé aterosklerézy nejsou chemotaktické signaly, plsobici akumulaci
ukocytl v aterosklerotickych platech zcela objasnény, ale pravé MCP-1 byl
:3:)'1§ené detekovan v aterosklerotickych lézich (Nelken, 1991) a je mu pfipisovana
le  pii akumulaci makrofagd a oxidovanych forem LDL-cholesterolu

aterosklerotickych platech (Aiello, 1999).
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“Terapie statiny sniZila produkci MCP-1 a tyto zm&ny korelovaly se sniZenim
ativni modifikace LDL-cholesterolu (Rosenson, 2005).
Roli makrofagl v aterogenezi a vyznam MCP-1 pfi jejich migraci shrul ve

prehledné praci Boyle (Boyle, 2005).

~C-reaktivni protein a ateroskleréza

C-reaktivni protein (CRP) je protein akutni fize produkovany jatry pod
prozanétlivych cytokinli, pfedeviim interleukinu-6, ktery je uvolfiovin
akrofagy v misté zanétu (Castell, 1990).

. Fyziologickou funkci CRP je opsonizace mikrobil a aktivace komplementu po

-{ié:iéni na patogen nespecifickou vazbou. CRP stimuluje endotelialni bunky k

p__fés-i leukocytamich adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1 (Pasceri, 2000). CRP

éhemotaktickjf vliv na monocyty.

Stejné tak jako LDL-cholesterol, i CRP se uklada ve sténé arterii b&hem

rogeneze, dokonce jeho pfitomnost pfedchazi vstup monocytl do &asnych

erosklerotickych 1ézi (Torzewski, 2000). In vitro bylo prokézino, ze CRP

nizuje nativai LD[-Castice, které bez opsonizace nejsou fagocytovany, a tim

Ihoiﬁuje jejich pohlceni makrofagy (Zwaka, 2001).

V posledni dob¢ jsou publikovéany Cetné studie, ukazujici CRP jako indikator

wdiovaskuldrniho rizika. Koncentrace CRP, hodnocené za timto Géelem, jsou

podstatné mengi, neZ koncentrace vyskytujici se u akutnich infekef.

Pro tento Géel byly vyvinuty citlivéjsi metody, které dovoluji stanovit CRP od
0,1 mg/l (Myers, 2004). Takto stanoveny CRP se nazyva ,high sensitivity
RP* (hsCRP),




e zhodnoceni kardiovaskuldrntho rizika podle hladiny hsCRP byly.

poruteny tii kategorie:

1. nizke <10
2. sifedni 1,0-30
3. vysoke »3,0

I_'T\_'/Szh_ody hsCRP oproti jinym reaktantim akutni faze spodivaji v relativné

ené stanoveni, dale ve stabilité vzorku ptt pokojové teploté &i pii zmrazenia v

__gi_é_cirkadiénniho rytmu hladin CRP.
| Soﬁhm nékolika populacnich studii neshledal vyznamné rozdily mezi
ohlavimi (Ford, 2003} ani vyznamné ovlivnéni hladin CRP vékem v kategorii od 20
. ( let (Ford, 2003). Nebyly shleddny rozdily mezi vzorky nalatno a po jidle
edue, 2001).
CRP stoupad u kurakl (Koenig, 1999), vy$8i hladiny byly nalezeny jak u
hstinent(, tak u ethylik(, na rozdil od b&Znych konzumenti alkoholu (Imhof, 2001).
_ .Vy§§1’ koncentrace CRP byla pozorovana u lidi s chronickymi zanéty
chr micka bronchitida nebo periodontitida) a s pozitivitou protilatek proti Chlamydia
neumoniae, Helicobacter pylori, herpetickym virlm, viru hepatitidy A a
niykopiazmatﬁm. Spoctem  pozitivnich  patogeni  stoupalo 1  riziko
ar ovaskularnich pfihod (Zhu, 2001).
Tvorbu CRP a jeho vyslednou hladinu ovliviluji 1 genetické faktory,
fedeviim polymorfizmus genu pro CRP (Zee, 2004) a promotoru genu pro
nterfeukin-6 (Basso, 2002).
ZvySend koncentrace CRP je téZ rizikovym faktorem pro rozvoj ischemické
horoby dolnich kongetin (Ridker, 1998 B).
ZvySeny CRP byl spojen se zvySenym rizikem srdefniho selhéni 1 u
ocnych bez pfedchoziho infarktu myokardu a u nemocnych s asymptomatickym
terosklerotickym postiZzenim ve véku nad 65 let (Vasan, 2003).
Dynamika s¢rovych koncentraci CRP béhem aferéz byla popsana u riznych
Iﬁe::tod extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu nekolika autory. Vét§ina z nich
..Z()rovala pokies CRP po LDL-aferéze (Otto, 2001, Wieland, 2002, Kobayasht,
02).
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Pokles CRP je pokladin za jeden z dalSich mechanizmi, kterymi LDL-
eréza prispiva k potladeni zanétlivych dé&jd procesu aterogeneze. Ani pii peclivé
5':-§er§i. jsme v dosavadni literatufe nenalezli popis zmén koncentraci CRP béhem

ferézy suzitim imunoadsorpénich kolon LDL-Lipopak (Pocard, Ltd., Moskva,

3.6. CD46 liand a ateroskleréza
CDA40 ligand (CD40L, znamy jako CD154, TRAP [TNF-Related Activation

_fbtein} nebo TBAM [T-cells B-cell activation molecule]) je multifunkénim
-:'.g..andem, modulujicim zanétlivé dgje.

. Ptivodné byl objeven na T-lymfocytech, kde pracuje jako mediator T-
kami fizené aktivace, proliferace a diferenciace B-lymfocytd a indukuje jejich
ypové plepnuti pii produkei imunoglobulini. Je exprimovan pfedeviim na
ktivovanych CD4+ T-buiikach, ale i na ostatnich T- a B-lymfocytech, endoteliich,
butikich hladkého svalu, makrofézich, monocytech, aktivovanych destickdach a
“ broblastech, mimo jiné i v aterosklerotickych lézich.

Je piitomen téZ v plazmé jako solubilni protein, sCD40L. Stimulace
okiny (interleukinem-1, TNF-a, INF-y) zvyiuje expresi CD40L na povrchu bungk.
Interakce mezi CD40 a jeho ligandem spousti tvorbu prozanétlivich
fediétorfz, jako jsou cytokiny, adhezni molekuly, matrix odbourdvajici enzymy a
"It'ké.flOV}'/ faktor {Schonbeck, 2000),

Je prostfedkem fidictho vlivu T-lymfocytll na ostatni slozky zanétlivych
‘procesit v aterosklerotickém platu (Mach, 1998).

| Solubilni CD40L se zvySuje u akutnich koronirnich pithod. U nemocnych
nestabilni anginou pectoris je zvySeni sCD40L ukazatelem zvySeného rizika
orondrni pfihody (Heeschen, 2003) a moZného benefitu z protidesti¢kové 1écby
:_: abeiximabem (Heeschen, 2003).

Oxidované formy LDL mohou podporovat expresi CD40 a CD40OL v
:'_'ateroskierotickém platu, kterd byla spolu s hladinou LDL-cholesterolu sniZena
ledbou statiny (Schonbeck, 2002).

ZvySené hladiny sCD40L byly nalezeny u nemocnych s familideni

hypercholesterolemii a 1é¢ba statiny vedla k jejich sniZeni (Semb, 2003).
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Snizeni hladiny cholesterolu v krvi mélo za nasledek redukei CD40 i CD40L,
- .aktivity matrixovych metaloproteindz, zvySeni obsahu kolagenu v
érqtickém platu a sniZeni hladiny tkatlového faktoru. To vSe piispiva ke
étéi aterosklerotickych plata.

‘Sledovanim hladiny CD40L lze ziskat informaci o imunitnich a zanétlivych
jich v aterosklerotickych platech a o jejich stabilité. Podle naSich nejlepgich

alosti nebyly zmény hladin CD40L béhem LDL-aferézy v literatufe popsény.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1, Charakteristika souboru

VySetfovany soubor tvofilo celkem 9 pacientl, pét muzi a Styfi Zeny, s téZkou
familiarni hyperlipidemii, 1é¢enych LDIL aferézou na principu imunoadsorpce. .
Jejich primémy vek byl 48 + 16 let, rozmezi 19 — 61 let, median 57 let. Pét pacientd
mélo Cistou hypercholesterolemii, jednalo se 0 homozygoty FH nebo heterozygoty
s tézkou formou FH. Cty¥i nemoeni méli kromé zvysencho cholesterolu také zvysene
triacylgyceridy — jednalo se o dva nemocné s tézkou formou FCH a dva
“heterozygoty FH..
Pacienti byli vybirani specialisty na problematiku dyslipidemii Kliniky
erontologické a metabolické Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Institutu
Kklinické a experimentalni mediciny (IKEM) Praha a u viech bylo prokazino
_: 'aterosklerotické postiZeni.

Klinicka data nemocnych jsou uvedena v Tabulce 1.

abulka 1. Klinicka charakteristika nemocnych lééenych LDL-imunoadsorpei

Pacient dislo L[ 2 [ 3[4 5 [6 7809
Pohlavi M| M| M| M F F F F | M
Vék (v letech) 61 | 56 | 61 | 38 | 19 | 58 | 60 | 26 | 57
Zvyieni TAG 6|+ ] o] +0 ] = o]0+
BMI 22.8 1298 31,1 | 28,4 2343201831193 324
;'Hypertenze 0 + 0 0 O 0 + 0 +
Didbetes mellims | 0 | + | 0 | 0 ] 0 | 0 [0 ] 0]~
CHS o+ 1o+ 0]+ 10 ] o0]0
Ischemicka CMP 0l o0+ ] oo o] o] o]0
f-I__CHDK oL 0|+ 10 0 0O | + ] 0O
"'i_.._teroskleréza + + + + + + + + +

M = muz F = Zena, TAG = triacylglyceridy, BMI = body mass index, ICHS = ischemickd
horoba srdecni, Ischemicka CMP = ischemickd cévni mozkovd piithoda, ICHDK =
Ischemickd chovoba dolnich koncetin



.- K porovnani primémych hodnot vybranych parametré u nemocnych
rimémymi hodnotami u zdravych jedinct nam slouZil kontrolni soubor viz

bhulka 2.

Tabulka 2. Primérné hodnoty kontrolniho souboru

parametr N prumér = SD
P-selektin {(ng/mi) 23 82+3
E-selektin {(ng/ml) 130 46,25 + 17,15
MCP-1 {pg/ml) 37 461 + 130,5

N = pocet hodnot; SD = hodnota smérodatné odchylky

. Material a metody

4.2.1. Imunoadsorpce LDL cholesterclu

Na pracovi§tt hemaferézy Fakultni nemocnice v Hradci Kralové se od roku
996 provadéji LDL-aferézy metodou imunoadsorpce.

Pacientova plazma je oddélena od krevnich t&lisek pomoci separitoru s
continualnim  pritokem Cobe Spectra (COBE BCT inc.,, Denver, CO, USA),
_pracujicim na principu centrifugace. Je uZivan program verze 7.0 a separalni sety .
777-005-000 stejné firmy.

Plazma je vedena do adsorpéné - desorpéniho automatu ADA nebo ADAsorb
(Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery #di stfidavé plndni (adsorpei)
promyvani (regeneraci, desorpci) dvou imunoadsorpénich kolon LDL-Lipopak
Pocard Ltd., Moskva, Rusko).

Kolony obsahuji na sefardzovy gel navazané polyklonadlni ovéi protilatky
roti lidskému apoBg. Pfi prichodu kolonou jsou z plazmy odstrafiovany LDL-
astice a oCisténd plazma se po spojeni s krevnimi t&lisky vraci zpét do ob&hu
acienta. KdyZ je kapacita kolony vyCerpana, adsorpéné-desorpéni automat odkloni
tok plazmy do druhé kolony a zdroven zahaji regeneraci prvni kolony roztokem
- glycinového pufru o pH 2,4 (Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery
- uvolfiuje vazbu mezi protilatkami a apoBg. Nasledné je pH v kolon& upraveno
- roztokem PBS pufiru o pH 7,4 (Medicap Clinic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery

je po té odstranén pomoci fyziologického roztoku. V automatu tak soudasné jednou
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ll_:la'z'ma a drubd kolona je regenerovana. Toto sekvenéni pouZiti
lesorp vede k teoreticky neomezené kapacité systému, coZ mé vyhodu
i délky procedury podle individudlnich potfeb pacienta.

sicladem pro volbu délky LDL-aferézy je vstupni hodnota celkového a LDL-

__Vé hodnota celkového cholesterolu po ukonceni LDL-aferézy byla

Mezi jednotlivymi LDL-aferézami jsou regenerované kolony skladovany pii

C, naplnény roztokem PBS pufru spifimési 0,01% azidu sodného
ca Cﬁhic, GmbH, Ulrichstein, Némecko), ktery je pfed daldim uZitim zcela
strang f}?ziologickym roztokem (5000 ml F 1/1 na kaZzdou kolonu). Vzhledem
ng:;té_ﬁzidu sodného je zvykem pozvat nemocného k zahdjeni LDL-aferézy az po
on m procesu vymyvani roztoku azidu sodného. RovnéZ po ukondeni terapie
.-;..k'_(;)_iony opét plnény PBS pufrem s pfimési azidu sodného aZ po odchodu
ocného z oddéleni.

U vdech nemocnych jsou uZivany dva periferni vendézni vstupy. K
agulaci je pouZit heparin (Heparin Lédiva inj., Ceska republika), podany v
du formou jednordzové davky 2500 j. i.v. a ndsledné kontinualni intravendzni
fuzi 50 j/min. s postupnym sniZovanim davky od poloviny LDL-aferézy az
;s}_cdnym vysazenim heparinu) a roztok citratu ACD-A (500ml roztoku obsahuje:
selina citronova 4,0 g, citrdt sodny 11,0 g, glukdza 12,25 g; vyrobee Baxter S.A.,

ssines, Belgie), ktery je kontinuélné ptidavan k plné krvi z ptivodné Zily.

2 2. Laboratorni metodika stanoveni

Pacientim byly odebrany vzorky krve pred a bezprostiedné po provedené
EDL»aferéze, z ni ziskané vzorky plazmy &i séra byly thned zmraZeny a uchovavany
st teploté ~40°C.

K detekei hladin vybranych ukazateld aterogeneze jsme wuzili metody

enzymoimunoanalyzy (EIA) — ELISA a chemiluminiscen¢ni analyzy LEIA.



ELISA (Enzyme Linked Immuno ~ Sorbent Assay) je variantou heterogenni
IA ; ako kaZda imunochemické technika vyuZivé reakce Ag-Ab, kdy je na Ag
lentné vdzan vhodny enzym. Heterogenni EIA vyuZiva pro separaci Ab &
u imunosorbentu, kdy jedna ze sloZek je zakotvena na pevné fazi
hazkova, 1986).

¢ diky ELISA je moZno délit na kompetitivnl a nekompetitivni, lze jimi
zovat. jak pfitomnost antigenu tak protilatek (Litzman, 1998).

-ELISA kompetitivni se znacenym antigenem

fi‘_ této metod€ soutéZi Ag séra pacienta s Ag znaenym enzymem o vazbu
ané mnoZstvi specifickych Ab, které jsou navazany na pevnou fazi
yrénové zkumavky, titraéni desticky, apod.). Vznikaji komplexy Ag-Ab a Ag
¥ éﬁzymaticky}Ab. Promytim zbavime pevnou fazi pfebytki jak znadeného,
: ntova Ag a po phidani substritu méfime aktivitu enzymu, ktery je
-l'ex_ﬁ Ag (znaceny enzymaticky)-Ab. Mezi aktivitou enzymu a koncentraci Ag
h:’cﬁ_)'_'.f\fé séru je tméra neptima (Noviakova, 1993).

. ] ELISA nekompetitivni se znaenym antiimunoglobulinem

Vieto metodé je Ag navézan na pevnou fazi a prokazujeme mnoZstvi

ky ptitomné v séru pacienta, které ptiddme do nddobek s navazanym Ag. Po
u komplexu Ag-Ab muizeme stanovit pomoci enzymem znadenych
winoglobulind pfimo specifickou tfidu Ab piftomnych v séru. Zde je améra

vakova, 1993)

1.1. Kvantitativn{ stanoveni sP-selektinu v lidské plazmé

cip metody: nekompetitivai ELISA
-SOﬁpravy: “souprava Parameter®human sP-selectin Immunoassay, firmy R&D
' Systems (Minneapolis, USA)
e mikrotitraéni desticka s navazanou protilatkou
» kalibratory (0,00; 0,82; 7,28; 18,83; 30,76; 45,94 ng/ml)

® rtoztok pro fedéni vzorki
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.o koncentrovany konjugit (polyklondlni protilatka proti sP-selektinu
znadena peroxidazou)
e roztok pro fedéni konjugatu
e pozitivni kontrola
e koncentrovany promyvaci roztok
e substrat (tetramethylbenzidin)

s stop roztok

ava reagencii: Phipravime promyvaci roztok nafedénim koncentratu
tilovanou vodou vpoméru 1:25; pozitivni kontrolu a vySetfované vzorky
{me roztokem na fedéni vzorkli v poméru 1:20 (25 ul kontroly resp. vzorku +

‘ul roztoku pro fedéni vzorkad).

stni postup: 1. Soupravu vytemperujeme na pokojovou teplotu.

2. Do jamek mikrotitracni desticky pipetujeme 100 ul kalibrator,
pozitivni kontroly a vy3etfovanych vzorkil plazmy.

3. Pfidame 100pl enzymového konjugatu do viech jamek
mikrotitra¢ni desticky.

4. Piekryjeme adhezivni folif a inkubujeme pii pokojové teploté
60 minut.

5. Vylijeme zbytek obsahu jamek a dikladné promyjeme kazdou
jamku 3x promyvacim roztokem (300 pl), vysuSime poklepem na
savy papir.

6. Pipetujeme 100ul substratu do kazdé jamky, pfekryjeme novou
adhezivni folii.

7. Inkubujeme pii pokojové teploté 15 minut.

8. Reakci ukonéime pfidanim 100ul stop roztoku do kazdé jamky,
dochazi ke zméné barvy z modré na Zlutou.

9. Jemné promichame obsah jamek a béhem 30 minut od zastaveni
reakce méfime absorbanci pfi vinové délce 450 nm s uZitim

referencniho filtru o vinové délce 620-650 nm.
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ace solubilniho P-selektinu se ziska odeétenim z kalibra¢ni kfivky

norma — koncentrace 51-113 pg/l.

2. Kvantitativni stanoveni sE-selektinu v lidské plazms

ctoay: nekompetitivai ELISA

Systems (Minneapolis, USA)
mikrotitra¢ni desticka s navazanou protilatkou
kalibritory (0,00; 0,51; 2,55; 4,88; 7,74; 10,20)
roztok pro fedéni vzorkd
koncentrovany konjugat (polyklonalni protilatka proti sE-selektinu
znadena peroxidézou)
roztok pro fedéni konjugatu
pozitivni kontrola
koncentrovany promyvaci roztok
substrat (tetramethylbenzidin)
stop roztok

adhezivni folie

‘reagencii: Piipravime promyvaci roztok nafedénim koncentratu

Ill 'postup: 1. Soupravu vytemperujeme na pokojovou teplotu.

2. Do vSech jamek mikrotitracni destiCky pipetujeme 100ul
nafedéného enzymového konjugatu.

3. Pipetujeme 100ul kalibrator(, nafedénych vzorkd a nafedéné
pozitivid kontroly.

4. Piekryjeme adhezivni folii a inkubujeme pfi pokojové teploté
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90 minut.

. Vylijeme zbytek obsahu jamek a dikladné promyjeme kazdou

jamku 5x promyvacim roztokem (300 ul), vysugime poklepem
na savy papir.
Do v3ech jamek pfidame 100 pl substratu, prekryjeme novou

adhezivai folii.

. Inkubujeme pii pokojové teploté 30 minut.

. Reakci ukonc¢ime pfidanim 100 pl stop roztoku do kazdé jamky,

dochazi ke zméné barvy z modré na Zlutou.
Jemn¢ promichame obsah jamek a béhem 30 minut od zastaveni
reakce méfime absorbanci pii vinové délce 450 nm s uZitim

referenéniho filtru o vinové délce 620 nm.

ntrace solubilntho E-selektinu se ziskd odeétenim z kalibra¢ni kiivky (v

rma — koncentrace 29,1 - 63,4 ug/l.

3. Kvantitativai stanoveni monocytérntho chemotaktického proteinu-1

- (MCP-1) v lidské plazme

. nekompetitivai ELISA

. souprava Quantikine®human MCP-1 Immunoassay, firmy R&D

Systems (Minneapolis, USA)
mikrotitracni desti¢ka s navazanou protilatkou
kalibratory (0,0; 31,2; 62,5; 125,0; 250,0; 500,0; 1000,0 pg/ml)
roztok pro fedéni vzorkd
konjugat (polyklondlni protilatka proti MCP-1  znadena
peroxidazou
koncentrovany promyvaci roztok
substrat A (tetramethylbenzidin)
substrat B (peroxid vodiku)
stop roztok (2M H,SO4)

adhezivni folie
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4,

10.

:eagéncii: Nafedime vySetfované vzorky roztokem pro ¥edéni vzorkd
1 (250 ul vzorku + 250 pl roztoku pro fedéni vzorkd), pfipravime
roztok nafedénim koncentrdtu destilovanou vodou v poméru 1:25;

\ .2 substrdt B smichdme v ekvivalentnim poméru asi 15 minut pfed

. Soupravu vytemperujeme na pokojovou teplotu.

. Do jamek mikrotitracni desti¢ky pipetujeme 200 ul kalibratord a

vySetfovanych vzork(.

Piekryjeme adhezivni folif a inkubujeme pfi pokojové teploté

2 hodiny.

Vylijeme zbytek obsahu jamek a dikladné promyjeme kazdou
jamku 3x promyvacim roztokem (400 pl), vysusime poklepem
na savy papir.

Ptidame 200 pl konjugatu do vSech jamek mikrotitraéni destidky
a prekryjeme novou adhezivni folil.

Inkubujeme pii pokojové teploté 2 hodiny.

. Opakujeme krok &.4 (vyliti obsahu jamek, dikladné promyti a

vysuSeni)

Do vSech jamek pipetujeme 200 pl substratu a inkubujeme pii
pokojové teploté 30 minut.

Realkei ukon¢ime pfidanim 50 pl stop roztoku do viech jamek,
dochazi ke zméné barvy z modré na Zlutou.

Jemné promichdme obsah jamek a b&¢hem 30 minut od zastaveni
reakce méfime absorbanci pfi vinové délce 450 nm s uZitim

referenéniho filtru o vinové délce 620 — 650 nm.

ncentrace MCP-1 se ziska odeCtenim z kalibradni kfivky (v pg/ml).

ormalai plazmatické hodnoty jsou 200,0 - 722,0 pg/l
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antitativni stanoveni molekuly sCD 40L, v lidském séru

dy: nekompetitivni ELISA

_pravy:_ souprava Quantikine®human soluble CD 40 Ligand Immunoassay,
* firmy R&D Systems (Minneapolis, USA)
_ mikrotitraéni desticka s navazanou protilatkou
| kalibratory (0,0; 62,5; 125; 250; 500; 1000; 2000; 4000 pg/ml)
“koncentrovany promyvaci roztok
roztok pro fedéni vzorkd
- konjugat (protilatka proti sCD 40L znadena peroxidazou)
substrat A (tetramethylbenzidin)
substrat B (peroxid vodiku)
stop roztok (2M H,S80;)

pozitivni a negativai kontrola

cagencii: Pfipravime promyvaci roztok nafedénim koncentratu
Z _i_}odou v poméru 1:25, nafedime vySetfované vzorky roztokem pro
rkl v poméru 1:5 (50 ul vzorku + 200 pl roztoku pro fedéni vzorkd).

‘substrat B smichime v ekvivalentnim mnoZstvi ne vice neZ 15 minut

1 Soupravu vytemperujeme na pokojovou teplotu.

2. Do jamek mikrotitraéni desti¢ky pipetujeme 100 ul kalibratord,
kontrol a nafedénych vzorki a prekryjeme adhezivai folii.

3. Inkubujeme pfi pokojové teploté 2 hodiny na orbitalni tiepadce.

4. Vylijeme obsah jamek a ddkladné promyjeme 4x promyvacim
roztokem (400 ul) kazdou jamku a vysudime poklepem na savy
papir.

5. Do v3ech jamek pipetujeme 200 ul konjugatu a piekryjeme novou
adhezivni folii.

- 6. Inkubujeme pfi pokojové teploté 2 hodiny na orbitalni tfepadce.

7. Opakujeme krok ¢.4 (vyliti obsahu jamek, promyti a vysuSeni)

8. Do viech jamek pipetujeme 200 ul substratu,
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9. Inkubujeme pfi pokojové teploté 30 minut v temnu.
10. Reakei ukon€ime pfidanim 50 pl stop roztoku do kazdé jamky,
dochézi ke zméné barvy modré na Zlutou.
11. Jemné promichédme obsah jamek a béhem 30 minut od zastaveni

reakce méfime absorbanci pfi vinové délce 450 nm s uzitim

referenéniho filtru o vinové délee 540 — 370 nm.

LEIA

A (luminoenzymoimunoanalyza) patii mezi enzymoimunoanalyzy, jejichz
n s-1gn.élem je luminiscence.

to techniku jsme uZili ke stanoveni hsCRP v lidském séru, kdy pevnd faze
HoVa partikule) potazend polyklonalnf protildtkou proti hsCRP je
se sérem pacienta a s konjugdtem, po promyti je pfidan vhodny substrat,
.ﬁ'soﬁenim enzymu je pieménén na luminiskujici produkt. Intenzita

je pfimo Gmérné koncentraci hsCRP v séru.

_Kvantitativni stanoveni ..high sensitivity* C-reaktivniho proteinu (hsCRP)

‘v lidském séru

ctody: LEIA
oupravy: souprava Immulite®High Sensitivity CRP, firmy DPC
. (Los Angeles, USA)
» plastové nadobky na vzorky
¢ reagencni nadobky s polystyrenovou kuli¢kou potaZzenou

protilatkou proti hs CRP
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o nadobka s konjugitem (anti-hs CRP protilatka konjugovana s
alkalickou fosfatdzou)
e roztok pro fedéni vzorkl
.o koncentrovany promyvaci roztok
e pozitivni a negativni kontrola

@ chemiluminiscenéni substrét

p: 1. Soupravu vytemperujeme na pokojovou teplotu.
2. Pipetujeme 100 ul pfedfedénych sér ¢ kontro! do plastovych
nadobek.
3. Déle je stanoveni provedeno a vyhodnoceno automaticky na
pfistroji IMMULITE, DPC.
_-Is:y.se vyjadiuji v mg/l.
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parametrickym ¢ — testem (tzv. Studentovym testem) v pfipadé

normaintiho rozloZeni dat

neparametrickym Wilcoxonovym testem v pfipadé nenormalniho

rozlozent dat,

vysoka statisticka vyznamnost p < 0,001
stfedni statistickd vyznamnost p (0,001 - 0,01)
nizka statisticka vyznamnost p (0,01 - 0,05)
bez statistické vyznamnosti p > 0,05
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g_tfovan)'/ soubor tvofilo celkem devét pacientl, pét muzd a &tyfi Zeny
'farﬁiliémi hyperlipidemii, 1éfenych ILDL-aferézou na principu
b@éé. U v8ech bylo prokézéano aterosklerotické postiZeni.

dovali jsme bladiny vybranych ukazatelil aterogeneze a jejich zmény po
ézé' ':'Souéasné jsme pétrali po moZné korelaci mezi jednotlivymi parametry.
“o solubilni formu adheznich molekul sP-selektin, sE-selektin,
-aifm{'éhemotaktick)? protein — 1 (MCP-1), hsCRP a molekulu sCD 40L.
stéﬁoveni hladin vySetfovanych markert v plazmé jsme pouZili metod
iunoanalyzy a chemiluminiscenéni analyzy.

_n_c_enf’race sledovanych parametri u nemocnych pfed a po aferéze jsou
Z’abulce Jad

Statistické zhodnoceni podsouboréi ,,PRED a ,,PO“ (aferéze) je uvedeno

tf;’;ﬁ(’)Veni sP-selektinu v plazmé byla pouzita metoda ELISA, souprava
- human sP-selectin, firmy RDS (USA). Primérna koncentrace sP-selektinu
o souboru (n=23)byla 82 + 3 ng/ml.

.:.Plodsoubor ~P-selektin PRED“ (n = 26) s aritmetickym primérem
251,67+ 193 vykazoval normélni rozdéleni (p > 0,20).

._...Podsoubor »P-selektin PO“ (n = 26) s aritmetickym primérem 164,74
5 + 140 vykazoval téz normalni distribuci hodnot (p = 0,098).

_.O._E_in{;ty sP-selektinu nemocnych pfed aferézou byly ve srovnani
1 kontrolniho souboru signifikantné zvyseny (p = 0,0001).

_k_l_'es koncentrace sP-selektinu po aferéze byl statisticky signifikantni
0062: tj. stfedni statistickd vyznamnost) a je zndzornén v Grafu I. Neved! viak
fa ;aéi hladiny sP-selektinu.

Pok es sP-selektinu koreloval na hranici statistické vyznamnosti s poklesem

po _'DL aferéze (r = 0,4063; p = 0,0488) a je zndzomén v Grafu 6.
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jektin

anoveni sE-selektinu v plazmé byla stejné jako v predchozim pipadé
technika ELISA, souprava Parameter human sE-selektin, firmy RDS (USA).
oncentrace sB-selektinu kontrolniho souboru (n = 130) byla 46,25 +

e Podsoubor ,,E-selektin PRED* (n = 26) s aritmetickym primérem
58,82 + 43 vykazoval normalni rozdéleni (p > 0,20).

s Podsoubor ,E-selektin PO* (n = 26) s aritmetickym primérem
51,92 £ 53 mél opét normalni distribuci hodnot (p > 0,20).

a_dnoty sE-selektinu nemocnych pied aferézou byly oproti hodnotdm

lﬁiﬁﬁé'soubom statisticky signifikantné zvygeny (p = 0,0116).

m"ény koncentrace sE-selektinu pfed a po aferéze nebyly statisticky

ihi_ {p = 0,1773, tj. bez statistické vyznamnosti) a jsou vyjadieny v Grafu 2.

B _I:a'.nalezena statisticky signifikantni korelace sE-selektinu s molekulou sCD

d:."af_erézou (r=0,6098; p= 10,0016} a je znazornéna v Grafu 7.

ake pokles hladiny sE-selektinu koreloval statisticky vyznamné s poklesem

OL po aferéze (r = 0,7370; p < 0,0001; tj. vysoka statistickd vyznamnost) a je

m'e_n:-' Grafem 8.

nocytarni chemotakticky protein — 1 (MCP-1)

Ke stanoveni MCP-1 v plazmé byla pouZita metoda ELISA, souprava
_kiﬁe human MCP-1, firmy RDS (USA). Priméma koncentrace MCP-1
Intho souboru (n = 37) byla 461 + 130,5.

e Podsoubor ,MCP-1 PRED" (n = 26) s aritmetickym primérem
258,60 £ 112,5 vykazoval normalni distribuci hodnot (p > 0,20).

» Podsoubor ,MCP-1 PO* (n = 26) s aritmetickym primérem 188,24

+ 101 vykazoval opét normalni rozdéleni (p > 0,20).

Koncentrace MCP-1 pfed aferézou statisticky vyznamné korelovala s

entraci hsCRP (r = 7655, p < 0,0001) a je zndzornéna Grafem 9.
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Také pokles hladiny MCP-1 koreloval statisticky vyznamné s poklesem
RP po aferéze (r = 0,6755; p = 0,0003) a je vyjadfen Grafem 10.

V. ,high sensitivity” C-reaktivni protein (hsCRP)
Ke stanoveni hsCRP vséru byla pouZita chemiluminiscenéni analyza,
uprava IMMULITE High Sensitivity CRP (DPC, Los Angeles, CA, USA). Norma
Encentrace CRP <5 mg/l
o Podsoubor ,hsCRP PRED* (n = 51) s aritmetickym primérem
2,43 + 2,2 vykazoval normalni distribuci hodnot (p = 0,084).
s Podsoubor ,hsCRP PO* (n = 51) s aritmetickym pramérem 2,14
+ 2 vykazoval normalni rozdéleni (p = 0,141).
Pokles koncentrace hsCRP po aferéze nebyl statisticky signifikantni (p =
'{_)5; tj. bez statistické vyznamnosti) a je znazomén Grafem 4,
Koncentrace hsCRP pied aferézou statisticky vyznamné korelovala
ncentraci MCP-1 (r = 0,7655; p < 0,0001) viz Graf 9.
~ Pokles koncentrace hsCRP vykazoval statisticky vyznamnou korelaci
ncentraci MCP-1 po aferéze (r = 0,6755; p = 0,0003) viz Graf 10 a korelaci na

ici statistické vyznamnosti s koncentraci sP-selektinu po aferéze (r = 0,4063; p =

e Podsoubor ,,sCD 40L PRED“ (n = 51) s medianem 70,5 vykazoval
nenormalni distribuci hodnot (p < 0,01).
* Podsoubor ,,sCD 40L PO* (n = 51) s medianem 63,9 vykazoval
nenormalni distribuci hodnot (p < 0,01).
Pokles koncentrace sCD 40L po aferéze byl na hranici statistické
namnosti (p = 0,0454) a je vyjadfen Grafem 5.
Koncentrace sCD 40L pred aferézou statisticky vyznamné korelovala

neentraci sE-selektinu (r = 0,6098; p = 0,0016) viz Graf 7.
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2 pred 821,3 65,7 277.1

2 pred 88,1 449 362,6
2 pred 299,9 12,6 448,2
-7 pred 4813 63,9 266,4

7 pred 152,3 60,6 236,6
7 pfed 122,8 7.8 406,3
7 pred 87,9 14,7 4831
8 pred 95,7 446 116,2
8 pred 1105 477 145,3
8 pred 127.4 36,5 186,4
8 pred 641 73 166,7
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Graf ¢.1: Porovnani hladin sP-selektinu pfed a po aferéze
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Pokles koncentrace sP-selektinu po aferéze byl statisticky signifikantni
(p = 0,0062; tj. sttedni statisticka vyznamnost).

Graf &2: Porovnani hladin sE-selektinu pied a po aferéze
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Zmény koncentrace sE-selektinu pfed a po aferéze nebyly statisticky
signifikantni (p = 0,1773; tj. bez statistické vyznamnosti).
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Graf ¢.3: Porovnani hiadin MCP-1 p¥ed a po aferéze
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Pokles koncentrace MCP-1 po aferéze byl statisticky signifikantni
(p < 0,0001; tj. vysoka statisticka vyznamnost).

Graf &.4: Porovnani hiadin sCD 40L pied a po aferéze
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Pokles koncentrace sCD 40L po aferéze byl statisticky signifikantni
(p = 0,0454; tj. nizka statistickd vyznamnost.
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Graf £.5: Porovnani hladin hsCRP pied a po aferéze
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Zmeény koncentrace hsCRP pred a po aferéze nebyly statisticky signifikantni
(p = 0,1305; 4. bez statistické vyznamnosti.
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Grraf €.6: Korelace poklesp koncentrace sP-selektinu s koncentraci hsCRP
po aferéze (r = 0,4063; p = 0,0488; tj. na hranici statistické vyznamnosti)
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Graf €.7: Korelace koncentrace sE-sektinu s koncentraci sCD 40L
pied aferézou (r = 0,6098; p = 0,0016; tj.st¥edni statistickd vyznamnost)
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Graf £.8: Korelace poklesu koncentrace sE-selektinu s koncentraci sCD 40L
po aferéze (r = 0,7370; p <0,0001; tj. vysoka statistickd vyznamnost.
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Graf £.9: Korelace koncentrace MCP-1 s koncentraci hsCRP pied
aferézou (r = 0,7655; p < 0,0001; tj. vysoka statistickd vyznamnost
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Graf €.10: Korelace poklesu koncentrace MCP-1 s koncentraci hsCRP
po aferéze (r = 0,6755; p = 0,0003; tj. vysoka statisticka vyznamnost.
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7. DISKUZE

Familiarni hypercholesterolémie je prokazatelné spojena s dysfunkei endotelu
povaZovanou za klinicky némou fazi aterosklerézy (Sampietro, 1997).

Je prokazano, Ze pravé zvySena hladina cirkulujicich LDL &astic je pkdinou
akumulace LDL v intimé arterii a mechanismem pogkozeni endotelu iniciuje proces
aterogeneze. Zmeny endotelidlnich funkci lze monitorovat pomoci vhodnych
markerti.

V nasi praci, ktera navazuje na vysledky pfedchozich studii, jsme se zam&fili
na zmény vybranych ukazatelli aktivace endotelu po LDL aferéze. Soudasné jsme
patrali po mozné korelaci mezi jednotlivymi parametry. Jednalo se o solubilni formu
adheznich molekul sP-selektin a sE-selektin, dale MCP-1, hsCRP a molekulu sCD
40L.

Vysetfovany soubor tvofilo devét pacientll, pét muZd a &étyfi Zeny s té¥kou
familiarni hyperlipidemii, 1éSenych LDL aferézou na principu imunoadsorpee. U
viech bylo prokdzano aterosklerotické postizeni.

Existuje mnoho zahrani¢nich studii, které se zabyvaly skupinou obdobnych
hyperlipidemickych pacientil, 1é¢enych metodou LDL aferézy. Zpravidla prokazuji
GCinnost lécby, ale mechanismus, jakym tyto metody ovliviiuji mikroprostredi
endotelu cév, neni zatim do detaitu prozkouman.

Plazmatické hladiny leukocytarnich adheznich molekul P- a E-selektinu jsou
povaZovany za ukazatele aktivace endotelidlnich bunék. Pomoci sledovani dynamiky
jejich hladin pii 1é¢bé LDL-aferézou jsme studovali moZny vliv zmén hladin
cholesterolu na adhezivni vlastnosti endotely.

Exprese P-selektinu je ukazatelem endotelialni a/nebo trombocytarni aktivace
(Somers, 2000). Podle poslednich znalosti, koncentrace sP-selektinu v plazmé odrazi
spiSe aktivitu endotelidlnich bunék. U mystho modelu aterosklerézy byla vétina
cirkulujicich molekul sP-selektinu endotelidlnitho plivodu (Burger, 2003). ZvySeni
hladiny sP-selektinu je povaZovano u nemocnych bez jiného zanstlivého onemocnéni
¢t traumatu za ukazatel kardiovaskularntho rizika (Hillis, 2002).

Hladiny sP-selektinu byly v nalem souboru nemocnych s t&fkou familiami
hypercholesterolemii signifikantné zvySeny i navzdory pravidelné 1é¢b& LDL-

aferézou. U nemocnych nebylo zjiiténo jiné akutni ani chronické zandtlivé
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onemocnéni. Zvysena hladina sP-selektinu ma pravdépodobnou souvislost s aktivitou
procesi aterogeneze, pfedeviim s aktivitou endotelidlnich bunek.

LDL-aferéza zpisobila signifikantni reprodukovatelny pokles sP-selektiny,
nevedla v8ak k normalizaci jeho hladin. Existuje moZna souvislost poklesu hladiny
P-selektinu s poklesem hladiny LD1-cholesterolu. LDL-aferéza pravdépodobng méla,
a to pfedeviim prostfednictvim poklesu LDL-cholesterolu za nasledek pokles
zvySené aktivity endotelu, kterou sP-selektin pfedevdim odrazi. Kromé pifmé
souvislosti se zménami LDL-cholesterolu je moZna i spojitost pozorovaného poklesu
hladin sP-selektinu s eliminaci ¢ naopak aktivaci nékterych daliich &initel& béhem
LDL-aferézy.

Pokles sP-selektinu po procedufe byl popsin také v pfipadé heparinem
indukované precipitace LDL-cholesterolu (metoda HELP firmy B. Braun,
Melsungen, Némecko), kde se viak, na rozdil od naseho souboru, na poklesu
podilela také eliminace P-selektinu v kolon& (Pulawski, 2002).

Prokdzali jsme téZ signifikantni korelaci poklesu hladiny sP-selektinu
s poklesem hsCRP po aferéze na hranici statistické vyznamnosti. Korelace
s ostatnimi sledovanymi parametry nebyly statisticky vyznamné.

Koncentrace E-selektinu ma pivod vyhradné v aktivovaném endotelu a je
povazovana za specificky ukazatel aktivace endotelu.

Podobné jako v pfipadé P-selektinu jsme zjistili signifikantni zvyieni bazalni
hladiny E-selektinu u nemocnych pied aferézou. Také Sampietro shledal ve své
studii signifikantni zvySeni primérné hladiny sE-selektinu u 8 nemocnych s
tamiliari hypercholesterolemii pfed pravidelné provadénou LDL-aferézou, v tomto
pfipad€ na principu dextransulfatové adsorpce pomoci systému Liposorber LA-15
(Kaneka Co., Osaka, Japonsko) (Sampietro, 1997).

Po LDL-aferéze nedoslo k signifikantnimu poklesu hladin sE-selektinu. Na
rozdil od naSich vysledkl viak Sampietro statisticky vyznamny pokles hladiny sE-
selektinu po LDL-aferéze prokazal (o 26%).

Dilvodem, pro¢ sP-selektin klesl a sE-selektin ne, miize byt odligna kinetika
sP- a sE-selektinu. Zatimco zmény u membrénového P-selektinu se pohybuji v fadu
minut, u E-selektinu jsou vyznamné pomalej$i. Je nutno zdfiraznit, 7e tato fakta se
netykaji solubilnich, ale membranovych selektinovych molekul. U solubilnich forem
neni rychlost zmén plazmatickych hladin do detailu zndma. Proto je otazkou, zda je

nasimi metodami detekovatelny pokles sE-selektinu béhem 3-4 hodin trvani LDL-
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aferézy viibec moZny, pokud neni zplisoben adsorpci v kolon& nebo v linkach
separacniho setu. Adsorpce v kolong byla v3ak ve studii Sampietra, ktery pokles sE-
selektinu po adsorpci LDL-cholesterolu na dextransulfat prokézal, vyloudena
srovnanim hladin pfed a po vstupu do kolony. Vyznamnd eliminace sE-selektinu
kolonami ur¢enymi k dextransulfatové adsorpci nebyla potvrzena ani v dald studii,
ktera prokazala také signifikantni pokles sE-selektinu po LDL-aferéze (Empen,
2002). Nejvetsi pokles E-selektinu byl pozorovan v ptipadé heparinem indukované
precipitace (31%), kde byla v3ak 1 nejvétsi vazba adheznich molekul v kolong, u
zbylych dvou metod klesl E-selektin o 6% (Empen, 2002). Tyto vysledky tedy
ukazuji, Ze alesponi v ptipadé dextransulfatové adsorpce je signifikantni pokles E-
selektinu, ktery nebyl zplsoben vazbou v kolong, moZny i v omezeném ¢asovém
intervalu béhem LDL-aferézy a Ze byl, stejné tak jako pokles sP-selektinu ve studii
nadi, zplsoben alespoil z ¢asti bud’ snizenfm syntézy a/nebo uvolfiovani molekul
nebo zvydenim jejich odbouravani, které nastalo béhem LDL-aferézy.

V nadi praci jsme také prokazali signifikantni korelaci hladiny sE-selektinu
s hladinou sCD 40L pted aferézou a statisticky vyznamnou korelaci poklesu hladiny
sE-selektinu s poklesem sCD 40L po aferéze. Korelace sE-selektinu s ostatnimi
parametry nevykazovala statistickou vyznamnost.

MCP-1 tidi migraci leukocyt do tkani postiZenych zan&tem (Butcher, 1991).
Jeho zvySeni je spojeno se zvySenym kardiovaskularnim rizikem (de Lemos, 2003).

Plazmatické hladiny MCP-1 byly v souboru nemocnych v normé, ve srovndni
s kontrolnim souborem dokonce niZ8i. Plazmatické hladiny MCP-1 po LDL-aferéze
statisticky signifikantné klesly. Na tomto poklesu se pravdépodobné vyznamné
podilela adsorpce MCP-1 v koloné.

Prokazali jsme také statisticky signifikantni korelaci hladin MCP-1 s hladinou
hsCRP pfed aferézou a vyznamné koreloval i pokles hladiny MCP-1 s poklesem
hsCRP po afercze.

Eliminace MCP-1 béhem LDL-aferézy miZe teoreticky kritkodobé omezit
chemotaxi monocyti a piispét k celkovému ptiznivému efektu LDL-aferézy.

Pokles hsCRP byl pozorovan u riznych extrakorporilnich eliminaGnich
metod LDL-cholesterolu. Redukei koncentraci CRP o 65% popsali shodné u metody
HELP Moriarty na souboru 4 pacientd a Wieland na souboru 13 pacientii (Moriarty,
2001 B, Wieland, 2002). Pokles 0 56% a 53% v piipadé adsorpce na dextransulfat
(DSA) publikovali u 6 pacient Kobayashi a u 7 nemocnych Kojima (Kobayashi,
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2002, Kojima, 2003). Srovninim nékolika metod LDL-aferézy se zabyval Otto, ktery
popsal primémy pokles o 62% u metody HELP (10 pacientd), 56% u DSA (15
pacientlt), a shodné 25% u imunoadsorpce (7 pacientd) a pfimé adsorpce lipidd
z pln¢ krve (DALI) (6 pacientl) pfi srovnatelném poklesu LDL-cholesterolu (Otto,
2001).

PoloCas CRP v plazmé je cca 19 hodin. Akutni pokles koncentrace CRP po
LDL-aferéze pravdépodobné neni pouze ndsledkem omezeni zanétlivych d&ji bshem
LDL-aferézy, ale nastal pravdépodobng z i jinych pi¢in. Na prvnim misté je tfeba
zvazit vliv nespecifické vazby CRP v elimina¢nim mediu. TéméF stoprocentni
eliminace v koloné byla potvrzena u metody DSA, kde viak byl popsan vice ne?
50% pokles koncentrace hsCRP po aferéze (Kojima, 2003).

Vsouladu s vysokou selektivitou eliminace LDL-cholesterolu metodou
imunoadsorpce nebyl u nami uZivanych kolon LDL-Lipopak nalezen statisticky
signifikantni rozdil mezi koncentraci CRP ve vzorku plazmy odebraném pred a po
aferéze. Na zdklad¢ téchto nalezd usuzujeme, Ze eliminace CRP kolonami neni
vyznamna, a pokud se viibec na poklesu CRP po LDL-aferéze uréitou mérou podili,
pak jist¢ neni jeho hlavni a jedinou pfi¢inou. Pfedpokladdme, Ze v eliminaci jinych
soucasti plazmy, neZ jsou molekuly obsahujici apolipoprotein Bygg, je imunoadsorpce
vzhledem k faktu, Ze odstraituje tyto molekuly specificky, nejméné 4&inna ze viech
extrakorporalnich metod eliminace LDL-cholesterolu. Je moZné, Ze proto pravé
imunoadsorpce odrazi zmény aktivity zdnétlivych pochodf, vyvolané samotnym
poklesem LDL, nejselektivngji. Pticina poklesu CRP je velmi pravdépodobng
multifaktoridlni a zahrmuje vyie zminéné vlivy,

CRP neni pouhym ukazatelem aktivity zanétu, ale pfimym d&astnikem a
spoustécim faktorem zanétlivych pochodd. Jeho pokles bghem LDL-aferézy
pravdépodobné neni pouze pasivnim nasledkem nastalych zmén, ale miZe vést
k dalsimu omezent prozanétlivych dé&jd. Tento efekt je u imunoadsorpce mensi ne? u
méné selektivaich metod LDL-aferézy a je pravdépodobné dodasny, nicméné pfi
dloubodobé 1é¢bé extrakorpordlni eliminaci LDL-cholesterolu byl pozorovéan
dlouhodoby vyrazny pokles hladiny CRP (Otto, 2001), ktery jiz lze povazovat za
odraz sniZené aktivity zanétlivych pochodi.

Pokles hladiny sCD40L po LDL-aferéze byl signifikantni (na hranici
statistické vyznamnosti) a mohl byt mimo jiné projevem sniZeni aktivity bungk

imunitniho systému nasledkem eliminace aterogennich &initeld béhem LDL-aferézy.
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Vnadi studii jsme také prokazali signifikantni korelaci koncentrace sCD 40L
s koncentraci sE-selektinu naméfenych pred aferézou a statisticky vyznamnou
korelaci poklesu hladiny sCD 40L s hladinou sE-selektinu po aferéze.

CDA40L je povaZovan za prostfedek fidiciho vlivu T-lymfocyth na ostatni
sloZky zanétlivych proces@ v aterosklerotickém platu (Mach, 1998). Lécba
nemocnych s téZkou familidrni  hypercholesterolemii LDL-aferézou tedy
pravdépodobné Gcinné redukuje spoustéci faktory aktivity aterogeneze. Vyznamnd

piima eliminace CD40L kolonami, stejné jako v pfipadé CRP, nebyla prokazana.
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8. ZAVER

Cilem nasi price, kterd navazuje na vysledky piedchozich studii, bylo ov&fit a
blize prozkoumat zmény v endotelovém mikroprostredi prostiednictvim sledovani
zmén vybranych ukazateld aktivace endotelu, a to u pacientli s FH 1é¢enych LDL-
aferézou. Pétrali jsme zejména po mozné korelaci mezi jednotlivymi parametry.
Jednalo se o adhezni molekuly sP-selektin a sE-selektin, MCP-1, hsCRP a molekulu
sCD 40L.

Podafilo se nim prokézat ve shodé s jingmi klinickymi studiemi statisticky
signifikantni pokles hladiny sP-selektinu, MCP-1 a ligandu sCD 40L po LDL-aferéze.

Pokles hladiny sE-selektinu a hsCRP nevykazoval statistickou vyznamnost.

Soucasné jsme pozorovali statisticky signifikantni korelaci hladiny sE-selektinu

s hladinou sCD 40 L a hladiny MCP-1 s hsCRP, v obou p¥ipadech pred i po aferéze.
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