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Uvod: LDL-aferéza je metoda extrakorporalni eliminace LDL-cholesterolu, pouZivana u pacienti se zavaznou hyperlipi-
demii, ktera je rezistentni na farmakoterapii a dietni opatfeni. Metoda je naro¢na medicinsky i ekonomicky a je proto Zadou-
ci hledat ukazatele urcujici optimdlni intenzitu i ¢etnost jednotlivych 1ééebnych procedur. Z dlouhodobého hlediska jsou
ukazatele jasné (zobrazovaci metody), chybi vSak vhodné markery aktualniho stavu. Podle né€kterych praci dochézi k nor-
malizaci poméru aktivovanych trombocytti. Neni vSak jasné, do jaké miry jsou funkéni zmény krevnich desticek vyjadreny,
jak jsou vyznamné a jak brzy se po lééebné proceduie pomeéry opét horsi. VySetfeni funkénich zmén krevnich desti¢ek pred
lééebnou LDL-aferézou a po ni je potencionalné rychlé a prinosné pro zprostiedkované sledovani aktivity aterogeneze a tedy
prinosné k medicinsky i ekonomicky optimalnimu vedeni 1é¢by LDL-aferézou. Uréeni vhodnych ukazatelti ti¢innosti této
1é¢by na dostate¢né sniZeni aktivity aterosklerdzy stale ztistava nedofeSenym problémem.

Metodika: Bylo pouZito vySetfeni analyzatorem Dade Behring PFA-100 (Marburg, Némecko), ktery umozZiiuje mérit
destickami zprostredkovanou hemostazu z nesraZzlivé krve. Metoda napodobuje aktivaci desticek mechanickou zatézi
a kolagenem in vivo. Sledujeme 9 pacientti s familiarni hypercholesterolémii (FH) (4 Zeny a 5 muz(1), median véku 55 let,
z nich 2 homozygoti.

VySetfeni agregaci trombocyti byla provadéna standardnim zptisobem na agregometru APACKS-4 (Helena Laboratories,
Beaumont, USA). Predné jsme ve vyzkumné sondé provedli standardni spektrum agregacni vySetfeni, kde jediné zmény byly
naznaceny po stimulaci ADP. Proto jsme dale vySetfili agregace s pouZzitim 3 rtiznych fedéni ADP — konkrétné 2,5 pmol/I,
1,25 pmol/l a 0,625 umol/1.

Vysledky: Ve viech pripadech se po separaci hodnoty CT (Closure Time) prodlouzily, avSak mira prodlouZeni CT po proce-
durach nedosdahla statistické vyznamnosti (p < 0,14). Nebyly rozdily mezi homozygoty a heterozygoty. V modifikovanych
testech agregace trombocytti dochazi po aferéze ke zmenseni strmosti agregacni kiivky a ke sniZzeni maximalni amplitudy
(p < 0,05).

Zaveér: Procedura LDL-aferézy u nemocnych s familiarni hypercholesterolemii zlepSuje poméry priméarni hemostazy. Modi-
fikovana vySetieni agregace trombocytti by mohla byt dalsim ukazatelem vhodnym ke sledovani aktivity procesu u téchto
téZce nemocnych. Jde vSak o relativné technicky a ekonomicky naro¢na vysetreni. VySetfeni analyzatorem PFA-100 je v kli-
nické praxi relativné 1épe dostupné, ale podle prvnich zkuSenosti se zda samostatné nevhodné pro aktudlni posouzeni
optimalni intenzity jednotlivych procedur LDL-aferézy.
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Background: LDL-apheresis is a method for extracorporeal LDL-cholesterol elimination, employed in patients with severe
hyperlipidemia refractory to pharmacotherapy and dietary measures. As the method is medically demanding and costly,
it is desirable to identify parameters defining optimal intensity and frequency of individual therapeutic sessions. While the
tools for long-term evaluation have been identified (imaging methods), appropriate markers of the current status are not yet
available. Some studies have suggested normalization of activated platelet function. However, it is not clear to what extent
the changes in platelet function are expressed, how important the changes are, and how soon the function deteriorates
again after a therapeutic session. Assessment of platelet function changes prior to and after LDL-apheresis is potentially
fast and beneficial for indirect monitoring of atherogenesis and, hence, contributes to the medically and economically
optimal guidance of therapy using LDL-apheresis. Appropriate tools for determining the efficacy of this therapeutic option
in adequate reduction of atherosclerosis activity are yet to be identified.

Method: The assessment was performed using a Dade Behring PFA-100 analyzer (Germany), allowing to measure
platelet-mediated hemostasis in non-coagulable blood. The method mimics in vivo platelet activation by mechanical stress
and collagen. Our group of patients included 9 individuals (4 women and 5 men) with familiar hypercholesterolemia, with
a mean age of 55 years; of these 2 were homozygotes.

Platelet aggregation was examined by standard method on an APACKS-4 aggregometer (Helena Laboratories, Beaumont,
USA). First, a standard spectrum-aggregation measurement was performed in a test probe with the only changes suggested
following stimulation with ADP. Next, aggregation was determined using 3 different ADP dilutions, specifically 2.5 umol/L;
1.25 umol/L a 0.625 pmol/L.

Results: While closure time (CT) increased in all cases upon separation, the degree of post-procedural CT increase did not
reach statistical significance (p < 0.14). No differences between homozygotes and heterozygotes were seen. In modified tests
of platelet aggregation, apheresis was followed by decreases in the aggregation curve slope and maximum amplitude
(p < 0.05).

Conclusion: In patients with familiar hypercholesterolemia, LDL-apheresis results in primary hemostasis normalization.
Modified assessment of platelet aggregation might become another suitable tool for monitoring the activity of the process
in these severely-ill patients. However, the assessment is a fairly technically demanding and costly procedure. While being
relatively more available, judging by initial experience, separate examination using the PFA-100 analyzer seems unsuitable

for current assessment of the optimal intensity of individual LDL-apheresis procedures.
Key words: Hemostasis — PFA-100 — LDL-apheresis — Atherosclerosis
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Proces aterosklerézy
a familiarni hypercholesterolemie (FH)

Ateroskleréza je loZiskovym degenerativnhim one-
mocnénim cév s tvorbou aterosklerotickych platt,
postihuje zejména velké a stredné velké tepny. V pri-
myslové vyspélych zemich patfi k nejcastéjSim pri-
¢inam umrti. V Ceské republice je vice nez 50 %
vSech umrti zptasobeno kardiovaskularnim onemoc-
nénim.*? V kontextu soucasného poznani fyziologie
i patofyziologie homeostazy predstavuji lipidy tstred-
ni rizikovy faktor v patogenezi ateroskler6zy.®# Pfi
komplexnim ptisobeni mnoha faktorti se chronické
¢i opakované poskozeni endotelu jevi jako duleZity
mechanismus v indukci endotelové dysfunkce a ate-
roskler6zy,® vyznamné urcuje i dalsi vyvoj. Klinicky
dopad aterosklerotickych zmén odpovida nejen je-
jich lokalizaci, ale také rychlosti rozvoje platu, vzniku
sekundarnich komplikaci a v neposledni fadé také
moznostem kompenza¢nich mechanismu. Zejména
tzv. nestabilni skleroticky plat je zatiZen vysokym
rizikem, nebot ruptura platu vede k obnaZeni vyso-
ce trombogennich substanci a tedy k dalsi aktivaci
hemostazy s rozvojem nasedajiciho trombu.® Atero-
skleréza muze vyrazné limitovat kvalitu i délku Zivo-
ta nemocnych. Snazime se tedy o komplexni pristup
v primarni prevenci, dale o optimalni oSetfeni jiz pri-
tomné 1éze a o posouzeni miry individualniho rizika
spole¢né s prevenci sekundarni.

LDL-aferéza je jednou z metod extrakorporalni
eliminace LDL-cholesterolu, pouziva se u pacientu se
zavaznou hyperlipidemii, ktera je rezistentni na far-
makoterapii a dietni opatfeni. Mezi takové patii né-
ktefi nemocni s vrozenou poruchou metabolismu
lipid1.” Familiarni hypercholesterolemie (FH) je do-
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minantné dédiéna choroba, jejiz podstatou je posti-
Zeni genu pro LDL-receptor. ZvySena koncentrace
LDL-¢astic v krvi nemocného je pri¢inou akcelero-
vané aterosklerézy a vede k predéasnym umrtim na
ischemickou chorobu srde¢ni. Heterozygotni jedin-
ci maji zhruba 50 % normaélniho poé¢tu funkénich
LDL-receptorti, koncentrace LDL-cholesterolu se po-
hybuje kolem 9-14 mmol/1. Vyskyt v nasi populaci je
1 : 500. Nemocni mivaji predc¢asné aterosklerotické
zmény cév a mohou mit Slachové xantomy, xantelaz-
mata na vickich a arcus cornae senilis. Terapie za-
hrnuje dietni a reZimova opatreni a medikamentézni
1écbu.® Pouze u 3-5 % nemocnych konzervativ-
ni terapie selhava. Vyskyt homozygotnich forem je
1 : 1 000 000. Nizké aktivité jejich rezidualnich LDL-
-receptortl odpovidaji i zvySeni koncentrace LDL-cho-
lesterolu v plazmé, které dosahuje mezi 16 az 30 mmol/1.
Ischemickéa choroba srde¢ni se u téchto jedincti vy-
20. roku zivota. Tito pacienti §patné reaguji na kon-
ven¢ni 1écbu. Metabolickd ti¢innost LDL-aferézy ko-
reluje se zpomalenim progrese ¢i dokonce s regresi
koronarni ateroskler6zy.”

Lécebna LDL-aferéza
a familidrni hypercholesterolemie

Prinos extrakorpordalnich elimina¢nich metod v te-
rapii indikovanych pacientt1 je nepochybny a podrob-
ny rozbor této problematiky se rozsahem vymyka
naplni této prace.

Lécebna LDL-aferéza je metodou specifickou a se-
lektivni, relativné bezpe¢nou a v klinické praxi ti€¢in-
nou. Synonymem je v odborné terminologii oznac¢eni
vazebna chromatografie ¢i imunoadsorpce. V roce 1981
ji popsal Stoffel® a v témzZe roce ji Borberg zavedl
do klinické praxe. Podstatou metody LDL-aferézy je
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Obr.1 Princip LDL adsorpce

imunoadsorpce (obrazky 1 a, 1 b). Plazma je nejprve
oddélena separatorem z plné krve a po smiseni s anti-
koagulaénim roztokem je kontinudlné promyvana ve
specidlni kolonég, v niZ jsou na povrchu sefarézového
gelu fixovany ovéi protilatky. Tyto protilatky jsou na-
mifené proti apolipoproteinu B100 (apoB100), ktery
tvori hlavni proteinovou slozZku LDL-cholesterolu.(0:11
V systému jsou umistény a stfidaveé zapojeny dvé kolo-
ny a tak v dobé, kdy v jedné koloné dochazi k elimi-
naci LDL-¢astic adsorpci na protilatky z protékajici
plazmy, ve druhé koloné dochazi k ¢isténi promy-
vanim pufrem o nizkém pH. V kyselém prostiedi se
uvolni a odplavi LDL-cholesterol, probiha tzv. desorp-
ce. Tak je moZno kaZzdou kolonu opakované regenero-
vat a pouZit v praxi aZ ke 100 cyklim vySe popsané
terapie.!'” Provadéni uc¢innych vykont je bezpecné
v rukou specializovanych pracovist.

LDL-aferéza je v soucasné dobé povaZovana za
metodu relativné bezpe¢nou a uéinnou. V priibéhu
jedné extrakorporalni lééebné procedury muZe byt
v zavislosti na pouZité technice sniZena koncentrace
LDL-cholesterolu o 60 azZ 80 % vychozi hodnoty a re-
dukovana je také koncentrace Lp(a), jenZ je také po-
vazovana za vyznamny aterogenni rizikovy faktor
u pacientu s FH.0? Soucasné bylo u poloviny pacien-
ta popsano zvys$eni HDL-cholesterolu az o 60 %.1%
Velka pozornost je vénovana sledovani t¢inku dlou-
hodobé 1écby na cévni, zejména koronarni systém,
kde byly doloZeny pfiznivé vysledky.©7'4 Zlepseni
ischemie myokardu a stabilizace aZ regrese procesu
aterosklerézy byla popsana i dal$imi autory u pa-
cientt s FH v dlouhodobé 1é¢bé LDL-aferézou.!¥

U homozygotti FH je LDL-aferéza povaZovana za
Zivot zachranujici vykon.0? Uginnost 1é&by ostatnich
nemocnych s FH Ize posoudit obtiZné (interpretace je
limitovana vékem, pridruZenou polymorbiditou atd.),
ale rada praci také zde prokazala 1éc¢ebny prinos LDL-
-aferézy.V Igarashi a spol.!'® uvadéji pozitivni zmény
jiz po jedné procedure LDL-aferézy u pacientti s hy-
percholesterolemii, kde stupenn redukce LDL-cho-
lesterolu primo koreluje se zlepSenim fyziologickych
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funkci endotelu (resp. s tipravou znamek endotelové
dysfunkce). Tamai a spol.!*® popisuji zvySeni endote-
lové syntézy NO po jedné LDL-aferéze a korelaci
s mirou dosaZené vazodilatace v reakci na infuzi ACH
(acetylcholin). Tyto prace dokladaji, Ze i jedna terape-
uticka LDL-aferéza vede v kratkém intervalu k pozi-
tivnim zménam v upravé fyziologickych funkci cévni
vystelky, endotelu. Dalsi prace popisuji priznivy Gci-
nek LDL-aferézy ve smyslu zvySeni rezistence LDL
k oxidaci,'” sniZeni exprese leukocytarnich adhez-
nich molekul,!® priikazna je normalizace aktivova-
nych funkci trombocyti'® a zlepSeni reologickych
pomérti.?% To vSe muZe vést ke zpomaleni progrese ¢i
dokonce k regresi sklerotickych zmén a ke stabilizaci
aterosklerotického platu se vSemi pozitivnimi dtsled-
ky. Nasledkem vyrazného sniZeni plazmatickych kon-
centraci a zasob cholesterolu v organismu se u ne-
mocnych s funkénimi LDL-receptory zvySuje jejich
pocet v bunéénych membranach."? V tomto smyslu
byl pozorovan vyrazny synergicky ucinek s farma-
koterapii statiny.!'? Pravidelna 1lé¢ba LDL-aferézou
zlepSuje perfuzi myokardu a sniZzuje némou ¢i zaté-
Zovou ischemii,®V to je pfisuzovéano zlepSeni pomért
v mechanismu endotelem zprostredkované vazodila-
tace.?224 V zavislosti na pouzité eliminac¢ni metodé
muze byt sniZena také plazmatické koncentrace fibri-
nogenu a viskozita, coZ ma pozitivni vliv na reologic-
ké poméry.(10:29

SOUBOR NEMOCNYCH A METODIKA

Sledovany soubor (tabulka I) tvofi 9 pacienttr s FH.
V tomto poctu jsou zastoupeny 4 Zeny a 5 muzi ve
veéku 17-59 let (prameér 46,4 let a median 55 let). Ge-
neticka porucha metabolismu lipidt je zde zastoupena
u dvou nemocnych v homozygotni formé a v hetero-
zygotni podobé u sedmi pacientt, z toho jedenkrat se
jedna o familiarni kombinovanou hyperlipidemii
(FCHL). Uvedeny soubor byl podroben co mozno §iro-
ké analyze, avSak zde prezentujeme pouze dil¢i vysle-
dek, dalsi byly publikovany jinde.2852
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Tabulka |
Soubor sledovanych pacientt

Pacient Pohlavi Vék (roky) Hyperlipidemie AS ICHS CMP ICHDK
1 Zena 17 Homozygot FH + 0 0 0
2 Zena 24 Homozygot FH + 0 0 0
3 Muz 36 FH + + 0 0
4 Muz 54 FCHL + + 0 0
5 Muz 55 FH + + 0 0
6 Zena 56 FH + + 0 0
7 Muz 58 FH + 0 0 0
8 Zena 59 FH + 0 + 0
9 Muz 59 FH + 0 + +

FH - familiarni hypercholesterolemie, FCHL — familiarni kombinovana hyperlipidemie, AS - prokizana pritomnost atero-
sklerézy, ICHS - ischemicka choroba srde¢ni, CMP - cévni mozkova piihoda, ICHDK - ischemicka choroba dolnich koncetin

Srovnavan byl klinicky stav a laboratorni parametry
v intervalech 3 meésict pri dlouhodobé 1é¢bé. Odbéry
krve probihaly cestou standardni venepunkce v péci
stalého personalu separa¢niho centra Oddéleni klinic-
ké hematologie, a to pred lécebnou LDL-aferézou i po
ni. Odbérova média, oznaceni a dalsi zpracovani bio-
logického materidalu bylo v souladu s laboratornimi
standardy zucastnénych akreditovanych pracovist,
jenz maji atesty pro jednotliva vySetfeni a pracuji dlou-
hodobé v systému GLP (Good Laboratory Practice)
s odpovidajici technikou (Oddéleni klinické biochemie
a diagnostiky, Ustav klinické imunologie a alergologie,
Oddéleni klinické hematologie FN Hradec Kralové).®?

Pii vybéru a zarazeni nemocnych jsme postupo-
vali v souladu s indikaénimi kritérii.®343% Na§ sou-
bor nemocnych s FH vznikl v roce 1996, od té doby je
sledovan a prubézné dopliiovan o nové indikované
pacienty. Nemocni jsou léceni a sledovani 2-9 let
(3,6 £ 0,5 let; mean *+ SD), tedy relativné dlouhou
dobu. Maji nékteré organové komplikace aterosklero-
zy (aortalni stendza, ischemicka choroba srdecni,
cévni mozkova prihoda, ischemicka choroba dolnich
konéetin) a jsou dlouhodobé ve spole¢né péci II. inter-
ni kliniky — Oddéleni klinické hematologie (OKH)
Kliniky gerontologické a metabolické Fakultni ne-
mocnice Hradec Kralové (FN HK) Vedle standardniho
vedeni dietnich i reZimovych opatfeni byli a jsou tito
pacienti zajisténi kombinovanou farmakologickou
terapii podle béZnych zasad. Soucasné probiha dlou-
hodoba a pravidelna 1é¢ba LDL-aferézou za standard-
nich opatfeni a podminek akreditovaného separac-
niho centra OKH FN HK. Intervaly mezi 1é¢ebnymi
procedurami byly fizeny podle pravidel, uznavanych
vétsinou soucasné literatury;® zasadni vyznam ma
podstatné sniZeni hodnot celkového cholesterolu, a to
pod 2 mmol/1 po procedure s tim, Ze do dalsi proce-
dury se ma zvysit jeho hodnota tak, aby se priimérna
hodnota (mean cholesterol level) u heterozygotti rov-
nala horni hodnoté normy. U homozygottl toho nelze
docilit; zde je uznavanym nejkrats$im intervalem me-
zi procedurami jeden tyden. Kratsi interval neni
obvykle moZny, protoZe to netoleruji pacienti, ani stav
Zil (opakované punkce separa¢nimi kanylami). V sou-
boru byl interval mezi dvéma 1é¢ebnymi LDL-aferéza-
mi 17,5 £ 1,6 dnt1 (mean + SD). Pouzivame adsorbery
Lipopak 400 (Pocard, Rusko). Technické podrobnosti
o procedurach jsme uvedli jinde.10:32:35

Shromazdéné udaje byly statisticky vyhodnoceny
na odborném pracovisti Univerzity Karlovy v Praze,
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Lékatské fakulty v Hradci Kralové. Pouzit byl softwa-
re: Statistica 6.0, StatSoft. Inc. (Tulsa, USA).

POUZITY VYZKUMNY PROGRAM

Hypotéza mozné racionalizace 1écby
LDL-aferézou pomoci sledovani funkénich zmén
primarni hemostazy

LDL-aferéza je metoda naro¢na medicinsky i ekono-
micky a je proto Zadouci hledat ukazatele urcujici opti-
malni intenzitu i ¢etnost jednotlivych léc¢ebnych proce-
dur. Z dlouhodobého hlediska jsou ukazatele jasné
(zobrazovaci metody), chybi vsak vhodné markery
aktualniho stavu. Nase pracovisté provadi LDL-aferézu
jako v soucasné dobé jediné v CR a ma b&hem 10 let
zkuSenosti zhruba s 1 200 procedurami. Béhem minu-
lych let jsme vyzkousSeli fadu markertl pro optimalni
fizeni terapie, které podle literarnich nebo vlastnich
zkuSenosti pripadaly v tivahu. Oproti literarnim uda-
jam®@627 se ukazaly nékteré z nich jako nevhodné
(napt. velikost krevnich desti¢ek nebo jejich hemato-
krit), jiné sice vhodnéjsi, ale htife kvantitativné hodnoti-
telné nebo obtiZnéji vySetritelné jak po strance technic-
ké, tak ekonomické — napr. né€které selektiny, MCP-1,
endotelin-1©® a dalsi. Urceni vhodnych ukazatelti ti¢in-
nosti této 1écby na dostatecné snizeni aktivity ateroskle-
rozy stéle zistava nedoreSenym problémem.®?9

V procesu komplikaci aterosklerézy hraje vyznam-
nou roli aktivita primarni hemostazy a podle né-
kterych praci dochazi k normalizaci pomeérti akti-
vovanych trombocytta. VySetfeni funkénich zmén
krevnich destic¢ek pred lé¢ebnou LDL-aferézou a po ni
je potencionélné rychlé a prinosné pro zprostredko-
vané sledovani aktivity aterogeneze, a tedy prinosné
k medicinsky i ekonomicky optimalnimu vedeni 1é¢by
LDL-aferézou. Jako soucast analyzy primarni he-
mostazy se mtiZze uplatnit vySetfeni agregace trombo-
cytt.?939 V poslednich letech se nadéje vkladaly do
novych metodik — napr. vySetieni komerénim analy-
zatorem Dade Behring PFA-100 — Marburg, Némecko
(PFA, Platelet Function Analysis).®! To vedlo k hypo-
téze, Ze by uvedené vySetfeni mohlo byt vhodnym
markerem téZ ke sledovani uc¢innosti LDL-aferézy.
Cilem na$i prace bylo tuto hypotézu ovérit.

Standardni a modifikovana vySetfeni
agregace trombocytu

VysSetreni agregaci trombocytti byla provadéna stan-
dardnim zpusobem na agregometru APACT-4 (Bioge-
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nics). V Kklasické agregometrii vyvolava postupna
tvorba agregatu zménu priichodu svétla, kterou lze
meérit a prezentovat v procentech oproti kalibraéni
kiivce a dale potom interpretovat. Ke sledovanym pa-
rametriim patfi strmost agrega¢ni krivky (tzv. slope,
[%/min]) a ¢asové tdaje popisujici prubéh agregacni
kiivky, z nich napf. maximalni amplituda agrega¢ni
krivky apod. Predné jsme ve vyzkumné sondé proved-
li standardni spektrum agregaéni vySetreni, pri kte-
rém se desticky stimuluji 10 umol/l1 ADP (adenosine
diphosphate), dale 300 pmol/1 adrenalinu, 10 pg/ml
kolagenu, 500 ug/ml kyseliny arachidonové a 1 500
ug/ml ristocetinu. Jediné zmény pri standardnich
testech byly naznaéeny po stimulaci ADP. Proto jsme
dale vysetrili modifikované agregace s pouzitim 3 rtiz-
nych redéni ADP — konkrétné 2,5 pmol/1, 1,25 pmol/1
a 0,625 umol/l. Bylo takto vyhodnoceno 88 agregac-
nich vySetfeni provedenych u 7 lé¢enych nemocnych
s téZkou FH a to pred LDL-aferézou a po LDL-aferéze.

VySetfeni primarni hemostazy
analyzatorem Dade Behring PFA-100

Bylo pouZito vySetreni analyzatorem Dade Behring
PFA-100 (Marburg, Némecko), ktery umoznuje meérit
destickami zprostfedkovanou hemostazu®!3% z mate-
rialu nesrazlivé, respektive citratové krve. Metoda na-
podobuje aktivaci desticek mechanickou zatézi
a kolagenem in vivo (obrdzek 2). PouzZitd membrana
v diagnostickém modulu je potaZzena kolagenem
(COL), tedy proteinem, ktery se obecné povazuje za

iniciadtor pocatecni fyziologické aktivace trombocyttr.
Dale jsme pouzili modul s membranou potaZenou
adrenalinem, resp. epinephrinem (vyrobce analyzato-
ru uziva oznaceni epinephrin, EPI) nebo ADP, tedy
dalsimi fyziologicky vyznamnymi agonisty agregace
trombocytti. Pritomnost téchto destickovych bio-
chemickych induktortt a vysoky stupen stfiznych sil
indukovany standardizovanym priitokem krve kapi-
larou vede k destickové adhezi, aktivaci a agregaci,
tim se postupné vytvari stabilni destickovy trombus
v mikroskopickém otvoru diagnostické kapilary.
Vystupnim parametrem je ¢as potiebny od aktivace
primarni hemostazy k uzavi'eni diagnostické kapilary
destickovym trombem, tzv. CT (closure-time), ktery je
ovlivnén stavem desti¢kovych funkeci.

Jako standardni screeningové testy pro zjisténi
dysfunkce primarni hemostazy se v soucasnosti pou-
Zivaji mérici moduly kolagen/epinephrin (COL/EPI),
k dalsi zakladni diferencialni diagnostice slouzi mo-
dul kolagen/ADP (COL/ADP). Timto se rozpoznaji
hlavni z defekttn primarni hemostazy, af jiZ primarni
¢i sekundarni etiologie (tabulka II). To vedlo k hypo-
téze, Ze by uvedené vySetreni mohlo byt vhodnym
markerem téZ ke sledovani ti¢innosti LDL-aferézy.

VYSLEDKY

Pro tiplnost zde uvadime nejprve vybrané ptivodni tida-
je, které dokumentuji pokles hlavnich a pro progresi

Tabulka Il
VySetfeni primarni hemostazy analyzatorem Dade Behring PFA-100
(Ptevzato a upraveno podle Dade PFA-100 Reagents, 2002)

POUZITY MODUL CASs

Norma COL/EPI: 82-150 s (3,2% citratova krev)
Norma COL/ADP: 62-100 s (3,2% citratova krev)

zdravy jedinec kyselina acetylsalicylova von Willebranduv syndrom
COL/EPI normalni ¢as prodlouZen ¢as prodlouzZen
COL/ADP normalni normalni ¢as prodlouzen
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Tabulka lll
Popisna statistika vybranych laboratornich parametrt

% diference

Spodni a horni hranice 95%

(post-pre)/pre x100 N Prumér procentni diference intervalu spolehlivosti pro praumér
Cholesterol celkovy 74 -67.0 -69.2 -64.8
HDL-cholesterol 72 -25.3 -26.7 -23.9
LDL-cholesterol 65 -82.2 -85.1 -79.4
TAG 73 -51.7 -56.4 -47.1
ApoA 74 -24.0 -26.2 -21.7
ApoB 69 -73.2 -76.4 -70.0
Lp(a) 49 -67.6 -73.0 -62.2
Viskozita plazmy 52 -15.2 -17.8 -12.5
Trombomodulin 126 -29.1 -32.8 -25.3
PAI-1 142 -1.3 -8.8 6.2
Fibrinogen 148 -21.7 -23.2 -20.3
VWF 145 -15.1 -19.0 -11.2

HDL - lipoprotein o vysoké hustoté (High Density Lipoprotein), LDL - lipoprotein o nizké hustoté (Low Density Lipoprotein),
TAG - triglycerid, ApoA - apolipoprotein A, ApoB - apolipoprotein B, Lp(a) — lipoprotein (a), PAI - inhibitor aktivatoru plaz-
minogenu (Plasminogen-Activator Inhibitor), vWF — von Willebranduav faktor

Poznamilca: Ze statistickych charakteristik je v tabulce prameér (mean), dale spodni a horni hranice 95% intervalu spolehli-
vosti pro pramér. Zvyraznény jsou zde statisticky vyznamné rozdily.

Vysledky byly ziskany pfi laboratornim sledovani
stejného souboru pacientti a ve stejném c¢casovém
obdobi, kdy byly sledovany také zmény primarni he-
mostazy pomoci analyzy PFA-100 a vySetreni agrega-
ci trombocyti. Zmény laboratornich parametrt pred
LDL-aferézou a po ni, resp. procentni diference hodno-
ty pred procedurou a po proceduie zde vyjadiuje po-
pisna statistika hodnot sledovanych parametra (tabul-
Ica ITI). Zvyraznény jsou vyznamné procentni diference
(. [100 x (hodnota pfied plazmaferézou — hodnota po
plazmaferéze)/hodnota pred plazmaferézoul), za vy-
znamné povazujeme vysledky, kde p < 0,05.

Pfi porovnani longitudinalniho vyvoje tidajti neby-
la nalezena statisticky vyznamna diference mezi la-
boratornimi parametry v obdobi prvnich 100 dnt po
zahéajeni 1écby a v obdobi 600 aZ 800 dnu od zaha-
jeni lécby LDL-aferézou. Porovnany byly pramérné
hodnoty parametrt pred LDL-aferézou, tedy primeér-
né ,pre-hodnoty*.

Vysledky modifikovanych vySetieni agregace
trombocytu pifed aferézou a po aferéze

Bylo provedeno a vyhodnoceno 88 modifikovanych
agregacnich vySetfeni u 7 lé¢enych nemocnych s téz-

Obr.3 Vysetfeni agregace trombocytt1 pfed LDL-aferézou
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Obr.4 VySetfeni agregace trombocytti po LDL-aferéze

Cor Vasa 2007;49(9):303-311



kou FH, a to pred lé¢ebnou procedurou LDL-aferé-
zy a po lééebné procedure. VySetrovany byly vzdy:
spontanni agregace a dale kfivky s pouzitim 3 rtz-
nych redéni ADP — konkrétné 2,5 pmol/1, 1,25 umol/1
a 0,625 umol/l. Typické vysledky jsou uvedeny
v obrazové priloze: 1. agregacni krivka u homozy-
gotni nemocné pred LDL-aferézou, pii redéni ADP
0,625 umol/1 (obrazek 3); 2. agregac¢ni krivka u stej-
né nemocné a pii stejném fedéni ADP (0,625 pmol/1),
ukazuje vysledek po 1é¢ebné proceduie LDL-aferézy
(obrazek 4). Je zretelné, Ze po vykonu dochazi ke
zmensSeni strmosti kfivky a ke sniZeni maximalni
amplitudy po 360 sekundach (maximalni amplitudé
v obrazové priloze odpovida oznaceni MAX, dale v za-
pisu a grafickém vystupu analyzatoru PFA-100 odpo-
vida oznaceni redéni pM jednotkam pmol/1).

Pii téchto agregac¢nich vySetrenich jsme zjistili zre-
telny pokles agregability trombocytti u homozygotri,
kde je koncentrace LDL-cholesterolu nejvyssi a kde je
také pokles cholesterolu po 1é¢ebném vykonu nejvétsi.

U pacientt stabilizovanych a také u heterozygotti
jiz situace tak jasna neni. Proto pfi vyhodnoceni jsme
dal vSech 88 provedenych vySetfeni rozdélili na ta,
kde doslo po lécebné LDL-aferéze k poklesu choleste-
rolu o 6 a vice mmol/l, dale na skupinu s poklesem
0 5-5,99 mmol/1 a na skupinu s poklesem niZ$im nez
5 mmol/l. Zjistili jsme, Ze: 1. pri poklesu vyS$$im neZ
6 mmol/1 dochazi u obou homozygoti v nasem sou-
boru ke sniZeni agregability trombocytt1 po separaci,
sniZzuje se také strmost agrega¢ni kiivky u vSech
nemocnych; 2. pri poklesu cholesterolu o 5-5,9 mmol/1
dochézi u jednoho z homozygotti v souboru a také
u tézkého pripadu heterozygota k mirnému zvySeni
agregability po stimulaci 2,5 umol/l ADP, avSak na
dalsi koncentrace ADP jiZ pacienti po separaci reagu-
ji sniZenim agregac¢ni kfivky; u obou téchto nemoc-
nych také shodné dochazi ke sniZeni strmosti agregac-
ni krivky; 3. pokles cholesterolu o 4,9 mmol/l a méné
jiz zfejmé nema specificky a tak vyrazny vliv na agre-
gabilitu destic¢ek, nebot desti¢ky po separaci agreguji
jednou ponékud méné, jindy vice. Je znamo, Ze agre-
gabilitu ovliviiuje fada dalSich faktort, které se zde
zfejmé uplatiiuji. U obou skupin pacientt (resp. u ho-
mozygotti i heterozygottl) ziejmé zaleZi na velikosti
poklesu koncentrace cholesterolu po 1é¢ebné LDL-afe-
réze oproti vychozi hodnoté pred procedurou.

Vysledky analyzy PFA-100
pied LDL-aferézou a po ni

Z celkového poctu 70 vySetfeni (tabulka IV) bylo
18 part vySetieni pomoci COL/EPI membrany (kola-

gen/epinephrin, resp. kolagen/adrenalin) a 17 paru
vySetfeni pomoci COL/ADP membrany (kolagen/ADP).
Ve 12 vySetrenich pomoci COL/EPI a v 8 COL/ADP
jsme zaznamenali prekroceni referen¢nich mezi jiz
pred 1é¢ebnou procedurou. Po LDL-aferéze doslo ve
vSech pripadech k prodlouZeni CT oproti hodnotam
pred vykonem, z toho prekroc¢eni referenénich mezi
jsme stanovili v 10 vySetfenich pomoci COL/EPl a v 6
COL/ADP. Mira prodlouZeni po procedurach ovSem
nedosahla statistické vyznamnosti (p < 0,14). Sou-
¢asné nebyly rozdily mezi homozygoty a heterozygoty.

DISKUSE

Nase hypotéza byla potvrzena v tom, Ze vySetfeni vy-
kazuji po LDL-aferéze znamky zlepSeni sledovanych
parametrti. Rozdily vysledkt pred LDL-aferézou a po
LDL-aferéze jsou u metody PFA-100 statisticky nevy-
znamné, nebot hodnoty CT jsou jiZ na zacatku proce-
dur pozitivni a proto neni tento test dobre pouzitelny
v klinické praxi. AvSak vypracovany postup modifi-
kovanych vySetieni agregaci trombocyttl s pouZitym
redénim ADP se ukazal nadéjny, a¢ pro béZnou praxi
je slozity a vyZaduje technické zazemi specializova-
né laboratore.

Samotné LDL-aferéza je metoda ti¢inna (tabulkca III)
co do sniZeni patologicky zvySenych hodnot totalniho
cholesterolu, zejména vSak LDL-cholesterolu, ale i li-
poproteinu(a) a dalsich, coZ jsme podrobné&ji rozebra-
li jinde.®032.39 Vysledkem je pfiznivé ovlivnéni aktivi-
ty ateromatodzy.28:29:52.3537 ] é¢ebna LDL-aferéza tim
v Sirokych souvislostech priznivé ovliviiuje také pri-
marni hemostazu a tedy i sledované vysledky vySet-
feni po lécebné procedure. Pacienti dlouhodobé 1éce-
ni v naSem souboru mohou byt jiZ stabilizovani,
potom zmény parametrti pfed LDL-aferézou a po afe-
réze i longitudinalni vyvoj tidajii mohou byt jiZ statis-
ticky nevyznamné, a to pri porovnani tidajt jednotli-
vych pacientt i pri vyhodnoceni souboru jako celku.

Pro spravnost interpretace vyhodnocenych vysled-
k1 je nutno zohlednit nevelky pocet pacientt ve sle-
dovaném souboru. Vzhledem k technické i ekonomic-
ké narocnosti dlouhodobé terapie se nepodarilo vytvo-
fit vétsi soubor nemocnych. Jde o nejvétsi soubor
dlouhodobé sledovanych pacienta v Ceské republice,
avSak ani vyspéla zahraniéni pracovisté mnohdy ne-
maji obdobné soubory dlouhodobé sledovanych pa-
cientti presahujici pocet 10-20. V klinické praxi je
vysledek dale individualné modifikovan mnoha dal-
Simi faktory, mj. také dlouhodobé indikovanou anti-
agregacni terapii (anamnéza ICHS apod.). Tim lze

Tabulka IV
Vysetfeni pristrojem PFA-100 pred LDL-aferézou a po ni

N Pied LDL-aferézou (mean + SD) Po LDL-aferéze (mean + SD)
COL/EPI
Referenéni mez 82-150 s 18 129,4 + 46,8 146,7 £ 42,1
(pro 3,2% citratovou krev)
COL/ADP
Referen¢ni mez 62-100 s 17 87,8 £ 14,6 98,6 £ 13,2

(pro 3,2% citratovou krev)

Poznamica: Ze statistickych charakteristik je v tabulce primér (mean) a smérodatna odchylka (SD) 95% intervalu spolehli-

vosti pro prameér.
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moznd vysvétlit i prodlouzeni parametrtt CT pred LDL-
-aferézou, a to u né€kterych aZ mimo referen¢ni meze.

V odborné literature lze pozorovat snahu o vyhle-
davani v ekonomicky dostupnych, technicky jedno-
duchych a rychlych ukazatelti ti¢innosti LDL-aferézy.
Sami jsme vyzkousSeli sledovani aktivity trombocy-
ta®® nebo vySetfovani koncentrace nékterych selekti-
n,?® coz neni piili§ jednoduché ani ekonomicky vy-
hodné a tyto postupy maji i dalsi iskali. Broijersen®
publikoval pozitivni vysledky prfi sledovani pouhé
velikosti krevnich desticek (tj. stfedni objem trombo-
cytu, MPV — Mean Platelet Volume), kdy zjistil, Ze pti-
vodné vétsi trombocyty se intenzivni 1éébou normali-
zuji. V nasi praci jsme také sledovali zmény velikosti
krevnich desti¢ek (MPV), které jsme doplnili o destic-
kovy hematokrit (Pct), ale pfi naSem vyzkumu jsme
neshledali signifikantni zmény. Ani velikost desticek
a destickovy hematokrit tedy nepovaZujeme za opti-
malni ukazatele ti¢innosti extrakorporalni eliminace
lipoproteintt pomoci LDL-aferézy.

ZAVER

LDL-aferéza u nemocnych s FH zlepSuje poméry pri-
marni hemostazy. Modifikovana vysSetfeni agregace
trombocytt by mohla byt dal$im ukazatelem vhod-
nym ke sledovani aktivity procesu u téchto téZce ne-
mocnych. Jde o relativné technicky a ekonomicky
narocna vysetreni.

VySetreni analyzatorem PFA-100 je v klinické praxi
svym provedenim potencionalné lépe dostupné, pri-
stroj relativné dokonale napodobuje proces, ktery se
odehréava v mikrorecisti a v jinych indikacich se osvéd-
¢il. Podle prvnich zkuSenosti se vSak zda vySetreni
PFA-100 samostatné nevhodné pro aktualni posouze-
ni optimalni intenzity jednotlivych procedur aferézy.

VySetfovani primarni hemostazy a funkci krevnich
desticek provadime i nadale, nebot §lo o ne prilis roz-
sahly pocet vySetfeni, a s mnoZstvim shromazdénych
dat je mozné, Ze pozdé&ji tento zavér prehodnotime.
Dosud se vSak tato vySetfeni nejevi vhodna pro sle-
dovani progrese zmén, ui¢inku 1é¢by nebo k posouze-
ni intenzity jednotlivych procedur LDL-aferézy.
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