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1. WSTEP

1.1 Wprowadzenie

Dzieki dowodom, ktérych dostarczyly badania prowadzone we
Framingham [1] zwiekszone stezenia lipoprotein o matej gestosci (LDL), ich
zmodyfikowanych form oraz podwyzszenie poziomu triglicerydéw (TG) w krwi
sg uwazane za istotne czynniki sprzyjajace rozwojowi choroby
niedokrwiennej serca [1, 2, 3, 4]. W szeregu dalszych badan
epidemiologicznych  potwierdzono zwigzek pomiedzy podniesionym
stezeniem cholesterolu LDL w krwi a rozwojem miazdzycy i iloscig
incydentow wienicowych [5,6,18,19,20]. Wykazano ponadto zwigzek
pomiedzy zastosowaniem lekéw obnizajacych poziom lipidow, a
zmniejszeniem $miertelnoSci zarbwno w prewencji pierwotnej jak i wtornej
choroby niedokrwiennej serca [5,6,29].

Terapeutyczne obnizanie stezenia cholesterolu w krwi jest mozliwe
poprzez zmniejszenie jego podazy w diecie, zmniejszenie syntezy w
watrobie, na drodze zwiekszania jego usﬁwania z organizmu z zd6fcig przez
przewéd pokarmowy oraz metodami filtracji w krgzeniu pozaustrojowym [7].

LDL-afereza jest metodg pozaustrojowego usuwania nadmiaru
cholesterolu z krwi na drodze selektywnej filtracji bogatych w cholesterol i
triglicerydy czastek lipoprotein z krwi [8]. Znajduje ona zastosowanie w
leczeniu opornych na farmakoterapie hipercholesterolemii, a wiec u oséb ze
szczegolnie nasilonymi zaburzeniami gospodarki lipidowej, u ktérych juz w
miodym wieku dochodzi do rozwoju miazdzycy np. w postaci choroby

niedokrwiennej serca. Pacjenci z chorobg niedokrwienng serca pomimo
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skutecznego leczenia metodami inwazyjnej rewaskularyzacji (np.
pomostowanie aortalno-wieficowe - CABG czy przezskérna srodnaczyniowa
angioplastyka wiencowa - PTCA) sg wcigz nharazeni na incydenty
niedokrwienne zwigzane z dalszym postepem miazdzycy, mimo stosowania
diety i farmakoterapii. Dla tych oséb jedng z najskuteczniejszych i najmniej
inwazyjnych metod terapii opornej hipercholesterolemii jest LDL-afereza [8,
9,10, 11].

Toksycznos¢ lipoprotein dla $rodbtonka stanowi bowiem podstawe
patomechanizmu rozwoju miazdzycy tetnic wiencowych, obwodowych czy
mozgowych [20, 12, 13, 14, 15].

Substancje biologicznie czynne uwalniane przez $rodbtonek naciyﬁ
tetniczych petnig bardzo wazng role w utrzymaniu réwnowagi pomiedzy
procesami krzepnigcia i fibrynolizy, adhezji i agregacji ptytek krwi i aktywacji
komorek odpowiedzi zapalnej oraz napiecia i przebudowy $ciany naczyn
[20,36]. Utrzymanie prawidtowego przebiegu tych proceséw jest mozliwe
jedynie w przypadku zachowania prawidtowej aktywnosci komorek
Srodbtonka. Szereg czynnikéw fizykochemicznych moze w znacznym stopniu
zaburza¢ jego fizjologie. Nalezg do nich nlp. zwiekszone sity $cinania, wolne
rodniki tlenowe, zmodyfikowane formy czasteczek lipoprotein o niskiej
gestosci (LDL), homocysteina [13, 16, 17, 33, 36].

Na podstawie wynikéw badan ostatnich lat udowodniono, ze odczyn zapalny
stanowigcy odpowiedz ustroju na zmodyfikowane formy lipoprotein oraz
wynikajgce z niego procesy zaburzajgce fizjologie srodbtonka lezg u podstaw
rozwoju miazdzycy naczyn [33,35,36]. Dlatego chorzy ze szczegdlnie
wysokim stezeniem frakcji LDL czy lipoprotein o bardzo niskiej gesto$ci
(VLDL) sa tym bardziej narazeni na rozwéj miazdzycy. ObniZzenie stezenia
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lipiddw u chorych z tej grupy powoduje spadek zapadalno$ci na chorobe
niedokrwienng serca (ChNS) oraz zmniejszenie liczby incydentow
wiencowych [45,67,29]. Wydaje sie, ze u podstaw tego zjawiska lezy

poprawa funkcji komérek srédbtonka naczyn [26, 29, 67, 77, 89].

1.2 Lipidy a rozwoj miazdzycy.

Pod koniec lat czterdziestych obecnego stulecia pojawity sie pierwsze
prace w ktérych starano sie wykazaé zwigzek pomiedzy stezeniem
cholesterolu catkowitego w krwi, a wystepowaniem ChNS. Jednak dopiero
rozpoczete w 1948 roku badania w miejscowosci Framingaham wykazaty
epidemiologiczny zwigzek pomiedzy zapadalnoscig na ChNS, a stezeniem
cholesterolu w krwi [1]. Badania te poczatkowo objety 740, a nastepnie 5.000
osob i trwajg do dnia dzisiejszego [1]. Pdzniejsze badania MRFIT (Multiple
Risk Factor Intervention Trial) wykazaty, iz ilos¢ incydentéw wieficowych jest
proporcjonalna do stezenia cholesterolu catkowitego w osoczu krwi, a
graniczng wartoscig powyzej ktorej zaczyna gwattownie narastac
zapadalno$¢ na ChNS, jest 5,2 mmol/l (200 mg/dl) [18]. Badania Seven
Countries Study wykazaly, ze zwigzek pomiedzy poziomem cholesterolu
catkowitego, a chorobg wienncowg nie jest zwigzany z narodowos$cia, ale z
iloscig spozywanych ttuszczy [19]. W badaniach tych stwierdzono ponadto,
ze w krajach, gdzie spozycie cholesterolu jest duze jak np. w Stanach
Zjednoczonych, czy Finlandii, zapadalno$é na ChNS jest wysoka, natomiast
w Japonii oraz krajach basenu morza Srédziemnego, gdzie spozycie
cholesterolu jest mate i odsetek oséb z ChNS jest niewielki. Z kolei z

wynikow badan MRFIT oraz PROCAM (The Prospective Cardiovascular
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Muenster Heart Study) wynika, ze wzrost stezenia cholesterolu w krwi z 5,2
mmol/l do 6,5 mmol/l zwieksza ryzyko zachorowania na ChNS dwukrotnie, a
wzrost do 7,4 mmol/l az czterokrotnie [20].
W szeregu dalszych badan wykazano korzystny wplyw obnizenia stezenia
cholesterolu na Smiertelnos¢ wynikajagcg z miazdzycy. Wsrdd licznych
opublikowanych wynikéw nalezy wymieni¢ przede wszystkim badania z
zastosowaniem lekéw z grupy statyn — w prewenc;ji pierwotnej np. West of
Scotland Coronary Prevention Study (WOSCOPS) [2] oraz w prewencji
wtérnej — badania 4S (Scndinavian Simvastatatin Survival Study) i inne jak
Care (Cholesterol and Recurrent Events), Lipid (Long-term Intervention with
Pravastatin in Ischaemic Disease) [3]. Badania WOSCOPS z zastosowaniem
prawastatyny przeprowadzono na 6595 osobach w wieku 45-65 lat, bez
zawatu, z ktérych potowa otrzymywata prawastatyne, a potowa placebo. W
tych badaniach wykazano 22% redukcje catkowitej Smiertelnosci i 31%
redukcje epizodéw sercowych w grupie osob leczonych prawastatyng w
poréwnaniu do grupy placebo [3].
W badaniach 4S uczestniczylo 4444 pacjentéw po zawale serca (byly to wiec
badania dotyczace prewencji wtdrnej choroby niedokrwiennej serca), ktérzy
otrzymywali simvastatyne w dawce 20 mg/dobe. Wyniki tych badan wykazaty
obnizenie $miertelnosci catkowitej o 30%, $miertelnoSci z przyczyn
wiencowych 0 42% i zmniejszenie ilosci epizodéw wiencowych o 34% [3].
Wyzej wymienione badania dowiodly korzystnego efektu
terapeutycznego stosowania statyn, przy czym dziatanie to przypisuje sie
gtéwnie obnizeniu stezenia cholesterolu w krwi. Obecnie prowadzone sg
badania nad mozliwymi innymi mechanizmami dziatania statyn w tym w

szczegolnosci nad ich aktywnoscig antyproliferacyjng w stosunku do

8



komérek miesni gtadkich Sciany naczyh oraz nad wlasnosciami
antytrombogennymi [21, 22, 23, 24, 25].

Dalszych istotnych wynikéw dotyczgcych wplywu podniesionego
poziomu cholesterolu na biologie $rodbtonka dotyczyty obserwacje z lat 90.
Wykazano, ze u os6b z hipercholesterolemig upos$ledzona jest zalezna od
Srodbtonka funkcja rozkurczowa naczynia [26] zaréwno po podaniu
acetylocholiny jak i w mechanizmie indukcji rozkurczu naczynia w zjawisku
reaktywnej hyperemii [27]. Dodatkowo okazato sie, ze obnizenie stezenia
cholesterolu (np. przy uzyciu statyn) doprowadza do zwiekszenia przeptywu
w naczyniach po podaniu acetylocholiny w poréwnaniu z okresem przed

terapia, kiedy poziom cholesterolu by} podniesiony [28, 29].

1.3 Rola srédbtonka naczyn w prewencji rozwoju miazdzycy

Jak wspomniano poprzednio, szereg badan wskazuje, iz u podioza
rozwoju miazdzycy lezy uszkodzenie $rdédbfonka naczyn krwionosnych
gtéwnie na skutek oddziatywania wolnych rodnikéw oraz odczynu zapalnego
na zmodyfikowane formy lipoprotein, na przyktad oksydowane LDL (ox-LDL)
czy tez lipoproteine (a) (Lp(a)) [16, 30,' 36, 112, 113]. Jest to jeden z
zasadniczych mechanizméw powstawania miazdzycy wykazany u chorych z
oporng na farmakoterapie hipercholesterolemig [3, 16,20,77]. Upo$ledzenie
funkcji srodbtonka objawia sie miedzy innymi zaburzong proporcjg pomiedzy
wydzielaniem endogennych czynnikbw regulujgcych napiecie $ciany
naczynia (np. tleneku azotu (NO), prostacykliny (PGly), endoteliny (ET-1)
oraz czynnikéw regulujacych uktad krzepniecia i fibrynolizy (np. NO, PGl,,
TXA,, tkankowy aktywator plazminogenu -tPA, PAI-1) [31,54,78,84], co

prowadzi m.in. do zwiekszenia stopnia gotowosci prozakrzepowej i
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proskurczowej naczyn [32]. Ponadto obecno$¢ zmodyfikowanych form
lipoprotein prowadzi do zwigkszenia ekspresji molekut adhezyjnych na
powierzchni srodbtonka (np. selektyny P, VCAM-1 vascular cell adhesion
molecule i ICAM-1 intercellural adhesion molecule)[33, 34], jak i ekspresji
czynnikdw chemotaktycznych w $cianie naczynia jak np. biatka MCP-1 [35,
53]. Powoduje to naptyw makrofagéw i innych komoérek odczynu zapalnego
do tworzacego sie ogniska miazdzycowego. Zarowno chemotaksja
makrofagéw jak i fagocytoza zmodyfikowanych lipoprotein przenikajacych
przez $rodbtonek powodujg indukcje syntezy szeregu mediatoréw zapalenia
w makrofagach i komérkach $ciany naczyn (cytokin, czynnikéw wzrostu,
INOS), ktére nasilajg proces zapalny i przyczyniajg sie do rozwoju miaidzyéy
[36, 37,53]. Makrofagi obecne w S$cianie naczynia za posrednictwem
specyficznej klasy receptoréow (tzw. scavenger receptor: SRAI, SRAll)
fagocytujg i gromadzg czasteczki zmodyfikowanych form lipoprotein, co
prowadzi do ich przemiany w komoérki piankowate i indukuje produkcje
szeregu cytokin i czynnikéw wzrostu (PGF, VEGF, TNF«) [38, 37,53].

Obecnos¢ fagocytujgcych makrofagow wigze sie takze z nasileniem
wytwarzania w $cianie naczynia enzymétycznie zmodyfikowanych form
LDL(ee-LDL) przez enzymy wydzielane z makrofagéw (proteazy,
fosfolipazy). Takie formy LDL majg takze aterogenne wiasnosci, podobnie jak
ox-LDL [39]. Zaréwno ox-LDL jak i ee-LDL indukujg ekspresje P-selektyny
na powierzchni komérek endotelium [40]. Inicjuje to adhezje i migracje
leukocytow do Sciany naczynia [41,37, 53]. Ox-LDL moga indukowac
produkcje angiogennego naczyniowego czynnika wzrostu $rodbtonka

(vascular endothelial growth factor VEGF) przez makrofagi w obrebie blaszki
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miazdzycowej [37,41,42]. Uwalnianie czynniki wzrostowe przyczynia jg sie do
przebudowy $ciany naczynia, co przyspiesza rozwoj miazdzycy [42, 43].

1.3.1 Utrzymanie napiecia Sciany naczynia
Wsrod licznych czynnikéw uwalnianych ze $rédbfonka, niezwykle

wazng role w regulacji napiecia Sciany naczynia odgrywajg tlenek azotu (NO)
i endoteliny (ETs). W utrzymaniu réwnowagi pomiedzy skurczem i
rozkurczem naczyn uczestniczy takze szereg innych substancji, jak np.
wolne rodniki tlenowe, angiotesyna Il, tromboksan A, prostaglandyny,
prostacyklina, adenozyna i inne [30,52,54]. Ich przeciwstawne dziatania
wptywajg na miejscowq regulacje napiecia naczynia, jakkolwiek wydaje sie,
ze najwigksze znacznie odgrywa tlenek azotu [30, 46,49,52,54].

Tlenek azotu (NO) zostat wykryty przez Furchgotta (laureata Nagrody
Nobla 1998r.) oraz Zawadzkiego, ktérzy w 1980 roku stwierdzili, ze
wywotany acetylocholing rozkurcz izolowanych tetnic jest mediowany przez
tatwo dyfundujgcy czynnik uwalniany z nieuszkodzonego $rodbtonka [44].
Dzieki swemu pierwszemu wykazanemu dziataniu biologicznemu czynnik ten
zostat nazwany "Endothelium - Derived Relaxing Factor' (EDRF). EDRF jest
czgsteczkg o parosekundowym okresie' poftrwania, posiada zdolno$é
aktywowania rozpuszczonej w cytoplazmie komérek cyklazy guanylowej i
podnoszenia poziomu cGMP w kombérce [45, 46]. W 1987 roku
opublikowano prace udowadniajgcg po raz pierwszy, ze czynnik uwalniany
ze $rédbtonka - EDRF jest molekutg tlenku azotu (NO), generowang przez
NO syntaze (NOS) na drodze oksydacji L- argininy [47, 48] przy wspétudziale
kofaktoréw takich jak tetrahydrobiopteryna (BH4), dwunukletyd nikotyno
amino-amidowy (NADPH), dwunukleotyd flawinowy (FAD) i mononukleotyd

flawinowy (FMN). Reakcja ta przebiega dwuetapowo i skiada sie dwdch
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reakcji monooksygenacji z ktérych pierwsza wymaga oprécz NADPH oraz
tlenu takze udziatlu BH4 jako kofaktora dimeryzacji faricucha biatka NOS.
Powstata w pierwszej fazie N“-hydroksyarginina ulega dalszej oksydacji do
L-cytruliny i NO [49, 50, 51]

Tlenek azotu jako mata, lipofilna czastka, tatwo dyfunduje przez btony
biologiczne i nie wymagajac receptora modyfikuje funkcje komoérek np.
drogq aktywacji cyklazy guanylowej. Jako wolny rodnik NO moze wpiywaé na
czynniki transkrypcyjne gendw np. NFxB [49,52].

NO ulega szybkiemu rozktadowi m.in. pod wptywem wolnych rodnikéw.
Dlatego tzw. dysmutaza jondéw ponadtlenkowych (SOD) usuwajac jon
ponadtlenkowy "ostania" NO przed destrukcjg, wydtuzajac jego okres
péttrwania i potegujac efekt biologiczny [52]. W Srodowisku wodnym w
obojetnym pH koicowymi produktami rozpadu NO sg azotyny i azotany
(NOx) [53]. Ich oznaczenie zmodyfikowang metodg Griessa, stanowi jedng z
metod wykrywania generacji NO in vitro oraz in vivo [224].

Silne powinowactwo NO do grup sulfhydrylowych spowodowato, Zze niektérzy
badacze uwazajg, ze S-nitrozotiole np. biatka zawierajgce ugrupowania —SH
sg endogennym magazynem aktywnego NO. Wiekszos¢ uwaza jednak, ze
forma czynng jest NO generowany "na zgdanie" przez komorke z L-argininy
[54, 55].

Tlenek azotu jest produkowany przez enzymy tzw. syntazy tlenku azotu
(NOS). Jak do tej pory poznano trzy zasadnicze izoformy tego enzymu.
Izoforma | (cNOS, NOS I) zostata wykryta w mézgu (nNOS) [56,57]. Jest
enzymem cytozolowym (rozpuszczonym w cytoplazmie komorki), zaleznym
od wewnatrzkomérkowego  poziomu jonéw  wapnia, kompleksu
wapn/kalmodulina, oraz FAD. lzoforma ta wystepuje takze we widknach
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uktadu NANC, ludzkich miesniach szkieletowych, komoérkach epitelium,
macula densa nerek, oraz wysepkach trzustki [45,46,54].

Izoforma Il (INOS, NOS Il) jest indukowana przez endotoksyny bakteryjne i
cytokiny gtébwnie w makrofagach i w wielu innych komorkach, takze w
komérkach srédbtonka i miesSniach gtadkich naczyn krwionosnych [49,54]. Ta
izoforma jest rowniez rozpuszczona w cytoplazmie komoérek. Po indukcii,
zwiaszcza w komérkach pierwszej linii obronnosci ustroju - makrofagach,
izoforma Il NOS produkuje duze ilosci NO, ktérego zadaniem jest wywarcie
cytostatycznego i cytotoksycznego dziatania na komoérki obce dla
macierzystego organizmu np: parazyty, bakterie oraz komaérki nowotworowe i
obumarte komérki/tkanki, np. ogniska martwicy [44,45]. Do aktywnosci téj
izoformy nie jest konieczny wzrost wewnagtrzkomérkowego poziomu wapnia,
a jedynie wystarczajgca podaz L-argininy jako substratu i
tetrahydrobiopteryny (BH4) jako kofaktora [58, 59, 65].

Izoforma 1l (¢cNOS, NOS lll) jest obecha w $srédbfonku naczyn (eNOS) i w
przeciwienstwie do innych izoform jest zwigzana z btonami komorkowymi i
tylko znikoma jej cze$¢ jest stwierdzana w cytoplazmie komérek $rédbtonka.
Aktywnos¢ izoformy Il NOS jest' regulowana przez poziom
wewnatrzkomérkowego wapnia i kompleks wapn/kalmodulina, a niewielkie
ilosci NO uwalniane przez autakoidy oraz sity $cinania (shear stress)
odgrywajg role w autoregulacji napiecia $ciany naczyn, czyli utrzymaniu
prawidtowego cisnienia i przeptywu tkankowego, jak i homeostazy miedzy
elementami morfotycznymi krwi a $ciang naczyn [54, 60, 47,48,49,50].
Nalezy podkreslié, ze biologiczna aktywnos¢ s$rédbtonkowej eNOS jest
réowniez  regulowana wzrostem  wewngtrzkomérkowego cGMP i

prawdopodobnie cGMP-zaleznymi kinazami biatkowymi [54, 61,62].
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NO jest generowany w komdrkach srédbtonka naczyn w sposéb ciggly [54].
Prawidtowo funkcjonujacy $rédbtonek wydziela NO, ktéry aktywujgc cyklaze
guanylowg i podnoszac poziom komérkowy cGMP, utrzymuje prawidiowe
napiecie naczynia, wspotdziata z prostacykling w hamowaniu adhezji ptytek i
neutrofildw do Srodbtonka, ptytek do neutrofilbw hamuje agregacje plytek
krwi, hamuje mitogeneze i proliferacje miesniéwki gtadkiej naczyn, oraz
podnosi aktywnos¢ fibrynolityczng osocza [54,61,62, 63,63,64,65].
Jak wykazano wydzielanie tlenku azotu z komérek srobtonka zalezy takze od
stezenia lipiddw w krwi. Tetnice pobrane od zwierzat z hipercholesterolemiag
wykazujg upo$ledzenie zaleznego od generacji NO rozkurczu naczyn w
odpowiedzi na acetylocholine [54]. Podobnie tez zachowujg sie naczynia
wieficowe pobrane od pacjentéw z hipercholesterolemia i miazdzycg [66].
Wykazano, ze inkubacja ex vivo aorty krélika z ludzkimi natywnymi LDL w
stezeniach obserwowanych u ludzi z hipercholesterolemig, powoduje
zahamowanie rozkurczu naczyn w odpowiedzi na acetylocholine juz po kilku
minutach. Jest to efekt catkowicie odwracalny po usunieciu LDL [67].
Zmodyfikowane formy LDL hamujg zaréwno aktywno$é NO, jak i ekspresje
gendw syntaz NO co jest zasadaniczg przyczyng spadku uwalniania NO w
miazdzycy [67,89]. Ponadto wykazano, ze w miesnidéwce gtadkiej szczura
pod wplywem zmodyfikowanych LDL dochodzi réwniez do zahamowania
GTP cyklohydrolazy enzymu niezbednego do odtwarzania
wewnatrzkomérkowego poziomu BH4 [68].

Tak wiec upos$ledzenie dziatania NO przez LDL moze zachodzi¢ na
dwéch poziomach: na poziomie ekspresji genow dla NOS, syntezy NO jak i
na poziomie unieczynniania produktu — NO np. przez czgsteczki LDL [67].

Stwierdzono, ze obnizenie poziomu cholesterolu LDL powoduje zwigkszenie
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indukcji genu eNOS w komérkach $rédbtonka naczyn [69]). U chorych z
hipercholesterolemia upos$ledzona funkcja $rodbfonka objawiajgca sie
zmniejszeniem zaleznego od $roédbtonka rozkurczu naczyn tetniczych wydaje
sie by¢ zalezna od zmniejszonej biodostepnosci NO. Zastosowanie terapii
obnizajacej poziom cholesterolu zwieksza dostepno$¢ NO i rozkurczowg
funkcje srédbtonka [70, 71, 72, 73, 1.

Stwierdzono takze, iz brak L-argininy jako substratu lub samych

kofaktoréw, w szczegolnosci BH4, nie tylko moze powodowa¢ zahamowanie
syntezy tlenku azotu, ale takze zwigksza synteze rodnikéw tlenowych przez
samg NOS [74,75, 76].
U os6b z procesem miazdzycowym obserwuje sie rozlegte odcinki tetnic z
uszkodzonym $rodbtonkiem, szczegdlnie w poblizu blaszek miazdzycowych
lub tez miejscowo pokryte ,hiepetnosprawnym” $Srodbtonkiem (tzw.
pseudoendotelium) [74,75,75,77]. Znaczenie tego faktu jest bardzo istotne
dla szeregu procesobw zwigzanych z utrzymaniem hoemostazy
krew/$rédbtonek. W przypadku niedoboru NO substrancje takie jak All, 5-
hydroksytryptamina (5HT), endotelina 1 (ET-1), czy tez acetylocholina
powodujq state obkurczenie naczyn i zaburzenie ich autoregulacji [78, 79, ].
W przypadku uszkodzenia srodbtonka pod wplywem substancji uwalnianych
z przylegajacych do Sciany naczynia plytek krwi, leukocytéw wielojadzastych
i makrofagébw uwalniane sg substancje kurczace naczynia krwiono$ne i
sprzyjajace ich przebudowie (metaloproteinazy, PDGF, TGF-B, B-FGF, ET-1,
TXA;, Al, 5HT) [38, 80, 81].

Do substancji naczynioskurczowych, uwalnianych przez sam
srodblonek naczyn, nalezy tez endotelina. Srodbtonek naczyn produkuje ET-

1, gdy pozostate formy endotelin - ET-2, ET-3 sg generowane przez inne
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tkanki [79, 82, 83). ET-1 powstaje w wyniku konwersji preporoendoteliny do
biatka tzw. duzej endoteliny, a nastepnie do aktywnej formy - ET-1[79,82,83].
ET-1 w przeciwienstwie do NO, ma dfugotrwate dziatanie naczynioskurczowe
poprzez swoje receptory na komorkach miesni gtadkich (ETa) $ciany naczyn.
Natomiast pobudzenie receptora ETg obecnego na komérkach srodbtonka
prowadzi do aktywacji wydzielania tlenku azotu [79,84].

Stezenie ET-1 w krwi jest podniesione w szeregu schorzen przebiegajacych
z niedokrwieniem tkanek, jak np. w miazdzycy, zawale serca, kardiomiopatii
rozstrzeniowej i nadciSnieniu [85]. ET-1 jest takze produkowana przez
makrofagi obecne w blaszce miazdzycowej [86]. Dotyczy to szczegdlnie
chorych z niestabilng dusznicg bolesng u ktérych stwierdzono znaczne
nasilenie produkcji ET-1 w blaszkach miazdzycowych [84,85]. Sama
akumulacja ox-LDL w makrofagach Sciany naczyh powoduje zwiekszenie
syntezy i wydzielania do ich $wiatta endoteliny [87]. Wykazano, ze w wyniku
aktywacji receptora typu ,scavenger’ komorek Srodbtonka przez ox-LDL
dochodzi do indukcji uwalniania ET-1 [87]. U chorych z miazdzycg i
hiperlipidemig obserwuje sie wiec wyrazny wzrost stezenia endoteliny w krwi
[85].

Obok silnego dziatania kurczgcego naczynia krwionosne endotelina wywotuje
takze proliferacje miesnidwki gtadkiej naczyn wplywajgc niekorzystnie na
przebudowe $ciany naczyn w miazdzycy nadci$nieniu, cukrzycy [79-88].

Z powyzszych rozwazan wynika, ze uposledzenie funkcji Srédbfonka
np. poprzez miazdzyce wywotany jest przede wszystkim zwiekszeniem
stezenia zmodyfikowanych form lipoperotein i wynika z zahamowania
generacji i aktywnego dziatania NO a z drugiej strony prowadzi do

zwiekszenia ET-1, co nasila stan spastyczny naczyn [79-88].
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1.3.2 Utrzymanie rGwnowagi procesow krzepnigcie - fibrynoliza.

Srédbtonek naczyn petni réwnie istotng role w utrzymaniu réwnowagi
pomiedzy procesami krzepnigcia i fibrynolizy. Proces miazdzycowy jest
zwigzany zaréwno z aktywacjg krzepniecia jak i hamowaniem fibrynolizy
[89,35]. U podstaw tego zjawiska lezg Scisle zwigzane ze sobg procesy
zmienionej generacji niektérych biatek ukfadu krzepniecia, np. fibrynogenu
[90] czy apoproteiny apo(a) [91], a takze uposledzenie antytrombogennej
funkcji $rédbtonka, zwlaszcza zaburzenia réwnowagi pomiedzy uwalnianiem
tkankowego aktywatora plazminogenu (tPA) [92] jak i jego inhibitora (PAI-1)
[91].

W srédbtonku naczyn zachodzi synteza niektorych czynnikéw krzepniecia,
takich jak czynnik V i czynnik VWF (czynnik von Willebranda). Komorki
srédbtonka sg wigczone w kontrole hemostazy réwniez przez wigzanie i
aktywacje czynnika Xll, IX i HMWK [93]. Skfadniki glikokaliks komorek
$rdédbtonka - proteoglikany: siarczan heparanu, dermatanu i chondroityny sg
kofaktorami dla antytrombiny IIl (AT Ill) i dziatajg wraz z wydzielanymi przez
Srodbtonek serpinami (np. neksyng 1) [94]. Trombomodulina jest receptorem
dla trombiny inicjujgcym aktywacje uktadu biatek C i S [95].

Za aktywacjq uktadu fibrynolizy w czasie aktywacji krzepniecia
odpowiedzialny jest uktad aktywnego biatka C (APC) [95]. Na powierzchni
$rédbtonka dochodzi do aktywacji biatka C poprzez utworzenie kompleksu
aktywnego biatko C - trombomodulina (TM) [96]. Ten kompleks po
potaczeniu z kofaktorem - biatkiem S (kompleks APC) oprécz hamowania
uktadu krzepniecia ma zdolno§¢ hamowania aktywnoSci PAI-1 [96].

Upos$ledzenie funkcji $rodbfonka wiedzie do zmniejszenia generacji
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prostacykliny (PGlz), tlenku azotu (NO), zahamowania uwalniania
tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) [97]. Towarzyszy temu wzrost
stezenia inhibitora t-PA (PAI-1), wzrost czynnika aktywujacego piytki (PAF),
sktadnikéw podscieliska co dodatkowo nasila trombogenno$é $rodbtonka
[54]. Dochodzi do zwiekszonej ekspresji czynnika von Willebranda, biatek
adhezyjnych (integryn) na $rddbtonku, ptytkach i komoérkach uktadu
biatokrwinkowego. Ekspresja adhezyn (selektyn i integryn) nasila migracje
komodrek odczynu zapalnego do $ciany naczynia [36,35]. Uwalniane w tych
procesach cytokiny i czynniki wzrostu wywotujg chemotaksje leukocytéw,
oraz komorek miesni gtadkich. Sprzyja to tworzeniu blaszek miazdzycowych i
przebudowie Sciany naczynia wiodacej do nasilenia proceséw wykrzepiania
krwi [36].

Czynnik tkankowy (TF) jest aktywatorem zewnatrzpochodnej drogi
krzepniecia [98]. Ulega on ekspresji w wielu komérkach ustroju, m.in. w
tkankach okotonaczyniowych. TF moze takze ulega¢ ekspresji w komérkach
$rodbtonka pod wptywem lipopolisachydéw bakteryjnych (LPS), interleukiny
18 (IL-1B) [99] oraz trombiny, co moze mie¢ miejsce takze w procesie
miazdzycowym [100]. Ekspresja TF jest modulowana przez czynniki fizyczne
na przyktad przez przeptyw krwi oraz biochemiczne jak np. kwas retinowy,
ktory hamuje indukcje TF poprzez TNF [101]. Duze ilosci TF stwierdza sie w
obrebie blaszki miazdzycowej, w wyniku aktywacji makrofagéow oraz
zmienionych fenotypowo komérek mieéni gtadkich (vascular smooth muscle
cells - VSMC), przeksztatcajgcych sie w komoérki piankowate [102].
Towarzyszace peknigciu  blaszki miazdzycowej wykrzepianie jest
spowodowane wtasnie kontaktem krwi z TF rdzenia lipidowego

wytworzonego przez obtadowane lipidami makrofagi [98].
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Czynnik hamujacy droge krzepnigecia zalezng od czynnika tkankowego
(tissue factor pathway inhibitor — TFPI) jest biatkiem produkowanym przez
komérki Srodbtonka oraz hepatocyty [103]. TFPl jest zwigzane z
glikozaminoglikanami bton komérkowych, pod srédbtonkiem oraz w ptytkach
krwi [104]. Jest on jednym z wazniejszych czynnikow kontrolujgcych uktad
krzepniecia. Hamuje on aktywno$§¢ kompleksu czynnik tkankowy-aktywny
czynnik VIl (TF/Vlla) poprzez potaczenie sie z aktywng formg czynnika X
(TFPI/Xa), a nastepnie poprzez potaczenie sie kompleksu TFPI/Xa z
kompleksem TF/NVIla [105, 106]. TFPI jest uwalniany z wigzan z
glikozaminoglikanami $rédbfonka pod wptywem heparyny [105] i po
zmodyfikowaniu proteolitycznym wigze sie w formie nieaktywnej z
lipoproteinamii krwi (HDL i LDL). Jest to prawdopodobnie jedna z drég
usuwania TFPl z ustroju (poprzez wychwyt drogg receptora LRP w
haptocytach) [103]. W obecnosci heparyny TFPI oraz AT il wspétdziatajg w
hamowaniu wykrzepiania. AT Ill oprécz wigzania sie z trombing w obecnosci
heparyny hamuje aktywacje czynnika VIl zwigzanego z TF a TFPI hamuje
dziatanie juz utworzonych komplekséw Vlla/TF [103). Wydaje sie obecnie, ze
$rodbtonek naczyn w miejscach, gdzie pokfywa on catkowicie lub czesciowo
blaszki miazdzycowe, jest pozbawiony mozliwosci produkcji TFPI, co
odgrywa wazng role w przesunieciu rownowagi krzepniecie/fibrynoliza na
korzy$¢ krzepnigcia [105,104,103].

Proces fibrynolizy moze by¢ aktywowany analogicznie do ukfadu
krzepniecia na dwa sposoby - poprzez uktad wewnatrzpochodny kaskady
krzepniecia i drogg zewnatrzpochodng. Zewnatrzpochodna aktywacja
fibrynolizy polega na uwolnieniu z tkanek tkankowego aktywatora

plazminogenu (tPA) i tkankowego aktywatora plazminogenu typu
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urokinazowego (uPA) [107]. Dla obu tych enzymow substratem jest
plazminogen. tPA jest wywarzany np. przez $rédbtonek, a jego wydzielanie
jest aktywowane przez sity $cinania, PGI2, trombine, bradykinine i inne
substancje wazoaktywne [108]. Dodatkowo aktywno$¢ enzymu rosnie w
obecnosci fibryny oraz jej produktéw degradacji (rozpadu - FDP). Takze w
komaérkach $rédbtonka jest wytwarzany inhibitor aktywatora plazminogenu
(PAI 1) hamujacy dziatanie tPA i uPA [107,108].

Ekspresja kazdego z wymienionych czynnikdw zalezy od aktualnego stanu
$rdédblonka i toczacych sie na jego powierzchni procesow wykrzepiania czy
tez procesu zapalnego ktorym takze jest proces miazdzycowy. Niedobér
genu dla tPA, uPA oraz plazminogenu powoduje wystgpienie cigzkiej
zakrzepicy [109].

Wykazano takze, iz proliferujace miesnie gtadkie izolowane z ludzkich
blaszek miazdzycowych sg w stanie modulowaé ,fenotyp fibrynolityczny”
komérek srodbtonka [110]. W warunkach koinkubacji VSMC i komérek
endotelium dochodzi do zwiekszenia syntezy PAI-1 w komérkach $rédbtonka
[94]. Jest to jeden z istotnych mechanizmoéw tgczacych rozwoj miazdzycy
(proliferacja VSMC) z upo$ledzong funkéjq Srodbtonka i zmniejszonym
potencjatem fibrynolitycznym $ciany naczynia [110].

Podniesione stezenia lipoproteiny (a) (Lp(a)) uwaza sie za czynnik ryzyka
przedwczesnego rozwoju miazdzycy [111]. Jednocze$nie u pacjentéw z
ChNS czesto obserwowano podwyzszenie stezenia inhibitora aktywatoréw
plazminogenu typu 1 (PAI-1). W do$wiadczeniach in vitro pokazano, ze
oksydatywna modyfikacja Lp(a) w istotny sposob zwigksza wydzielanie PAI-1
z komorek ludzkiego srddbtonka [112]. Podobne, aczkolwiek nieco stabsze

efekty obserwowano w obecnosci ox-LDL [113]. Ponadto wykazano, ze Lp(a)
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ze wzgledu na swojg strukture podobng w budowie do plazminogenu wigze
sie z miejscami receptorowymi dla plazminogenu na fibrynie i uposledza
dziatanie plazminy, przez co hamuje proces fibrynolizy. Mogtoby to wyjasniaé

prozakrzepowe wtasciwosci Lp(a) [112, 114, 115] .

1.3.4 Znacznie srédbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF)

Srédbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) jest wysoce specyficznym
mitogenem dla komorek $rédbtonka [116, 119, 120], a tym samym odgrywa
istotng role w waskulogenezie i angiogenezie. Jego struktura wykazuje duzg
analogie do PDGF [117]. VEGF jest znany rowniez jako VPF (vascular
permeability factor) poniewaz nasila on przepuszczalno$¢ naczyn, co np. po
podaniu biatka VEGF lub transfekcji jego genu do ustroju moze objawia¢ sie
obrzekami [119, 120]. Poznano cztery typy mRNA kodujagce VEGF a
zawierajgce 206, 189, 165 oraz 121 aminokwaséw. mRNA jest produktem
jednego genu, a réznice w budowie powstajg na drodze "alternatywnego
splacingu" [118]. VEGF2; oraz VEGF5 sg uwalniane do $rodowiska,
natomiast pozostate izoformy wigza sie z glikozamoinoglikanami podécieliska
i matrix [118, 120]. VEGF moze byé generowany i wydzielany przez liczne
komorki organizmu, réwniez przez komorki miesni gtadkich $ciany naczynia
[118, 120]. Zwiekszong ekspresje i produkcje tego czynnika wzrostu
stwierdzono w tozysku, w niedotlenionych tkankach oraz w nowotworach
[119, 120]. Hipoksja jest silnym czynnikiem aktywujgcym produkcje VEGF, a
najwieksza ekspresje VEGF obserwowano w tkankach po 12-24 godzinach
od zamkniecia $wiatta naczynia [121, 122]. Selektywna aktywacja

przepuszczalnosci i mitogenezy przez VEGF w komoérkach $rédbtonka jest
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zwigzana z obecnoscig specyficznych receptorow KDR/flk-1 dla tego
mitogenu, a ktorych ekspresje stwierdzono gtéwnie w tych komérkach [120].
Zwrbécono uwage na fakt, iz podawanie egzogennego biatka VEGF w
modelu doswiadczalnym towarzyszy spadek ci$nienia, oraz ze VEGF jest w
stanie rozkurcza¢ izolowane tetnice [125,127,123]. Efektéw tych nie
obserwowano przy réwnoczesnym podaniu inhibitorow syntazy tlenku azotu,
co sugeruje udziat NO w mechanizmie dziatania tego czynnika wzrostu.
Badania prowadzone przez nasz osrodek [123] oraz w innych osrodkach na
Swiecie [124], dowiodly, ze istnieje Scista kooperacja miedzy VEGF a NO.
Ditugotrwata ekspozycja $rdédbtonka na VEGF (24 godziny) powoduje wzrost
poziomu biatka eNOS jak i nasila generacje NO. Natomiast krotkotrwata
ekspozycja komorek srédbtonka na VEGF zwieksza uwalnianie NO poprzez
mechanizmy zwigzane z aktywacjg kinazy tyrozynowej i PI-3K kinazy

[120,124,223].

Niedotlenienie indukuje wydzielanie VEGFes5, a ten z kolei nie tylko nasila
proliferacje endotelium, ale i aktywuje uwalnianie NO z hodowli komérek
srodbtonka. W ten sposéb, poprzez rozszerzenie istniejacych oraz
wytworzenie nowych naczyn moze polepszalé perfuze niedokrwionych tkanek
[125,120,124,223]

Wykazano réwniez, ze VEGF promuje formowanie jonu nadlenkowego. Efekt
ten moze dominowa¢ w przypadku wysokich stezen VEGF, a powstajgcy jon
ponadnadtienkowy odpowiedzialny jest za inaktywowanie czeSci

powstajacego NO [126, 127].
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1.3.5 Markery uposledzonej funkcji Srodbtonka.
Czynnik von Willebranda (VWF) jest syntetyzowany (a w niewielkim

stopniu magazynowany) w komoérkach $rédbfonka, megakariocytach i
plytkach krwi stwierdza sie go w stezeniu ok. 10ug/ml [128, 129]. Po
uwolnieniu do krgzenia VWF jest czesciowo trawiony przez plazmine, a
czesciowo inkorporowany przez ptytki drogg endocytozy do ziarnistosci o.
Aktywacja plytek, zwlaszcza uszkodzenie komérek Srédbtonka powoduje
uwolnienie VWF do krazenia. [129]. W krazeniu VWF taczy sie z czynnikiem
VIIl, co warunkuje normalng funkcje i stabilno$¢ czynnika VI, a takze
posredniczy w adhezji pilytek w miejscach uszkodzenia $rédbtonka.
Niedobory czynnika VWF stwierdzane sg np. w chorobie von Willebranda,
chtoniakach, toczniu systemowym i innych [130]. VWF oddzialywuje z
ptytkami za posrednictwem gllikoproteiny Ib, ktéra powoduje adhezje plytek
do Sciany naczynia oraz za posrednictwem glikoproteiny (Gp) lib/llla (a2B3),
bedacej receptorem dla fibrynogenu a odgrywajacego role w agregacji ptytek
krwi [131,132].

Agregacja ptytek oraz tworzenie zakrzepu w obecnosci sit Scinania (shear
stress) wymaga interakcji VWF zaréwno z Gp Ib jak i lib/llla. Przylaczenie
VWF do Gp Ib jest niezalezne od stanu aktywacji ptytek, gdy wigzanie z Gp
lIb/llla wymaga ich aktywacji. Sugeruje sie réwniez, ze wigzanie sie z Gp |b
generuje wewnatrzptytkowy sygnat do =zaleznej od ADP ekspozycji
kompleksu Gp llb/llla [131,132,133].

Interakcja ptytki - Sciana naczynia odbywa sie réwniez przy wspoétudziale
roznych skitadnikéw subendoteliainych biatek pod$cieliska takich jak
fibronektyna, laminina, kolagen typu | [134]. Mechanizmy kontrolujace

synteze i wydzielanie VWF sa w dalszym ciggu przedmiotem badan. Chociaz
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komorki Srédbtonka uwalniajg VWF zaréwno in vivo jak i in vitro, potrzebna
jest specyficzna ich aktywacja przez rézne czynniki aby spowoddwaé szybkie
uwalnianie VWF zgromadzonego w ciatkach Weibel-Paladiego [131 -135].
Pobudzenie przez trombine, histamine, IL-1, fibryne lub lipopolisacharydy
komoérek srodbtonka pepowiny ludzkiej (HUVEC) prowadzi do wydzielnia
VWF [138]. Uwalnianie vWF in vivo jest réwniez wzmagane przez
wazopresyne i kwas nikotynowy, chociaz zaden z tych czynnikéw nie uwalnia
VWF bezposrednio z hodowli komérkowej srédbtonka [138,139]. Wyniki te
sugerujg, ze uwalnianie VWF ze $rédbfonka wymaga obecnosci dodatkowych
czynnikow, ktére sg obecne w krazgcej krwi [136].

Niewielkie ilosci czynnika von Willebranda sa zawarte w
ziarnistosciach o ptytek, skad mogq by¢ uwalniane do krazenia podczas ich
aktywacji [137, 138]. W ziarnisto$ciach o plytek jest réwniez magazynowany
czynnik ptytkowy 4 (PF 4) i B - tromboglobulina (B-TG). Poziom B-TG i PF 4
we krwi sg uwazane za wskaznik przyzyciowej aktywacji ptytek [141,139].
Aktywacja plytek prowadzi do uwalniania do krwi B-TG oraz PF4. Z uwagi na
udziat ptytek w procesach zatorowo - zakrzepowych, badanie poziomu p-TG
jest wiec nieinwazyjnym testem stopnia aktywacji ptytek in vivo. Podniesione
stezenie B-TG jest stwierdzane m. in. w miazdzycy, wadach zastawkowych

serca, zawale serca, DIC, zawale i udarze [139, 140, 141]

1.4 Znaczenie LDL-aferezy jako terapii objawowej
Przed wprowadzeniem radykalnych metod leczenia pacjenci z rodzinna,

oporng, homozygotyczna hypercholesterolemia umierali przed ukonczeniem
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30 roku zycia z powodu powiktari wczesnej miazdzycy jak udar mézgowy czy
zawat serca, gdyz leczenie farmakologiczne i dietetyczne nie jest skuteczne
w wypadku rodzinnej hypercholesterolemii [8,9,10,11].
W latach 60 zaproponowano po raz pierwszy zastosowanie powtarzanej
plazmaferezy do leczenia homozygotycznych postaci hypercholesterolemii
rodzinnej [142]. Odstapiono jednak wtedy od tej metody poniewaz separacja
osocza przez wirowanie byta mato wydajna, powodowata uszkodzenia
elementéw morfotycznych krwi i stwarzata niebezpieczenstwo infekcji. W
1975 roku Thompson [143] ulepszyt metode plazmaferezy w leczeniu
rodzinnych hipercholesterolemii wprowadzajac do zabiegu wynaleziony w
pare lat wczesniej separator osocza przy ciggtym przeptywie krwi. W 1976
roku Lupien i wsp.[144] zastosowali po raz pierwszy metode pozaustrojowe;j,
selektywnej eliminacji frakcji LDL, wykorzystujac zjawisko swoistego
powinowactwa apolipoproteiny B do heparyny. Zastosowano wtedy metode
adsorbcji LDL z krwi petnej na czastkach agarozy optaszczonych heparyna.
Termin LDL afereza zostat wprowadzony przez Stoffela i Demanta w 1981
roku dla okreslenia wybiérczego usuwanie LDL metodg immunoadsorbcji
[145]. |

Inny sposob leczenia hipercholesterolemii, tzw. metode podwajnej filtrac;i,
polegajgcq na usuwaniu z oddzielonego osocza wiekszych czasteczek takich
jak np. LDL i VLDL, zastosowat w 1982 roku Tanaka [146]. W 1985 roku
Yokoyama zaproponowat wykorzystanie zjawiska adsorbcji czgstek LDL na
celulozie pokrytej siarczanem dekstranu [147]. Metoda ta jest obecnie
najpopularniejsza i stanowi podstawe dziatania kolumn uzywanych do
separacji LDL w zabiegu aferezy-LDL. Jeszcze jednym rozwigzaniem

technicznym jest zastosowana przez Armstronga w 1987 precypitacja w
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Srodowisku kwasnym LDL przez heparyne (metoda HELP)[148]. W terapii
opornych hipercholesterolemii znajduje obecnie najwieksze zastosowanie
metoda precypitacji ha siarczanie dekstranu oraz metoda HELP.

Jedne z pierwszych badan z zastosowaniem LDL-aferezy dotyczyly
oSmiorga dzieci w wieku 7-17 lat z wyjSciowym (mimo leczenia
farmakologicznego i dietetycznego) poziomem cholesterolu 56 mmol/l [149].
Leczenie prowadzono w przedziatach jedno- i dwutygodniowych przez okres
24 - 64 miesiecy. Uzyskano s$rednie obnizenie pozioméw cholesterolu
catkowitego, LDL i Lp(a) o ok. 70-80%, czyli do $redniej warto$ci cholesterolu
catkowitego w granicach 6 - 8 mmol/L. W przeciwienstwie do dzieci nie
poddanych terapii afereza, dzieci poddane tej terapii nie wymagaty
operacyjnego leczenia powiktan miazdzycy (angioplastyka, pomostowanie
aortalno-wiencowe), a konieczne interwencje kardiochirurgiczne ograniczaty
sie do korekty wrodzonych wad serca. Wzrost i rozwoj psychofizyczny tych
dzieci przebiegat bez réznic z dzieémi zdrowymi. Z wyjatkiem niedoboru
zelaza u jednego pacjenta, nie obserwowano istotnych zmian w osoczowych
wskaznikach hematologicznych, poziomach immunoglobulin, stezeniach
witamin rozpuszczainych w tluszczach [150]. Utrzymanie cigzy u pacjentek z
rodzinng hypercholesterolemig byto dotad niemal niemozliwe ze wzgledu na
szybki postep choroby niedokrwiennej serca u matki oraz rozwijajaca sie
niewydolno$¢ tozyska [151]. Leczenie rodzinnej hypercholesterolemii
homozygotycznej za pomoca LDL-aferezy umozliwia pacjentkom z tg
chorobg utrzymania cigzy i urodzenie dziecka. Z doniesien wynika, ze
stosowane aferezy podczas catego przebiegu cigzy leczenie nie zaburza

rozwoju ptodu. Porody oraz potdg przebiegaly bez powiktan [152].
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Radykalne leczenie hipercholesterolemii rodzinnej dotyczy réwniez form
heterozygotycznych tej choroby, gdy standardowym leczeniem nie mozna
uzyskac zalecanej w prewencji kardiologicznej redukcji poziomu cholesterolu
LDL ponizej 100 mg/dl (2,6 mmol/l). W pétrocznych, randomizowanych
probach wykazano skuteczno$é terapii LDL-aferezg w leczeniu opornej na
standardowe leczenie, rodzinnej hipercholesterolemii heterozygotycznej. U
tych chorych w przebiegu choroby niedokrwiennej serca stosowanie LDL
aferezy przynosi korzystne wyniki w prewencji wtornej i jak wykazaty niektére
badania, prowadzi do regresji zmian miazdzycowych w naczyniach

nasierdziowych [8,1563,154].

2. CEL BADAN

Celem pracy byta proba okre$lenia skutecznosci LDL-aferezy w
normalizacji patologicznego profilu lipidéw we krwi pacjentéw z udowodniong
w angiografii chorobg niedokrwienng serca oraz wptywu tych zmian na

wybrane parametry funkcji srédbtonka i tolerancje wysitku.
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3. MATERIALY | METODY
3.1 Opis grup pacjentow zakwalifikowanych do badan

Pacjenci hospitalizowani byli w Klinice Choroby Wiercowej i Il Klinice
Kardiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie.

Do badan wilaczono pacjentow z angiograficznie stwierdzonymi
zmianami miazdzycowymi w naczyniach wiencowych, zakwalifikowanych
wstepnie do zabiegdw rewaskularyzacji miesnia sercowego: przezskornej
Srédnaczyniowe] angioplastyki (PTCA) lub zabiegu pomostowania naczyn
wiencowych (CABG). Zabiegi rewaskularyzacji wykonywano w Zaktadzie
Hemodynamiki i Angiokardiografii oraz w Klinice Chirurgii Serca i Naczyn
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie.

Do badan kwalifikowano chorych, u ktérych wykluczono ciezka postaé
nadci$nienia tetniczego (cisnienie rozkurczowe powyzej 115 mmHag,
skurczowe powyzej 165 mmHg), niewydolno$¢ nerek, watroby, niewydolnosé
krgzenia (lll i IV klasa wg NYHA), cukrzyce, chorobe nowotworows,
zaburzenia krzepniecia. Ponadto ze wzgledu na zmniejszenie wydajnosci
zabiegéw LDL-aferezy u chorych z hipertriélicerydemiq z badan wychzono
pacjentéw ze znacznie podniesionym stezeniem triglicerydéw (TG powyzej

4.0mmol/l).
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Chorych podzielono na trzy grupy:

1. Grupe pierwszg stanowili chorzy leczeni LDL-afereza, u ktérych wykonano
zabiegi rewskularyzacyjne (n=7, CABG n=4, PTCA n=3).

2. Grupe kontrolng A stanowili chorzy poddawani zabiegom
rewaskularyzacyjnym, bez zabiegéw LDL-aferezy (n=8, CABG 6, PTCA 2).

3. Grupe kontrolng B stanowili chorzy nie poddawani zabiegom
rewaskularyzacyjnym, ani zabiegom LDL-aferezy, ktorzy byli leczeni

wytacznie farmakologicznie (n=8).

Grupa leczona | Grupa kontrolna A | Grupa kontrolna B
LDL-aferezg

Liczba chorych 7 8 8
farmakoterapia farmakoterapia farmakoterapia
(w tym statyny) (w tym statyny) (w tym statyny)
. . zabieg zabieg
Rodzaj terapii rewaskularyzacyjny |rewaskularyzacyjny

(CABG lub PTCA) |[(CABG lub PTCA)

LDL-afereza
(3-7 zabiegébw u
jednego pacjenta)

CABG (n=4) CABG (n=6) CABG (n=0)
Zabiegi

rewskularyzacyjne .
PTCA (n=3) PTCA (n=2) PTCA (n=0)

Tabela 1. Protokét badania (1): grupy pacjentdw i rodzaj terapii w poszczegoéinych grupach
badanych.

Pacjenci nie byli randomizowani do poszczegélnych grup. Kryterium doboru
do grupy leczonej zachowawczo (Grupa B) byt brak mozliwosci wykonania
zabiegu rewskularyzacyjnego (na podstawie koronarografii) lub brak zgody
chorego na takie leczenie. Chorzy kwalifikowani do zabiegéw

rewskularyzacyjnych w trybie pilnym oraz nie wyrazajgcych zgody na
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leczenie LDL-aferezg byli kwalifikowani do grupy kontrolnej A. Pozostali
chorzy z oporng hipercholesterolemia, @ poddawani  zabiegom
rewaskularyzacyjnym i spetniajagcym kryteria wigczenia do badan byli
kwalifikowani do grupy leczonej LDL-afereza.

Pacjentom udzielono szczegétowych wskazéwek co do przestrzegania
diety ubogocholestrolowej z  kontrolowang zawartoscig  kwasow
ttuszczowych. Dieta ta polega na ograniczaniu spozycia tluszczu do 25-30%
zapotrzebowania energetycznego, cholesterolu ponizej 200mg/dobe oraz
podazy kwaséw ttuszczowych w odpowiednim stosunku: NKT (nasycone
kwasy ttluszczowe) do JKT (jednonienasycone kwasy ttuszczowe) do WKT
(wielonienasacone kwasy ttuszczowe) w stosunku odpowiednio - 1:1,2:0,8. Z
diety wyeliminowano miedzy innymi masto, $mietang, smalec, stonine,
boczek, tluste mleko i jego przetwory, ttuste gatunki mies i wedlin, podroby,
z6ttka jaj oraz utwardzone tluszcze roslinne (margaryny twarde), ktére
zawierajg znaczne ilosci izomeréw trans kwasoéw ttuszczowych. Produkty te
chorzy zastepowali przez zrodta jednonienasyconych kwaséw ttuszczowych
(jak olej rzepakowy, oliwa z oliwek) oraz wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych (jak olej stonecznikowy, séjowy, kukurydziany). Ponadto
zwrécono takze uwage na zwiekszenie podazy kwaséw ttuszczowych z
rodziny omega-3-nienasyconych zwartych w rybach morskich. W diecie
zwiekszono ilos¢ btonnika, witamin antyoksydacyjnych i flawionoidéw
zawartych w jarzynach i owocach. Ograniczono takze spozycie
tatwoprzyswajalnych weglowodandw (cukier, stodycze) oraz soli i alkoholu.
Chorzy wraz z rodzinami zostali przeszkoleni w zakresie stosowania diety i

przestrzegali jej zasad.
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Pacjenci otrzymywali nastepujace leki, stosowane w terapii dusznicy
bolesnej: kwas acetylosalicylowy, tiklopiodyne, blokery receptoréw beta
adrenergicznych, blokery kanatéw wapniowych, nitraty. Ze wzgledu na
mozliwos¢ wystgpienia u pacjentédw stosujacych inhibitory enzymu
konwertujgcego (ACE) spadkéw ci$nienia tetniczego podczas zabiegoéw LDL-
aferezy[155], odstawiono te leki na 4 tygodnie przed planowanym pierwszym
zabiegiem.

Wszyscy chorzy uczestniczacy w badaniu otrzymywali przez co
najmniej 2 miesigce przed wigczeniem do programu simwastatyne w dawce
20-40mg na dobe.

Do badan wigczono chorych, u ktérych poziom lipoprotein LDL

przekraczat 3,5 mmol/l mimo diety i farmakoterapii

3.2 Przebieg badan

W grupie leczone] LDL-aferezg pierwszy zabieg LDL-aferezy
wykonywano na dwa dni przed zabiegiem rewaskularyzacyjnym, drugi do 2-
10 dni po zabiegu. Dalsze zabiegi wykonywano co 7-14 dni w zaleznosci od
narastania stezenia cholesterolu u chorego, Iktére utrzymywano na poziomie
rekomendowanym przez Polskie Towarzystwo Kardiologiczne w prewencji
wtdérnej choroby niedokrwiennej serca (poziom lipoprotein LDL pomiedzy 2,5
a 3,5mml/l). Zabiegi aferezy wykonywano przez okres 3 miesiecy po zabiegu
rewaskularyzacyjnym. llo§¢ zabiegéw wykonanych u jednego chorego
uzalezniono od predkos$ci narastania cholesterolu LDL | wynosita ona od 3 do

7 zabiegbw w ciggu 3 miesiecy po zabiegu rewskulazyzacyjnym.
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Leczenie simvastatyng (20-40 mg na dobe) kontynuowano takze miedzy

poszczegdllnymi zabiegami aferezy w celu zapobiezenia efektowi nasilenia

syntezy cholesterolu po gwattownym jego usunieciu przez LDL-afereze.

U wszystkich chorych pobierano krew na badania biochemiczne zgodnie z

protokotem badania (Tabela 2).

Grupa leczona
LDL-afereza

Grupa kontrolna
A

Grupa kontrolna
B

Wiaczenie
do programu

badania
biochemiczne

badania
biochemiczne

badania
biochemiczne

test wysitkowy test wysitkowy test wysitkowy
Przed pierwsza badania ] ]
LDL afereza biochemiczne
Po pierwszej badania - -
LDL-aferezie biochemiczne
Zabieg . PTCAlub CABG | PTCA lub CABG ;
rewaskularyzacyjny
Przed LDL aferezg badania ) ]
(do 7 zabiegow) biochemiczne
Po LDL aferezie badania i i
(do 7 zabiegow) biochemiczne
\?v?qizn;ileizigza(:h od test wysitkowy " test wysitkowy test wysitkowy
programu
Po 6 miesiacach od badania badania badania

wigczenia do
programu

biochemiczne

biochemiczne

biochemiczne

Po 12 miesigcach od
wiaczenia do
programu

badania
biochemiczne

test wysitkowy

badania
biochemiczne

test wysitkowy

badania
biochemiczne

test wysitkowy

Tabela 2. Protok6t badania (2): badania w poszczegélnych grupach chorych. Badania
biochemiczne obejmowaly badanie poziomu: lipoprotein (CH, LDL, TG, HDL), Lp(a), ocene
podatnosci LDL na oksydacje, fenotyp LDL, poziom vVWF, VEGF, NOXx, fibrynogenu i B-TG
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Pacjenci, jesli nie wymagaly tego dodatkowe okolicznosci, zgtaszali
sie do kontroli kardiologicznej przez pierwsze 6 miesiecy najmniej trzykrotnie.
Podczas wizyty wykonywano badanie podmiotowe, przedmiotowe oraz
wykonywano testy wysitkowe na biezni ruchome;.

Analizie poddawano testy wysitkowe wykonane w 3 i 12 miesigcu od
wigczenia do programu (Tabela 2).

Krew na badania parametréw biochemicznych pobierano w 6 i 12 miesiacu
po zabiegu rewaskularyzacyjnym (tj. w 3 i 9 miesigcu po ostatnim zabiegu

LDL-aferezy) (Tabela 2).

3.3 LDL-afereza - opis metody

Do zabiegéw LDL-aferezy uzywano aparatu MA-01 japonskiej firmy
Kaneka. W kolumnach adsorpcyjnych aparatu jest wykorzystywany
mechanizm adsorpcji dodatnio natadowanych czasteczek apolipoproteiny B
LDL na powierzchni ujemnie natadowanych czastkach siarczanu dekstranu
[166]. Czasteczki te taczg sie na drodze elektrostatycznych oddziatywan.
Potaczenie jest trwate w srodowisku fizjologicznego roztworu 0,9% NaCl. Po
zmianie S$rodowiska na 4,5% NaCl po}qczenia ulegajg rozdzieleniu.
Mechanizm ten jest wykorzystywany podczas zabiegu do czasowej
regeneracji kolumn.

Po standardowym tescie aparatu (testowanie komputera i czujnikow
ci$nienia) instalowano do aparatu jednorazowy, sterylny zestaw do LDL
aferezy sktadajgcy sie z separatora komérkowego Sulflux FS 0.05, dwoch
kolumn LA-15 Liposorber System i filtra osocza stanowigcych po instalacji

zamkniety obieg. Nastepnie zestaw wypetniano ptynami (NaCl 0,9%, ptyn
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Ringera) i odpowietrzano. Procedura przygotowania aparatu trwa ok. 1,5
godziny.

Po podaniu dozylnym pacjentowi 5000 U heparyny krew pobierano w
sposo6b ciagly od pacjenta z zyty powierzchownej przy uzyciu tymczasowego
dostepu do zyty w postaci wkiucia (igta o $rednicy ®1,1 lub 1,2 mm). W tej
metodzie krew jest zasysana z zyty przez pompe krwi (maksymalne ujemne
ciSnienie -60mmHg). Nastepnie przeptywa ona przez separator komérkowy
(Sulflux FS 0.05 lub HQ 0,05 Kaneka, Japonia), gdzie oddzielane sg
sktadniki morfotyczne (erytrocyty, leukocyty a takze piytki) od osocza.
Nastepnie osocze jest przepompowywane osobng pompa przez pokryte
siarczanem  dekstranu kolumny adsorbcyjne (Srednie cisnienie ok.
120mmHg). Na powierzchni  kolumn, dzieki elektrostatycznym
oddziatywaniom pomiedzy apolipoproteing B i siarczanem dekstranu,
czasteczki zawierajace apoliporoteine B ulegajg adsorbcji. Po oczyszczeniu z
frakcji LDL i VLDL osocze ulega potfaczeniu z elementami morfotycznymi
ptynacymi z separatora komérkowego. Po ogrzaniu do temperatury 37°C,
krew powraca do pacjenta poprzez wkiucie do drugiej zyly powierzchownej.
Aparat wyposazony jest standardowo w dwile kolumny do adsorpcji LDL. Po
przefiltrowaniu ok. 600ml osocza kolumna ulega wysyceniu i automatycznie
jest przetaczana w tryb ptukania. W czasie regeneracji pierwszej kolumny,
druga zostaje automatycznie wiaczona do filtracji osocza. Osobny obieg
ptynéow regeneruje kolumne poprzez wyptukiwanie z niej czastek LDL
roztworem 4,5% NaCl.

Caly zabieg trwa ok. 3-4 godzin i w czasie jego trwania oczyszczeniu

ulega 3000 ml osocza.
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Wszystkie materialy majgce kontakt z krwig pacjenta sg
jednorazowego uzytku i stwarzajg obieg zamkniety, co zabezpiecza pacjenta

i personel przed mozliwoscig infekcji.
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3.4 Ocena tolerancji wysitku

Wszystkich chorych poddano testom wysitkowym na biezni ruchome;
(Marquette Electronics USA) wg zmodyfikowanego protokotu Bruce'a. Test
wykonano w chwili wiaczenia pacjenta do badan (przed zabiegiem
rewaskularyzacyjnym oraz przed zabiegami LDL-aferezy), po 6 oraz po 12
miesigcach prowadzonych obserwacji.

Test wysitkowy na biezni ruchomej byt przeprowadzany wg
zmodyfikowanego protokotu Bruce’a [157]. Test skiada sie z trzyminutowych
etapdw o narastajgcym stopniu predkosci biezni oraz zwigkszanym
stopniowo nachyleniu biezni (Tabela 3).

Analizie statystycznej poddano czas trwania wysitku (tolerancja wysitku
— wyniki przedstawiono w minutach). Sposréd wszystkich kryteriow
przerwania wysitku, u badanych chorych wystepowaly: znamienne obnizki
odcinka ST, silne zmeczenie oraz osiggniecie wysitku submaksymalnego

(definiowanego jako tetno obliczone ze wzoru 220-wiek x 80%).

stopien czas trwania szybko$¢ marszu nachylenie biezni

etapu (min) mil/godz. (km/godz.) (%)

1 3 1,7 (3) 0

2 3 1,7 (3) 5

3 3 1,7 (3) 10

4 3 2,5 (4,5) 12

5 3 3,4 (6) 14

6 3 5,0 (8) 18

7 3 5,5 (9) 20

8 nieograniczony 6,0 (10) 22

Tabela 3. Test na biezni ruchomej wg zmodyfikowanego protokolu Bruce'a. Tabela
przedstawia predkosé przesuwu bieznika (szybkosé marszu chorego) i stopien nachylenia
biezni w zalezno$ci od etapu testu.
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3.5 Badania biochemiczne
Krew do badan biochemicznych pobierano zgodnie z protokotem badania

(patrz powyzej - Tabela2)

3.5.1 Poziom liporotein.

Poziom cholesterolu catkowitego (CH), triglicerydéw (TG) i lipoprotein
HDL oznaczano standardowg metodg enzymatyczng (Boehringer
Mannheim). Poziom lipoprotein LDL w mmol/l wyliczano standardowo wg
formuty Friedewalda (LDL=CH - HDL - 0,45xTG). Jak wspomniano powyzej,
ze wzgledu na wydajno$¢ zabiegu, do badan nie wiaczano chorych z
hipertriglicerydemia.

Wyniki przedstawiono w mmol/l.

3.5.2 Oznaczanie poziomu lipoproteiny a [Lp(a)].
Stezenie Lp(a) oznaczano metodg RIA (zestaw apo(a) RIA 100, firmy

Pharmacia Diagnostics AB, Niemcy). Wyniki przedstawiono w mg/I.

3.5.3 Badanie podatnosci frakcji LDL na oksydacje (ex vivo)
3.5.3.1 Izolacja lipoprotein LDL metoda ultrawirowania

Frakcje lipoprotein uzyskiwano z surowicy pacjentow przed, po
kazdym zabiegu LDL-aferezy oraz po uplywie 6 i 12 miesiecy. Procedure
ultrawirowania przeprowadzono w oparciu o metode sekwencyjnej flotacji wg
Havela [158].

Ultrawirowanie surowicy przeprowadzano w temperaturze +4°C przez
18 godzin, przy 39 000obr./min. za pomocg ultrawirowki Beckman L8-55 w
rotorze katowym 70-Ti stuzacym do izolacji preparatywnej. Po zakoriczeniu

ultrawirowania zbierano i odrzucano gorng frakcje (okoto 1/3 objetosci)
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zawierajaca IDL i VLDL, natomiast pozostatg surowice ponownie
dogeszczano za pomoca, KBr do gestosci 1.063 g/cm?® i ultrawirowano w tych
samych warunkach co poprzednio. Po zakonczeniu wirowania zbierano
gérng frakcje zawierajg LDL, przenoszono do worka dializacyjnego i
oddializowywano KBr wzgledem roztworu soli fizjologicznej zbuforowanej
solami potasu (PBS) o pH 7,4. Dialize przeprowadzano w 4°C, w ciemnosci
przez 48h wymieniajac czterokrotnie ptyn dializacyjny.

Uzyskane LDL sgczono przez filtr Millipore o $rednicy poréw 0,22um i
przechowywano w ciemnoéci w +4°C bez dostepu tlenu atmosferycznego
(pod azotem) nie dtuzej niz 2 tygodnie.

Stezenie biatka LDL oznaczano metodg Lowry'ego [159].

3.5.3.2 Badanie podatnosci lipoprotein LDL na oksydacjlg

Uzyskane po dializie LDL przenoszono do 5uM roztworu CuSO, i
inkubowano przez 4 godz. w temperaturze 37°C tagodnie mieszajgc. W
punktach czasowych po uptywie: 30, 60, 120, 180 i 240 minut pobierano
probki w celu oznaczenia iloSci produktéw oksydacji lipidéw
(malonylodialdehyd MDA), co odzwierciedlato stopien oksydycji LDL (metoda
wg Wallin i wsp. [160]). llo§¢ powstajagcego MDA mierzono za pomocg
spektrofotometrycznego pomiaru absorbancji (przy dtugo$ci fali 532 i 600nm)
po reakcji z kwasem tiobarbiturowym.

Kinetyke oksydacji LDL wyrazano poprzez krzywag oksydacji wyznaczona
przez maksymalne stezenie TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)
w 1 mg LDL (nmTBARS/mg LDL) w danych punktach czasowych. Tq2 —

wyznaczano jako polowe czasu potrzebng do maksymalnej produkcji
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TBARS. Catkowitg ilo§¢ wyprodukowanego w tym czasie MDA obliczano z
pola powierzchni pod krzywa kinetyczna oksydacji LDL.

Maksymalng produkcje MDA wyrazano w nmol/mg biatka LDL, Ty, wyrazano
w minutach, catkowita produkcja TBARS zostata wyrazona w jednostkach

adsorbanc;ji przy dtugosci fali 532nm.

3.5.4 Ocena fentypu LDL
Oznaczenia fenotypu LDL (A lub B) dokonywano za metodg wg

Swinkels i wsp.[161] opracowanej i zmodyfikowanej w Zakfadzie Biochemii
Klinicznej przez dr n. biol. Jadwige Hartwich. Okre$lenia u kazdego
badanego pacjenta wzoru podfrakcji LDL (A lub B) dokonywano za pomocg .
badania heterogennosci sktadu frakcji LDL.

Badania obrazu podfrakcji LDL dokonywano poprzez ultrawirowanie w
gradiencie gestosci bromku potasu prébek surowicy zabarwionej barwnikiem
Coomassie Brillant Blue R. Procedure wirowania prowadzono w rotorze
wychylnym Kontron TST 55,5 wedtug matody Swinkles i wsp. [161]
dostosowanej w tutejszej pracowni do analizowania matych objeto$ci
stosowanych roztworéw z zachowaniem ich oryginalnych proporcji. Sktad
gradientu byt nastepujacy: na dnie przejrzystej probowki wirowniczej z
poliweglanu umieszczano 0,6 ml surowicy, ktérej gestos¢ powiekszano do
wartosci d=1,10 g/ml poprzez dodanie 84 mg krystalicznego KBr,
zabarwionego 20ul wodnego roztworu Coomassie Brillant Blue R (15 g/l). Na
prébke surowicy kolejno nawarstwiano: 0,4 ml roztworu KBr o gestosci
d=1,066 g/ml, 0,6 ml roztworu KBr o gestosci d=1,035 g/ml, 0,7 ml o gestosci
d=1,020 g/ml i 0,4 ml roztworu KBr o gestosci d=0,006 g/ml. Natychmiast po

nawarstwieniu rozpoczynano wirowanie prébki, ktére kontynuowano przez
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19,5 godziny w temperaturze 20° C przy przecigzeniu 160 000 x g w rotorze
wychylnym Kontron TST 55.5.
Fenotypy LDL byly identyfikowane wizualnie oraz na podstawie
pomiarow densytomerycznych przeZroczy wykonywanych natychmiast po

zakoriczeniu wirowania obiektywem makro TESSAR 2,8/50 na filmach
kolorowych FUJI-Chrome. Analize obrazu obrazu podfrakcji przeprowadzano
na podstawie pomiaréw pola powierzchni rozdzielonych podfrakciji. Slajdy
analizowano w duplikatach w densytometrze EDC HELENA Laboratories.
Potozenie gtownego szczytu krzywej na krzywej densytometrycznej w
probéwce byto okreslane w odniesieniu do $rodka menisku jako punktu
referencyjnego.

Wzér A (fenotyp A) LDL oznacza przewage duzych LDL w stosunku
do matych gestych LDL (ponad 50% pola powierzchni pod krzywg
denstometryczng rozdzielonych podfrakcji).

Wzér B (fenotyp A) oznacza przewage matych czastek w puli LDL.

Za punkt odciecia matych i duzych LDL przyjeto gesto$¢ frakcji 1,040 g/ml.

3.5.5 Oznaczanie stezenia fibrynogenu
Poziom fibrynogenu byt mierzony przy uzyciu metody Claussa. Po

podaniu nadmiaru trombiny spektrofotometrycznie mierzono czas konwersji
fibrynogenu do fibryny. Krzywe kalibracyjne czasu krzepniecia wyznaczano

przy uzyciu réznych rozcieiczen standardowego osocza. Wyniki

przedstawiono w g/l.
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3.5.6 Oznaczanie poziomu metabolitow tlenku azotu (NOx) w osoczu
krwi pacjentow
Pomiar stezenia azotanéw i azotynédw w osoczu krwi (NOKX)

przeprowadzono zmodyfikowang w naszym Zaktadzie przez dr n. biol. Ibeth
Guevare [62].

Dla podniesienia czutosSci metody (zahamowania syntezy azotanéw z
azotynéw) reakcje prowadzono w obecnosci kwasu
dwuetylenotréjaminooctowego  (chelatowanie metali) oraz obnizano
temperature mieszaniny reakcyjnej do 4°C.

Osocze wirowano (1000 g) przez 10 minut w temp. 4°C. Nastepnie do
200 pl medium dodawano 50 pl 6.5 nM HCI oraz 50 ul 37.5 mM kwasu
sulfanilowego. Mieszanine inkubowano przez 10 minut w tazni lodowej, a
nastepnie dodawano 50 upl 12.5 mM naftyletylenodwuaminy. Ponownie
inkubowano prébki w fazni lodowej przez 30 minut. Po odwirowaniu (10 000
g, 10 min., w temp. 4°C) i przeniesieniu prébek (175 pl) na mikroptytki
Nunca, absorbancje odczytywano spektrofotometrycznie (aparat Multiscan)
przy dtugosci fali 540 nm. Do wyznaczenia krzywej standardowej uzywano
roztworu azotynu sodu w zakresie stezen od' 1 uM do 100 pM.

Generacja NO byla wyrazona jako stezenie azotynéw, wyniki

przedstawiono w mmol/l.

3.5.7 Oznaczanie stezenia VWF w krwi pacjentow
Stezenie VWF badano w osoczu chorych przy uzyciu specyficznego

dla VWF zestawu ELISA Asserachrom vWF (Diagnostica Stago, Francja).
Zestaw zawiera przeciwciata krélicze przeciw ludzkiemu vWF. Zastosowanie

fragmentéw przeciwciat F(ab’); eliminuje mozliwosé reakcji krzyzowych z
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czynnikiem reumatoidalnym. Poziom detekcji metody wynosi do 0,5%. Wyniki

przedstawiono w procentach (%).

3.5.8 Oznaczanie stezenia VEGF5 W krwi pacjentéw
Poziom VEGF1s badano w osoczu chorych przy uzyciu

specyficznego dla ludzkiego VEGFes (brak reakcji krzyzowej z innymi
czynnikami wzrostu i interleukinami) zestawu ELISA (R&D-System, Wielka
Brytania). Uzywano dwéch przeciwciat: pierwszego monoklonalnego
przeciwciata specyficznego dla VEGFgs oraz drugiego poliklonalnego
znakowanego peroksydazg chrzanowa. Reakcje barwng wywotano przy
uzyciu tetrametylobenzydyny. Natezenie barwy mierzono na czytniku firmy
LAB-System przy diugosci fali 4560 nm. Kazde oznaczenie wykonywano w
dubletach. Zastosowany do oznaczen zestaw pozwalat mierzy¢é stezenia
VEGF 15 W szerokim stezen do 2000 ng/ml z czuto$cig oznaczen ponizej 15

ng/ml. Wyniki przedstawiono w ng/ml.

3.5.9 Oznaczanie stezenia 3-TG w krwi pacjentow

Stezenie B-TG badano w osoczu chorych przy uzyciu zestawu ELISA
firmy Bohringer Manheim (Niemcy) zawierajgcego przeciwciata krélicze
specyficzne dla ludzkiego P -TG. Zastosowanie fragmentéw przeciwciat
F(ab'), eliminuje  mozliwos¢ reakcji krzyzowych z  czynnikiem
reumatoidalnym. Zakres stezen badanych w tej metodzie wynosi od 5 do 200

IU/ml. Wyniki podano w 1U/ml.
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3.6 Analiza statystyczna
Wyniki zostaty zaprezentowane jako $rednie warto$ci z odchyleniem
standardowym uzyskane od wszystkich chorych w poszczegéinych grupach.
Dane dotyczace bezposredniego wpltywu zabiegu LDL-aferezy na stezenia
substancji w ustroju chorego przedstawiono jako $rednie z odchyleniami
standardowym ze wszystkich zabiegdw.

W celu oceny statystycznej istotnosci obserwowanych réznic
stosowano test t-Studenta dla zmiennych niepowigzanych lub analize
wariancji ( ANOVA ). Przyjeto, iz znamienno$¢ statystyczna wystepowata

przy p < 0.05.

3.7 Zgoda Komisji Etycznej
Na wykonanie badan uzyskano zgode Komisji Etycznej do spraw
Badan Klinicznych przy Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego w

Krakowie dnia 25.10.1995 roku.
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4. WYNIKI
4.1 Zmiany w stanie klinicznym pacjentéw

W chwili wilaczenia do badan grupy chorych nie réznily sie pod
wzglgdem  czestoSci  wystepowania  czynnikébw  ryzyka  choroby
niedokrwiennej serca takich jak: nadci$nienie, palenie tytoniu, cukrzyca,
wyjsciowe stezenie cholesterolu LDL, dodatni wywiad rodzinny, wiek i ptec.
Pacjenci nie mieli ciezkiej postaci nadci$nienia tetniczego (ci$nienie
rozkurczcowe powyzej 115 mmHg), niewydolnosci nerek, watroby,

niewydolnosci krazenia w 1l, 1l i IV klasie NYHA, cukrzycy. Frakcja

wyrzutowa w wentrykulografii wynosita od 48 do 65% (Tabela 4).

LDL-afereza

n=7 Kontrola A Kontrola B o]
Grupa n=g n=g
Wiek (lata) 57 58 56 ns
Pte¢ meska 7 7 (87%) 7 (87%) ns
CCSs 2.5 2.5 2.5 ns
Cukrzyca 0 1 1 ns
Palenie tytoniu
obecnie 0 0 0 ns
Palenie tytoniu
w przesziosci 7 6 (75%) 6 (75%) ns
Nadcisnienie 3 (42%) 3 (37%) 4 (50%) ns
obcigzony wywiad
rodzinny 7 8 8 ns
Choroba .
jednonaczyniowa 0 0 0 ns
Choroba
wielonaczyniowa 7 8 8 ns
Frakcja
wyrzutowa w 55% 51% 50% ns
wentrykulografii
Wczesniejsza
rewaskularyzacja 0 0 0 ns
serca

Tabela 4. Wyjsciowa charakterystyka grup chorych

U chorych, po co najmniej 2 miesigcach diety ubogocholesterolowej (opis

diety patrz wyzej) stwierdzono wartosci cholesterolu catkowitego powyzej 6.0
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mmol/l, LDL-cholesterolu powyzej 4,9 mmol/l, a triglicerydow ponizej 4
mmol/l. Z tego powodu wszyscy chorzy, przez co najmniej 2 miesiace
przyjmowali simvastatyne w dawce 20 lub 40 mg na dobe. Mimo to nadal
warto$ci cholesterolu LDL byly podwyzszone u pacjentéw wszystkich grup

(Ryc. 1).

mmol/l

. l % 2LDL—afereza
7 Kontrola A

6 % B Kontrola B

TR

B

CH LDL HDL TG

Ryc. 1 Wyjsciowe stezenie cholesterolu u pacjentéw leczonych aferezg LDL oraz z grup
kontrolnych, po co najmniej 2 miesigcach diety niskottuszczowej i zazywania simvastatyny w
dawce 20 lub 40mg na dobe.

W grupie leczonych LDL-aferezg pomimo terapii dietg i simvastatyng
poziom LDL-cholesterolu wyjsciowo wynosit powyzej 3,5 mmol/l (Ryc. 1). U
trzech chorych z tej grupy wykonano zabiegi pomostowania aortalno-
wiencowego (CABG), natomiast czterech pacjentéw poddano zabiegom
przezskornej srodnaczyniowej angioplastyki (PTCA) (Ryc. 2).

Grupe kontrolng A stanowito o$miu pacjentéw - siedmiu mezczyzn i jedna
kobieta, u ktérych wykonano zabiegi rewaskularyzacyjne tetnic wiericowych
(CABG n=6, PTCA n=2) (Ryc. 2).

Grupe kontrolng B, stanowito o$miu chorych (siedmiu mezczyzn i jedna
kobieta), ktorych po wykonaniu koronarografii, z powodu braku technicznych
mozliwosci wykonania zabiegu rewaskularyzacyjnego lub brak zgody
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pacjenta na jej wykonanie, zakwalifikowano jedynie do leczenia

farmakologicznego choroby niedokrwiennej serca oraz hipercholesterolemii.

Kontrola A

LDL-afereza

PTCA PTCA

CABG

Ryc. 2 Zabiegi rewskularyzacyjne u chorych leczonych LDL-aferezg oraz w grupie kontroinej

A

Podczas badan oraz obecnie, chorzy przebywajgq w statej kontroli
kardiologicznej w Klinice Choroby Wierncowej oraz |l Klinice Kardiologii CM
UJ. We wszystkich grupach chorych przez caty okres badan, az do chwili
obecnej kontynuowana jest terapia kardiologiczna oraz leczenie obnizajgce
lipidy poprzez stosowanie statyn oraz diety.

Po 12 miesigcach obserwacji sposréd siedmiu pacjentéw leczonych
aferezg LDL, sze$ciu chorych pozostato bez dolegliwosci stenokardialnych.
U jednego pacjenta po zabiegu PTCA gatezi miedzykomorowej przedniej, w
pigtym miesigcu po ostatnim zabiegu aferezy, nastapit nawrét dolegliwosci
stenokardialnych o charakterze niestabilnej dusznicy bolesnej. W wykonanej
kontrolnej koronarografii stwierdzono brak restenozy w zakresie poszerzane;j

uprzednio tetnicy. Stwierdzono natomiast progresje miazdzycy w zakresie
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pnia lewej tetnicy wiencowej. U chorego wykonano zabieg pomostowania
aortalno-wierncowego w trybie pilnym. W chwili zakoiiczenia badan (po 12
miesigcach) pacjent pozostawat bez dolegliwosci stenokardialnych. W
wykonywanych do czasu zabiegu lipidogramach stwierdzano nieznacznie
jedynie podwyzszone warto$ci LDL-cholesterolu i triglicerydéw, co moze
sugerowac¢ obecno$¢ innych czynnikéw sprzyjajgcych progresji miazdzycy u

tego pacjenta.

4.2 Przebieg terapii LDL-afereza

Przeprowadzone zabiegi LDL-aferezy byly bardzo dobrze tolerowane
przez pacjentéw. U jednego chorego podczas pierwszego zabiegu
obserwowano powolny, ok. 30 minutowy spadek cisnienia tetniczego krwi do
80 mmHg z towarzyszacym obnizeniem zatamkéw T w odprowadzeniach
przedsercowych. Chory nie zgtaszat dolegliwosci bolowych w klatce
piersiowej. Zmiany te wymagaly przerwania zabiegu i ustapity po podaniu
500 ml dekstranu 40.000. U tego samego pacjenta obserwowano takze
nieznaczny wzrost poziomu AspAT i ALAT w krwi (norma przekroczona 1,5
razy), co odniesiono do wptywu terapii simvastatyng (40 mg na dobe). Po
obnizeniu dawki statyny do 20 mg na dobe warto$ci enzymow watrobowych
powrécity do normy.

U jednego chorego z wieloletnim wywiadem alergicznym podczas
zabiegow wystapita trzykrotnie reakcja zblizona do pyrogennej, ktéra
wymagata przerwania zabiegu i ustgpita po podaniu sterydéw.

Gtéwnym utrudnieniem stosowania terapii byly waskie zyt obwodowe u
pacjentdw, co z powodu gorszego wyptywu wydtuzato czas trwania zabiegu

(do 5 godzin).
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Poza tym nie obserwowano innych ujemnych efektéw ubocznych terapii.
Pacjenci zgtaszali dobre samopoczucie zaréwno w trakcie jak i po terapii
oraz subiektywna poprawe wydolnosci fizyczne;.
4.3 Tolerancja proby wysitkowej w badanych grupach

U chorych leczonych LDL-afereza w okresie okotozabiegowym, po
uptywie 3 i 12 miesiecy od rozpoczecia leczenia, wykonane testy wysitkowe
na biezni ruchowej wg zmodyfikowanego protokotu Bruce'a nie wykazywaty
klinicznych i elektrokardiograficznych cech niedokrwienia mies$nia

sercowego.

mLDL-afereza
p=0,01  Grupa A
'O0Grupa B

przed leczeniem T po 3 miesiacach po 12 miesiagcach

zabieg
rewaskularyzacyjny

Rycina 3. Zmiany czasu trwania testu wysitkowego u leczonych aferezg LDL oraz w grupach
kontrolnych A i B. Test wg zmodyfikowanego protokotu Bruce’a, p=0,01- w stosunku do
wartosci po 3 miesigcach od wiaczenia do programu. Przedstawiono $rednie czasu trwania
wynikéw w poszczegéinych grupach pacjentéw (Srednia +SD, n=7 w grupie leczonych LDL-
afereza, n=8 w grupie kontrolnej A i n=8 w grupie kontrolnej B).

Pacjenci z grupy kontrolnej A (poddani zabiegom rewaskularyzacyjnym,
leczeni simvastatyng, bez LDL-aferezy), do chwili zakonczenia badan
pozostawali bez dolegliwosci bélowych w klatce piersiowej. Wykonane u

chorych testy wysitkowe byty ujemne klinicznie i elektrokardiograficznie.
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Jednak tolerancja wysitku (czas trwania wysitku) w tej grupie ulegt
nieznamiennemu statystycznie pogorszeniu po uplywie 12 miesiecy od

zabiegu rewskularyzacji mie$nia sercowego (Ryc. 3).

W obu grupach leczonych zabiegami rewaskularyzacyjnymi (Grupa LDL-
aferezy i Kontrola A) stwierdzono znamienng statystycznie poprawe toleranc;ji
wysitku po zabiegach rewaskularyzacyjnych, co bylo efektem
przeprowadzonych zabiegéw CABG i PTCA.

Sposréd  pacjentéw grupy kontrolnej B  (leczonych jedynie
faramakologicznie), tolerancja wysitku ulegta stopniowemu pogorszeniu w
czasie testéw wysitkowych (wykonanych bez odstawiania lekéw). Po 12
miesigcach kontroli spadek tolerancji wysitku w tej grupie chorych byt
znamienny statystycznie w stosunku do stanu wyj$ciowego oraz po 3

miesigcach od wigczenia do badan (Ryc.3).

4.3 Wyniki badan biochemicznych

4.3.1 Badanie poziomu liporotein
Po kazdym zabiegu LDL-aferezy notowano znamienny statystycznie

(p<0,01) spadek poziomu CH, LDL i TG w osoczu (Ryc. 4).

Obnizenie poziomu cholesterolu catkowitego wyniosto $rednio 49%,
LDL 58%, a triglicerydéw 62% ($rednia z 32 zabiegéw LDL aferezy u 7
chorych).

W zwigzku z tym stwierdzono korzystne obnizenie stosunku LDL/HDL z 4,07
do 1,7, a stosunek TC/HDL ulegt redukcji z 6,33 do 3,26 (warto$ci $rednie z

wszystkich przeprowadzonych zabiegdow).
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przed aferezie przed aferezie przed aferezie przed aferezie
afereza afereza afereza afereza

Ryc. 4 Poziom cholesterolu u chorych leczonych LDL-aferezg. Przedstawiono sumaryczne
wyniki ze wszystkich zabiegéw (n=35, $rednia +SD, *p<0,01 w stosunku do wartosci sprzed
zabiegu).

Niskie stezenie poziomu lipoprotein LDL utrzymywato sie w grupie
chorych leczonych LDL-afereza przez okres 3 miesigcy terapii (Ryc. 5).
Niestety zaréwno w tej, jak i w grupach kontrolnych, po 12 miesigcach
poziom cholesterolu przekraczat znacznie wartoSci rekomendowane w
prewencji wtornej przez Polskie Towarzystwo Kardiologiczne, mimo
utrzymania statej terapii simvastatyng i dietg (Ryc. 5).

Ponadto w grupach kontrolnych A i B (grupa A - chorzy leczeni
wylgcznie statynami po zabiegach rewaskularyzacyjnych; grupa B - pacjenci
bez zabiegéw rewaskularyzacyjnych, leczeni statynami) obserwowano
tendencje wzrostowg stezenia cholesterolu po 6 i 12 miesigcach mimo

stosowanej przez chorych terapii simvastatyng oraz diety

ubogocholestrolowe;.
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Ryc. 5 Stezenie cholesterolu u pacjentéw z grupy leczonej LDL-aferezg w czasie przebiegu
badann — wyniki odlegte. Przedstawiono sumaryczne wyniki u wszystkich chorych (n=7,
$rednia +SD, *p<0,05 w stosunku do warto$ci na poczatku badan).

Jak wspomniano po 12 miesigcach kontroli u wszystkich chorych
stwierdzono stezenie cholesterolu LDL przewyzszajace wartosci
rekomendowane przez Polskie Towarzystwo Kardiologiczne w prewenc;ji

wtérnej choroby niedokrwiennej serca (Ryc. 6, Ryc. 7).

mmol/l

8 O Poczatek badan
B Po 12 miesigcach

.. m M

CH LDL HDL TG

Ryc. 6. Poziom cholesterolu u pacjentéw z grupy kontrolnej A na poczatku badan i po 12
miesigcach. Przedstawiono sumaryczne wyniki ze wszystkich chorych (n=8, srednia £SD, p
NS).
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Ryc. 7 Poziom cholesterolu u pacjentéw z grupy kontrolnej B na poczatku badan i po 12
miesigcach. Przedstawiono sumaryczne wyniki u wszystkich chorych (n=8, $rednia +SD,
brak znamiennosci statystycznej).

4.3.2 Zmiany poziomu Lp(a) pod wplywem terapii
W grupie chorych poddawanych zabiegom LDL-aferezy wyj$ciowy

poziom Lp(a) byt wyzszy niz w grupach kontrolnych (Ryc. 8, Ryc 9). Podczas
kazdego zabiegu LDL-aferezy obserwowano obnizenie poziomu w krwi
lipoproteiny Lp(a) (z 40,912 mg/l do 20,3t+7,5 mg/l). Jednak miedzy

zabiegami nastepowat stopniowy powrdt stezenia Lp(a) do wartosci

wyjsciowych.
p< 0,05
I I
mg/
9 p< 0,01
60 - ,
40
) -
0 4
Przed aferezg Po aferezie Po 6 miesigcach Po 12 mnechach

Ryc. 8. Poziom liporoteiny Lp(a) u chorych poddawanych LDL-aferezie oraz w 12
miesiecznej kontroli. Przedstawiono sumaryczne wyniki u wszystkich chorych (n=7, $rednia
+SD).

Po 12 miesigcach obserwacji u chorych poddanych LDL-aferezie

obserwowano najwyzszy poziom Lp(a) 67,6mg/dl (wyzszy niz wyjSciowy;
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p<0,05)., co Swiadczy o aktywnym procesie miazdzycowym, a wiec |
zapalnym w tej grupie pacjentow.

W grupach kontrolnych, gdzie obserwowano stosunkowo niski wyjsciowy
poziom Lp(a), nie obserwowano statystycznie znamiennych zmian przez caty

okres obserwac;ji (Ryc. 9).

mgl/l
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Ryc. 9 Poziom lipoproteiny Lp(a) w krwi pacjentbw w grupach kontrolnych A i B.
Przedstawiono sumaryczne wyniki u chorych (n=8 w kazdej grupie, $rednia +SD, brak
znamienno$ci statystycznej).

4.3.3 Badanie podatnosci liporotein na modyfikacje oksydatywna

Analiza podatnosci frakcji LDL na o’ksydacje wykazata, iz u chorych
poddawanych zabiegom LDL-aferezy podatnosé frakcji LDL na oksydatywng
modyfikacje ex vivo po kazdym zabiegu byta mniejsza. Przebieg krzywej
oksydacji LDL u jednego chorego usredniony dla 7 zabiegéw LDL-aferezy
przedstawia Ryc. 10. Na krzywej widoczne jest zmniejszenie kinetyki
oksydacji po LDL-aferezie (mniejsze nachylenie krzywej oksydacyjnej,
mniejsze T4,2), opéznienie generacji MDA (przedtuzenie tzw. ,lag fazy”) oraz
zmniejszenie pola pod krzywg kinetyczng oksydacji (mniej MDA) we frakcji

LDL izolowaej z krwi pacjenta po zabiegu.
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Ryc. 9 Przykiadowa krzywa oksydacji LDL u chorego przed i po zabiegach LDL aferezy.
Zmniejszenie kinetyki oksydacji po LDL-aferezie (mniejsze nachylenie krzywej oksydacyjnej,
mniejsze Ty;2), pionowe strzatki demonstrujg opdznienie generaciji MDA (przediuzenie tzw.
.lag fazy”) po zabiegu oraz zmniejszenie pola pod krzywa kinetyczna oksydacji (Srednia z 7
zabiegbw u jednego pacjenta, *p<0,01). ‘

Wartoéci dla wszystkich chorych poddanych LDL-aferezie przedstawia
Tabela 5.

% zmiany wartosci

Podatnos$é¢ LDL na PRZED PO parametru
oksydacje in vitro AFEREZA | AFEREZIE
(SD) (SD)

- Maksymalna generacja
MDA (TBARS) 137 (30.5) | 67 (27.5)* -51%
(nmol/mg biatka LDL)

- %2 czasu produkcji
maksymalnej ilosci TBARS | 105 (47.6) | 118 (5.3)* +12%

(min.)

- Calkowita ilos¢ TBARS
(pole powierzchni pod 45,1 (28,7) | 38,8 (27,6)" -14%
krzywa kinetyczna
oksydacji LDL)
(nmol/mg bialka)

Tabela 5. Podatno$¢ LDL na oksydacje ex-vivo. Przedstawiono sumaryczne wyniki ze
wszystkich zabiegéw LDL-aferezy (n=32, érednia +SD, *p<0,05 w stosunku do wartosci
sprzed zabiegu).

Zmiany stopnia oksydacji LDL byty przejSciowe i po 9 miesigcach od
ostatniego zabiegu LDL-aferezy stwierdzono powrét do wyjSciowe;j

podatnosci LDL na modyfikacje oksydatywna.
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Natomiast w krwi chorych z grup kontrolnych po 12 miesigcach terapii
statynami nie wykazano statystycznie znamiennych zmian w stosunku do
badania w chwili wigczenia do programu. Zaréwno badanie poszczegélnych
grup kontrolnych A i B, jak i wszystkich chorych nie poddanych terapii LDL-
aferezg nie wykazywaly statystycznie znamiennych zmian co wynikato z

duzej osobniczej zmiennosci chorych (Tabela 6).

%
Podatnos¢ LDL na W CHWILI PO 12 zmiany
oksydacje in vitro (SD) WLACZENIA | MIESIACACH | wartosci

parametru

- Maksymalna produkcja
TBARS 142 (34.5) 94 (37.5) -44%
nmol/mg biatka LDL

- 1/2 czasu produkcji

maksymalnej ilosci TBARS 115 (67.6) 118 (7.3) -3%
min.

- Catkowita ilos§¢ TBARS

(pole powierzchni pod krzywa 35,1 (18,7) 42,8 (37,6) + 20%

kinetyczng oksydacji LDL)

Tabela 6. Podatno$¢ na oksydacje frakcji LDL ex-vivo pacjentdéw leczonych statynami (grupa
kontrolna A i B). Przedstawiono sumaryczne wyniki u wszystkich chorych leczonych
statynami, a wiec z obu grup kontrolnych - A i B (n=16, $rednia +SD, brak znamienno$ci
statystycznej).

4.3.4 Zmiany fenotypu LDL pod wplywem LDL-aferezy
Ultrawirowanie w gradiencie gesto$ci po kazdym zabiegu wykazato

zmniejszenie gestosci lipoprotein LDL. Ocena densytometryczna w 30%
przypadkéw- po zabiegu wykazata zmiane fenotypu lipoprotein LDL z

aterogennego fenotypu B na mniej miazdzycorodny fenotyp A (Tabela 7).
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Ultrawirowanie w % zmiany
gradiencie gestosci PRZED PO wartosci
AFEREZA | AFEREZIE parametru
w calej grupie
- zakres gestosci LDL g/ml 1.027 - 1.026 -
1.057 1.045
- LDL FENOTYP A
czestosé (%) 50% 80% + 30%*
- LDL FENOTYP B
czestosé (%) 50% 20% - 30%*

Tabela 7. Zmiany gestosci lipoprotein LDL po zabiegach LDL-aferezy. Przedstawiono
sumaryczne wyniki ze wszystkich zabiegéw LDL-aferezy (n=32, $rednia +SD, *p<0,05 w
stosunku do wartosci sprzed zabiegu).

4.3.5 Zmiany stezenia fibrynogenu pod wptywem LDL-aferezy.
U pacjentéw poddawanych LDL aferezie obserwowano po kazdym

zabiegu obnizenie stezenia fibrynogenu o 21% (Ryc. 10).

przed LDL-aferezg po LDL-aferezie

Ryc. 10 Poziom fibrynogenu w krwi pacjentéw leczonych LDL-aferezg. Przedstawiono
sumaryczne wyniki u wszystkich chorych ze wszystkich zabiegéw, gdzie oznaczano
fibrynogen (n=29, srednia £SD, *p < 0,05).

Zmiany te byly przejsciowe (poziom fibrynogenu powracat do stanu
wyjsciowego przed kolejnym zabiegiem LDL-aferezy).

Z uwagi na braki w oznaczeniach, nie przedstawiano wynikéw badan

kontrolnych u pacjentéw po 6 i 12 miesigcach ani tez w grupach kontrolnych.
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4.3.6 Zmiany poziomu metabolitow tlenku azotu (NOx)

Nie obserwowano statystycznie znamiennych zmian poziomu metabolitow
tlenku azotu (NOx) w krwi chorych poddawanych LDL-aferezie. We
wszystkich grupach pacjentéw leczonych LDL-aferezg jak i grup kontrolnych
obserwowano po 12 miesigcach nieznaczng tendencje do obnizenia

generacji NOx (Ryc 11, 12).
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RRyc. 11 Poziom tlenku azotu po zabiegach LDL-aferezy oraz w kontroli 6 i 12 miesiecznej
u chorych leczonych aferezg LDL. Przedstawiono sumaryczne wyniki u wszystkich chorych
(n=7, $rednia £SD, brak znamiennosci statystycznej).
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Ryc. 12 Poziom tlenku azotu w spoczynku u chorych grup kontrolnych. Przedstawiono
sumaryczne wyniki u wszystkich chorych (n=8 w kazdej grupie, Srednia +SD, brak
znamienno$ci statystycznej).
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4.3.7 Zmiany poziomu czynnika vVWF

Zabiegi aferezy LDL wywotywaty kazdorazowo znamienne obnizenie

poziomu czynnika VWF w krwi (Ryc. 13).
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Ryc. 13 Stezenie czynnika VWF w czasie zabiegéw aferezy LDL oraz po 6 i 12
miesigcach. Przedstawiono sumaryczne wyniki u wszystkich chorych leczonych LDL-aferezg
(n=7, $rednia +SD, *p<0.01, **p<0.05 — w stosunku do wartosci w chwili wigczenia do
badan).

Zjawisko to moze by¢ czesciowo zwigzane utratg VWF podczas
samego zabiegu, gdyz stwierdziliSmy Sladowg obecnos¢ tego czynnika w
efluencie z kolumn filtracyjnych (stezenie VWF ponizej 0,5% - warto$¢
Sladowa ponizej detekcji). U pacjentow po 3 jak i po 9 miesigcach od
ostatniego zabiegu LDL-aferezy (czyli po 6 i 12 miesigcach od rozpoczecia
programu) stwierdzano nadal obnizone stezenia czynnika VWF w stosunku
do wartosci oznaczanych na poczatku terapii (Ryc.13).

Natomiast w grupach kontrolnych obserwowano w ciagu roku
stopniowy, nieznamienny statystycznie wzrost stezenia czynnika w krwi vVWF

(Ryc. 14)
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Ryc. 14 Stezenie czynnika VWF w krwi pacjentéw z grup kontrolnych, Przedstawiono
sumaryczne wyniki u wszystkich chorych (n=8 w kazdej grupie, srednia +SD, brak
znamienno$ci statystycznej).

4.3.8 Zmiany poziomu czynnika VEGF
Zabiegi aferezy LDL wywolywaty kazdorazowo znamienne obnizenie

poziomu czynnika VEGF g5 w krwi (Ryc. 15).

Zjawisko to moze by¢ czesSciowo zwigzane utrata VEGFi5 podczas
samego zabiegu, gdyz stwierdzilismy $ladowg obecno$¢ tego biatka w
efluencie z kolumn filtracyjnych (stezenie VEGF g5 ponizej 5ng/ml - wartosé
$ladowa ponizej detekcji). Ale u tych pacjentow po trzech jak i po dziewieciu
miesigcach od ostatniego zabiegu LDL-aferezy (po szesSciu i dwunastu
miesiacach od rozpoczecia programu) stwierdzano nadal obnizone stezenia

czynnika VEGF 155 w stosunku do wartosci oznaczanych na poczatku terapii.
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Ryc. 156 Stezenie czynnika VEGF w czasie zabiegéw aferezy LDL oraz w 6 i 12 miesiecznej
kontroli. Przedstawiono sumaryczne wyniki u wszystkich chorych (n=7, $érednia £SD, *p<0.01
— w stosunku do wartosci przed pierwsza afereza, #p<0.05 — w stosunku do wartosci po 3
miesigcach zabiegéw LDL-aferezy).

Natomiast w grupach kontrolnych obserwowano w ciggu roku stopniowy

wzrost stezenia czynnika VEGF1e5 (Ryc. 16).
Wozrost stezenia VEGFi65 w grupie kontrolnej B po 12 miesigcach

kontroli byt znamienny statystycznie.
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Ryc. 16 Stezenie czynnika VEGF w krwi pacjentéw z grup kontrolnych. Przedstawiono
sumaryczne wyniki u wszystkich chorych (n=8 w kazdej grupie, $rednia +SD, *p<0.05 — w
stosunku do wartosci w chwili wiaczenia do badan).

4.3.9 Zmiany poziomu czynnika B-TG
Nie obserwowano statystycznie znamiennego wptywu terapii LDL-

aferezg na poziom B-TG w krwi chorych. Wydaje sig, iz jest to konsekwencjg
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dobrej konstrukgeiji filtra osocza, ktory nie pozwala na przeptyw piytek krwi
przez ukiad filtrujgcy, co zapobiega ich aktywac;i in vivo.

We wszystkich grupach pacjentéw leczonych LDL-afereza jak i grup
kontrolnych po 12 miesigcach nie obserwowano statystycznie znamiennych

zmian w stezeniu B-TG (Ryc 17, 18).
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Ryc. 17 Stezenie B-TG w krwi chorych po zabiegach LDL-aferezy oraz po 6 i 12 miesigcach
od wigczenia do programu. Przedstawiono sumaryczne wyniki u wszystkich chorych (n=7,
Srednia £SD, p NS).
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Ryc. 18 Stezenie B-TG u pacjentéw z grup kontrolnych. Przedstawiono sumaryczne wyniki u
wszystkich chorych (n=8 w kazdej grupie, Srednia +SD, p NS).
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5. DYSKUSJA

W przedstawionych badaniach wykazano korzystny wptyw LDL-aferezy
na poziom lipoprotein oraz na badane parametry funkcji $rodbtonka.
Utrzymanie poprawy stanu $rédbfonka przez dalsze 9 miesiecy od ostatniego
zabiegu LDL-aferezy moze przyczynia¢ sie do zachowanej lepszej toleranciji
wysitku w tej grupie chorych.

Do najwazniejszych zmian w profilu lipidowym w wyniku zastosowania
terapii LDL-afereza nalezato obnizenie poziomu cholesterolu catkowitego,
poziomu lipoprotein LDL, zmniejszenie poziomu zmodyfikowanych frakc;ji
tych lipoprotein jak Lp(a) oraz obnizenie poziomu triglicerydéw. Zmiany te sg
wynikiem usuwania przez LDL-afereze z ustroju bardziej gestych czastek
LDL, co wyrazato sie zmiang fenotypu LDL z aterogennego typu B na mniej
aterogenny typ A po zabiegu. Ponadto obserwowano zmniejszenie
podatnosci pozostatej w krazeniu frakcji LDL na badang ex vivo oksydatywng
modyfikacje.

Za poprawg stanu $rodbtonka przemawia obnizone stezenia czynnika
VWF, a wiec jego mniejsza podatno§¢ na uszkadzajgce dziatanie sit
mechanicznych. Natomiast wynikiem poprawy ukrwienia tkanek jest
prawdopodobnie nizszy poziom VEGFis, co moze wynika¢ z lepszej
miejscowej dostepnosci NO i PGI; jak i z zahamowania toczacego sie w
blaszkach miazdzycowych procesu zapalnego. Zmiany te obserwowano nie
tylko po kazdym zabiegu LDL-aferezy, ale bylty one diugotrwate, gdyz po
szesciu i dwunastu miesigcach w badaniu kontrolnym stwierdzono nadal
utrzymywanie sie obnizonego stezenia tych parametréw w stosunku do

wartosci wyjsciowych.
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Redukcja stezenia cholesterolu catkowitego, lipoprotein LDL i VLDL to
podstawowe cele wprowadzenia metody LDL-aferezy bez wzgledu na
technike, ktérej uzyto do usuniecia z ustroju lipoprotein podczas zabiegu. W
piSmiennictwie $waitowym oraz w wynikach badan wtasnych obserwowano
znamienne obnizenie stezenia wymienionych lipoprotein [153, 204, 226, 8].

Z danych z piSmiennictwa wynika, ze poziom cholesterolu (CH >
5,2mmol/l), a takze lipoprotein LDL (LDL > 3,0mmol/l) sg uznanymi
czynnikami ryzyka choroby niedokrwiennej serca [1,4,5,6]. Do chwili obecnej
opublikowano wyniki ok. pietnastu duzych wieloosrodkowych badan z
uzyciem lekéw z grupy zywic jonowymiennych, statyn, LDL-aferezy oraz
niacyny i probukolu u pacjentéw z podniesionym lub normainym stezenie;m
lipidow w krwi [162, 163, 164, 165, 166, 167]. W dwunastu z nich wykazano
wyrazng poprawe funkcji Srodbtonka mierzong za pomoca modelu zaleznego
od $rédbtonka rozkurczu naczynia po podaniu acetylocholiny. Przy
stosowaniu terapii farmakologicznej za pomocg wyzej wymienionych lekéw
poprawe funkcji $rédbtonka obserwowano najwczes$niej po dwbdch
tygodniach. Natomiast po zabiegu radykainego usuniecia cholesterolu z
ustroju przy uzyciu LDL-aferezy takie zmiany obserwowano juz po 1 godzinie
od zabiegu [168].

Dane z pi$miennictwa wskazuja, Zze poprawa stanu $rédbtonka moze
prowadzi¢ do stabilizacji blaszki miazdzycowej, co z kolei przyczynia sie do
zmniejszenia liczby incydentow wiencowych [56,168].

Napoli i wsp. [169] obserwowali zmnigejszenie podatnosci LDL na
oksydacje w trakcie prowadzenia terapii LDL- afereza. Podobne wyniki
uzyskano w badaniach LAARS (The LDL-apheresis Atherosclerosis
Regression Study) [170]. Dowiodly one, ze LDL-afereza nie tylko przyczynia

sie do dilugotrwatego spadku poziomu cholesterolu LDL, ale przede
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wszystkim poprawia przeptyw Krwi przez migsien sercowy u chorych z ciezkg
hipercholestrolemia, co jest zwigzane z usuwaniem z krgzenia toksycznych
dla $rédbtonka zmodyfikowanych form LDL [170]. Zmodyfikowane
lipoproteiny, gtébwnie LDL (ale tez zmodyfikowane HDL[171]), wydajgq sie
mie¢ zasadnicze znaczenie w poczatkowych fazach rozwoju procesu
miazdzcowego poprzez uszkodzenie funkcji komérek srédbtonka, np. przez
zmniejszenie produkcji tlenku azotu i prostacykliny, aktywacje ptytek krwi,
adhezje i migracje komérek odczynu zapalnego przebudowe Sciany naczyn i
mie$nia sercowego [172, 173].

Wyniki uzyskane w naszych badaniach wskazuja, iz LDL-afereza ma
korzystny wptyw nie tylko na stezenie lipoprotein LDL w krwi, ale w sposéb
istotny zmienia ich sktad. StwierdziliSmy, iz zabieg LDL-aferezy przede
wszystkim usuwa mate geste czasteczki lipoprotein LDL (tzw. fenotyp B),
ktore sg bardziej podatne na modyfikacje [174, 175]. Usuniecie ich powoduje,
iz pozostata w ustroju pula czgsteczek lipoprotein LDL jest bardziej oporna
na oksydacje, dzieki czemu nie wplywa toksycznie na $ciane naczyn [176].
Udowodniono, ze chorzy z fenotypem A lipoprotein LDL sg mniej podatni na
incydenty wiencowe [191,5]. Po kazdym zabiegu stwierdzali§my wigc nie
tylko zmniejszenie podatnosci LDL na modyfikacje oksydatyng w badaniu ex
vivo, ale takze zmniejszenie $redniej gestosci czasteczek LDL w analizie
densytometrycznej. Podobne obserwacje zostaly niedawno opublikowane
przez zespo6t Tamai i wsp.[127], ktorzy stwierdzali, iz podczas kazdego
zabiegu LDL-aferezy dochodzi do eliminacji z ustroju nie tylko nadmiaru LDL,
ale takze form zmodyfikowanych (np. ox-LDL), co potaczone byto z poprawg
rozkurczu naczyn w odpowiedzi na acetylocholing [170].

Lipoproteina Lp(a) jest uznanym czynnikiem odpowiedzialnym za

progresje miazdzycy [177]. Jak wykazano, skuteczne obnizenie poziomu
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Lp(a) w surowicy krwi, jest mozliwe przy uzyciu terapii estrogenami [178] oraz
LDL-aferezg [179]. Powoduje to zmniejszenie ryzyka wystgpienia zawatu oraz
redukcje czestoSci wystgpienia restenozy po zabiegach PTCA [180, 181,
182]. Lp(a) powoduje indukcje np. VCAM-1, selektyny E i P w komorkach
$rodbtonka wyhodowanych z naczyh wiencowych (cultured human coronary
artery endothelial cells - HCAEC). Zjawisko to przyczynia sie do nasilenia
procesu chemotaksji komoérek odpowiedzi immunologicznej i odczynu
zapalnego w $cianie naczyn i promuje rozwéj blaszki miazdzycowej [183]. Jak
wykazano wysokie stezenie Lp(a) moze réwniez hamowaé potaczenie
plazminogenu do jego miejsc receptorowych na fibrynie [184]. Ponadto Lp(a)
wspétzawodniczy z plazminogenem o miejsce receptorowe (przytaczenie do
aktywujacej plazminogen aneksyny 1) [185] na powierzchni nieuszkodzonych
komérek $rodbtonka [186]. Oba te zjawiska wiodg do zahamowania
trombolizy, co przyczynia sie do niekorzystnego zaburzenia rownowagi
pomiedzy toczgcymi sie rownolegle w naczyniach procesami wykrzepiania i
fibrynolizy.

Zaroéwno nasilenie procesu zapalnego przez zmodyfikowane formy LDL (jaka
jest tez Lp(a) [187]), jak i hamowanie fibrynolizy moze sprzyja¢ nasilaniu
powiktan miazdzycy w postaci zakrzepdw i zatoréw.

LDL-afereza powoduje jedynie okresowg normalizacje poziomu Lp(a), co
obserwowaliSmy takze w naszych badaniach [153]. Jakkolwiek nawet
czasowa normalizacji poziomu Lp(a), w okresie bezposrednio
poprzedzajgcym zabieg PTCA moze byé zjawiskiem Kkorzystnym.
Stwierdzono bowiem, iz usuniecie Lp(a) przy uzyciu LDL-aferezy
bezposrednio przed zabiegiem, powoduje zahamowanie restenozy u 37%
chorych poddawanych zabiegom PTCA [188]. Chorzy poddawani zabiegom

PTCA zarédwno w grupie LDL-aferezy jak w grupie kontrolnej A nie
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wykazywali objawdw restenozy. Jednak, aby wykazaé¢ korzystny efekt takiej
terapii nalezatoby wykona¢ badania na wiekszej liczbie chorych. Obnizenie
stezenia lipoprotein LDL oraz jej zmodyfikowanych form moze przyczyniaé
sie¢ do zahamowania progresji miazdzycy oraz do zmniejszenia rozlegtosci
blaszek miazdzycowych lub zmiany ich sktadu. Koga i wsp.[189] przedstawili
na przykfad wyniki badan z zastosowaniem koronarografii ilosciowej (QCA —
Quantitive Coronary Angiography), dajacej mozliwos¢ dokiadnej oceny
iloSciowej obrazu uzyskiwanego z koronarografii oraz obraz histologiczny
naczyn wiencowych u pacjenta z hipercholesterolemig rodzinng i chorobg
niedokrwienng serca oraz poziomem cholesterolu catkowitego powyzej 15
mmol/l, u ktérego stosowano afereze LDL przez ponad dwa lata. W
badaniach tych wykazano zmniejszenie o 14% - 20% zwezen w 13 badanych
segmentach naczyn wiencowych oraz brak progresji zwezen w pozostatych
10 segmentach. Badanie anatomopatologiczne wykonane po $mierci
chorego, wykazato w omawianym przypadku obecno$¢ nietypowych blaszek
miazdzycowych - stwardniatych, ekscentrycznych ognisk, bogatych we
widkna kolagenu. Zmiany te mogg wskazywaé na inwolucje blaszek
miazdzycowych w kierunku bliznowacenia na skutek zahamowania procesu
zapalnego wywotanego obecnoscia lipoprotein w krazeniu [189]. Podobne
wyniki uzyskano w jednorocznym, prospektywnym badaniu nad
skutecznosécig LDL aferezy powtarzanej co dwa tygodnie u 13 pacjentéw ze
wspotistniejgca chorobg niedokrwienng serca i hypercholesterolemia (LDL >
5,2 mmol/l) (Osaka LDL-Apheresis Multicenter Trial Group) [190].

Jednakze wyniki badan dotyczacych regresji zmian morfologicznych w
naczyniach nasierdziowych pod wptywem terapii LDL-aferezg nie sg
jednoznaczne. Regresji zmian w naczyniach wiericowych pod wptywem LDL-

aferezy nie obserwowali np. Thompson i Waidner [191, 192]. Ostatnio
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opublikowane wyniki wielooSrodkowego badania L-CAPS (Low-density
Apheresis  Coronary  Atherosclerosis  Prospective  Study) [193]
przeprowadzone na 25 chorych z hipercholesterolemia wykazaly nie tylko
brak progresji zmian w naczyniach wieficowych lub tylko ich nieznaczng
regresje, podczas gdy w grupie kontrolnej stwierdzono znaczng progresje
zmian w naczyniach wiericowych oceniang w QCA po 2 do 3 latach.
Wydaje sig, ze u podstaw tych niejednoznacznych wynikow lezy zmiana
morfologii blaszki, a nie zmniejszanie sie jej rozlegtosci i objetosci. Blaszka
miazdzycowa bogata w zfogi cholesterolu fatwiej peka i czeSciej jest
przyczyna zawatu oraz niestabilnej dusznicy bolesnej. Wydaje sie, ze u
chorych leczonych statynami oraz LDL-afereza dochodzi do obnizenia ryzyka
wystapienia incydentéw wiencowych gtéwnie z uwagi na stabilizacje blaszki
miazdzycowej oraz poprawe funkcji $rédbtonka, czyli zmniejszenie
trombogennosci blaszki [194].
W naszych badaniach nie wykonywano kontrolnego badania
koronarograficznego, ani tez nie prowadzono terapii LDL-afereza przez
wystarczajgco diugi okres czasu, aby mozna sie byto spodziewaé sie regres;ji
zmian morfologicznych w naczyniach wigr'lcowych. Jakkolwiek obserwowane
u naszych pacjentéw zmiany mialy charakier czynnosciowy, ale wyrazony
lepsza tolerancjg wysitku w poréwnaniu z grupami kontrolnymi chorych, a
towarzyszyta im poprawa parametréw funkcji Srédbtonka jak np. obnizenie
VWF i VEGF. W tym przypadku VEGFiss moze by¢ traktowany jako
wyktadnik nasilenia procesu zapalnego i miazdzycy oraz markerem
niedokrwienia tkanek [195].

Szereg badan epidemiologicznych udowodnito korelacje pomiedzy
podniesionym stezeniem fibrynogenu, a =zapadalno$ciag na chorobe

niedokrwienng serca [196, 197]. U chorych z juz rozwinietg ChNS stezenie
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fibrynogenu moze byé wyktadnikiem zaawansowania choroby [198], ilosci
incydentéow wiencowych [199] oraz czynnikiem ryzyka restenozy [198] po
zabiegach PTCA [200]. Poza udziatem w procesie krzepniecia krwi i zmian w
reologii krwi, wykazano, ze fibrynogen moze braé¢ udziat w przebudowie
sciany naczyn [198-200]. W badaniach in vifro wykazano mitogenny wptyw
fibrynogenu na mieénie gtadkie Sciany naczyn [201]. Fibrynogen aktywuje
takze komorki miesni gtadkich Sciany naczynn do proliferacji i migracji, a
zwigkszajgc ageregacje plytek nasila uwalnianie czynnikéw wzrostowych (jak
np. PDGF) [125]. Przenikajgce do Sciany naczyn lub syntetyzowane przez
makrofagi czasteczki fibrynogenu moga byé czynnikiem kotwiczacym
miazdzycorodne lipoproteiny w $cianie naczyn. [201].

Fibrynogen jest uwazany za biatko ostrej fazy generowane w watrobie.
Wysokie stezenie fibrynogenu spotyka sie u pacjentéow palacych tyton, oséb
z wysokim stezeniem lipoprotein LDL, triglicerydéw, czy z cukrzycag [202].
Obnizenie wagi ciata, wysitek fizyczny, =zaprzestanie palenia oraz
zastosowanie lekéw jak np. bezafibratu przyczyniajg sie do redukcji poziomu
fibrynogenu [203].

LDL afereza pozwala réwniez na okresowe usuwanie fibrynogenu z ustroju
cztowieka [204]. Obserwowana w naszych badaniach redukcja wyjsciowego
stezenia fibrynogenu o ok. 20% podczas kazdego zabiegu byta przejsciowa i
po okresie ok. 14-21 dni stezenie fibrynogenu wracato do stanu wyjsciowego.
Wyniki te sg zbiezne z danymi opublikowanymi niemal jednoczasowo przez
badaczy japonskich, ktérzy obserwowali u swoich chorych $rednio 26%
redukcje stezenia fibrynogenu w krwi [205]. Redukcja stezenia fibrynogenu
zmniejsza lepko$¢ krwi [206], dzigki czemu polepszajg sie warunki reologii i
przeptyw w naczyniach. Nawet okresowa poprawa przeptywu krwi, zwtaszcza

w okresie okotozabiegowym sprzyja adaptacji serca i naczyn do nowych
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warunkoéw, stwarza to nadzieje, ze dzieki zachowaniu réwnowagi procesow
krzepniecia, fibrynolizy i przebudowy naczyn moze doj$¢ do redukcji
czestosci restenozy po zabiegach PTCA.

Tlenek azotu (NO) jest jednym z najwazniejszych czynnikow
regulujacych przeptyw tkankowy krwi [47,48,49,64]. W wielu badaniach
stwierdzono, ze u chorych z hiperlipidemig dochodzi do hamowania ekspres;ji
$rédbtonkowej syntazy NO (eNOS), co prowadzi do obnizenia generacji tego
czynnika [207,208,209]. W konsekwencji dochodzi do uposledzenia
uwarunkowanego przez $rodbtonek rozkurczu naczyn [210], wzrostu
podatnosci ptytek na agregacje [211], wzrostu podatnosci monocytéw na
adhezje do srédbtonka naczyniowego [212], zwiekszenia proliferacji komérek
miesni gtadkich w naczyniach i nasilenia przebudowy $ciany naczynia [210-
212]. Uposledzenie generacji tlenku azotu przez $rédbtonek wydaje sie mieé
zwigzek z rozwojem (badz progresja) miazdzycy u chorych z zaburzeniami
lipidowymi [54,13,26,29,54,77]. W modelach zwierzecych farmakologiczne
zahamowanie syntezy NO powoduje przyspieszenie rozwoju miazdzycy, gdy
zwiekszenie wydzielania NO powoduje zahamowanie progresji choroby [213,
214].

Istotng role w procesie hamowania generacji i wydzielania tlenku azotu ze
Srodbtonka odgrywajg zmodyfikowane formy LDL. ox-LDL hamujg zalezny od
Srodbtonka naczyniowego rozkurcz tetnic [215,216). Zmodyfikowane LDL
hamuja generacie NO przez bezpoSrednie hamowanie NOS [217].
Udowodniono, iz ox-LDL inaktywuja wydzielany z komérek $rédbtonka NO
[218]. Kolejnym mechanizmem upo$ledzajacym u dyslipemicznych
pacjentéw biosynteze NO moze byé zwigekszony stres oksydacyjny.
Zmodyfikowane formy LDL jak i proces fagocytozy przez komorki (np.

makrofagi) zwieksza produkcje anionu ponadtlenkowego (Oy), ktory
69



unieczynnia NO [219]. Obnizenie poziomu lipidéw poprzez stosowanie diety
[220], leki antyoksydacyjnie [221] czy dysmutaza nadtlenkowa [222] nie tylko
hamujg synteze wolnych rodnikéw, ale takze poprawiajg zalezny od
$rodbtonka rozkurcz naczyn tetniczych. Nie jest tez wykluczony hamujgcy
wpltyw zmodyfikowanych form lipoprotein na ekspresje genu dla eNOS jak i
dla cyklooklohydrolazy, enzymu dostarczajgcego syntazie NO kofaktora —
tetrahyrobiopteryny (BH4) [207-209,223].

Przy stosowaniu ogélnie przyjetej w badaniach klinicznych metody
[143], nie obserwowaliSmy istotnych réznic w uwalnianiu NOx podczas
terapii. Opisywana w piSmiennictwie natychmiastowa poprawa perfuzji
tkankowej po zabiegach LDL-aferezy oraz zwigkszenie rozkurczu naczy‘nia
po podaniu acetylocholiny w trakcie terapii aferezg [168]. W cytowanych
badaniach réwniez nie obserwowano znamiennego wzrostu stezenia
metabolitéw NO (NOx) w krazacej krwi [168]. Jest wysoce prawdopodobne,
iz stosowang przez nas metoda, ktéra wykazuje zmiany NOx po wysitku
fizycznym (czyli pod wptywem dziatania sit “shear stress”) lub po aktywac;ji
acetylocholing, nie mozna wykazaé subtelnych zmian w miejscowo
generowanym w scianie naczyh NO [224]. U naszych pacjentéw ze wzgledu
na stan kliniczny nie bylo mozliwosci zastosowania testow wysitkowych
bezposrednio po kazdym zabiegu LDL-aferezy, ani tez nie przewidziano
stosowania acetylocholny w protokole badan.

Czynnik von Willebranda (VWF) jest molekutg posredniczacg w
inicjacji adhezji ptytek krwi i jest syntetyzowany (a w niewielkim stopniu
magazynowany) w komérkach $rddbtonka, megakariocytach i ptytkach krwi
[93, 225]. Z uwagi na Scisty zwigzek pomiedzy stopniem uszkodzenia
$rodbtonka, a poziomem vWF czynnik ten jest uwazany za wskaznik

uszkodzenia $roédbtonka naczyn [ 129,131,176 ].
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Wykazano, ze VWF roznicuje mechaniczne uszkodzenie srodbtonka u

chorych z chorobg niedokrwienng serca od ,biochemicznego” uszkodzenia
obserwowanego u chorych z zespolem X. U chorych z ChNS
zaobserwowaliSmy po wysitku wzrost wydzielania vVWF, podczas, gdy u
chorych z kardiologicznym zespotem X nie stwierdzalismy tego efektu, co
moze Swiadczy¢ jedynie o zaburzeniach funkcjonalnych $rédbtonka [226].
Wykazano, ze dieta niskottuszczowa i bogata w btonnik prowadzi nie tylko do
obnizenia poziomu cholesterolu catkowitego, LDL, i triglicerydow lecz takze
obniza stezenie VWF. Moze to wskazywaé na poprawe stanu $rodbtonka.
Réwniez w trakcie skutecznego leczenia obnizajacego ciSnienie krwi u
pacjentdw z nadcisnieniem tetniczym stezenie vVWF ulega normalizacji [128].
Poprawe stanu $rédbtonka wyrazang obnizeniem poziomu VvWF
obserwowano réwniez w duzych badaniach prospektywnych u kobiet
leczonych substytucyjnie estrogenami [131].
W naszych badaniach stwierdzono obnizenie stezenia VWF po kazdym
zabiegu LDL-aferezy. Moze to sugerowaé¢ usuwanie czynnika vVWF z ustroju
przez sam zabieg. Jednakze u chorych leczonych LDL-aferezg
obserwowali$my znamiennie nizsze stezenie VWF po trzech i dziewigciu
miesigcach od ostatniego zabiegu LDL-aferezy w pordéwnaniu do stanu
sprzed leczenia. Natomiast w grupach kontrolnych, mimo zastosowania
leczenia rewaskularyzacyjnego i terapii statynami, nie stwierdzono tego
efektu. Wydaje sie, wiec ze LDL-afereza stosowana przez trzy miesiace
mogta spowodowacé u chorych dtugotrwatg poprawe funkcji Srodbtonka.

W ziarnistosciach alfa ptytek obok czynnika ptytkowego 4 (PF-4)
magazynowana jest tez beta - tromboglobulina (3-TG). Zmiany poziomu PF-4

i B-TG we krwi sg uwazane za wskaznik aktywacji ptytek in vivo [227]. W

naszych badaniach nie stwierdzili§my znamiennego zmian w stezeniu B-TG
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po zabiegach LDL-aferezy ani tez zmian tego parametru w czasie kontroli 12
miesiecznej u chorych poddawanych zabiegom LDL-aferezy czy u pacjentéw
z grup kontrolnych.

Aktywacja angiogenezy jest fizjologiczng reakcjg tkanek na
niedotlenienie badz niedokrwienie i ma na celu zwiekszenie unaczynienia
tkanki. Istnieje wiele czynnikéw odpowiedzialnych za inicjacje i przebieg
procesu naczyniotworzenia (waskulogenezy, czyli angiogenezy) [120].
VEGFqs5 jest jednym z istotnych czynnikédw indukujgcych proliferacje
komoérek $rodbtonka, a wiec inicjujacych te procesy [228]. Moze byé on
uwalniany z niedokrwionych lub niedotlenionych tkanek. Szczegdlnie duze
stezenia VEGF 45 stwierdzano u chorych z miazdzycq tetnic obwodowych i
ChNS, a wiec u oséb, u ktérych wystepujg strefy niedokrwienia tkanek
jednoczesénie z rozleglym prosem zapalnym indukowanym lipoproteinami
[229].

Wykazano, ze niedotlenienie indukuje gen dla VEGF oraz iNOS, ale takze iz
VGEF g5 aktywuje uwalnianie tlenku azotu NO z hodowli komérek srodbtonka
przez eNOS[230, 231, 232]. Udowodniono, ze zmodyfikowane lipoproteiny,
znajdujgce sie w  szczegOllnie du?ym stezeniu u chorych z
hipercholesterolemia indukuja uwalnianie VEGF1g5 z makrofagéw obecnych
w blaszce miazdzycowej [195]. Czynnik ten uwalniany w rejonie blaszki
miazdzycowej powoduje zwigkszenie migracji monocytéw i makrofagéw, a
takze wzrost produkcji przez te komérki czynnika tkankowego (TF) [233,
234]. Dodatkowo wykazano, ze rozwojowi blaszki miazdzycowej towarzyszy
powstawanie mikronaczyn w blaszce, z czym jest takze zwigzany VEGF g5
wydzielany przez makrofagi blaszki [235]. Mimo korzystnego dziatania

VEGF 65 W procesie rewaskularyzacji niedokrwionych tkanek, wydaje sie, ze
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czynnik ten ma dziatanie promujace rozwdj procesu zapalnego w blaszce
miazdzycowej [195].

W naszych badaniach stwierdzili§my obnizenie stezenia VEGF 65 po kazdym
zabiegu LDL-aferezy. Podobnie jak w przypadku czynnika vVWF takie zmiany
mogg S$wiadczy¢ o bezposrednim usuwaniu VEGF.s5 podczas zabiegu.
Jednakze u pacjentéow po 3-miesiecznej terapii LDL-afereza jak réwniez w
odlegtej kontroli (po 9 miesigcach od ostatniego zabiegu) stwierdzono
znamiennie nizsze stezenia VEGFig5. Zmian takich nie obserwowano u
chorych poddawanych zabiegom rewaskularyzacji i leczeniu statynami, ani
tez u chorych wytgcznie leczonych zachowawczo.

Zjawisko powyzsze mozna prébowaé wyjasni¢ w nastepujacy sposob:
obnizenie stezenia zmodyfikowanych lipoprotein przez LDL-afereze zwigksza
dostepno$¢ biologiczng NO w Scianie naczynia [236]. Powoduje to
zmniejszenie stopnia niedokrwienia tkanek natychmiast po zabiegu.
Polepszenie perfuzji tkankowej zmniejsza wydzielanie VEGFig5. Badania
prowadzone przez innych badaczy potwierdzajg polepszenie przeptywu
tkankowego natychmiast po kazdym zabiegu aferezy [170].

Z drugiej strony zmniejszenie stezenia ox-LDL przez zabieg LDL-aferezy
zmniejsza proces zapalny i wydzielanie VEGF1s5 z makrofagéw. Moze to
hamowaé proces dalszej rekrutacji komérek odpowiedzi zapalnej, proces
migracji komérek miesni gtadkich i mikrowaskularyzacji blaszki
miazdzycowej. W ten sposob poprzez obnizenie stezenia ox-LDL moze
dochodzi¢ do zahamowania procesu zapalnego towarzyszgcego rozwojowi
blaszki miazdzycowej [195] Wydaje sie wiec, ze diugotrwate obnizenie
stezenia VEGF+g5 moze by¢ korzystnym objawem.

VEGFe5 jest czynnikiem odpowiedzialnym za proliferacyjne zmiany

naczyniowe w siatkéwce u chorych z cukrzycg [237]. Dlatego obnizenie
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przez LDL-afereze nie tylko poziomu lipidéw, ale tez angiogennie czynnego
VEGF65s moze przynies¢ dodatkowe korzystne efekty w grupie pacjentéw z
zaburzeniami lipidowymi i cukrzycg poddawanych zabiegom LDL-aferezy.

Tolerancja wysitku ma ogromne znaczenie w diagnostyce oraz w
rokowaniu u chorych z ChNS. Test wysitkowy ma réwniez duze znaczenie w
ocenie stanu wydolnosci pacjentow z czynnikami ryzyka rozwoju miazdzycy,
u ktérych nie stwierdzono jeszcze angiograficznie istotnych zmian
miazdzycowych. Dane z piémiennictwa wskazujg, ze juz u dzieci, z
podniesionym stezeniem LDL, przy takim samym obcigzeniu w tescie
dochodzi do znacznie wiekszego wzrostu ci$nienia tetniczego krwi w
poréownaniu do jednowiekowych grup kontrolnych dzieci normolipemicznych
[238]. Moze to $Swiadczyé o uposledzonej perfuzji tkanek u dzieci z
podniesionym stezeniem lipidéw, czyli o uposledzeniu funkcji srédbtonka.
Samo obnizenie poziomu cholesterolu nie zawsze wplywa na kliniczng
manifestacje poprawy wydolnosci uktadu krazenia. W badaniach nad
wplywem statyn na tolerancje wysitku u chorych z hipercholesterolemiag nie
wykazano istotnych roznic pomiedzy grupami leczonymi placebo w
poréwnaniu z statyng [239]. Natomiast bardziej radykalne obnizanie stgzenia
cholesterolu u 44 chorych z ciezkg hipercholesterolemia i bardzo znacznie
nasilonymi  zmianami miazdzycowymi w naczyniach  wieficowych
poddawanych zabiegom LDL-aferezy w osrodkach niemieckich przez okres
ok. 15 miesiecy wykazalo znaczne polepszenie tolerancji wysitku na
cykloergometrze rowerowym u 73% chorych. Jedynie u 16% stwierdzono
pogorszenie tolerancji wysitku, u czterech chorych wystapit zgon wiencowy
[240].

W badaniach wtasnych poréwnaliSmy tolerancje wysitku u chorych z

grup leczonych rewaskularyzacyjnie i LDL-aferezg oraz poddawnych
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wylacznie rewaskularyzacji. Przebieg badan kontroinych po szeSciu i
dwunastu miesigcach od zabiegu rewaskularyzacyjnego wykazat, iz chorzy
poddawani zabiegom LDL-aferezy wykazywali lepszg tolerancje wysitku na
poziomie stwierdzanym bezposrednio po zabiegu rewaskularyzacji serca. U
chorych poddawanych zabiegom rewaskularyzacji serca, ale nie leczonych
zabiegami LDL-aferezy (grupa kontrolna A) stwierdzono po dwunastu
miesigcach od zabiegu pogorszenie tolerancji wysitku, jakkolwiek nie byto
ono znamienne statystycznie. Pacjenci z obu grup byli poddawani zabiegom
rewskularyzacyjnym, jednak w grupie kontrolnej przez caty okres po zabiegu
obserwowano podniesione stezenie cholesterolu ponad zalecany przez PTK
poziom. Wydaje sie, iz okres 3 miesiecy wykonywania zabiegéw byt zbyt
kréotki, aby wykazaé statystyczng réznice pomiedzy grupami w zakresie
tolerancji wysitku.

U pacjentow leczonych zachowawczo (grupa kontrolna B, pacjenci leczeni
wylgcznie farmakoterapig) stwierdzono skrocenie czasu trwania testu
wysitkowego. Zmiany te nalezy przypisaé progresji miazdzycy. U pacjentéw z
grup kontrolnych nie udato sie¢ w peini uzyska¢ zalecanych przez PTK
wartosci cholesterolu mimo diety i farmakgterapii.

Poprawa parametréw funkcji $rédbtonka i sugerowany uprzednio wzrost
perfuzji tkanek moze ttumaczy¢ utrzymanie dobrej tolerancji wysitku u
chorych z ciezka hipercholesterolemia, leczonych LDL-aferezg w odlegtej
obserwacji. W poréwnaniu do kontrolnych grup chorych (nie leczonych LDL-
aferezg) mozna stwierdzi¢, iz préba normalizacji poziomu lipoprotein przy
pomocy diety i statyn nie jest wystarczajgca u tych chorych.

Powyzsze wyniki i dane z piSmiennictwa wskazujg na konieczno$é
objecia terapig oséb z genetycznie uwarunkowang hipercholesterolemia. Z

uwagi na ograniczong mozliwos¢ zastosowania przeszczepdw watroby i
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matg efektywno$¢ terapii genowej w leczeniu tej choroby, w dalszym ciagu
jedyng skuteczng metodg leczenia oséb z rodzinng hipercholesterolemia jest
LDL-afereza [241, 242]. Obecnie jednak, ze wzgledu na koszty terapii, wcigz
jeszcze zastosowanie tej metody jest ograniczone [243].

Natomiast duze naktady zwigzane z zabiegami rewaskularyzacji migénia
sercowego, konczyn i przeszczepami narzgdow bedg w przysziosci
wymuszaty stosowanie tej metody u chorych z podwyzszonym poziomem
lipidéw poddawanych wyzej wymienionym procedurom [153]. U chorych z
tych grup w celu ostony naczyn po zabiegach CABG oraz w celu
zapobiegania angiopatii w narzadzie przeszczepionym mozna z dobrym
skutkiem stosowa¢ LDL-afereze [244].

Kolejnym budzgcym nadzieje zastosowaniem LDL-aferezy jest
leczenie wtdrnej hipercholesterolemii, ktéra nasila proces zapalny w
naczyniach jak np. ma to miejsce w zespole nerczycowym. W szeregu badan
udowodniono czesSciowg remisje choroby podstawowej pod wplywem

leczenia LDL-aferezg u tych pacjentdéw [245].
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6. WNIOSKI

1.

LDL-afereza jest objawowg i wymagajaca powtarzania metodg obnizajgcg
skutecznie poziom lipidédw w krwi chorych z oporng na farmakoterapie
hipercholesterolemia.

Stosowanie LDL-aferezy powoduje nie tylko zmniejszenie poziomu
aterogennych frakcji lipoprotein  (LDL, Lp(a), ox-LDL), ale takze
przejsciowo zmniejsza podatno$¢ pozostatych w ustroju frakcji na
modyfikacje oraz zmienia fenotyp B LDL na mniej aterogenny fenotyp A.
Wszystkie te zmiany prowadzg do natychmiastowej poprawy funkcji
srodbtonka (mierzonej obnizeniem stezenia VWF i VEGF1gs), co wydaje
sie by¢ efektem dlugotrwatym i daje chorym Kkorzysci w postaci
utrzymania dobrej tolerancji wysitku w badaniu odlegtym.

Obnizone stezenie VEGFqss i Lp(a) sugeruje korzystny wptyw LDL
aferezy na towarzyszacy miazdzycy proces zapalny indukowany przez
ox-LDL.

Powyzsze wyniki przemawiajg za wskazanym stosowaniem terapii LDL-

aferezg u chorych poddawanych zabiegom rewaskularyzacji.
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7. STRESZCZENIE

LDL-afereza jest efektywng metodg pozaustrojowego usuwania
lipoprotein LDL i VLDL z krwi, ktéra znajduje zastosowanie w leczeniu
opornych na farmakoterapie hipercholesterolemii.

Cel badan Celem pracy byta proba okreslenia skutecznosci LDL-aferezy w
normalizacji patologicznego profilu lipidow we krwi pacjentow =z
zaawansowang chorobg niedokrwienng serca oraz wptywu tych zmian na
wybrane parametry funkcji srédbtonka i tolerancje wysitku.
Materialy i metody: LDL-afereze przeprowadzono u 7 mezczyzn w wieku
39-54 lat z chorobg niedokrwienng serca, zakwalifikowanych do zabiegu
PTCA Ilub CABG, u ktérych po miesigcu stosowania diety i farmakoterapii
nadal stwierdzano poziom cholesterolu LDL w krwi powyzej 3,5 mol/l.
Pierwszg LDL-afereze wykonywano na 2-3 dni przed rewskularyzacja, a
nastepne w 3-7 dni po niej. Grupy kontrolne stanowili chorzy bez terapii LDL-
afereza, ktorzy byli poddawani zabiegom PTCA i CABG (grupa A) lub chdrzy
leczeni tylko zachowawczo (grupa B).
Wyniki i wnioski: Wykonane zabiegi LDL-aferezy prowadzity do
skutecznego obnizenia poziomu cholesterolu catkowitego, LDL oraz
triglicerydéw, byly bezpieczne dla chorych. Stosowanie LDL-aferezy, w
poréwnaniu do grup pacjentéow bez leczenia afereza, powodowato okresowe
zmniejszanie poziomu aterogennych frakgciji lipoprotein (LDL, Lp(a), ox-LDL),
zmniejszylo podatno$é pozostatych w krazeniu LDL na oksydacyjng
~modyfikacjg. Fenotyp czasteczek LDL ulegat okresowo zmianie na mniej
aterogenny. Pomimo spodziewanej aktywacji plytek krwi pod wpltywem
aferezy LDL nie stwierdzono wzrostu stezenia B-TG w surowicy. Réwniez
stezenie metabolitow NO pozostawato niezmienione w czasie terapii.
Zaobserwowano natomiast znamienne obnizenie stezenia w krwi VWF i
VEGF bezposrednio po zabiegach aferezy jak i w odlegtej kontroli, co moze
by¢ wyrazem poprawy funkcji Srédbtonka oraz zmniejszenia natezenia stanu
zapalnego zwigzanego z rozwojem miazdzycy. Obserwacje te moga
ttumaczyé zachowang dobrg tolerancje wysitku u chorych leczonych aferezg
nawet w odlegtej (12 miesiecznej) kontroli. W grupach kontrolnych
obserwowano stopniowy spadek tolerancji wysitku i pogorszenie badanych
parametréw funkcji srédbtonka co moze Swiadczyé o postepie miazdzycy w
tej grupie chorych.
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