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a. Arterie

ACD-A Antikoagula¢ni roztok (Anticoagulant citrate dextrose A)

ACE Angiotension - konvertujici enzym
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APTT Aktivovanyparcialni tromboplastinovy ¢as

ASFA American Society for Apheresis
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CFH Slozka H systému komplementu

CTCAE Common Termlogy Criteria for Adverse Events; mezindrodni
terminologicka kritéria pro nezadouci ptihody (CTCAE v. 4.03/2009)

CNV Chorioidélni neovaskularizace

DLI Infuze darcovskych lymfocyt

DPED Drazové odchlipeni pigmentového epitelu

EE Extrakorporalni eliminace

ERG Elektroretinografie

ETDRS Early TreatmentDiabeticRetinopathy Study Group

FN Fakultni nemocnice

F1/1 Fyziologicky roztok

GAUK Grantova agentura Univerzity Karlovy

H.E.L.P. Heparin InducedExtracorporeal LDL Precipitation - heparinem
indukovana extrakorporalni eliminace cholesterolu

HDL High density cholesterol

hsCRP Hypersenzitivni C-reaktivni protein

HK Hradec Kralové

IGA MZ CR | Interni grantova agentura Ministerstva zdravotnictvi Ceské Republiky

IgG Imunoglobulin tfidy G

IgM Imunoglobuliny tfidy M

IL-10 Interleukin 10

IQR Interkvartilové rozpéti (25.-75. percentil)

ISFA International Society for Apheresis

LDL Low density lipoprotein




LF UK Lékarska fakulta Univerzity Karlovy

NO Oxid dusnaty

MCP-1 Monocytarni chemotakticky protein

mfERG Multifokalni elektroretinogrefie

[NONVIDI] | Citovano dle jiného autora

NKZO Nejlépe korigovana zrakova ostrost

OL Oko levé

op Oko pravé

OCT Opticka kohorentni tomografie

ORL Otorinolaryngologie

PT Protrombinovy ¢as

PCSK-9 Proprotein konvertaza subtilisin/kexin 9

RPE Retindlni pigmentovy epitel

sAPO-FAS | Solubilni marker apoptotické akvitity
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SISHL Nahla idiopatgicka ztrata sluchu (Sudden idiopathic sensorineural
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V. Véna

VEGF Vascular endothelial growth factor

VLDL Very low density lipoprotein

VPMD Vékem podminénd makularni degenerace

vWF von Willerandtv faktor

WAA World apheresis association

ZULP Zv1ast uctovany léCivy pripravek




1 UVOD DO PROBLEMATIKY
1.1 HISTORICKE POZNAMKY

Pred zjiSténim bunécné struktury zivych organismii medicinské teorie vychazely
zpravidla z konceptu existence a dilezitosti spravného pratoku télesnych tekutin (latinsky
humor). Vychodiskem pro tuto teorii byla fecka filozofie. Za zakladatele humoralni teorie je
povazovan Hippokratés (460 pt. n. 1.- 377 pi. n. 1.). Podle této teorie lidské télo obsahuje Ctyti
tekutiny — $tavy, které jsou v rovnovaze (fecky syncrasia) - sanquis (krev), cholé (zlutd zluc),
melancholé (Cerna zluc) a flegma (hlen). Nerovnovaha (fecky dyscrasia) téchto tekutin vedla
podle humoralni teorie ke vzniku nemoci a lécba byla zalozena na opétovném ustanoveni
rovnovahy. K diagnostice nemoci pouzivali starovéci 1€katfi vzhled krve. Melancholé byla
nejspodngj$i cast srazené krve,cholé bylo oddélujici se sérum, sanquis reprezentovaly
erytrocyty. Flegma byla vrchni ¢ast melancholé, tloustka této vrstvy urovala zavaznost
onemocnéni. (Poznamka: v dobé, kdy se u nés jesté vysetrovala sedimentace bez ptistrojové
metody (do 80. let minulého stoleti), tj. ve svislé trubicce metodou dle Wintrobeho, mohla
laborantka odecist ze Sedozluté vrstvy nad erytrocyty v sedimentacni trubi¢ce pomérné piesné
pocet leukocytli a bezpecné hlasila nové zachycenou leukémii. 1 mm stupnice v trubicce
odpovidal asi 10x10%ml leukocyti).Dnes vime, e flegma jeve skutenosti ,buffy coat*
zahrnujici leukocyty, trombocyty a polymerizovany fibrinogen (Baskurt and Meiselman
2003).

Standardni procedurou, jak ovlivnit rovnovahumezi tekutinami, byla flebotomie —
mystikou opiedené pousténi zilou. Lékarti si v§imali,ze slozeni krve se v nekterych situacich
meni, napi. pii zanétu, a ze flebotomie dokéze znovu nastolit potfebny krevni pritok. Je
pozoruhodné, ze tato pozorovani byla provedena jesté pied objevem krevni cirkulace
Williamem Harveyem (1578-1657) (Schultz 2002). Z nedostatku znalosti ovSem bylo
pousténi zZilou pro nékteré nemocné osudnym zakrokem — podle Waldenstroma (Waldenstrom
1980) takto naptiklad pravdépodobné zemiel po zakroku francouzsky kral Ludvik XIII.
(citovano dle: Blaha et al. 1984). Newton (1642-1727) nejspise jako prvni popsal reologické
vlastnosti tekutin a pfedstavil termin viskozita (Borberg et al. 2001a).

Boerhaave (1668-1738) jako prvni dolozil, Ze i v medicing se uplatiuji zakony fyziky,
jeho mikroskopické pozorovani vedlo k lepsimu pochopeni krevniho proudéni (Hull 1997).
V poloviné 19. stoleti Poiseuille (1797-1869) vyznamné piispél k pochopeni fyziologie
a mechaniky tekutin pozorovanim prutoku tekutin sklenénou kapilarou, Poiseuilletv zakon

pro tubularni proudéni je dosud uznavany a vyuzivany (Borberg et al. 2001a).
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Na konci 19. stoleti se zacala rozvijet bunécna teorie. To mélo vyznam i z hlediska
hemaferézy, a to popiranim vyznamu funkénich zmén, tedy napt. hemodiluce jako l1écebné
metody. Prikopnikem bunécné teorie byl Rudolf Virchow (1821-1902), ktery zavedl novy
koncept nauky o nemoci zalozeny na strukturdlnich a funk¢nich zménach buné¢k,coz sledoval
mikroskopicky na vzorcich fixovanych tkani (Hull 1997).Vliv Virchowovy bunécné patologie
byl na rozvoj moderni mediciny 20. stoleti enormni, téméf kazda nemoc byla vysvétlovana
mikroskopickymi zménami bunc¢k. I kdyz byla velice pozitivné hodnocena I¢kaiskou
komunitou, tehdy platnd bunécna teorie selhavala v pochopeni dynamickych zmén v zivém
organizmu. | pfes tento staticky pohled na ptivod nemoci se dostala bunécna teorie v prvni
poloving 20. stoleti do popiedi z4jmu a soucasné zdjem o humordlni teorie opadl, dokonce
nejstarsi 1écebnd metoda s prokdzanym ucinkem u mnoha nemocnych - hemodiluce - byla
eliminovéna z 1ékatské praxe (Baskurt and Meiselman 2003).

Teprve Robin Fahraeus (1888-1968), skandindvsky patolog, se zacal vénovat
vlastnostem krevniho pritoku (reologii) a vysvétlil humorélni teorii o vyznamu dynamickych
zmén zivych organismi na podkladé tehdy modernich védeckych poznatkii. Roku 1931
publikoval svou slavnou praci (Fahraeus 1931), jejiz zavéry pozdéji vesly ve znamost jako
tzv. Fahraeus-Lindqvistiv efekt (v cévach o priméru 0,3 cm a méné dochazi k vytvareni
vrstvy podél stén, kde relativni viskozita klesd s primérem cévy) (Toksvang and Berg 2013).
Proslavil se i objevem dal$i metody — krevni sedimentace, kdyz si v§iml vyS$$i sedimentace
krve u t¢hotné, coz publikoval v roce 1928. Prvenstvi patii ale Poldkovi dr. E. Biernackimu
(publikoval svou praci r. 1897) — vSe podrobné&ji popsali Grzybowski a Sak (Grzybowski and
Sak 2011). Vysledky prace R. Fahraeuse se vSak rozsifily v pozdéjsich letech 20. stoleti a test,
ktery popsal a Westergren doplnil o techniku sedimentace v trubici (Matteson and Crowson
2011), ztstava rutinni laboratorni metodou dodnes - sedimentace krve, FW — Fahraeus-
Westergrentiv test.

V poslednich dekadéach se studium dynamickych zmén krevniho priitoku reologickych
vlastnosti krve stalo pfedmétem zajmu, vzniklo nové odvétvi nazyvané reologie krve (blood

rheology) (Blaha et al. 2008b; Toksvang and Berg 2013).

1.2 ZAKLADNI PRINCIPY REOLOGIE

Reologie je védni obor zabyvajici se studiem vnitini reakce latek (pevnych i tekutych)
na puisobeni vngjsich sil, jejich deformovatelnosti (definovano jako ,relativni pfemisténi
materidlnich boda uvnitt téla®) a pratokovymi vlastnostmi (Baskurt and Meiselman 2003;

Copley 1973).
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1.2.1 VYVOJ REOLOGIE

Nézev reologie zavedli v roce 1920 M. Reiner, ktery se zabyval mechanikou,
a E.C.Bingham, ktery se specializoval na koloidni chemii (Copley et al. 1942). Nazev
odvodili z vyroku Herakleita ,,Panta Rhei“,coz lze ptelozit jako ,,vSe plyne, vSechno je
v pohybu*.

Termin ,,viskozita krve* pouzil poprvé Burton-Opitz (Burton-Opitz 1900) jiz v roce
1900 (citovano dle: Borberg et al. 2001a).
Termin ,,hemorheologie* (reologie krve — blood rheology) zavedl v roce 1948 Copley
(Copley 1949), ktery pouzival také terminy jako ,,vessel-blood organ* (citovano dle: Borberg
and Tauchert 2006). Z 1ékatské reologie se postupné stal védni obor studujici krevni fluiditu
a aplikujici vysledky tohoto vyzkumu do klinické praxe u patologickych poruch, hlavné
v oblasti mikrocirkulace (Bldha et al. 2008a). Reologické mechanismy a souvislosti byly
popsan¢ Hakenem v roce 1969 a naSly Siroké uplatnéni v mnoha védnich odvétvich (ve
fyzice, biologii, pocitatové technice, sociologii, ekonomii i teorii véd), v roce 1990 je
Schmid-Schonbein (Schmid-Schénbein 1990) aplikoval na pohyb krve v mikrocirkulaci.
(citovéano dle: Borberg et al. 2001a).

1.2.2 FYZIKALNI ZAKONY - UPLATNENI V REOLOGII

V krevni reologii a tkanové perfuzi se uplatiiuji zejména tyto zdkony: Newtonovy
zékony, Hagen-Poiseuilletiv zadkon, Kirchhoffiiv zdkon, Ohmiv zakon, Bernouilliho rovnice,
Fahreus-Lindquistiv efekt, Starlingiiv zakon (Blaha et al. 2008b).

Newtontiv_zdkon viskozity stanovuje chovani newtonskych tekutin co do vazkosti.

Viskozita je vlastnost pohybujicich se soucasti tekutiny vznikajici kolizi jednotlivych
sousednich soucasti tekutiny pfi jejich pohybu o nestejné rychlosti. Jde o vztah mezi tfecim
¢i teCnym napétim (shearing stress) a rychlosti deformace tekutin; podle Newtonova zakona
jdeo pifimou umérnost mezi tfecim napétim (méfeno jako sila na plochu =
N/m?)a dynamickou viskozitou. Na vysledku se dale podili pfimo umérné rychlost pritoku
a nepiimo umérn¢ vzdalenost jednotlivych vrstev tekutiny (viz vzorec v tabulce 1) (Necas
2006).

Hagen-Poiseuilletv zédkon vysvétluje zakonitosti lamindrniho pritoku. Objemovy

(pri)tok (tj. objem tekutiny, ktery protece za jednotku Casu) viskdzni tekutiny pii laminarnim
proudéni trubici kruhového prifezu je pfimo imérnytlakovému spadu (Ap/A; — viz tabulka 1)

a ¢tvrté mocninépoloméru trubice a je nepiimo umérnydynamické viskozité n (Badeer 2001).

13


https://cs.wikipedia.org/wiki/Objemov%C3%BD_tok
https://cs.wikipedia.org/wiki/Objemov%C3%BD_tok
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Visk%C3%B3zn%C3%AD_kapalina&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kruh_(geometrie)
https://cs.wikipedia.org/wiki/P%C5%99%C3%ADm%C3%A1_%C3%BAm%C4%9Bra
https://cs.wikipedia.org/wiki/P%C5%99%C3%ADm%C3%A1_%C3%BAm%C4%9Bra
https://cs.wikipedia.org/wiki/Mocnina
https://cs.wikipedia.org/wiki/Mocnina
https://cs.wikipedia.org/wiki/Nep%C5%99%C3%ADm%C3%A1_%C3%BAm%C4%9Bra
https://cs.wikipedia.org/wiki/Nep%C5%99%C3%ADm%C3%A1_%C3%BAm%C4%9Bra

Kirchhoffiiv zakon urcuje pravidla pro vétveni toku. Proud se rozdéli na jednotlivé

vétve v obraceném pomeéru k odporu v pratoku. Rezistence (odpor) zavisi pfimo na viskozité,
délce cévy a neptimo na ¢tvrté mocning poloméru (Kittnar et al. 2011).

Ohmuv zdkon klasicky zndmy jako vztah mezi elektrickym napétim, proudem
a odporem, je adaptabilni pro pratok trubici a ma vztah k reologii (Borberg and Tauchert
2006). Urcuje, ze mohutnost pritoku je pifimo umérna tlakovému spaddu a nepiimo imerna
odporu plsobicimu proti pratoku.

Bernoulliho rovnice vyjadiuje zdkon o zachovani mechanické energie. Bernoulli

prokazal, Ze pti proudéni kapaliny trubici je objemovy prutok vSude stejny, tj. v uzSim misté
jemensi tlak a véEétsi rychlost a naopak (Badeer 2001). Tlak proudici kapaliny tedy
klesas rostouci rychlosti. Miize vzniknout stav podobny kapalinové (vodni) vyvévé — pokud
tekutina proudi dostateCnou rychlosti, tlak se v tom misté podle Poiseuilleova zdkona natolik
zmensi, ze dojde k odsévani; jev se nazyva také hydrodynamicky paradox (Badeer 2001).
Jeho obdoba je znama v klinice — pfi stendze aorty mize dojit k obdobé tohoto efektu, pokud
jde o tlak v koronarnim usti, a vznikne synkopa.

Fahracus a Lindquist prokazali, Ze v tenké kapilaie pii pratoku tekutiny klesa

hematokrit s klesajicim primérem kapilary, coz se jevi nejvice pti pruméru kapilary 0,5 mm —
tento prumér odpovida arterioldm. Dale zjistili, Ze hematokrit v kapildfe je mens$i nezli
v rezervoaru (rezervoar by mohl byt porovnavan k vét§im cévam). Vyjadfeno matematicky:
relativni hematokrit v trubici je definovan jako pomér hematokritu v trubici a v zdsobnim
rezervoaru (viz tabulka 1). VSe je vysvétlitelné tim, ze tfeci sily na sténé arteriol ptisobi
zpomaleni toku a déle hromadéni erytrocytl axialné, kde je mensi odpor a rychlejsi tok. Tyto
reologické zékonitosti maji praktické klinické dopady — je tim umoznén dostatecny priutok
arteriolami. Odhaduje se, ze tlak je polovicni, nezli by byl nutny ke stejnému priatoku
bez existence Fahraeus-Lindqvistova efektu (Toksvang and Berg 2013).

Starlingtiv_zdkon o pohybu télnich tekutin pies kapilarni sténu vyjadiuje zavislost

mezi gradientem hydrostatického tlaku a gradientem onkotickym. Jde o rovnovahu
mezi hydrostatickym tlakem v kapilardch a v intersticiu a onkotickym tlakem tamtéz.
Cim vys3i je tlak v kapilafe a mensi je osmoticky tlak, tim vice tekutiny proniké pies sténu

kapilar do okoli a naopak (Necas 2006).
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TABULKA 1: FYZIKALNI ZAKONY VYZNAMNE PRO LEKARSKOU REOLOGII

Por. | Nazev zakona Matematicka formule

Legenda

Newtonuv zakon
! viskozity T=pde/dy

7 =smykové napéti (shearing
stress, N/m? )

u = dynamicka viskozita (N/m’)

dc = jednotka rychlosti priitoku
(m/s)

dy = jednotka vzddilenosti mezi
vrstvami (m)

Hagen-
2 Poiseuilleuv
zakon

0O, = prutok = objem tekutiny
protekly za jednotku casu (I/min)
7 = prumeér trubice (m)

n = dynamicka viskozita (N/m’°)
4, =tlak(Pa)

Ay = délka trubice (m)

Kirchhoffav
3 zakon o vétveni 0,=4,/R
toku

0, = prutok (I/min)

A4, = tlak (Pa)

R = rezistence ( proud se rozdeli
na jednotlive vétve v obraceném
pomeéru k odporu v priitoku)

4 Ohmuv zakon I=E/R(V=4,/R)

1 = proud (objem),

V= mohutnost priitoku

E = napéti (tlakovy spad)A,=
tlakovy spad

R = odpor (cévni rezistence)

R = odpor proti pritoku

Bernoull;
5 ernou flova Ey + E, = konst.
rovnice

E} = energie kineticka
E,= energie tlakovd

Fahracus- Ht v trubici
6 Lindqvistiv Hr=k

efekt - " Ht v reservoaru

H, = hematokrit relativni
Ht = hematokrit
k = konstanta

7 Starlingtiv zakon | J,=K¢([P.-Pi]-o[I1.~11;])

Jy = vysledny pohyb tekutin

K= filtracni koeficient

P.= hydrostaticky tlak v kapilare
P;= osmoticky tlak v kapilare

o = koeficient reflexe

11, =onkoticky tlak v kapildre

11; =onkoticky tlak v intersticiu

Legenda: Pot.= potadi; popis viz text.

1.2.3 DALSI PRINCIPY PRUTOKU KRVE ORGANY

Pratok krve je determinovan silou srde¢niho stahu a periferni rezistenci, dualezita je

také elasticita velkych tepen a viskozita krve. Krev protékd vzdy po tlakovém spadu.

V perfuzi organii hraje klicovou roli priitok krve za minutu, ktery je urcen tepovou frekvenci

a silou srde¢niho svalu, ale také perifernim odporem danym predev§im zménami prisvitu cév.
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Na tonus svaloviny cév pusobi podnéty mistni, nervové i humoralni; vyznamny je také vliv
vazomotorického centra umisténého v prodlouzené mise (Kittnar et al. 2011; Necas 2006).

Lze sumarizovat, ze optimalni priutok krve ovliviiuji tyto faktory (Ganong 2005):

a) Tlak, presnéji tlakovy gradient mezi dvéma body trubice (tepny). Se stoupajicim
tlakovym rozdilem stoupa rychlost krevniho proudu.

b) Rychlost krevniho proudu, kterd je nepiimo umérna prafezu tepny v misté méteni.
Primérné rychlost je nejvetsi v aorte, nejmensi v systému kapilar, jejichz celkovy prifez je
1000krat vétsi nez v aorte.

¢) Charakter proudu. Za optimalnich podminek je proud lamindrni. Krevni elementy
postupuji soub&zné, ale riznou rychlosti, kterd je minimalni pfi sténach tepny, maximalni
ve stfedu trubice. Pti urCité rychlosti se méni v proud turbulentni. Tento vztah vyjadiuje
je Reynoldsovo c¢islo mensi nezli 200, je pratok krve cévou laminarni, pak zacinaji
turbulence, a pokud je vétsi nezli 1000, je vzdy priatok turbulentni). Reynoldsovo ¢islo je
Umémé priméru cévy, rychlosti proudéni a hustotd tekutiny (v kg/m?), neimémé
k dynamické viskozité, podle vzorce: Re = r. v. p / n(kde Re = Reynoldsovo ¢islo, r =
polomér cévy v m, v = rychlost proudéni v m/s, p = specificka hmotnost krve v kg/m’ a n =
viskozita v kg/m.s) (Badeer 2001).

d) Prisvit tepny: pritok se méni pfimo imérné se ¢tvrtou mocninou priméru (odpor se
méni nepfimo umérng) - uplatnéni Hagen-Poiseuilleova zdkona. Proto i malé zmény prisvitu
tepny maji vliv na krevni prutok.

e) Pruznost stény cévy — zde se uplatiiuje elasticita stény cév. Podle Laplaceova
zékonaje napéti ve stén¢ cévy umérné tlaku uvnitt cévy, poloméru cévy a nepfimo imérné
tloust'ce stény.

f) Kvalita povrchu tepny, kterd hraje roli zejména v patologickych procesech. Zde
hraje dulezitou roli smykové (te€né) napécti (shear stress), které vyjadiuje tfeni mezi
jednotlivymi vrstvami proudici tekutiny (krve), ale také tfeni mezi tekutinou a sténou
trubice.Je nepochybné, ze hladka sténa tepny je pro hodnotu smykového napéti optimalni.

g) Reologické vlastnostikrve: do znacné miry ovliviiuji krevni proudéni, a to zejména

v tepnach mensiho prisvitu (Baskurt and Meiselman 2003; Ganong 2005).
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1.2.4 VYZNAM VISKOZITY PRO PRUTOK KAPALIN

Viskozita je definovana jako odpor kapaliny kladeny sile, ktera se ji snazi
rozpohybovat (Kittnar et al. 2011). Dynamicka (absolutni) viskozita je tangencidlni sila
(v Newtonech) na jednotku plochy (v m?), kterou je nutno vynaloZit, aby se vrstva kapaliny
pohnula oproti druhé o jednotku rychlosti (v m/s). Kinematicka viskozita je pomér dynamické
viskozity a hustoty kapaliny (v kg/m?).

Pii pohybu tekutiny trubici vznika smykové napéti. V idedlni kapaliné¢ neexistuje
smykové napéti. Pro skute¢nou kapalinu to plati pouze v ptipad¢, ze se kapalina nepohybuje.
Pokud kapalina proudi, jsou jeji molekuly v relativnim pohybu, dvé sousedni vrstvy maji
rozdilnou rychlost, na jejich rozhrani se tvoii tfeni, které¢ vede ke vzniku smykového stresu
(napéti). Pricinou tohoto jevu je viskozita kapaliny. Pfi laminarnim proudéni jsou jednotlivé
proudnice rovnobézné, nedochazi k promichéani vrstev. Smykové napéti je v tomto piipadé
piimo umérné dynamické viskozité a gradientu rychlosti (Newtonlv zékon viskozity).
Kapaliny, kde plati tyto zakonitosti, se nazyvaji newtonské kapaliny. U téchto kapalin
je viskozita nezavisld na zménach smykové rychlosti nebo smykovém stresu. Kapaliny,
u kterych neplati vySe popsané pravidlo, nazyvame ne-newtonské, zde viskozita neni
konstantni, ale je zavisla na velikosti smykového stresu nebo smykové rychlosti (Baskurt and
Meiselman 2003). Viskozita ne-newtonské kapaliny se mulze zvySovat nebo snizovat
v zé&vislosti na nartstu smykové rychlosti. Krev je povazovdna za ne-newtonskou kapalinu,
z fyzikélniho pohledu se jedna o emulzi krevnich bunék a plazmy (Borberg and Tauchert

2006). Zakladni charakteristiky tekutin jsou znazornény v grafu 1.
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GRAF 1: VZTAHY MEZI SILOVYMI KOMPONENTAMI V NEWTONSKYCH A NE-NEWTONSKYCH

TEKUTINACH. (UPRAVENO DLE: BASKURT AND MEISELMAN 2003).

a) newtonské tekutiny

smykové napéti viskozita

A A
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b) ne-newtonské tekutiny

smykové napéti viskozita
A A

A 4

»
>

»
>

smykova rychlost smykova rychlost

Legenda: popis — viz text.

1.2.5 MERENI VISKOZITY
Spravné méfeni viskozity ma zésadni vyznam, je jednim z rozhodujicich faktort
pti lécbe reoferézou. Priznivé ovlivnéni viskozity je vyznamnym ukazatelem poméra

v mikrocirkulaci, jak bylo ukdzéano i vyse.
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V poslednich desetiletich doslo k technickému pokroku, ktery umoznil pfesné méieni
viskozity jak latek se stalou viskozitou, tak i s viskozitou proménnou (tzv. ne-newtonovskych
kapalin). Plivodni kapilarni viskozimetry byly zaloZeny na principu méteni rychlosti pratoku
mefené kapaliny trubici a nasledném vypoctu viskozity dle Hagen-Poiseuilleovy rovnice.

Teliskové viskozimetry jsou zalozeny na méfeni prichodu télesa (napt. kulicky)
kapilarou naplnénou méfenou kapalinou a vyuzivaji Stokesova zdkona (rychlost sedimentace
Castice je nepfimo umérna viskozité kapaliny i priméru ¢astice). Na odlisSném principu jsou
zalozeny rotacni viskozimetry. Jestlize ota¢ime n¢jakym télesem v tekuting, klade tekutina
proti otaceni odpor. Ze zndmé geometrie otaCen¢ho télesa a kladen¢ho odporu lze vypocitat
viskozitu dané kapaliny. Rotujicim télesem mtize byt plocha desticka oproti dalsi stojici
(parové desticky), rotujici valec v nadobé, anebo naopak nadoba rotuje apod. Moderni
viskozimetry vyuzivaji piezoelektrického jevu u krystali a hodi se 1 k méfeni za vysokych
teplot nebo tlakd.

Jako jednotka dynamické viskozity se pouziva nejcastéji jeden mPa.s, coz je viskozita
vody pfi teploté 20 °C.Jako jednotka kinematické viskozity se pouziva ¢S (centi-Stokes) —

méfeno v mm?/sec. Kinematicka viskozita vody pti 20 °Cje 1.

1.2.6 KLICOVE FAKTORY KREVNIHO PRUTOKU

Perfuze organt je zédvisla na krevnim pritoku, jehoz hlavnimi determinantami jsou
(Otto 2010):

- stav cév,

- reologické charakteristiky krve.

U mladych jedinct s normoelastickou sténou cév jsou funkce cév rozhodujicim
faktorem pro krevni priitok a orgadnovou perfuzi. Se stoupajicim vékem klesa elasticita cév,
tim relativné roste vliv reologickych podminek na vyslednou perfuzi. Reologie krve
hrajeve velkych artériich a prekapilarnich arterioldch pouze relativné méné vyznamnou roli,
jeji vyznam vyrazné stoupd v siti kapilar v mikrocirkulaci a v postkapilarnich cévach
(Borberg et al. 2001b).

Hlavni proménné cévniho systému regulujici organovou perfuzi jsou kontrakéni
funkce cév, architektura cévni stény, struktura a funkce endotelu, krevni tlak a patologické
zmény ve sténé cév (Badeer 2001; Necas 2006).

Reologie krve tuzce souvisi s viskozitou plné krve, kterd je charakterizovana krevnimi

bunikami a plazmou (Borberg and Tauchert 2006).
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Na zéklad¢ literarnich znalosti jsou hlavni faktory rozhodujici o krevnim pritoku
sestaveny do schématu 1.

Uplatnéni reologickych faktori v patologii chorob i vyznam reologickych vlastnosti
krve jsou v poslednich letech pfedmétem intenzivniho vyzkumu (Blaha et al. 2015a; Blythe et

al. 2015; Cahn et al. 2015; Causin et al. 2015; Goyal et al. 2015; Lemonne et al. 2015).

SCHEMA 1: DETERMINANTY KREVNIHO PRUTOKU

DETERMINANTY KREVNIHO PRUTOKU

—

CEVY REOLOGIE

Makrocirkulace D e Mikrocirkulace

y
e —— / \

KREVNI BUNKY PLAZMA
ARCHITEKTURA
Hematokrit viskozita urcena
*povrch . .
rytroc *koncentraci
*délka yiroeyty
* agregabilita svelikosti
stepny
i * flexibilita membran sstrukturou plazmatickych
=arterioly
] * rotace membran proteini a lipida
rkapilary
Leukocyty
=venuly
) Trombocyty
=vény
TLAK
Patologické zmény

Legenda: popis viz text.

1.2.6.1 Krevni buiiky a jejich vliv na reologii krve

Viskozitu krve muze ovlivnit zvySeny pocet erytrocytl, vyrazné zvySeny pocet
leukocytli, eventudlné trombocytil. Strukturdlni zmény erytrocyti — vedouci k zménam
agregace, flexibility, schopnosti rotace membran - patii také ke klicovym reologickym

faktorim (Borberg and Tauchert 2006; Cahn et al. 2015; Causin et al. 2015).
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1.2.6.2 Plazma

Plazma je newtonska kapalina, jejimiz hlavnimi komponentami jsou proteiny. Jejich
velikost, struktura a teplota determinuji fluiditu (reciprocni hodnota viskozity), viskozitu,
a tim reologické vlastnosti krve. Viskozita plazmy je zavislad na jejim obsahu — zejména
na vysokomolekularnich proteinech, napt. lipoproteinech. Piedpokladd se, Ze interakce
molekul hraje dulezitou roli v reologii krve: proteiny adherujici k endotelu kapilar a jejich
interakce s erytrocyty mohou ovlivnit kvalitu i kvantitu kapilarniho pritoku (Reinhart et al.
1993). VLDL cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol, IgM, o,-makroglobulin
a fibrinogen jsou proteiny s pravdépodobné nejveétsim vlivem na viskozitu plazmy (Klingel et
al. 2000). Naopak, albumin, ktery se vyskytuje v plazmé ve vysokych koncentracich, ma
na viskozitu krve ve srovnani s fibrinogenem pouze limitovany efekt. Kryoglobuliny zvySuji

viskozitu krve zejména pfi nizkych teplotach (Gorevic 2012).

1.2.6.3 Mikrocirkulace

Reologie krve je uzce spjata s mikrocirkulaci (mikrocirkulacnim prostfedim),
atonejenom z pohledu fyziologickych 1 patofyziologickych procest, ale 1 1éCebnych
moznosti.Pfi analyze mikrocirkulace musime brat v tvahu hemodynamické parametry jako je
krevni pritok a tlakovy gradient (viz vyse), ale také funkéni ulohu celé kapildrni sité jako
,mikrocirkula¢niho niché“ nebo podle Copleye - ,,vessel-blood organ® (Copley 1949).
Funk¢ni uloha mikrocirkulace znamena zejména: vyménu kysliku, oxidu uhlic¢itého, Zivin
a metaboliti pfes kapilarni sténu do okolnich tkani a obracené. K vyznamnym zménam
v mikrocirkulaci mulze dochdzet na podkladé zmén kteréhokoliv vySe uvedeného

parametru(Ostergaard et al. 2015).

2 KLINICKE MOZNOSTI HEMOREOTERAPIE

Na podkladé¢ vyse uvedenych patofyziologickych skute¢nosti z oblasti Iékaiské
reologie vyplynulo jejich praktické vyuziti k 1écbé. K ovlivnéni reologickych vlastnosti krve
lze pouzit 3 hlavni 1é€ené modality: hemodiluci, infuzni terapii a aferetické metody (Otto

2010).

2.1 HEMODILUCE

Hemodiluce je definovdna jako ziedéni krve zvySenim objemu tekutiny v cévéch
s naslednym poklesem hematokritu; vznika v disledku zadrzeni vét§iho mnozstvi vody v téle,

napft. v t¢hotenstvi nebo pfi velkém zvétSeni sleziny (Dormandy et al. 1981). Lécebné lze
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hemodiluci vyuzit — provadi se odbérem plné krve s cilem sniZeni hematokritu na lécebné
optimalni hodnoty (40-42 %) (Borberg et al. 2001b), a tim k ovlivnéni reologickych
podminek. Metoda je vSak limitovana zejména nebezpecim rychlého poklesu hematokritu
pod bezpecnouhranici.Pii rychlém poklesu hematokritu mtze dojit k ischemickym projevim.
V literatuie I1ze najit n€kolik studii vyuzivajicich tuto terapii v 1é€bé okluze centralni retinalni
zily (Glacet-Bernard et al. 2001; Wiek et al. 1990; Wolf et al. 1994), vysledky 1écby jsou ale
kontroverzni. Hemodiluce vedla k poklesu n¢kterych laboratornich, pro reologii vyznamnych
parametrii, ale nevedla vétSinou k ovlivnéni viskozity plazmy. V nékterych studiich vedla
ke zlepSeni zrakové ostrosti nemocnych (Placet-Bernard et al 2001). Podle metaanalyz
nevedla hemodiluce k dlouhodobému efektu (Donati et al. 2009), 1écebné protokoly byly
velice nejednotné a vysledky nebyly potvrzeny multicentrickou studii (Mohamed et al. 2007).

Hemodiluci Ize dosdhnout i erytrocytaferézou, kdy jsou na separatorech krevnich
télisek selektivné odstranény pouze erytrocyty. Tato metoda je rychlejsi a 1épe tolerovana
nez ptedchozi techniky, coz bylo potvrzeno i na nasem pracovisti (Pardkova et al. 2001;
Rehacek et al. 2012). V roce 2011 byly publikovéany vysledky multicentrické randomizované
kontrolované studie u okluze centralni retindlni Zily. Diluce se jevila efektivni u nemocnych
onemocnéni (Glacet-Bernard et al. 2011). Limitujici pro tuto metodu je vstupni hodnota
hematokritu, kterd by meéla byt nad 42 % (Borberg et al. 2001b). Efekt hemodiluce
je kratkodoby, laboratorni zmény jiz nejsou detekovatelné za 24 hod. od procedury (Fuchs et
al. 1990; Widder et al. 1996). U okluze arteria centralis retinae je efekt jesté mensi, vysledek
hemodiluce nebyl lepsi nezli 1écba placebem (Schrag et al. 2015).

2.2 INFUZNI TERAPIE

Efekt infuzni terapie je pouze prechodny, nékolik hodin trvajici. Infuzni
terapieje podobné jako hemodiluce limitovand u nemocnych s onemocnénim srdce, plic nebo
ledvin (Otto 2010). Tato metoda nenasla vyznamné uplatnéni v reoterapii. ZkuSenosti naseho

pracovisté jsou souhlasné (Blaha et al. 2002).

2.3 HEMAFERETICKE (AFERETICKE) PROCEDURY

Hemaferéza byla definovéna jako selektivni odbér soucasti krve (Blaha 2003; Blaha et
al. 2008b). Je to metoda extrakorporalni separace krve a jejich soucasti pomoci filtri nebo
separatorti krevnich télisek s cilem ucinné odstranit bunky, plazmu nebo plazmatické

patogeneticky nevhodné komponenty. Pomoci hemaferézy se také ziskdva plazma nebo
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krevni buniky k 1écebnym uceltim - napt. kmenové buiky krvetvorby k transplantaci(Gasova
et al. 2010; Gasova et al. 2005; Lysak et al. 2011; Lysak et al. 2005), mononuklearni bunky
k fotoferéze(Gasova et al. 2007; Perotti and Sniecinski 2015), k ptipravé DLI, vakcin(Chang
and Huang 2015), trombocytarnich koncentrati anebo plazmy k vyrobé fady lécebnych

produkta (Kaplan 2013).

2.3.1 ROZVOJ METODIK AFEREZY

K rozvoji pfistroji k extrakorporalni hemaferéze - krevnich separatori doslo
v Sedesatych letech minulého stoleti, kdy pokrok techniky umoznilseparaci krevnich elementa
od plazmy v Kklinicky uéinnych mnozstvich. Prvni separdtorybyly vyvinutyk separaci
granulocyti v NationalCancer Institute dr. E. Freireichem (Freireich et al. 1965).
V sedmdesatych letech minulého stoleti pfineslo dal$i zdokonaleni pfistrojii G€innéjsi separaci
plazmy, a topfispélokrozvoji plazmaferetickych procedur a vyména plazmy (plasma
exchange) se ukazala ti¢innou pro fadu onemocnéni(Blaha et al. 1984; Solomon et al. 1978).

Plazmaferéza je nespecificka metoda, kterd vede k odstranéni celé plazmy, a tim
faktort patogeneticky neptiznivych, ale i substanci potfebnych; snaha vedla k rozvoji dalSich,
dokonalejSich metod. Posun v technologii znamenal zejména objev sekundarni diferencni
separace plazmy, coz piispélo k rozvoji specifickych, semiselektivnich nebo selektivnich
metod, jako je adsorpce, filtrace nebo precipitace (Borberg and Tauchert 2006; Schuff-Werner
et al. 1989; Widder et al. 1996).

Hlavni ideou téchto separacnich technik byla vice ¢i méné specifickd eliminace
patologickych substanci, reologické aspekty nebyly zprvu diskutovany. Agishi prvni
demonstroval vliv diferencni separace plazmy na pritok periferni cirkulaci (Agishi et al.
1980; Mineshima et al. 1984), Schuff-Werner vyuzil metodu precipitace v ramci
hemoreoterapie (Schuff-Werner et al 1989).

Soucasné separatory krevnich télisek k oddé€leni plazmy vyuzivaji jako zakladni
princip filtraci nebo centrifugaci. Centrifugacni separatory pracuji na principu odlisné
specifickéhmotnosti jednotlivych slozek krve. Pfi centrifugaci se soustfedierytrocyty
pii obvodu rotujiciho centrifuga¢niho prstence, smérem ke stiedu se nachazeji leukocyty,
trombocyty a v centru pak plazma. Jednotlivé vrstvy lze odsavat. Pfistroje pracuji bud’
intermitentnim, nebo kontinudlnim zptisobem. Na rozdil od filtrace se mohou centrifugacni

separatory vyuzit k odbéru jednotlivych bunéénych elementt (Blaha 2003).

2.3.2 PREHLED METODIK EXTRAKORPORALNI HEMOREOTERAPIE
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Jak jiz bylo zminéno, viskozita krve je jednim z urcujicich faktorii krevniho pratoku
mikrocirkulaci, proto byla vyvijena snaha najit zplsob ovlivnéni viskozity vyhodnym
pozménénim  slozeni plazmy. Na tomto principu je zalozena  vyménna
plazmaferézau hypervisk6zniho syndromu, ktery vznikd napf. pii vyrazném zmnozeni
paraproteinu zejména u Waldenstromovymakroglobulinémie nebo mnohocetného myelomu.
Ovlivnéni reologie (sniZeni viskozity), tj. reologicka terapie, byla jako hlavni cil pouzita
poprvé pravé pii lécbe syndromu hyperviskozity (Widder et al. 1996). V tomto ptipad¢ jde
sice o plazmaferézu, kterd je nespecifickd, ale je zachrannou metodou 1écby pfi hyperviskozni
krizi dodnes. Obdobnym zplisobem se vyuziva leukocytaferéza, a to pfi vyrazné leukocytoze
u akutni nebo chronické leukémie, a ovlivnéni reologie je jednim z dulezitych cilil i zde.

Lze shrnout, Ze v soucasné¢ dobé lze k lécebnému ovlivnéni reologie vyuzit tyto
metody extrakorporalni hemoreoterapie:

a) Vyménna plazmaferéza (plasma exchange) — je historicky prvni afereticka
metoda, kterd se vyuzivala v reoterapii (viz vyse), ale vzhledem k tomu, Ze neni selektivni,
dale vzhledem k nutnosti substituce odebrané plazmy albuminem nebo darcovskou plazmou
(coz nese riziko infek¢nich a alergickych piihod), coz je i ekonomicky naro¢né, se nyni
preferuji dokonalejsi technologie (Baskurt and Meiselman 2003; Borberg and Tauchert 2006).

b) Cilena(,selektivni) adsorpce— je zalozena na vychytavani latek (molekul)
selektivné se snahou cilené odstranit pokud mozno jen patogeneticky ucinnou substanci.
Pfi tom je zpravidla prokazatelny i benefit v oblasti reologickych poméri. Tak byl odzkousen
napft. tryptofan polyvinylalkoholovy adsorbér, pracujici na principu hydrofébni interakéni
chromatografie (k zachyceni protilatek ve tfidé IgG u makulopatie) (Widder et al. 1998).
K odstranéni fibrinogenu byl pouzit filtr s pentapeptidem, jenz vaze specificky fibrinogen,
¢imz dojde ke snizeni viskozity, a jde tedy o reoterapii (Ullrich et al. 2004). K odstranéni
LDL-cholesterolu se pti familialni hypercholesterolémii pouzivaji adsorbéry, které ptiznive
ovlivni i reologické poméry (Borberg et al. 2001b; Lanska et al. 2014; Widder et al. 1999).

c) Heparinem indukovana precipitace LDL  cholesterolu  (Heparin
InducedExtracorporeal LDL Precipitation- H.E.L.P.) byla plivodné vyvinuta pro eliminaci
cholesterolu. Principemje elektrostaticka interakce mezi heparinem a apolipoproteinem B100
pii snizeném pH. Precipitat je nasledné odstranén filtraci(Borberg et al. 2001b). Shuff-Werner
et al. prokdzali vliv této metody na hemoreologii — dochazi k precipitaci

fibrinogenua jeho poklesuo 43-61 %. Nedochazi ale k signifikantnim zménam celkové
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bilkoviny,
ox-makroglobulinu ani IgM(Schuff-Werner et al. 2012; Schuff-Werner et al. 1989).

d) Dvojita (kaskadova) filtraceje kombinaci primarni a sekundarni separace plazmy
s pouzitim dvou rozdilnych filtrti (Agishi et al. 1980; Solomon et al. 1978). Pfi této technice
plazma ziskana filtraci prvnim (primarnim) filtrem prochézi sekundarnim filtrem, ktery
eliminuje podle velikosti pord predem definované spektrum molekul; obvykle jde
o odstranéni vysokomolekularnich proteinti. Z této metodiky vychazela i metodika
Borbergaz Deutsche Hidmapheresis Zentrum (DHZ) v Kolin¢ nad Rynem, kde ale byla
primarni separace nahrazena separaci centrifugacni. Ve 2. kroku plazma prochazela filtrem
(Brunner et al. 2000). Vyhodou centrifugace pouzité v prvnim kroku je podle autorii vyssi
separatni U¢innost plazmy, mensi aktivace komplementu, minimalizace rizika
hemolyzy(Borberg et al. 2001b). Dalsi vyhody kaskadové filtrace jsou zalozené na efektivnim
odstranéni vysokomolekularnich latek, okamzitém ucinku i relativné dlouhotrvajicim efektu,
jak zdokumentovala stejné skupina pozdéji pomoci laboratornich méteni (Widder et al. 1996).
Z modifikace metodiky autorii z DHZ jsme vychdazeli i na naSem pracovisti, viz dale.

Bylo zjisténo, Zze ¢im specifictéjsi je aferetickd procedura, tim vice klesa reologicka

efektivita (Klingel et al. 2000). Viz tabulka 2.
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TABULKA 2: MOZNOSTI HEMOREOTERAPIE (MODIFIKOVANO PODLE: KLINGEL, ET AL. 2000)

Reologicka T a—

efektivita P
T B Specifita
PE Reoferéza|| HELP giﬁi Specl:gické

a2-makroglobulin = CE
Fibrinogen o= -+ - +nebo
LDL cholesterol == e NN + +
IgM + + -

(4 > 60% snizeni)

Legenda:PE = plazmaferéza; H.E.L.P. = heparinem indukovana precipitace LDL cholesterolu;
DSA = dextransulfatovéa adsorpce; DALI = Direct Adsorptionof Low-Density Lipoprotein; A

= imunoadsorpce; IgM = imunoglobulin M.

3 REOFEREZA

V literatufe Casto nachdzime néckolik odliSnych ndzvli pro jednotlivé aferetické

metody.

3.1 NAZVOSLOVI

Membranova diferencni filtrace je synonymem pro dvojitou, nebo-li kaskddovou
filtraci plazmy ¢ili filtracni plazmaferézu. Plazma prochazi dvéma filtry. Prof. Borberg zavedl
pojem ,rheohemapheresis® pro svoji metodu kombinace centrifugace a nasledné filtrace
plazmy ptes filtr (Borberg et al. 2001b). Plazma je primarné ziskavana ne filtrem,
ale centrifugaci separatorem krevnich télisek. Teprve pak dochazi k jejimu priichodu cilovym
filtrem. Z tohoto hlediska je spravné pouzivat nadale pojem kaskadova metoda, ale nejde jiz
o dvoji filtraci. Na naSem pracovisti pouzivime Borbergovu metodu, pro nasi modifikaci

kaskadové filtrace pouzivame pojem reoferéza nebo reohemaferéza (Lanska et al. 2014).

3.2 PRINCIP REOFEREZY

Reoferéza je modifikace membranové diferen¢ni filtrace plazmy, kdy se pouziva
specidlni sekundarni plazmaticky filtr s relativné malymi otvory nazyvany nékdy reofiltr,

ktery z protékajici plazmy eliminuje exaktné definované spektrum proteinti s vysokou
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molekuldrni hmotnosti (nad 150 000 Daltoni). Jednd se zejména o: fibrinogen,
op-makroglobulin,imunoglobulin - M, LDL cholesterol, von Willebrandiv faktor,
trombomodulin, fibronektin (Klingel et al. 2003a). Eliminace téchto proteinti vede ke snizeni
krevni 1 plazmatické viskozity, dale ke zlepSeni agregability a flexibility erytrocyti
(Berrouschot et al. 1998; Brunner et al. 1995). Vysledkem snizeni krevni i plazmatické
viskozity je zlepSeni krevniho pratoku mikrocirkulaci a 1écebné ptiznivé ovlivnéni nékterych
poruch v mikrocirkulaci (Blaha et al. 2015a). Dochazi k pfiznivym zménam cytokint
a adheznich molekul, dale ke zvySené produkci NO endotelem a ke zlepSeni deformability

erytrocytl (Borberg and Tauchert 2006).

3.3 INDIKACE K REOFEREZE
Rozsah vyuziti reoferézy se postupné menil, prosel historickym vyvojem

od ptivodniho entuziasmu az k dneSnimu upiesnéni.

3.3.1 OBDOBIi ROZVOJE LECEBNYCH METOD

Za obdobi pocatecniho klinického vyuziti a ovéfovani hemaferetickych metod
k reologické 1€cbé se povazuje doba kolem roku 1980, protoze teprve potom byly k dispozici
potfebné moderni reologické metodiky a dokonalé separatory i vhodné filtry (Valbonesi et al.
2005).

Jakmile byly objeveny zékladni zdkonitosti 1ékai'ské reologie a objevila se i1 technicka
moznost reologické vlastnosti krve zménit (tj. byla u lidi ovéfena moznost provadét
hemodiluce nebo dal$i metodiky reoterapie — viz vySe), vznikla logicky mysSlenka vyuzit
optimalizace reologickych pomérd kl1écbé nékolika chorob, a to predevSim
(kardio)vaskularnich. Jde jiz o pomérné vzdalenou minulost a je obtizné¢ pocatky zjistit,
nckteré prace byly pravdépodobné jen predneseny na védeckych férech nebo Slo o inicialni
vyzkumné sondy a i dostupné literarni prameny se ponékud rizni(Malkin and Isayev 2012).
Jsou autofi, ktefi soudi, ze jiz egyptsky védec Amenehmet (ptiblizn€ 1600 let pied Kristem.)
vyuzivajici vlastnosti tekutin a viskozity ma byt povazovan za prvniho ,,reologa* (Blair 1949,
citovano podle: Doraiswamy 2002).

Zaklad faktickych snah sméfujicich do praxe vSak polozila az ¢innost pracovnikl
Spolecnosti pro reologii (The Society for Rheology), dokladana pracemi v jejich Casopise
Journal of Rheology — zalozeno r. 1929 (Doraiswamy 2002). Jak jiz bylo zminéno, jako
reoterapie byla prvné vyuZzita vyména plazmy, pozdéji (od 80. let) dalsi metody reoterapie.

Jako mechanismus vysvétlujici pfiznivy ucinek reoterapie pfi tkanové ischémii se udavala
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endotelem ovlivilovand vazodilatace na podkladé¢ lokéalniho zvySeni produkce NO
a bradykininu (Murashima et al. 1998), dale snizeni produkce VEGF (vascular endothelial
growth factor) a IGF-I (insulin-like growth factor-1), coz prikazné pietrvavalo az 3 mésice
(Kobayashi et al. 2003). Autofi prokazali 1 pfiznivy efekt snizeni hladiny fibrinogenu,
nékterych koagulacnich faktora (vWf), desti¢ek i1 dalSich substanci obsazenych v eliminované

makromolekularni frakci (Yeh and Chiu 2001).

3.3.2 VYSLEDKY MEDICINY ZALOZENE NA DUKAZECH - RACIONALNI

REOTERAPIE

Vina pocateCni entuziastické snahy o uplatnéni teoretickych poznatki védy
v medicinské reologické praxi byla postupné upiesiiovana. Vysledky snah o uplatnéni
reoterapie u nékterych, zejména cévnich chorob, které se podle prvnich zprav jevily efektivni,
ale pozd¢ji Casto nebyly potvrzeny, lze shrnout nésledujicim zptisobem (Valbonesi et al.
2005):
- Reoterapie se jevila vhodnou u trombotickych akutnich mozkovych ptihod. I kdyz nékteré
prace prokazovaly zlepSeni u akutnich mozkovych piihod po reoterapii(Hasegawa et al.
2003), randomizované studie provedené pozd¢ji to neprokazaly (Berrouschot et al. 1999).
- N¢které pilotni prace ukazovaly efekt reoferézy u Biirgerovy choroby, patrné piedev§im
pro odstranéni cirkulujicich protilatek (Valbonesi et al. 2005).
- Ne¢kolik pokust o reoterapii bylo ucinéno u tézkych forem Kawasakiho syndromu
(nekrotizujici vaskulitida s nebezpe¢im vzniku fatalnich aneuryzmat koronarnich artérii)
(Valbonesi et al. 2005).
- Pro predpokladany efekt byla reoterapie pouzita u Churg-Straussova syndromu
(allergicgranulomatosis) (Clutterbuck et al. 1990)a u Schonlein-Henochovy purpury
(Camerone et al. 1982; Levinsky and Barratt 1979).
- Byly publikovany nad&né vysledky u Wegenerovygranulomatézy(Le Thi Huong et al.
1988), ale pozd¢ji nebyly potvrzeny (Cole et al. 1992; Thysell et al. 1982).
- Reoferetické procedury byly provéfovany u symptomatické kryoglobulinémie (Valbonesi
et al. 1986).
- Kolektiv pracovniki DeutscheHadmapheresisZentrum mé¢l dobré zkuSenosti s Ié€bou
reoferézou u syndromu uvedlni efize a trombdzy venacentralisretinae(Borberg and Tauchert
2006).
-V poslednich letech byly publikovany prace o vyuziti reoferézy v dalSich indikacich

(sklerodermie, rezistentni kalcifylaxe) (Bouderlique et al. 2018; Lutze et al. 2017).
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Lepsi vysledky 1€cby reoferézou byly docileny u choroby perifernich tepen, zejména
u aterosklerotickych uzavért, i kdyz i zde nejsou detaily dotfeSeny. Nemocni s pokrocilou
chorobou perifernich tepen jsou ohrozeni kritickou ischémii koncetiny, projevujicise klidovou
bolesti, ischemickymi defekty nebo gangrénou (podle klasifikace dle Fontaina stadium III,
IV). Nemocni s diabetes mellitus maji riziko vzniku této zavazné komplikaceaz ¢tyinasobné
(Weiss 2009). Lécba reoferézou miize ovlivnénim krevni reologie zlepSit poméry
v mikrocirkulaci(Valbonesi et al. 2005).

Klingel et al. 2002 Iéc¢ili reoferézou skupinu 8 diabetikii s nehojicimi se
viedyna dolnich koncetinach pii syndromu diabetické nohy. Nemocnym podali sérii 7
reoferéz v obdobi 11 tydnii (prvni dvé reoferézy vjednom tydnu a dalSich 5 ve
¢trnactidennich intervalech). U 4 nemocnych (Wagnerovo stadium II)doslo k zlepSeni —
urychlilo se hojeni, zlepSila se tenze arteridlniho kysliku a Wagnerovo stadium. U dvou
nemocnych se jen zlepSilo napéti kysliku, coz ale dovolilo provést mensi amputaci. U dalSich
dvou nemocnych (ve Wagnerové stadiu IV a V) nedoslo ke zlepSeni. Autofi uzaviraji, ze
reoferéza mize byt vhodnou dopliikovou terapii, udrzet Zivotnost koncetiny, oddalit amputaci
nebo redukovat jeji rozsah (Klingel et al. 2003b).

Stejni autofi provedli také dalsi studii: Klingel et al. 2005 v pilotni studii 1écCili
12 nemocnych s kritickou periferni cévni chorobou v klinickém stadiu III dle Fontaina
(9 nemocnych) a IV (3 nemocni). Protokol zahrnoval 10 reoferéz v prubéhu 17 tydni.
U 7 nemocnych se zvétSila tenze 0, o > 10 mmHg. Ttetina nemocnych se posunula
z klinického stadia III na IIA dle Fontaina a ustala zcela klidova bolest. Klaudikaéni interval
se prodlouzil. Unemocnych ve stadiu IV neméla reoferéza efekt. Autoii uzavirali,
ze reoferéza ve spravné indikaci mize oddalit amputaci nebo snizit jeji rozsah. (Klingel et al.
2005).

Rietzsch et al., 2008 1écili pomoci H.E.L.P. aferézy 17 diabetickych nemocnych
se septickymi 1ézemi s vysokym rizikem amputace, kteti nebyli vhodni k revaskularizaci.
Nekrézy se vyznamné zmenSily u 16 nemocnych, nizka amputace (prstl, v nartu) prob¢ehla
u 12 nemocnych, u 3 nemocnych byla nutnd vysoka amputace. 1 kdyz v této studii nebyla
kontrolni skupina, autoii povazuji H.E.L.P. aferézu za jednu z moznych alternativnich metod
1é¢bys potencidlem zménit pomér mezi vysokou a nizkou amputaci(Rietzsch et al. 2008).

Podrobnou a velmi kritickou analyzu publikovanych dat vénovanych nemoci
perifernich tepen provedli roku 2011 Weiss et al.. Pokladaji za prokazané, ze lipidaferéza

(vCetné kaskadové filtrace plazmy) je indikovéana tam, kde pies aplikaci jiné moderni 1écby
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progredujeaterosklerotické cévni postizeni v disledku tézké hypercholesterolémie. Dosavadni
studie(kazuistiky nebo vysledky se sériemi nemocnych) se autorim jevi sice jako velmi
nadéjné, ale ne dostatecné prikkazné. Nez vSak bude tato narocna 1é€ba obecné doporucena
k pouziti u choroby perifernich tepen, je tfeba pfesnych randomizovanych studii, nestac¢i jen
série nemocnych nebo kazuistik, které navic dle Weisse et al. 2011, nejsou pln€ navzajem
srovnatelné, anebo pfi v§i peclivosti maji i jisté nedostatky. Podle téchto autori neni zatim
také dost prikazti o vétsi Gcinnosti lipidaferézy oproti komplexni terapii modernimi léky
(statiny, ezetimib), a nejsouvyjasnényi dalsi detaily. K definitivnimu zhodnoceni efektivity
reoferézyv 1écbé tohoto onemocnéni bude nezbytné provedeni randomizovanych,
kontrolovanych studii s dostate¢nym poctem nemocnych(Weiss 2012).

Podle literarnich dat (podle poctu publikaci vénovanych reoferéze, poctu
studiii celkového poc¢tu nemocnych) jsou nejvétsi zkusenosti s pouzitim reoferézy u vékem
podminéné makularni degenerace sitnice a nahlé idiopatické ztraty sluchu, kde jsouk dispozici
randomizované studie.

Popisy piipadi — studietypu ,,case series nebo ,.case reports” byly publikovany
v minulé dekéade¢ i u dalSich chorob — u ischemickych poruch cévniho zésobeni na dolnich
koncetindch, onemocnéni korondrnich tepen, ¢i postizeni mozkovych tepen (Borberg 2006;
Schwartz et al. 2013).

Americka spolecnost pro aferézy (ASFA — American Society for Apheresis) jednou
za 3 roky na zaklad¢ systematické revize vSech dostupnych aktualnich informaci a diikaza
vydéava doporuceni (guidelines) pro pouziti aferéz u jednotlivych chorob(Schwartz et al. 2016;
Schwartz et al. 2013). Nemoci jsou rozdéleny do 4 kategorii (I — vSeobecné uznavana terapie,
vétSinou v prvni linii terapie, Il — uzndvana lécba 2. linie, III — optimdlni uloha aferézy neni
urcena, rozhodnuti nutno individualizovat, IV — aferéza je neefektivni, neni doporuc¢ovana).
Déle je pro kazdou nemoc urcena sila ditkazu pro provedeni aferézy (1A-2C) dle standardné
uzivaného GRADE systému (GradingofReccomendationAssessment, Development and
Evalution)(Guyatt et al. 2008; Jaeschke et al. 2008). Podle aktudlnich doporuceni z roku 2016
(Schwartz et al. 2016) je reoferéza indikovdna u vékem podminéné makularni degenerace
sitnice - kategorie I, sila dikazti 1B a nédhlé idiopatické ztraty sluchu - kategorie III, sila
diikazt 2A.

V nasi zemi, stejné jako ve vétSin€ evropskych zemi, respektuji afereticka pracovisté
vySe uvedend doporuceni ASFA. Podle téchto doporueni i s pfihlédnutim k zaméteni

pracovisté byl vytvarensoubor nemocnych vlastniho vyzkumu.
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3.4 VEKEM PODMINENA MAKULARNI DEGENERACE SITNICE

Vékem podminénd makularni degenerace sitnice (VPMD) je degenerativni
onemocnéni sitnice zpusobujici progresivni zmény zrakové ostrosti (vizu) nemocnych a je
nejcastéjsi pri¢inou praktické slepoty lidi nad 60 let v industrializovanych zemich. S nariistem
populace i vékového priméru se incidence tohoto onemocnéni zvysuje. Pies vSechny nové
poznatky v diagnostice a 1écbé zlistaiva VPMD nevylécitelnym onemocnénim. K zavaznym

ztratdm zrakové ostrosti dochdzi ptiblizné u 10-15 % nemocnych(Buschini et al. 2015).

3.4.1 CHARAKTERISTIKA ONEMOCNENI VPMD

Jedna se o komplexni multifaktoridlni onemocnéni. Na etiologii se podili individualni
genetické abnormality, enviromentalni faktory i metabolické zmény (Buschini et al.
2015).Je podminéna poruchou metabolizmu v sitnici, pii progresi vede k tvorbé uloZenin
(driz), drizovému odchlipeni retindlniho pigmentového epitelu, neovaskularizaci a regionalni
atrofiiurcitych vrstev sitnice, jako je retindlni pigmentovy epitel a junkce zevnich a vnitinich
segmentl fotoreceptortl, pozdéji i neurond.

RozliSujeme suchou a vlhkou formu onemocnéni. Vlhkd forma je zplsobena
chorioidalnineovaskularizaci, exsudativni hemoragii a jizvenim. Ztrata zrakové ostrosti je
zpusobend pravé neovaskularizaci (v 75%).Sucha forma je charakterizovana tvorbou draz (viz
nize). Progrese choroby je obvykle pomal4, ale neodvratnéas pokracujicimi zménamina sitnici
a s progresivnim horSenim zrakové ostrosti. Podle jednéz nejvétSich epidemiologickych studii
o VPMD je pétiletd incidence v populaci 0,9 %. V 90 % nastupujejako sucha forma, u niz
nalézame praktickou slepotu v 10%. V 10% vznikd vlhka forma, kterd mé& ovSem
zanasledek v 90 % praktickou slepotu. S casem vSak dochazi k progresi suché formy,
kterd u ¢asti nemocnych postupné piechazi do vlhké formy (Zarbin 2004).

Nejdilezit¢jsSim rizikovym faktorem je vék. Prevalence v padesati letech je témér
nulova, v sedmdesati letech stoupd na 2 % a v osmdesati letech na 6 % (Zarbin 2004).
Druhym zévaznym rizikovym faktorem je koufeni, zejména pro suchou formu VPMD,
nejspiSev dusledku chronické redukce krevniho a tkanového parcidlniho tlaku kysliku
a tendencik ischemickému postizeni. DalSim faktorem souvisejicim s incidenci a progresi
VPMD je oxidacni stres (Penfold et al. 2001).

Typickym znakem VPMD je tvorba driz. Jsou sloZeny z debris akumulovanémezi
retindlnim pigmentovym epitelem (RPE) a Bruchovou membranou. RPE se ucastni transportu
kysliku a zivin z cévnatky a také odstranovani metabolit. Bruchova membrénaje vnitini

vrstvou chorioidey, pfedstavuje bariéru mezi krvi a retinou. Vékem dochazi ke ztenCovani
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této membrany a moznym dysfunkcim transportnich mechanizmu. RozliSujeme mékké a tvrdé
driizy. Tvrdé drizy jsou mensi, s ohrani¢enym okrajem, typicky se vyskytujiu suché formy
VPMD. M¢kké drazy jsou vétsi, s nejasnym okrajem, ptfedstavuji hlavni rizikovy faktor
progrese VPMD do pokrocilejSich stadii (Buschini et al. 2015; Klein et al. 2002). Vznik draz
nejspise vede k poruseni Bruchovy membrany, umoziujici proristani chorioideovych cév.
Tyto cévy jsou fragilni, mize dojit k vzniku hemoragii do prostoru mezi fotoreceptory sitnice,
¢imz dojde k jejich zniceni. Vysledkem neovaskularizace je zanik fotoreceptorti a nasledna
ztrata zrakové ostrosti (Penfold et al. 2001).

Nemocni, ktefi maji pouze druzy bud’ na jednom oku, nebo i na obou ocich, nemaji
vétSinou vyrazné zhorSeni zrakové ostrosti, ale jsou ve zvySeném riziku progrese do pozdnich
forem VPMD.Nemocni s bilateralnimi mékkymi drizami maji 12,4 % riziko rozvoje vlhké
formy VPMD za 10 let (Lanchoney et al. 1998). Nemocni s exsudativni VPMD na jednom
oku a mékkymi drizami na druhém oku piedstavuji nejvétsi rizikovou skupinu pro vznik
praktické slepoty (Sarraf et al. 1999).

Pivod 1 pficiny progrese driz nejsou dosud zcela jasné, existuje nckolik hypotéz.
Najejich vzniku se nejspiSe podili retindlni pigmentovy epitel a cévy chorioidey.
K akumulaci debris pfispiva dysfunkce RPE a porucha fagocytézy fotoreceptori zevnich
segmentli RPE a alterace permeability chorioidei(Haimovici et al. 2001; Malek et al. 2003;
Penfold et al. 2001).

V poslednich letech se do poptedi z4jmu dostava tzv. zanétliva teorie vzniku VPMD -
aktivaci imunitniho systému. Metabolické produkty debris aktivuji komplementovy systém
se signifikantnim zvySenim oxidac¢niho stresu (Langford-Smith et al. 2014; Leung and Landa
2013; Troutbeck et al. 2012). Drazy obsahuji nckolik komponent: proteiny (hlavni
histokompatibilni komplex II, B-amyloid, apolipoproteiny A a E, cytokiny, fibronektin),
fosfolipidy, lipofuscin a proteiny akutni faze (Buschini et al. 2015). RPE produkuje dilezity
regulacni protein - komplementovy faktor H (CFH), coz je hlavni inhibitor komplementové
kaskady, kterd chrani komplement ptfed excesivni aktivaci. Vyzkumy prokézaly,
ze polymorfismus genii na chromozomu 1 kédujicich CFH je asociovéan s rizikem vzniku

VPMD (Sivaprasad and Chong 2006; Wang et al. 2013).

3.42 LECEBNE MOZNOSTI U VPMD
Ptfes vSechny snahy neexistuje v soucasnosti uspokojiva lécba VPMD. Lécebné
modality zahrnuji zménu zivotniho stylu (zdkaz koufeni, fyzickou aktivitu, omega-3 mastné

kyseliny), antioxidanty (vitamin C, vitamin E, B-karotén, zinek a méd’). Podle studie AREDS
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2 zminovana kombinace antioxidanti méla ¢aste¢ny efekt na redukci rizika progrese VPMD -
v 1é¢ené skupiné doslo po 5 letech k progresi u 20 %, v placebo skupiné o 28 %(Age-Related
Eye Disease Study 2 Research Group 2013).

Jiné moznosti terapie jsou zatim predmétem vyzkumu - inhibitory komplementu,
prostaglandiny, protilatky proti B-amyloidu, neuroprotektivni léky a fada dalSich(Leung and
Landa 2013).

Dalsi 1é¢ebnou modalitou v ptipadé suché formy AVMD je reoferéza, kterou jsme

na naSem pracovisti rozvijeli a vysledky jsou ptfedlozeny nize.

3.43 VYSLEDKY LECBY VPMD POMOCI REOFEREZY

Kontrolovanou studii nemocnych s VPMD predstavil jiz r. 1997Widder et al. (Widder
et al. 1997) u 20 nemocnych (36 oc¢i)(Citovano dle: Otto 2010). Nemocni byli randomizovani
do 2 vétvi: 10 nemocnych (18 oc¢i) bylo 1éceno kaskadovou filtracia 10 nemocnych (18 oci)
pouze sledovéano. Efekt 1éCby byl sledovan podle zmény zrakové ostrosti méfené pomoci
ETDRS (Early TreatmentDiabeticRetinopathy Study Group) optotypii.Nemocni v léCené
skupiné absolvovali celkem 10 procedur béhem 21 tydnti. Po prvni proceduie doslo
ke zlepSeni zrakové ostrosti o 0,8 fadku a o 1,1 fadku po ukonceni 1é€by, zatimco kontrolni
skupina vykazovala zhorSeni o 0,6 fadku. Studieprokézala, ze extrakorporalni
terapieje bezpecna a ucinna.

Skupina v Koliné¢ n. Rynem provedla pilotni studie a publikovala v roce 2000
vysledky 1écby u 40 nemocnych, z nichz 20 bylo 1é¢eno celkem 10 aferézami v pribéhu 21
tydnil (2 sezeni tydné s opakovanim po 5 tydnech), kontrolni skupina 20 nemocnych nebyla
léCena (MAC 1 trial). Po ukonceni 1éCby byl prokazan signifikantni rozdil mezi zrakovou
ostrosti obou skupin, signifikantni zmény byly nalezeny také pii vySetieni standardnim
elektroretinogramem. (Brunner et al. 2000). Praci kolinskych autori potvrdili i Fell et al.,
2002, kdyz publikovali obdobné zlepSeni zrakové ostrosti pii 1écbé suché formy VPMD
s mekkymi drizami u skupiny 10 nemocnych (Fell et al. 2002).

Dalsi pilotni studie (faze II/III) probéhla v Utahu ve tfech ramenech: 10 nemocnych
bylo 1é¢eno reoferézou (celkem 10 vykonil v pribéhu 16 tydni) proti skupiné 10 nemocnych
lécenych placebem (slepou procedurou) a nelééené skupiné 10 nemocnych(Swartz and
Rabetoy 1999).

O dva roky pozd¢ji skupina z Kolina nad Rynem prokazala dlouhodoby efekt
reoferézy(Otto 2010; Widder et al. 2002). Sledovali dlouhodobé 20 nemocnych se suchou

formou VPMD a prokazali dlouhodoby efekt této terapie. U 15 z 20 nemocnych prokazali
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pretrvavani zlepSené zrakové ostrosti i po 4 letech sledovani. Dale byl prokézan také
signifikantni rozdilv laboratornich parametrech (viskozita krve, plazmy, agregace erytrocytl).

V roce 2009 byly publikovany vysledky prospektivni randomizované kontrolované
studie ART. Analyzovédno bylo 43 oc¢i u 43 nemocnych - 22 bylo léCenych aferézou,
21 nemocnych tvofilo kontrolni skupinu. Protokol obsahoval 10 procedur v priabehu 17 tydnd.
Rozdil mezi skupinou 1é¢enou reoferézou a kontrolni skupinou nemocnych byl signifikantni
(p = 0,01). Po 7,5 mésicich v 1é¢ené skupinénedoslo ke zhorSeni zrakové ostrosti (NKZO)
u zadného nemocného, ke zlepseni o 1 tfadek doslo u 31,8 %, o 2 fadky u 9 %. V kontrolni
skupiné dosloke zhorSenio 1 fadek u 24 %, 0 2 u 19%, a o 3 fadky u 9,5 % nemocnych. Autofi
pokladali reoferézu za Gc¢innou a bezpecnou 1é€bu u nemocnych se suchou formou VPMD,
ktefi jsou ve vysokém riziku progrese choroby (Koss et al. 2009).

Studie MIRA-1, kterd probihala v USA, byla prospektivni, multicentricka, placebem
kontrolovana studie faze III, kterd zkoumala efekt 8 aferéz v prabéhu 10 tydni u nemocnych
s pokrocilou suchou formou VPMD. Pfedbézna analyza u 43 nemocnych prokézala zlepSeni
zrakové ostrosti o vice nez 2 fadky u 28 % nemocnych ve srovnani s 18,2 % v kontrolni
skupiné(Pulido 2002). Bohuzel findlni analyza u 198 nemocnych po ro¢nim sledovani
nezjistila signifikantni rozdil mezi léCebnymi skupinami.Prokazala ale znacné deviace
od protokolu, pozdéji proto bylo vyfazeno 37 % nemocnych, ktefi nespliiovali vstupni
kritéria, a tim nebyl dosazen FDA (Food and DrugAdministration) pozadovany pocet
nemocnych. Podle kone¢né analyzy zbyvajicich nemocnych doslo ke zlepSeni vizu minimalné
o 1 tadek u 47 % proti 18 % v kontrolni skupiné a ke zhorSeni zrakové ostrosti o 3 tadky
u 5,3 % proti 28,6 %. Efekt zlstal stabilni po dobu 12 mésicti. (Koss et al. 2009; Pulido et al.
2006; Schwartz et al. 2013).

Na zakladé¢ téchto vysledki 1 naSe pracovisté zahdjilo 1é€bu reoferézou u nemocnych
s VPMD 1 dal§imi poruchami mikrocirkulace. Prvni vysledky publikoval Blaha a spol. v roce
2008(Blaha et al. 2008c), v roce 2009 publikovala Rencova et al. prvni vysledky prospektivni
randomizované studie u 16 nemocnych se suchou formou VPMD (Rencova et al. 2009).
V roce2013 byly Studnickou et al. publikovany vysledky dlouhodobého sledovani 19
nemocnych s minimalnim sledovanim 3,5 roku, které prokédzaly pozitivni efekt
reoferézy(Studnicka et al. 2013).

Vzhledem k nardstajicimu poctu nemocnych lécenych reoferézou 1 center
provadéjicich tuto terapii byl v Némecku zalozen registr Rheo-Net, jehoz cilem bylo zkoumat

bezpecnost, toleranci a efektivitu reoferéz. Bylo zhodnoceno celkem 7722 reoferéz u 1110
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nemocnych, z toho 833 nemocnych bylo 1é¢eno pro VPMD, 198 s nahlou ztratou sluchu a 79
pacientll s jinymi diagnézami (diabetickd noha, okluze retinalnich cév, periferni tepenné
uzavery), vékovy prumér nemocnych byl 72 let. Byla také analyzovana efektivita terapie
u VPMD, hodnoceno celkem 428 oc¢i u 279 nemocnych, v kontrolni skupiné bylo 85 oc¢i u 55
neléCenych nemocnych. Po ukonceni 1écby reoferézou se zlepSilo anebo zistalo stejnych
83 % oci. Ke zlepSeni zrakové ostrosti doslo u 42 % lécenych nemocnych, v nelécené skupiné
to bylo 26 %, ke zhorSeni doslo u 17 % lécenych a u 40 % nelécenych nemocnych. Rozdily
byly statisticky signifikantni (Klingel et al. 2010).

3.5 NAHLA IDIOPATICKA ZTRATA SLUCHU

Nahla idiopaticka ztrata sluchu (sudden idiopathic sensorineural hearing loss (SISHL)
je Castym piiznakem, ktery se mtize objevit az u 1/5 populace (Davis 1989). Nedoslychavost
postihuje v Evropé az 30 % muzl a 20% Zen starSich 60 let (Roth et al. 2011); v USA trpi
nedoslychavosti pres 60 % lidi starSich 70 let (Lin et al. 2012). Prevazné se jedna
o oboustrannou senzorineuralni nedoslychavost.

Nejcastéjsi pri¢inou nedoslychavosti je presbyakuzie (tzv. stafecka nedoslychavost),
ktera je asociovana s genetickou predispozici, expozici hluku i s vékem spojenymi

patologickymi zménami.

3.5.1 CHARAKTERISTIKA ONEMOCNENI SISHL

Nahla ztrata sluchu byla poprvé popsana De Kleynem v roku 1944(de Kleyn 1944;
citovano dle: Schreiber et al. 2010). Nejcastéji je definovana jako ztrata sluchu nejméné o 30 dB
ve 3 sousedicich frekvencich v tonové prahové audiometrii, ktera vznikla za méné nez 72
hodin (Stew et al. 2012). Incidence se pohybuje kolem 5-30 ptfipadi na 100 000
obyvatelza rok, primérny vek pii vzniku je 50-60 let a neni zde preference pohlavi (Schreiber
et al. 2010). Vznika nahle, béhem minut az hodin, ale byly popsany stavy, kdy nahla ztrata
sluchu byla nasledovana dalSim progresivnim zhorSenim béhem tydnii az mésict. V prevazné
vétSing se jedna o unilaterdlni postiZeni, oboustranné postizeni byva v méné nez 5 % (Oh et al.
2007). Podle procenta ztrat rozliSujeme mirné, stiedni, tézké az velmi t€zké postizeni. Muiize
postihnout nizké, vysoké nebo vSechny frekvence. Soucasné se v 80 % muze vyskytovat
tinitus, ve 30 % vertigo jako pfiznak periferni vestibularni dysfunkce. 80 % nemocnych
popisuje pocit zalehnuti nebo ucpani ucha (Sakata and Kato 2006).

Nahla ztrata sluchu mlize predstavovat izolovany problém, nebo ptiznaky jiného, napf.

systémového onemocnéni. Specifickou pficinu nahlé ztraty sluchu se podati zjistit asi v 10 %
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piipadi, pro zbyvajici pfipady se pouzivad termin idiopatickd ztrata sluchu (Chrobok 2018;
Loughran 2000; Penido et al. 2009). Casto je pii¢ina ztraty obtizn& rozpoznatelnd, zejména
v pfipadé nemoci vnitiniho ucha, demyeliniza¢nich nebo autoimunnich onemocnéni, nadort.
Proto u vSech nemocnych s néhlou ztratou sluchu je nutné patrat po primarnim, zejména
systétmovém onemocnéni (Schreiber et al. 2010).

Ptesnd patogeneze nahlé ztraty sluchu nebyla dosud identifikovana, i kdyz bylo
popsano nékolik moznych patofyziologickych mechanismi. Moznou pfic¢inou je virovd
infekce - virus neStovic(Fukuda et al. 2001), varicella-zoster virus(Wackym 1997), herpes
virus, cytomegalovirus, virus chiipky(Wilson et al. 1983) a Epstein-Barové virus(Gross et al.
2007). Ani negativni sérologické, epidemiologické nebo histopatologické vysetieni nemusi
vylu€ovat virovou etiologii (Merchant et al. 2008).

Dals§i moznou pfi¢inou ztraty sluchu je cévni etiologie. Vnitini ucho je zadsobovano
terminalni arterii a. labyrinthi, proto poruchy v krevnim priitoku nemohou byt kompenzovany
kolaterdlnim obchem. Arteridlni okluze jako pficina néhlé ztraty sluchu byla popséna
jiz vroce 1949 Rasmussenem(citovano dle: Schreiber et al. 2010). V pfi¢inné souvislosti
snahlou ztratou sluchu byly zkoumany mozné mechanismy zahrnujici aterosklerézu,
hypotenzi, vasospasmus, pro tyto teorie ale zatim chybi jasny dikaz (Ciorba et al. 2015;
Chrobok 2018; Merchant et al. 2005). Tolerance vnitiniho ucha k ischémii je ale mala, jiz
po 30 minutach oblenéného pritoku mize dojit k poskozeni bun€k. Negativni vliv na napéti
kysliku, a tim 1 kochlearni funkci muze mit 1 hyperviskozita(Bianchin et al. 2010; Loughran
2000). Jeji snizeni reoferézou by proto mohlo byt 1écebné ucinné.

Nézory na souvislost s obvykle uvadénymi kardiovaskularnimi riziky —
hypercholesterolémii, hypertenzi, diabetem, koufenim, trombofilii, jsou rozporuplné
(Capaccio et al. 2005; Ciorba et al. 2015). Metaanalyza, ktera teSila vliv sérovych lipida
na nahlou ztratu sluchu, nepotvrdila vzédjemnou souvislost (Chang et al. 2015).

V souvislosti s ndhlou ztratou sluchu mohou byt i jiné nemoci nebo patologické stavy.
(Ptehled viz v: Blaha et al. 2015b; Drsata et al. 2014).

Prognoza je v piipad¢ idiopatické nahlé ztraty sluchu nejistd. Ke spontanni tpraveé
sluchu ad integrum dochézi asi u 40-60 % nemocnych. Zda se, Ze pokud nedojde ke zlepSeni

sluchu do 14 dnt, je Sance na upravu sluchu maléd (Moon et al. 2009).

3.5.2 LECEBNE MOZNOSTI SISHL
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Lécebné moznosti SISHL jsou omezené. NejCastéji uzivanym Iékem jsou
kortikosteroidy, ov§em dosud chybi jednozna¢né diikazy pro tspéch této 1€cby. Steroidy maji
n¢kolik druhti u¢inku na vnitini ucho, ale dosud neni jasné, zda by mohla byt pro ptiznivy
vliv na ndhlou ztratu sluchu vyznamnéj$i imunosuprese, zmény v mikrocirkulaci,
mineralokortikoidni efekt nebo snizeni endolymfatického tlaku (Lawrence and Thevasagayam
2015; Nakache et al. 2015; Wei et al. 2013). Dalsi 1écebnou modalitou je lokalni aplikace
kortikoidii do vnitiniho ucha s vyhodou sniZzeného rizika systémového ucinku kortikoidt
(Lawrence and Thevasagayam 2015; Nakache et al. 2015). K 1écb¢ nahlé idiopatické ztraty
sluchu bylo pouzito i nékolik imunospresivnich preparati (methotrexat, cyklofosfamid)
nebo antivirotik, vysledky jsou nejednoznacné (Broughton et al. 2004). Dalsi léebnou
moznosti je hemoreoterapie. Zpocatku to byla zejména data o hemodiluci a infuzni terapii

(Probst et al. 1992), v poslednich 15 letech se objevuji klinické studie o vyuziti reoferézy.

3.5.3 VYSLEDKY LECBY SISHL POMOCI REOFEREZY

Jednou z prvnich studii vyuzivajicich aferézu v 1é¢bé nahlé ztraty sluchu byla prace
Suckfiilla, publikovand v roce 2002(Suckfull 2002). Hodnoceno bylo 111 nemocnych, kteti
podstoupili jednu aferézu pomoci syst¢tmu H.E.L.P. - s odstranénim cholesterolu
1 fibrinogenu. V kontrolni skupiné bylo 67 nemocnych 1é¢enych konzervativné (kortikoidy +
hydroxyetylSkrob + pentoxifylin). Nemocni byli kontrolovani za 48 hodin a 6 tydni po
aferéze. Remise bylo dosazeno v 84 % v aferetické skuping, v kontrolni v 78 %.Signifikantné
lepsi vysledek byl v aferetické skupin€ u nemocnych s vysokou hladinou fibrinogenu a LDL
cholesterolu (Suckfull 2002).

V roce 2004 publikovala Heidrun Ullrich et al. prospektivni nekontrolovanou studii.
Autofi se pokusili 1é¢ebné ovlivnit ndhlou ztratu sluchu u skupiny 36 nemocnych pomoci
kaskadové filtrace, kde specidlni sekundarni filtr zachycoval fibrinogen. Plazmafiltraci pouzili
u nemocnych, kteti se nezlepsili spontdnné (20 nemocnych), a zaznamenali zlepSeni sluchu.
Signifikantni zlepSeni nastdvalo jiz po prvni plazmafiltraci a nebylo tfeba dalsi u 60 %
nemocnych léCenych plazmafiltraci, u 20 % dalSich doslo kuplné upravé sluchu za 4
tydny.Po ptil roce sledovani zlepSeni pietrvavalo. Snizeni viskozity a zlepSeni kochlearniho
prutoku pokladali za kli¢ k aspéchu (Ullrich 2004).

Italskd prospektivni, randomizovana kontrolovana studie vyuzivala precipitacni
metodu H.E.L.P. k 1écbé nahlé ztraty sluchu. Porovnavali skupinu 72 nemocnych 1écenych
H.E.L.P.-aferézou a néslednou 10denni standardni 1écbou (dexamethason + glycerol)

s kontrolni skupinou 60 nemocnych se standardni 1é¢bou. 24 hodin po ukonceni 1€cby doslo
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k apravé sluchu u 75 % nemocnych s aferézou a 41,7 % u kontrolni skupiny, za 10
dntiod 1écbyu 76,4 % vs. 45 %.Signifikantné lepSi vysledky aferézy byly u nemocnych
s hyperfibrinogenémii(Bianchin et al. 2010).

V roce 2009 byly publikovany vysledky némecké prospektivni, multicentrické,
randomizované kontrolované studie, kdy autofi porovnavali skupinu léCenou reoferézou
(95 nemocnych, 2 vykony béhem 3 dnt1) s kontrolni skupinou (99 nemocnych), 1é¢enou podle
némeckych guidelines 10 dnd kortikoidy nebo intravendézni hemodiluci (infuze
hydroxyethylskrobu). Lécba byla hodnocena za 10 a 42 dni po ukonceni 1écby. Nebyly
nalezeny signifikantni rozdily mezi skupinami, reoferéza vedla k rychlejsi tpravé sluchu.
Reologické parametry (fibrinogen, cholesterol, a,-makroglobulin) vykazovaly po reoferéze
signifikantni pokles. U nemocnych s vyss§i viskozitou a vy$s$i normalni hladinou celkové
bilkoviny doslo k vyrazngjsimu zlepSeni sluchu po aferéze, tiprava sluchu 10 dnt po 1écbé
byla stale vyssi, ale jiz nesignifikantni. Pfi hodnoceni kvality Zivota byla signifikantné 1épe
hodnocena reoferéza(Mosges et al. 2009). Podle hodnoceni autort by reoferéza mohla byt
1é¢bou 2. linie pii selhani 1é¢by kortikoidy (Klingel et al. 2009; Mosges et al. 2009). Tuto
domnénku potvrdila retrospektivni studie u 25 nemocnych s nahlou ztrdtou sluchu,
nereagujicich na kortikoidni infuzni terapii. Po 2 reoferézach doslo u 68 % k promptnimu
zlepSeni sluchu — u 40 % k Gplné remisi, u 28 % k ¢astené, s primérem zlepSeni o 20 dB
(Uygun-Kiehne et al. 2010).

Soucasny stav znalosti 1écby ndhlé idiopatické ztraty sluchu lze shrnout jako
neuzavieny. Metodika provadéni aferézy neni jednotnd a soubory 1é€enych nemocnych nejsou
pln¢ srovnatelné a dosud nejsou dostatecné velké k definitivnim zaveéram.

Vétsina aferetickych center se fidi smérnicemi Americké spolecnosti pro hemaferézu
(ASFA), jak jiz bylo zminéno vyse. SISHL byla poprvé, na zéklad¢ vysledkt nékolika studii,
zafazena jako vhodna indikace k 1é¢bé reoferézou v roce 2013 (Schwartz et al. 2013) —
predchozi vydani v letech 2010 a dfive tuto indikaci nezahrnovala. V poslednich
doporucenich ASFA z r. 2016 (Guidelines on the Use of Therapeutic Apheresis) (Schwartz et
al. 2016) je SISHL nadale zatazenado kategorie III (indikace po individualnim zvéazeni) a neni

metodou prvni volby.

3.6 LECEBNE SCHEMA REOFEREZY

Pocet vykonti (procedur) jedné 1écebné série a intervaly mezi jednotlivymi vykony
vychdzeji z produkéni a eliminaéni kinetiky vysokomolekularnich latek v plazmé a bunéénych

komponent (zejména erytrocytll). Reologicky vyznamné parametry, jako je viskozita plazmy,
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se vraceji na uvodni hladiny béhem 24-48 hodin, n¢kdy az béhem 7 dnli. Agregace erytrocytt
se vraci do normalu az béhem 2-3 tydni. Do 48 hod po proceduie dochazi k rychlému
(20-40 %) vzestupu biochemickych parametra, nejspise
refluxemz extravaskularnihodo intravaskularniho prostoru. Syntéza vétSiny odstranénych
latek se vraci do ptivodnich hodnot za 10-21 dni (Borberg and Tauchert 2006). Faktorem
obecné velmi uzite¢nym pro reoferézy je fibrinogen a jeho pokles po t€inné proceduie, jehoz
polocas je relativné
dlouhy - 72 hodin, ale jeho nadmérny pokles po reoferéze mize byt omezujicim faktorem

pro provadéni intenzivnich a castych procedur.

3.6.1 LECEBNE SCHEMA REOFEREZY PRI LECBE VPMD

Pouzivané 1é¢ebné protokoly jsou odlisné pro jednotlivé choroby. Némecka pracovisté
v Kolin¢ n. Rynem, ktera maji nejvice zkuSenosti s VPMD, doporucuji provadét celkem
8-10 procedur, cilovy objem plazmy pro jednotlivou proceduru by mél byt 100 % objemu
plazmy nemocného. Doporucuji dvé odliSna schémata 1écby, kterd se zdaji byt stejné
efektivni:
- 1. schéma: 2 reoferézy za tyden, ato v 1., 6., 11., 16. a 21. tydnu, tj. celkem 10 procedur
v 21 tydnech (Brunner et al. 2000).
- 2. schéma: 1. tyden 2 reoferézy, pak 1 aferéza v dvoutydennich intervalech, celkem 10
aferéz v priibéhu 17 tydnti (Koss 2009).

Ve studii MIRA-1 provadéli autoii celkem 8 procedur v 10 tydnech, tydné 2 aferézy
s odstupem 2 dnu, nasledovala 14denni pauza a dalsi série aferéz (Pulido 2002). Podobné
schéma pouzivali i ve studii Utah (Swartz and Rabetoy 1999), kde bylo provadéno celkem
10 procedur ve 13 tydnech. Podle analyzy jiz vySe zminéného Rheo-Net registru
bylove studiich provadéno prevazné 8-10 reoferéz v pribc¢hu 10-17 tydni (Klingel 2010).
Schémata 1é¢by pouzita v jednotlivych studiich jsou piehledné zndzornéna v tabulce 3. Podle
doporuceni ASFA je vhodné provadét 8-10 procedur v pribéhu 8-21 tydnt (Schwartz et al.
2016).
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TABULKA 3: PREHLED MOZNYCH LECEBNYCH SCHEMAT REOFEREZY PRI VPMD

TYDNY
STUDIE 1 (2|34 (567 (8910111213 |14 )|15(16 | 17|18 19| 20| 21
Brunner | °° b e oo .
Koss °e ° * O ] . o o S
Utah °° b o o o0
I - e o e

Legenda: e = reoferéza, citace ke studiim jsou uvedeny v textu vyse.

3.6.2 LECEBNE SCHEMA REOFEREZY PRI LECBE SISHL

Pro 1écbu nahlé ztraty sluchu jsou pouzivané protokoly 1écby jiné nez u VPMD.
Suckfiillet et al. Bianchin pouzili pouze jednu aferézu (Suckfull 2002, Bianchin 2010).
Mosges et al. pouzili 2 aferézy s odstupem 2-3 dnli mezi jednotlivymi procedurami (Mosges
et al. 2009). Podle doporuceni ASFA je vhodné reoferézu provadétl-2krat (Schwartz et al.
2016).

3.7 NEZADOUCI UCINKY REOFEREZY

Nezadouci ucinky reoferézy jsou vétSinou identické s nezddoucimi ucinky jinych
aferetickych  metod, tyto  komplikace  jsou diky  bohatym  celosvétovym
zkuSenostems hemodialyzou, vyménnou plazmaferézou nebo imunoadsorpci dobie
znam zdokumentované (Klingel et al. 2003a; Stegmayr et al. 2017; Stegmayr et al. 2013).
Jejich vyskyt se pohybuje kolem 4-8 %, procento vyskytu se lisSi mezi jednotlivymi
procedurami. Riziko vzniku byva mirné vétsi pii prvnim vykonu(Blaha et al. 2007; Blaha et
al. 2009; Norda and Stegmayr 2003).

Separatory pouzivané v soucasné dob¢ jsou technicky velmi dokonalé, mnozstvi krve
extrakorporalné cirkulujici byva u dospélych nemocnych zanedbatelné (Blaha et al. 2007;
Winters 2008). Nesetkavame se dnes ani s hemolyzou, popisovanou u metod ziskavajicich
plazmu filtraci. Byvala az ve20 % piipadii, nevedla vSak k signifikantnim krevnim
ztratdma naslednému poklesu hodnot hemoglobinu(Fok et al. 1996; citovano dle: Yeh et al.

2004). U centrifugacnich metod se s hemolyzou nesetkdvame (Yeh et al. 2004), s tim souhlasi
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1 naSe zkuSenost. Technické poruchy separatorti a sekundarnich zafizeni jsou dnes vyjimecné,
pohybuji se kolem 2%, k preruSeni terapie vedou pouze v 0,38% vykonii(Klingel et al. 2010;
Winters 2008).

Dalsi skupinu tvoii komplikace spojené se zilnim vstupem, jedna se vétSinou o Spatny
stav perifernich zil, a tim obtizny periferni piistup, provazeny opakovanymi vpichy, nasledu;ji
pak problémy s pritokem (nelze dosdhnout Zadaného pfiitoku, anebo kolisa, je nutno Cinit
kratké prestavky - ¢imz se rozkolisaji technické parametry pfistroji), vznikd kolaps cév.
Komplikaci jsou také podkozni hematomy nebo krvaceni po wvpiSich. Procento
komplikacise zvySuje pochopitelné pii nutnosti zavedeni centralniho Zilniho katétru(Shemin
et al. 2007; Winters 2008).

Relativné cCastym pfiznakem, se kterym se u aferéz mlzeme setkat, jsou pfiznaky
hypokalcémie, které souviseji s podavanim antikoagulatniho roztoku ACD-A.
VétSinoujsou mirné - parestezie v prstech, periordlni parestezie, upravitelné peroralnim nebo
parenteralnim podanim preparati s kalciem. Jednd se o ocekdvanou reakci na podavany
roztok ACD-A, proto v mnoha publikacich nebyva zapocétena do uvadénych nezadoucich
reakci(Winters 2008). U reoferézy se vzhledem ke kombinované antikoagulaci pouziva
mensi mnozstvi roztoku ACD-A, proto i tyto piiznaky jsou méné Casté.

Dale se mizeme setkat s neurovegetativnimi piiznaky jako je hypotenze, bradykardie,
tachykardie, nauzea, zvraceni, zcela vyjimecné se objevuji alergické reakce, tiesavka, teplota,
zimnice (Richter et al. 1997; Winters 2008).

Nezadouci reakce pii reoferéze byly peclivé dokumentovany i v ramci RheoNet
registru, zminovaném vyse (Klingel et al 2010). Bylo hodnoceno 7722 procedur u 1110
nemocnych. Reoferézy byly velice dobfe tolerované, nezadouci Gcinky byly hlaSeny v 5,67 %
vykonli, ztoho pouze 2,19% vyzadovalo intervenci, piferuSeni procedury bylo nutné
pouzeu 0,48 % vykont. Nejcastéji hlaSenou komplikaci byla kratkodoba hypotenze (2,46 %),
ktera se ve 30 % objevila béhem prvniho vykonu. 28,8% sledovanych nemocnych bylo
starSich 80 let,ale ani v této veékové skupiné nebyl zaznamendn vyssi vyskyt nezadoucich
ucinkd.

Také v registru WAA (WorldApheresisAssociation), ktery vznikl v roce 2003, jsou
nezadouci ucinky sledovany a hodnoceny. Registr WAA ve své zpraveé z r. 2013 udava vyskyt
vedlejsich reakci v 6,7 %, ztoho je 2,7 % mirnych, 3,8 % je stiedné té€zkych (moderate)
a 0,2 % tézkych (Stegmayr et al. 2013). U reoferéz bylo pozorovano 9,1 % nezadoucich

reakci, vétSinou byly mirné, nebyly zaznamenany zdvazné komplikace(Stegmayr et al. 2008).
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Specifickou komplikaci, se kterou se setkdvame u vykonl se sekundarnim
zpracovavanim (filtraci) plazmy, je bradykininova reakce. Vyskytuje se u nemocnych, kteti
uzivaji ACE-inhibitory. Projevuje se zarudnutim, hypotenzi, bradykardii a duSnosti
(bradykinin piisobi také bronchokonstrikei). Na negativné nabitych povrsich filtri nebo kolon
dochazi k aktivaci kininového systému a nasledné tvorbé bradykininu. Za normadlnich
okolnosti je bradykinin rychle inaktivovan kindzami ACE (angiotensin-konvertujici-enzym),
Iall (coz jsou dva typy peptiddz), ale u nemocnych uzivajicich ACE-inhibitory je ACE
blokovan, dochazi k hromadéni bradykininu a vzniku ptiznakli popsanych vySe. Proto
byu nemocnych podstupujicich sekundarni filtraci plazmy mél byt ACE-inhibitor vysazen
alesponi 24 hodin pted vykonem(Kojima et al. 2001; Kojima et al. 1999; Winters 2012).

Lze shrnout, 7e vétSina komplikaci u aferéz vcetné reoferéz je mirnd, dobie
terapeuticky ovlivnitelnd, nevyzaduje pfedCasné ukonceni terapie. Pro minimalizaci
nezadoucich ucinkt je ale pottebny vyskoleny persondl, ktery dokaze predvidat nebo Casné
diagnostikovat pifipadné komplikace, nemén¢ dilezité je peclivé sledovani nemocného béhem

celého vykonu.
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4 CILE DISERTACNI PRACE

Pavodnim tkolem disertatni prace bylo sledovat soubor nemocnych s poruchami
mikrocirkulace 1éCenych reoferézou o poctu vice nez 100 nemocnych, kde meélo byt
provedeno vice nez 500 reoferetickych procedur. Pro disertatni praci byl zvolen soubor

nemocnych s VPMD a SISHL.

4.1 PRIMARNI CiLE A ZAMERENI VYZKUMU
4.1.1 VLASTNI MODIFIKACE METODIKY REOFEREZY A JEJI
OPTIMALIZACE
Pouzit vlastni modifikaci metodiky reoferézy, vypracovanou pii pfedchozim vyzkumu
1é¢by familiarni hypercholesterolemie reoferézou a ovétit a optimalizovat ji pii 1écbé VPMD
a SISHL (optimdlni zilni pfistupy, antikoagulace, potiebny objem promyté plazmy, intenzita

a frekvence procedur).

4.1.2 EFEKTIVITA PROCEDUR - UKAZATELE UCINNOSTI REOFEREZY

- Analyzovat zmény vybrané¢ho panelu biochemickych, hematologickych ukazateli béhem
série procedur.

- K zakladnimu prikazu efektivity pouzité reoferetické metodiky analyzovat miru zmén
uplné palety reologicky efektivnich Cinitelli dle Klingela et al. (Klingel et al. 2003).

- Analyzovat po reoferéze zmény vybranych bioindikatorii, které mohou ovlivnit aktivitu
endotelu, apoptdzu nebo ovlivnit bezpecnost 1€Cby (selektiny, endoglin, sApoFAS, MCPI1, IL-
10, CD 40L, hsCRP).

4.1.3 PREDIKCE USPESNOSTI TERAPIE
Z panelu sledovanych parametra se pokusit se vytypovat ukazatele okamzité ucinnosti
procedury k umoznéni predikce uspésnosti. K tomu srovnat vysledky nemocnych tspésné

a neuspésné lécenych.

4.1.4 BEZPECNOST REOFEREZY

Peclivé monitorovat vyskyt nezadoucich reakci. Ziskat registracni kod WAA (World
Apheresis Association), podle formuléfe registru provadét pravidelnou registraci
provedenych vykonll v centru, coz umozni ziskat zpétné informace a takéumozni spoluicast
na mezinarodnich publikacich. Porovnat bezpecnost procedur ve vlastnim centru a srovnat

s mezinarodnim registrem.
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4.1.5 EKONOMICKA STRANKA PROVOZU

Vyhodnotit ekonomickou ndrocnost a proveditelnost 1écby VPMD v naSich
podminkach.

4.2 SEKUNDARNI CILE
4.2.1 KLINICKA UCINNOST REOFEREZ

Vyhodnotit klinickou uc¢innost 1é€by reoferézou u suché formy VPMD - zmény
zrakové ostrosti, morfologické zmény, vyvoj mékkych draz a funkéni stav sitnice.

U nemocnych se SISHL 1é¢enych reoferézou sledovat zmény sluchu pomoci audiometrie..

4.3 PRACOVNI HYPOTEZY

Pro vybrany soubor nemocnych 1é¢enych reoferézou jsme vypracovali tyto hypotézy:

1) Lécba reoferézou u nemocnych s VPMD zlepsi nebo stabilizuje piiznaky suché formy
VPMD.

2) Lécba reoferézou u nemocnych se SISHL nereagujicich na standardni 1é¢bu kortikoidy
vede ke zlepseni sluchu

3) Lécba reoferézou je bezpecna a dobte tolerovana, vyskyt komplikaci neni vySsi nez

u jinych aferetickych metod.
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5 SOUBOR NEMOCNYCH, METODY, STATISTICKA
ANALYZA

Reoferézu pouzivame na nasem oddéleni od roku 2003.Prvnimi nemocnymi lé¢enymi
metodou reoferézy byli nemocni s familidrni hypercholesterolémii, kteti nebyli indikovéni
k 1écb¢ klasickou imunoadsorpéni metodou LDL-aferézy dle Borberga (Borberg 1997).
V dal$im kroku to pak byli nemocni s orbitdlni endokrinopatii, 1éceni v ramci vyzkumného
projektu ,Lécba zavazné orbitopatie hemoreoferézou, vyznam vybranych patogennich
Ciniteld“ (ReSeno: 2007-2009. Cislo projektu: IGAMZ CR NR/9181-3). Ukol
bylvyhodnocenve skupiné A.

Procedury byly podle vysledki vyzkumu u nemocnych s familidrni
hypercholesterolémii a orbitalni endokrinopatii postupné modifikovany (mnozstvi promyté
plazmy, antikoagulace) a standardizovany.Standardizované procedury u homogennich
soubort nemocnych (s kontrolnimi soubory) se provadéji od r. 2006 u vékem podminéné
makularni degenerace a néhl¢ idiopatické ztraty sluchu, oboji v rdmci vyzkumnych projekti
IGA MZ CR nebo AZV, & vnitiniho vyzkumu FN Hradec Kralové.U uvedenych tikold se
autorka této prace aktivné ucastnila jako spolufesitel a v planu téchto ukolii byla zahrnuta
disertacni prace postgradudlniho studenta (autorky). Pro disertacni praci byli vybrani

nemocni s VPMD a SISHL.

5.1 SOUBOR NEMOCNYCH

V této praci je hodnoceno celkem 112 nemocnych 1éCenych reoferézou, z toho bylo
71 nemocnych s VPMD a 41 nemocnych s ndhlou ztratou sluchu, lé€enych béhem 10 let
(2006-2016). Soubor nemocnych s VPMD zahrnuje 41 Zen a 30 muzd, ktefi jsou ve véku
pramémé 67,0 £ 6,9 let. Hodnoceny soubor nemocnych se SISHL ma 14 Zen a 27 muza
s vékovym primérem 55,5 £+ 13,5 let.

Kontrolni skupinu tvoii 44 nemocnych s VPMD primémého véku 79 + 7,5 roku
a 54 nemocnych se SISHL primérného veku 51,3 + 16,2 roku. Zakladni udaje o nemocnych

sledovaného souboru jsou shrnuty v tabulce 4.
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TABULKA 4: DEMOGRAFICKE UDAJE O NEMOCNYCH

e , Pocet . .

Vysetrovarnl nemocnych | Muzi | Zeny Yekv V(;.k, SD Rolzsah
nemocni celkem (prumér) | (median) (let)
Nemocni

s VPMD léceni 71 30 41 67,0 67 6,9 51-85
reoferézou
Kontrolni
nemocni 44 39 5 79,0 80 7,5 61-92
s VPMD
Nemocni se
SISHL léceni 41 27 14 55,5 58 13,5 21-79
reoferézou
Kontrolni
nemochni se 54 29 25 51,3 53 16,2 18-77
SISHL

Legenda: popis viz text; SD = smérodatna odchylka priméru.

5.1.1 SOUBOR NEMOCNYCH S VPMD

Soubor 71 nemocnych tvofili nemocni, u kterych jsme provadéli reoferézu v ramci
nékolika vyzkumnych projekti:
- Rheoferéza jako metoda systémové 1écby vékem podminéné makulérni degenerace. Trvani
projektu: 2006-2008. IGA MZ CR, ¢. NR/9118-3. Hodnoceni: A.
- Vliv systémové 1é¢by rheoferézou na funkéni stav sitnice u vékem podminéné makularni
degenerace. Doba trvani: 2008-2011. IGA MZ CR ¢&. NS/9738-4, u FN & 9014.
Hodnoceni: A, navrzen na cenu ministra zdravotnictvi.
- Dynamika a vyznam zmén komplementového systému po rheoferéze u vékem podminéné
makularni degenerace. Doba feSeni: 2013. Vyzkumny tkol MZ CR — RVO (FNHK,
00179906), eviden¢ni ¢islo FN HK: 8166.
- Optimalizace 1é&¢by suché formy vékem podminéné makularni degenerace
rheohemaferézou. Vyzkumny ukol IGA MZ CR, ¢&islo: NT 14037-3/2013, u FN: 9045. Doba
feSeni: 2013-2015. Hodnoceni: A.
- Proprotein kindza subtilisin kexin 9 (PCSK9) — diagnosticky, terapeuticky a prognosticky
potencial pii 1é¢bé vékem podminéné makularni degenerace rheoferézu. MZ CR RVO
(FNHK, 00179906). FN &. 8134. Reseno 2016, vnitini kol FN. Poznamka: G¢elem tohoto
rocniho grantu bylo jen doplnéni a analyza nékterych laboratornich hodnot, se zaméifenim

k podani dalsiho grantu.
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- Dynamika komplementu jako ukazatel efektivity terapie vékem podminéné makularni
degenerace rheoferézou. MZ CR RVO (FNHK, 00179906). FN & 8177. Reseno
2016. Poznédmka:rovnéz tento rocni grant slouzil jen k doplnéni a analyze nékterych dalSich
laboratornich hodnot, jako vyzkumna sonda k podéni dalSiho grantu.

K reoferéze byli indikovani nemocni s VPMD ve stadiu mékkych driz stupné 1 az 3
dle studie EURYEYE (Augood et al. 2004). Indikaci k reoferéze provadeli 1ékaii Oc¢ni
kliniky FN Hradec Kralové.

Kontrolni skupina nemocnych byla rekrutovana s imyslem randomizace 1:1 na ocni
klinice z nemocnych 1é€enych ve vyse uvedenych vyzkumnych projektech; tito byli sledovani
a léCeni zcela stejné s vyjimkou reoferézy. Nemocni vSak vétSinou zédali zatfazeni do skupiny
s reoferézou, kde ocekavali lepsi efekt, proto je skupina kontrol méné pocetna. Ve skupiné
kontrol zlstavali také vice nemocni s vy$§im vékem - pro piidruzené choroby znemoziujici
reoferézu. Celkem bylo do kontrolni skupiny zatazeno 44 nemocnych.

Vzhledem k tomu, ze u nemocnych s VPMD miuze byt postizeno jedno oko nebo obé
o¢i, byl hodnocen u nemocnych 1é¢enych reoferézou a kontrol i pocet postizenych oci.

Celkem u 71 nemocnych léenych reoferézou bylo VPMD postizeno 97 oc¢i (26
nemocnych s postizenim obou o¢i, 24 nemocnych s postizenim pravého oka a 21 nemocnych
s postizenim oka levého). V kontrolni skupiné jsme sledovali 54 oc¢i (17 nemocnych
s postizenim pravého oka, 17 nemocnych s postizenim levého oka a 10nemocnych
s postizenim obou oci). (Viz tabulka 5). Vstupni BMI byl u nemocnych primérné 26,53
(rozsah 18-40), median 26.

Doba sledovani nemocnych s VPMD byla 6-132 mésicli, s medianem sledovani
48 mésict, z toho 43 nemocnych bylo sledovano vice nez 5 let.

VSsichni nemocni, ktefi dokoncili 1écbu reoferézou podle stanoveného schématu a doba
sledovani byla del$i nez 2 roky, byli rozdéleni na 2 skupiny: 1. skupinu tvofili nemocni
klinicky Gspés$né 1éCeni a 2.skupinu klinicky neuspésni. Za uspé$né byli povazovani nemocni,
u kterych doslo ke stabilizaci onemocnéni nebo zlepSeni ndlezu (zrakova ostrost, zhodnoceni
morfogického a funkéniho oc¢niho nalezu). NejdilezitéjSim kritériem, zejména z hlediska
nemocného, je zrakova ostrost: jako stabilizace bylo hodnoceno, pokud byla v daném terminu
zrakova ostrost +£10 pismen od ptivodni hodnoty (tzn. zména o maximalné 2 fadky ETDRS
optotypovych tabuli). Jako zlepSeni bylo hodnoceno zlepSeni zrakové ostrosti o 11 a vice
pismen a zhorSeni pfi poklesuo 11 a vice pismen. Efekt terapie byl hodnocen zkuSenym

oftalmologem. Vysledkynemocnych tspésné 1éCenych byly srovnany s vysledky nemocnych
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neuspesné léCenych ve snaze urcit biomarkery vyznamné pro predikci uspésnosti; hodnoceny

byly zejména reologicky vyznamné faktory.

TABULKA 5: DEMOGRAFICKE UDAJE U NEMOCNYCH S VPMD

Parametry Kontrolni skupina Reoferéza
(N =44) (N=171)

Vék (medidan) 79,0 67,0
Pohlavi muZi/Zeny 4/40 30/41
Pocet postiZenych oci 54 97
PostiZeni pravého oka 17 24
PostiZeni levého oka 17 21
PostiZeni obou oci 10 26

Legenda: popis viz text; N = pocet nemocnych

5.1.2 SOUBOR NEMOCNYCH SE SISHL

Od zacatku provadéni reoferéz bylo ve FN Hradec Kralové 1éceno reoferézoupro
SISHL 41 nemocnych. Z toho 8 nemocnych bylo 1é¢eno od r. 2008 jako vyzkumna sonda,
nebyla provadéna uplna paleta zejména klinickych vysetfeni (detailni analyza nemohla byt
provedena, ale tito nemocni mohli byt zafazenido hodnoceni laboratornich vySetieni). Dalsi 4
roky (2012-2015) bylo reoferézou 1éceno 33 nemocnych jiz v fadném vyzkumném protokolu -
grant IGA MZ CR NT/13475-4/2012, a jejich udaje mohly byt detailnd hodnoceny v této
praci. (Od roku 2016 se pak jiz nase vyzkumna skupina zaméfila na jinou, novou lé¢ebnou
indikaci - 1€cbu nahlé ztraty rovnovahy reoferézou.)

Soubor 33 nemocnych lécenych reoferézou na ORL klinice FN Hradec Kralové
v ramci jednotného protokolu vznikl takto: vletech 2012 — 2015 bylo na ORL kliniku
odeslano 157 nemocnych s podezifenim na SISHL. Z nich u 110 nemocnych byla diagnéza
potvrzena, nasledné podepsali informovany souhlas a vstoupili do studie. Jeden byl vyfazen
ze studie pted zahdjenim lécby pro spontanni remisi. Dva odmitli dalsi 1écbu z osobnich
diivoda pred ukoncenim terapie kortikoidem. Jeden z vétve MicroWick pierusil studii rovnéz
z osobnich divodi. Zbylych 106 nemocnych zahgjilo 1écbu podle protokolu. Byli
sledovanil2 mésici a soubor mohl byt statisticky hodnocen.VSichni nemocni dostavali
primarné po stanoveni diagnézy SISHL standardné 1é¢bu kortikosteroidy (250 mg
Solumedrolu v infuzi denné po dobu 3 dnt1). Pokud doslo po inicidlni terapii kortikosteroidy k
parcialni nebo celkové remisi, tito nemocni jiz dalsi 1écbu nevyzadovali a byli zafazeni do
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standardni vétvé (oznacujeme je v dalSim ,,S“ — standardni vétev), tvorili nasledné kontrolni
soubor.Zbyli nemocni, nereagujici na lécbu prvni linie, pak byli randomizovani k zachranné
terapii bud’ reoferézou, nebo metodou Microwick.

Terapie metodou MicroWick byla provedena jako paralelni oteviena prospektivni
studie vrameci zachranné (sekundarni) terapie — ke srovnani vysledki lécby reoferézou
s lécbou ,MicroWick™ (intratympanalni aplikace 7.5 mg Solumedrolu). Design studie
je uveden na obrazku 1. Nemocni byli do jednotlivych skupin zafazeni takto:

- Skupina S byla lé¢ena pouze standardni 1écbou 1. linie (kortikoterapie);
- Skupina R podstoupila standardni 1é¢bu a zachrannou terapii pomoci reoferézy;
- Skupina M podstoupila standardni 1écbu a zachrannou terapii pomoci systému MicroWick.

Efekt inicidlni standardni terapie byl pozitivni u 54 nemocnych, zbylych 52
nemocnych bylo zafazeno do zachranné terapie, z téchto nemocnych volilo reoferézu 33
nemocnych a 19 MicroWick. (Zakladni demografické udaje jsou uvedeny v tabulce 6).

I v této skupiné jsme se snazili najit biomarkery vyznamné pro predikci uspésnosti
1é¢by, proto byli opét vSichni nemocni, kteii dokoncili 1écbu reoferézou, rozdéleni
na nemocné Kklinicky uspéSné léCené a na neuspésné. Kriteriem bylo zlepSeni sluchu
Za uspésné byli povaZzovani nemocni se zlepSenim sluchu na 50 % premorbidniho sluchového

prahu nebo vice; za netspésné 1é¢ené byli povazovani ostatni.

OBRAZEK 1: DESIGN STUDIE — VYZKUM Z LET 2012 - 2015

ZLEPSENI- bez g| Kontrolni soubor

dalsi lécby

Diagnoza SISHL,

1écba kortikoidem M Reoferéza

BEZ ZLEPSENI —

zachranna terapie \

MicroWick

Legenda: popis viz text
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TABULKA 6: DEMOGRAFICKE UDAJE O NEMOCNYCH SE SISHL

Lécba steroidy Reoferéza MicroWick
N =54 N=33 N=19 p
Vék: priumér (medidn) 53 (38,7) 58 (44,7) 54 (29,6) p=0,234
Pohlavi muZi/Zeny 29/25 21/12 7/12 p=0,175
Vertigo (%) 19 15 26 p=0,609
Tinnitus (%) 74 79 74 p=0,867
Z‘;’;‘ ,"’1‘; ;l.‘;,’;‘jj""" ey 4(1,7) 10 (8.2) 9.(6,1) p<0,001
BMI (medidn) 25,7 (23,29) 26,6 (24,29) 24,1 (23,29) p=0,653

Legenda: N = pocet nemocnych.

5.2 PROCEDURA REOFEREZY

Reoferéza, nebo-li reohemaferéza, jak jiz bylo zminéno vySe, je dvojitd, neboli
kaskddova metoda filtrace plazmy. Na naSem pracovisti jsme pouzili vlastni modifikaci
Borbergovy metody, kde je plazma primarn¢ ziskdvana centrifugaci kontinudlnim

separatorem krevnich télisek, nasledné ziskand plazma prochazi specialnim filtrem (Lanska et

al. 2014).

5.2.1 VLASTNi MODIFIKACE PROCEDURY

Pro primérni oddé¢leni plazmy jsme pouzivali kontinudlni separator Cobe Spectra,
noveji pak také (a od r. 2017 vylucn€) Spectra Optia (Terumo BCT, Lakewood, Colorado,
USA).Pro Cobe Spectra jsme pouzivali program verze 6.0 a separacni sety SS ¢.70500 a pro
Spectra Optia verzi 10 a 11 a separacni sety ¢. 10 220 od stejné firmy. Ve druhém kroku
plazma prochazi filtrem s definovanou velikosti por. Pouzivali jsme filtry Evaflux 4A
(Kawasumi, Tokyo, Japonsko). Filtraéni membrany maji celkovy povrch 2 m?, jsou vyrobeny
z kopolyméru etylénu a vinylalkoholu a uspotadany do formy kapilar s vnitinim primeérem
175 pm a primérem pori 0,03 um. Kapilary jsou uzaviené v obalu z polykarbonatové
pryskyfice. Filtr je umistén a fizen piistrojem CF 100 (Infomed, Zeneva, Svycarsko).
Pti vzestupu tlaku v kapilarach filtru nad 250 mmHg pfistroj CF-100 automaticky zpétné
proplachne kapilary fyziologickym roztokem, ktery se spolu s odfiltrovanymi c¢asticemi
odvede do odpadniho vaku. VSechny sety, filtr i odpadni vak jsou uréeny k jednorazovému

pouziti.
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Po priichodu filtrem se oSetfena plazma spolu s krevnimi buiikami vraci zpét do obéhu
nemocného druhym zilnim vstupem. Vykon je kontinudlni, ve stejny okamzik se krev
nemocnému odebira i vraci. Mnozstvi krve, které je aktualné v extrakorpordlnim obchu
je dano pouzitym separatorem, pro Cobe Spectra je to 285 ml a pro Spectra Optia jeto pro tuto
proceduru 141 ml.

Pro vykon je nutnd kontinudlni antikoagulace, u reoferéz jsme pouzili kombinaci
antikoagulacniho roztoku ACD-A (Baxter, Mnichov, Némecko) a tivodniho jednordazového
intraven6zniho podani nefrakcionovaného heparinu.

U nemocnych s dobrym stavem perifernich zil byly provadény vykony
ambulantné,pies dva periferni venozni vstupy (pouzivaji se s vyhodou zily v kubitalni jamce).
U nemocnych s nedostateénym perifernim pfistupem vykon probiha pfes zavedenou
dvoucestnou dialyza¢ni kanylu v centralni Zile (vétSinou v. subclavia, anebo v. femoralis),
vykon pak probihd za kratké hospitalizace. Vykon trval 3-4 hodiny v zavislosti na mnozstvi
promyté krve a rychlosti pritoku krve, coz je dano predevsim stavem odbérové periferni zily.
Vykon je schematicky zobrazen na schématu 2 a obrazku 2.

Pro nemocné s VPMD bylo zvoleno schéma pouzivané ve studii MIRA-1 (Pulido,
2002); 8 procedur v 10 tydnech, tydné 2 aferézy s odstupem 2-3 dnti, néasledovala 14denni
pauza a dalsi série aferéz. K posileni efektu v rdmci zachranné 1écby je podle literarnich
udaji (Klingel et al. 2003a; Studnicka et al. 2013) doporuceno provadét 1-2 procedury,
u naseho souboru jsme zvolili 2 procedury béhem 1 tydne.

Pro nemocné se SISHL jsme zvolili 3 vykony béhem 6-9 dnli s odstupem 2-3 dnt

mezi jednotlivymi procedurami.
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SCHEMA 2: SCHEMA REOFEREZY

- ]
2 Ridici
’ Plasma z jednotka
Heparin Separator = CF-100
Cobe- 1
Spectra [
m nebo Optia
Krev

= an,

Legenda: Plazma je odd¢€lena od krevnich télisek pomoci separatoru Cobe-Spectra nebo Optia

(Terumo BCT, Lakewood, Colorado, USA) a dale Cerpana do linek pfistroje CF 100
(Infomed, Zeneva, Svycarsko), ktery ¥idi pritok plazmy pfes filtr Evaflux (Kawasumi, Tokyo,
Japonsko). Po prichodu filtrem je plazma vedena spolu s krevnimi elementy zpét

k nemocnému.
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OBRAZEK 2: PRIMARNI A SEKUNDARNI PRISTROJ K REOFEREZE

Legenda: popis — viz text.



5.2.2 KLINICKE SLEDOVANi BEHEM REOFEREZY, NEZADOUCI UCINKY

Pted zahajenim 1écby reoferézou je zhodnocen nélez specialistti (oftalmologa, ORL
specialisty), doplnéna anamnéza, zejména stran piipadnych rizik vykonu (krvaciva anamnéza,
pritomnost ischemické choroby srdecni, diabetu, nekorigované hypertenze). Dilezité je
ipeclivée odebrani farmakologické anamnézy. Pokud nemocny uzivda ACE-inhibitory, je
poucen o nutnosti jejich vysazeni na 24 hod. pfed vykonem z diivodu mozné bradykininové
nezédouci reakce — viz vySe. Je provedeno interni objektivni vySetfeni — vCetné posouzeni
stavu perifernich zil. Nemocni jsou podrobné pouceni o vykonu a jeho moznych nezadoucich
reakcich a podepisuji informovany souhlas. Je jim umoznéno proceduru zhlédnout in natura
(pii 1écbé jinych nemocnych) — cilem je co nejvice odstranit neodiivodnéné obavy
pfed prvnim vykonem, kdy byva vétsi procento vyskytu nezddoucich reakci. Nemocny je
informovan o rezimovych opatienich pfed vykonem — je vhodné vyhybat se nadmérné fyzické
aktivité¢ 24-48 hodin pted vykonem.Pro dostate¢ny prutok odbérovou Zilou je nutné dodrzovat
pitny rezim (minimalné 1,5 litru tekutin denn€), rano pfed vykonem je nutné se nasnidat
(zejménau nemocnych s diabetem).

Bezprostiednépied zahdjenim kazdého vykonu je provedeno aktualni upiesnéni
klinického stavu, zméfen krevni tlak auskultacni metodou a puls, je provedena kontrola 1¢kii,
které nemocny uzil pfed vykonem (zejména vysazeni ACE-inhibitoru). BMI je vypo¢itan pred
zahajenim prvni procedury podle vzorce: BMI = véha/ vjika® (udavano v jednotkach kg/m?).

Béhem aferézy je nemocny neustdle monitorovan personalem separatorového centra.
V piipad¢ zavaznych nezddoucich piihod tézkého stupné je zajiSténa pomoc tymu jednotky
intenzivni péce (pfivoldni alarmem kliniky a vzhledem k uzemni blizkosti je mozna
specializovand pomoc fadové v desitkach vtefin). Po ukonceni vykonu je opét zméfen krevni
tlak auskultacni metodou a puls a je zhodnocen celkovy stav nemocného.

Vsechny nezadouci uc¢inky spojené s aferézou jsou bedlive sledovany, zaznamenavany
a nasledn¢ také hodnoceny podle jednotného schématu WAA registru aodesilany elektronicky

ptes registracni kod do WAA registru.

5.3 LABORATORNI VYSETRENI

Priikaz laboratorni Uc¢innosti a hledani laboratorniho korelatu klinické efektivity
procedury byly mezi prvotnimi cili této prace. Klasické sledovani klinické ucinnosti bylo
sekundarnim cilem -—autorka se aktivné ucastnila nejen pifi provadéni reoferéz, ale

1 pfi hodnoceni v zavére¢nych fazich vyzkumu.

54



Podle literarnich 1 ptedchozich vlastnich zkuSenosti byl sestaven S§irSi panel
laboratornich ukazatelli s cilem sledovat, zda po reoferéze dochazi ke zménam, jaka je
dynamika zmén - zda jde o okamzité zménypo reoferéze, a nebo také dlouhodobé zmény
v dobé celého trvani 1é¢ebné série. Cilem bylo najit klinicky vyznamné reologické nebo tzv.
specialni ukazatele vhodné pro fizeni 1écby (co do intenzity nebo frekvence procedur) nebo ke
stanoveni efektu 1écby a prognézy.

Vzhledem k rozdilnosti obou souborti (rozdilnd diagnoéza, pocet i frekvence procedur,
odlisné¢ schéma laboratornich kontrol) byly obé& skupiny nemocnych (VPMD a SISHL)
hodnoceny zvlast. K analyzam byly od nemocnych odebirdny parové vzorky

(pteda po reoferéze).

5.3.1 SCHEMA LABORATORNICH KONTROL

a) Unemocnych s VPMD jsme provadéli laboratorni monitorovanivzdypied a po
vykonu, a to na zacatku, uprostied série reoferéz a na konci série s cilem zjistit, zda v prabéhu
10 tydnii 1écby dochazi ke zméné reologickych poméri v organizmu. Nemocni byli
po ukonceni primarni série reoferéz dale klinicky sledovdani v 6mési¢nich intervalech
specializovanymi oftalmology (viz nize).

b) U nemocnych se SISHL jsme provadéli odbér vzork krve pfed a po prvnim
vykonu, néasledn¢ predapoposlednim vykonu. Dalsi sledovani bylo provadéno
specializovanym otorinolaryngologem po jednom mésici a za rok.

Provedena laboratorni vySetieni lze rozdélit do 3 skupin. 1. skupinu piredstavuji
vysetieni zakladnich laboratornich parametri; 2. skupinu tvoii tzv. ukazatele reologické

aktivity; 3. skupinu tvofi dal$i vybrana (,,specialni*) vysetfeni.

5.3.2 ZAKLADNI LABORATORNI PARAMETRY

NiZze je uveden piehled hematologickych a biochemickych vySetteni.

5.3.2.1 Hematologicka vySetreni

V hematologickych parametrech bylo sledovano (metodami dle standardi FN Hradec
Kralové) :
- sedimentace erytrocyta,
- parametry krevniho obrazu (hemoglobin, hematokrit, stfedni objem erytrocytii, celkovy
pocet erytrocytil, leukocytl a trombocyti, stfedni objem trombocytli, destickovy hematokrit,
Site distribuce histogramu destic¢ek podle jejich objemu),

- zakladni koagula¢ni parametry (APTT, PT, fibrinogen).
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Pozn.: Fyziologické meze vyse uvedenych parametrt jsou v piiloze 1.

5.3.2.2 Biochemicka vySetieni

V biochemickém profilu ze séra jsme sledovali (metodami dle standardi FN Hradec
Kralove¢):
- glykémii, sodik, draslik, chloridy, vépnik, fosfor, ureu, kreatinin, kyselinu mocovou,
celkovy bilirubin, alaninaminotransferdzu, aspartdtaminotransferazu, kreatinkinazu,
gamaglutamyltranspeptidazu, alkalickou fosfatazu, celkovou bilkovinu, albumin.

Pozn: fyziologické meze jsou uvedené v ptiloze 1.

5.3.3 REOLOGICKY UCINNE PARAMETRY

Jako reologicky ucinné parametry jsme zvolili a vyhodnotili celé spektrum reologicky
ucinnych vysokomolekularnich proteinti podle Klingela et al. (Klingel et al. 2003a), pouzité
metody jsou dle standardi FN Hradec Kralové:
- Viskozitu krve a plazmy. Pozndmka: NaSe pracovisté¢ vyuziva méfeni dynamické viskozity
na viskozimetru AMETEK Brookfield DV2TLVCJ0 (firma AMETEK, Brookfield,
Midleboro, MA, USA), s vietenem oznacenym CPA-40Z.
- Spektrum lipoproteini  (celkovy cholesterol, LDL-cholesterol, lipoprotein(a),
apolipoprotein B).
- Fibrinogen, a;-makroglobulin.
- Hladinu imunoglobulinti (IgM).

Pozn: fyziologické meze jsou uvedené v piiloze 1.

5.4 SPECIALIZOVANA VYSETRENI
Klinické vysledky lécby byly dlouhodobé sledovany specializovanymi oftalmology

a otorinolaryngology podle niZe uvedenych pravidel.

5.4.1 OFTALMOLOGICKA VYSETRENI

VSsichni nemocni zatfazeni do 1é¢eného 1 kontrolniho souboru byli komplexné vySetieni
na o¢ni klinice pfed zahajenim série reoferéz a po 4 a 8 tydnech (tj. na zacatku, uprostied a po
ukonceni série 8 léCebnych procedur), poté kazdych 6 mésici. Zakladni oftalmologické
vySetteni vzdy zahrnovalo hodnoceni NKZO (nejlépe korigovana zrakova ostrost) na ETDRS
optotypech, retinofotografii v arteficidlni mydridze, optickou koherentni tomografii (OCT).

OCT umoznila ziskat prifez vSemi 10 vrstvami sitnice optickym paprskem. Pomoci
ni Ize urcit uloZeni draz, stanovit tloustku sitnice a anatomickych zmén zejména v oblasti
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fotoreceptorti (ve vrstvé elipsoidi vnitinich segment fotoreceptoril). Vysledky odpovidaji
histologickému fezu zivé funkéni tkané.

Ke sledovani vyvoje mékkych draz a k hodnoceni plochy drizového odchlipeni RPE
(DPED) byl nejdiive pouzivan program Reconstruct, ktery vS§ak umoziioval porovnani plochy
DPED pouze v arbitrarnich jednotkach (Langrova et al. 2018; Rozsival et al. 2011).Postupné
byl nahrazen programem Visupac (firma Zeiss, Jena, Némecko) umoziujicim objektivni
a presné hodnoceni plochy DPED v mm? pred 1é¢bou a na konci sledovani.

Fluorescen¢ni angiografie jako kontrastni vysetieni sitnicovych cév se zobrazenim
mozné patologie byla provedena pied 1éCbou, po 8 tydnech a vrocnich intervalech
nebopfi podezieni na progresi onemocnéni.

V indikovanych pfipadech bylo provedeno kontrastni vySetfeni vaskulatury cévnatky
pomoci angiografie s indocyaninovou zeleni (ICG angiografie).

Dale byla provedena elektrofyziologickd vysetieni k objektivnimu zjisténi funkéniho
stavu sitnice: a) zableskova elektroretinografie testujici funkci vnéjSi 1 vnitini ¢asti sitnice
(fotoreceptort spojenych s bipolarnimi buiikami, ddle amakrinnich bunék vnitini ¢asti sitnice
a dalSich gliovych bunék 1vmezefenych neurond); b) multifokalni elektroretinografie
(MfERG) specificky detekujici lokalizované, drobné¢ zmény aktivity ¢ipka a jejich bipolarnich
bunck centralni oblasti sitnice; c) ERG na reverza¢ni podnét (pERG) snimajici aktivitu
gangliovych bunck lokalizovanych ve vnitinich vrstvach sitnice(Kurtenbach et al. 2015;

Rencova et al. 2015; Rozsival et al. 2011).

5.4.2 OTORINOLARYNGOLOGICKA VYSETRENI

Diagnéza nahlé ztraty sluchu byla stanovena podle definice SISHL: ztrata sluchu
minimélné¢ o 30 dB na 3 sousedicich frekvencich, vzniknuvs$i nahle (v pribéhu 72 hodin)
(Stew et al. 2012).

Diagnostika SISHL se opirala o kompletni anamnézu, fyzikalni vySetieni
a z objektivnich vySetfeni o specializovand ORL vysetieni, predev§im o tébnovou audiometrii
(viz definice SISHL). Onemocnéni se jevi sice klinicky jako uniformni (néhlé ztrata sluchu),
ale maze jit o heterogenni pti¢iny. Rozhodujicim vySetienim, vylucujicim organické postizeni
(Jinou pficinu ztraty sluchu), byla ptfedev§im zobrazovaci vySetieni - pocitacova tomografie
mozku s podadnim kontrastni latky (CT), resp. magneticka rezonance (MRI).

Ptehled a stru¢na charakteristika vysetieni, provedenych u v§ech nemocnych:
- Toénové audiometrie - standardni, subjektivni metoda méteni sluchového prahu; je ,,zlatym

standardem* pro hodnoceni typu, tiZze a charakteru sluchové ztraty.
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- Hodnoceni sluchu - bylo provadéno metodikou dle Fowlera (metodiku lze nalézt
na elektronickém  portalu  Lékarské  fakulty UK  Hradec Kralové, dostupné
z:  http://www.eorl.cz/kniha/03-ORL-VYSETROVACI-METODY .pdf), ktera zohlednuje
vyznam ztraty sluchu v jednotlivych frekvencich dilezitych pro porozuméni feci (Hybasek
and Vokurka 2010).
- Slovni audiometrie - je nejCastéjSim typem testu tzv. feCové audiometrie. Slovni
audiometrie hodnoti schopnost opakovat spravné soubor slov ve standardizovaném testu.
- Impedancni audiometrie - patii mezi objektivni audiometricka vySetieni, zahrnuje
vysetieni tympanometricke a vySetfeni stapedidlniho reflexu.
- Sluchové kmenové potencidly (BERA) - vySetteni kmenovych evokovanych sluchovych
potencialli je test, ve kterém je zaznamenavan bioelektricky potencial Sifici se jako
reakcena akusticky klik sluchovym nervem a oblastmi mozkového kmene (Hybasek and
Vokurka 2010).

Audiometrické vySetfeni (slovni, tonovd, impedancni audiometrie) a vySetieni
sluchovych kmenovych potencidlt (BERA) se provadélo standardné u vSech nemocnych

podstupujicich reoferézu pied prvni, po druhé a tfeti procedufe.

5.4.3 LECBA METODOU MICROWICK

U skupiny 19 nemocnych se SISHL byla pouzita 1écba metodou MicroWick — viz
vyse, kapitola 5.1.2. Soubor nemocnych.

Stru¢ny popis metody: za standardnich podminek byl na opera¢nim sale ociStén
zvukovod a bubinek poSkozeného ucha a v mistni anestezii 10% lidokainem provedena
myringotomie v postero-inferiornim kvadrantu. Skrz bubinek byla vlozena trubicka
Silersteinova systému MicroWick nasakavym knotem smérem k okrouhlému okénku
a pokapana roztokem dexametasonu (4mg/ml). Nemocny byl poucen, aby kapal 4x denné

2 kapky dexametasonu do zevniho zvukovodu, a to po dobu jednoho mésice.

5.4.4 SPECIALNI VYSETRENI

Béhem vyzkumu byla provadéna dalsi vybrana (,,specidlni®) vysetieni, kterd by mohla
upfesnit sledovani chorob, bezpecnost 1écby, ale také zajistit dosazeni novych a unikatnich
poznatkli. Vychazeli jsme z vlastnich 1 literarnich zkuSenosti (Blaha et al. 2004; Borberg and
Tauchert 2006; Klingel et al. 2000). Jde o markery, kter¢ by mohly svédcit pro aktivitu
zangtlivou (IL-10), markery stavu bunééné imunity (MCP-1, solubilni antigen CD40), aktivity
endotelu (endoglin, adhezni molekuly, napt. selektiny) nebo markery apoptézy (sSAPO-1/Fas).
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Principy vvSetieni:

Sérové hladiny hsCRP stanoveny imunonefelometricky pomoci analyzatoru IMMAGE
800 firmy Beckman (California, Ca, USA) a imunoreagencii téze firmy.

Koncentrace IL-10, sAPO-1/Fas a MCP-1 byly stanoveny pomoci komer¢nich ELISA
kit firmy Bender MedSystems (Wien, Austria).

Hladiny sCD40L, endoglinu (sCD105) a sP-selektinu byly zméfeny za pouziti ELISA
souprav firmy R&D Systems, Minneapolis, USA.

5.5 STATISTICKA HODNOCENI

Data byla shromazd’ovana a analyzovana podle standardnich pravidel védecké prace.
Kvantitativni data byla testovana na normalitu, v pfipad€é normalniho rozdéleni byly hodnoty
uvedené jako primér a SD a pro hodnoceni vyznamnosti zménpouzit t-test, v ostatnich
piipadech byl uveden medidn a interkvartilové rozpéti (25.-75. percentil) a pouzity
neparametrické testy: Mann-Whitneyliv a Wilcoxonlv test. K testovani rozdild mezi
skupinami, byl pouzit dvouvybérovy t-test 8 Mann-Whitneylv test, pro parové rozdily pred a
po vykonu pak parovy t-test a Wilcoxoniiv test. Pro porovnani kvalitativnich dat jsme pouzili
v* test. Pii koreladni anazyze byl pouZit Pearsoniiv korelaéni koeficient R a spoétena hodnota
p. Za statisticky vyznamnou zménu byla brana smluvni hodnota p < 0,05. K vyzkumu
predikce prognozy byla pouzita diskriminac¢ni analyza.

K vypoctim byl pouzit software SigmaPlot verze 13 (Systat Software, Chicago, IL,
USA). Zékladni vypocty provedla autorka za pomoci software Systat 13. Dalsi hodnoceni
provedl statistik — Clen feSitelského tymu vyzkumného ukolu AZV, FN ¢. 9010 - ing.
Kvasnicka. Statistickd hodnoceni byla konzultovana s Oddélenim vypocetni techniky LF UK
(RNDr. Cerméakova).

6 VLASTNI VYSLEDKY

Bylo provedeno a zhodnoceno celkem 748 reoferéz. Piehled je uveden v tabulce 7.
Hodnoceni bylo provedeno podle vlastniho protokolu: vyskyt nezadoucich reakci u reoferéz,
laboratorni ukazatele (dynamika jejich zmén pifed a po reoferéze) a klinickd tc¢innost terapie
véetné patrani po moznych signifikantnich ukazatelich uUc¢innosti reoferéz. Vzhledem
k rozdilnosti obou souborti jsme rozdélili i vlastni vysledky do dvou skupin: nemocni

s VPMD a se SISHL.
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TABULKA 7: PREHLED PROVEDENYCH REOFEREZ

Celkem VPMD SISHL
Pocet reoferéz, 748 626 122
Pocet nemocnych 112 71 41

Legenda: popis viz text.

6.1 SOUBOR NEMOCNYCH S VPMD

v v

provedena vétSina reoferetickych vykoni (83,7 %).

6.1.1 PROCEDURA REOFEREZY — VPMD

Ve sledovaném souboru 71 nemocnych s VPMD bylo provedeno celkem 626
procedur, 551 vykont v ramci zakladniho planovaného cyklu a 75 ptidavnych reoferéz.

U tfi nemocnych byla 1écba predCasné ukoncena po 2. vykonu. Duvodem byl
nevyhovujici stav zil (2 nemocné) a jednou ptani nemocné. Jeden nemocny (cizinec) byl 1écen
reoferézou jako samoplatce mimo protokol, celkem u né bylo provedeno 9 reoferéz.
Planovany cyklus 1é¢by (8 reoferéz béhem 10 tydni) byl dokoncen u 67 nemocnych (94,4 %).

V pozdéjsi fazi sledovani bylo u 32 nemocnych piidano celkem 75 aferéz.U prvni
pilotni skupiny 8 nemocnych bylo pfi zndmkach mozné progrese onemocnéni (zejména
pokles NKZO, ndlez dalSich druz, anebo drizového odchlipeni retinalniho pigmentového
epitelu) pfidano celkem 27 reoferéz (median 3 vykony/nemocného, rozmezi 1-7 vykona).
Ptidani aferéz v této skupiné nemocnych probihalo v nepravidelnych intervalech, primérné
12,8 mésict od ukonceni primarniho cyklu (rozmezi 3-27 mésict). Predbézné vysledky 1écby
této pilotni skupiny nés vedly k domnénce, ze by ¢ast nemocnych mohla profitovat z posileni
efektu 1écby (,,booster therapy*) po 1,5-2,5 letech od zdkladniho cyklu. Do vyzkumného
programu byla proto zafazena ptfidavna terapie. Tak bylo v r. 2012-2015 u 24 nemocnych
piidano celkem 48 vykonii (vzdy 2 vykony v pribéhu 1 tydne), primérné 19 mésict (rozsah
5-64 mésicti) od ukonceni prvniho cyklu reoferéz.

Poznamka: ndzev pifidavna, ,,booster therapy* byl zvolen pro tento typ 1€cby autory:
(Klingel et al. 2003a; Studnicka et al. 2013).

U vSech nemocnych byl pouzit periferni zilni pfistup, vykony byly provadény
ambulantné. Mnozstvi oSetiené plazmy se pohybovalo v rozmezi 0,5-1,6nasobku objemu
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plazmy nemocného (tento udaj vypocitd pocitac¢ separatoru na zakladé vahy, vysky
a hematokritu nemocného). Vstupni rychlost pritoku krve separitorem byla v rozmezi
35-70 ml/min, rychlost bylo nutno upravovat individudln¢ v zavislosti na stavu perifernich zil.
Pro nebezpeci nezadoucich piihod (zejména bradykininové reakce) jsme v tvodu procedury
zaCinali vzdy s mens$i rychlosti (35-40 ml/min.) s postupnym zvySovanim pritoku
dle moznosti periferniho Zilniho pfitoku a dle tolerance pacienta s cilem 70 ml/min. Jako
antikoagulaci jsme u vSech nemocnych pouzili kombinaci ACD-A a tvodniho intravenozniho
podani heparinu v davce 4000 j. U nemocnych trvale uzivajicich antikoagulacni terapii
(LMWH, kumariny) se davka heparinu snizovala na 2000-3000 j. Roztok ACD-A jsme
pouzivali v poméru ke krvi 1:22. Jednotlivy vykon trval primérné¢ 161,6 minut. Sledované

parametry jednotlivych vykont jsou v tabulce 8.

TABULKA 8: ZAKLADNI PARAMETRY PROCEDUR U NEMOCNYCH S VPMD

Parametry Prumér SD Median IQR Rozsah
(min-max)

Promyty objem plazmy (ml) | 34677 1027 3431 2666-4114 | 1702-7207

Promyty 1,05 0,43 1 0,7-1,4 0,5-1,6

objem/objemplazmy

nemocného

Pritok krve (ml/min) - - - - 35-70

MnoZstvi ACD (ml) 529.9 97,5 528 422-547 331-703

Pocet proplachii filtru 0,5 0,97 0 0-1 0-4

Trvani vykonu (min) 161,6 35,5 156,5 138-187 94-271

Legenda: SD = smeérodatna odchylka priméru; IQR = interkvartilové rozpéti; min =
minimalni hodnota; max = maximalni hodnota.

Pozn.: U pratoku krve jsou uvedené pouze minimalni az maximalni hodnoty, protoze pratok
byl pribézné¢ adaptovan — zpocatku obvykle 35 ml/min. srychlym vzestupem azdo

maximalni moznosti pfitokové Zily, coz ¢inilo zpravidla 70 ml/min.

6.1.2 HODNOCENI VYSKYTU NEZADOUCICH REAKCI - VPMD

Z celkového mnozstvi 626 procedur u VPMD musely byt pouze 2 procedury
pfedcasné¢ ukonceny — jedenkrat doSlo k rozvoji bradykininové reakce (nemocny
pied vykonem uzil ACE inhibitor a neinformoval o tom personal) a jedenkrat to bylo

zpusobeno technickou zavadou na separatoru (porucha centrifugy).
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Ostatni komplikace vzniklé v prubéhu reoferézy, hodnocené jako mirné nebo stfedni
(,,mild“ nebo ,,moderate” dle CTCAE v. 4.03/2009), nevedly k ptfedcasnému ukonceni
reoferézy. U 6 vykonl byly problémy s opakovanymi vpichy pro horsi stav perifernich zil
nebo hydratace, 2x doslo ke vzniku vétSiho hematomu. Dale jsme se pozorovali kratkodobou
hypotenzi s bradykardii (6x), neurovegetativni reakce jako nevolnost, slabost nebo pfechodné
zarudnuti v obli¢eji pii zahajeni névratu oSetiené plazmy nemocnému (10x), zvraceni (2x).
Vsechny tyto obtize byly ptechodné, obvykle vymizely pii kratkém pozastaveni procedury,
jen nekdy bylo tfeba podani malého mnozstvi krystaloida (F 1/1 250 ml). Citratovou toxicitu
jsme zaznamenali pouze vyjimecné, celkem 5x - pouze mirné brnéni obliceje, konecki prsti.
Nizky vyskyt této komplikace je spojen s celkové menSim mnoZstvim pouzité¢ho roztoku
ACD-A, proto u nemocnych lécenych reoferézou nepouzivame standardné profylaktické
podavani kalcia; nemocné peclivé sledujeme a pfi prvnich ptiznacich poddvame intraven6zné
10% Calcium gluconicum v kratké infuzi s F 1/1. K pfetizeni tekutinami nedoSlo ani
u jednoho nemocného, hrazeni tekutin bylo nastaveno separatorem standardné na 110-115 %.

Souhrnnélze konstatovat, ze pokud jde o nezadouci reakce v pfimé souvislosti
s reoferézou, byl jejich pocet 24. (Pozorovanou nutnost opakovanych vpichti pii Spatném
stavu perifernich zil — celkem 6x a 2 malé podkozni hematomy, stejné jako jednu poruchu
ptistroje pocitdme mezi technické obtize). Jde tedy o 3,8 % ptihod ze vSech provedenych
reoferéz u VPMD.

Poznamka: Piehled sledovanych a zjisténych nezadoucich reakci u obou soubora
ukazuje prehledné tabulka 19 (nezadouci reakce jsou uvedeny spole¢né se souborem SISHL,

kapitola 6.2.2.).

6.1.3 KLINICKA UCINNOST LECBY VPMD

Ve vySetfovaném souboru jsme provadéli pravidelné specializované oftalmologické
sledovani vySe uvedenych parametr (viz kapitola 5.4.1). Z 67 nemocnych s VPMD, ktefi
ukonili celou sérii 8 procedur, byla G€¢innost hodnocena u 66 nemocnych, 1 nemocné nebyla
pak dale sledovéna. U 52 nemocnych (78,8 %) byla 1écba hodnocena jako uspésna, z toho
bylo 20 muzii a 32 Zen. U 14 nemocnych (21,2 %) doslo ke zhorSeni VPMD, z toho bylo 9
muzi a 5 Zen.

Klinicka ucinnost reoferézy (NKZO, morfologické zmény a funkéni zmény na sitnici)
byla hodnocena u nemocnych i v ramcitikolu MZ CR, &islo: NT 14037-3/2013 (¢&islo tikolu
u FN: 9045, v roce 2013-2015). V této dobé bylo jiz mozné dokonalejs$i hodnoceni - pomoci
moderniho typu spektralniho OCT 3 (Zeiss, Jena, Némecko) s vysokou rozliSovaci schopnosti
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detekovat morfologické zmény i v oblasti zevnich a vnitfnich segmentu fotoreceptort,
zejména ve vrstveé elipsoidl vnitinich segment fotoreceptorti. Tim bylo moZno upfesnit
patologické zmény neuroretiny v dasledku odchlipeni vrstvy pigmentového epitelu sitnice
a jejich zmény po reoferéze a ovétit vliv na funkeni stav sitnice, coz dosud v literature chybi.
V této dobé také byla zavedena metoda Visupac (Zeiss, Jena, Némecko), ktera nahradila
Scandinavica r. 2011 (Rencova et al. 2011). Takto bylo léceno a podrobné klinicky
vyhodnoceno celkem 65 nemocnych s postizenim 85 o¢i a kontrolnich 54 o¢i u 44

nemocnych, 1 nemocna (samoplatkyn¢) neméla kompletni oftalmologické sledovani po 1écbé.

6.1.3.1 Nejlépe korigovana zrakova ostrost (NKZO)

Ve sledované skupiné nemocnych lécenych reoferézou jsme zjistili vstupni NKZO
(primér/median) 73,6/80 pismen ETDRS optotypovych tabuli (rozsah: 10-85 pismen),
v pribéhu sledovani NKZO jen nevyznamné kolisala. Za 5 let sledovani dosahovala
primérné/medidnové hodnoty 73,8/80 pismen (15-85 pismen) a lisila se od vychozi hodnoty
také jen nevyznamné (p = 0,73). Do 2 let sledovani se NKZO nevyznamné zvySovala,
potéje nicméné patrny trend jejiho poklesu (viz graf 2).

V kontrolni skupiné nemocnych byla primérna/medianova vstupni NKZO 71,2/79
pismen ETDRS optotypti (10-85 pismen). Béhem sledovaci doby se zrakovéa ostrost snizovala,
do 4 let nevyznamné, poté jiz statisticky vyznamné (p < 0,05 a p < 0,01). Za 5 let poklesla
prumérna/medianova NKZO na 64,8/74 pismen (10-85 pismen), pokles byl vyznamny
(p=0,031), viz graf 2. Rozdily NKZO mezi obéma skupinami nemocnych bylyna zacatkua az
do 4 let sledovani jen nevyznamné. Od 4 let sledovani byla NKZO kontrolni skupiny

vyznamné niz$i v porovnani s nemocnymi lé€enymi reoferézou (p < 0,05 ap <0,01).
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GRAF 2: VYVOJ NKZO NEMOCNYCH V CASE - SLOUPCOVY GRAF
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Legenda: RHF = reoferéza. Na ose x: PISM = pocet piectenych pismen pied vykony,
za 6 m&sicl, nasledné¢ v 0,5ro¢nich intervalech. Na ose y je pocet pifeCtenych pismen

dle ETDRS.

6.1.3.2 Morfologické zmény

Pti morfologickém vySetifeni jsme hodnotili jako zlepSeni nalezu zmenSeni plochy
mékkych driz o > 25% ptivodni plochy, bez zvratu do DPED, dale zmenSeni (o > 25 %
puvodni plochy) ¢i uplné vymizeni DPED bez vzniku nasledné atrofie RPE, bez
piechodudo 3. stadia VPMD. Hodnoceni beze zmény znamena stabilizaci nalezu v rozmezi +
25 %plvodni plochy patologickych zmén (plocha driiz, DPED). Za mirné zhorSeni
povazujeme progresi plochy mékkych driz a zvétseni plochy DPED o >25 % piivodni plochy,
vznik izolované atrofie RPE s postizenim centralni foveoly (CF) a také vznik pigmentaci
v této lokalizaci. Za vyrazné zhorSeni VPMD povazujeme vznik geografické atrofie a

zvratdo vlhké formy VPMD na zéklad¢ rozvoje nové CNV.
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Ve skupiné 1é¢enych nemocnych jsme hodnotili 85 oc¢i (42x OP; 43x OL). ZlepSeni
nastalo u 53 o¢i (28x OP a 25x OL), bez vyznamnych zmén zlstalo 16 o¢i (5x OP a 11x OL),
mirné zhorSeni s rozvojem atrofie nebo s rozvojem nového, plosné¢ malého DPED jsme
pozorovali u 10 o¢i. Vyznamné zhorSeni do 3. stadia VPMD jsme diagnostikovali u 6 o¢i.
Z toho u 2 oci se rozvinula CNV, 1x do 5 let a 1x az po 7 letech. U 4 oc¢i doslo k progresi
do geografické atrofie, z toho 3x zasahujici do centralni foveoly s poklesem zrakové ostrosti
(viz tabulka 9).

V kontrolni skupiné 54 o¢i (27x OP; 27x OL) zlepSeni nastalo jen u 4 o¢i (2x OP
a 2x OL), bez vyznamnych zmén zistaly 2 o¢i (1x OP a 1x OL). ZhorSeni nalezu s rozvojem
atrofie RPE a pigmentaci jsme pozorovali u 28 o¢i (15x OP; 13x OL). Vyznamné zhorSeni
do 3. stadia VPMD jsme diagnostikovali dokonce u 20 oc¢i (9x OP; 11x OL). U 11 o¢i (5x OP;
6x OL) se rozvinula CNV. U 5 o¢i (4x OP; 1x OL) doslo k progresi do geografické atrofie,
kterd ve 100 % ptipadl dosahovala do centralni foveoly s vyznamnym poklesem zrakové
ostrosti (viz tabulka 9). Rozdil mezi skupinou 1é¢enou reoferézou a kontrolni skupinou byl

statisticky vyznamny ve prospéch nemocnych lécenych reoferézou (p < 0,0001).

TABULKA 9: VYVOJ MORFOLOGICKYCH ZMEN VE SKUPINACH NEMOCNYCH S VPMD

Morfologie Reoferéza (85 oci) Kontrolni skupina (54 o¢i)
Zlepseni 62,3 % (53/85) 7,4 % (4/54)

Beze zmény 18,8 % (16/85) 3,7 % (2/54)

Mirné zhorseni 11,8 % (10/85) 51,9 % (28/54)
Vyznamné zhorSeni 7,1 % (6/85) 37,0 % (20/54)
Vinik CNV 2,4 % (2/85) 20,4 % (11/54)

Legenda: CNV = chorioidalni neovaskularizace.

6.1.3.3 Druzova ablace retinalniho pigmentového epitelu (DPED)

Pted 1éEbou bylo DPED piitomno u 56 oc¢i (28x OP a 28x OL). Po zahajeni 1écby
do 5 let sledovani jsme zaznamenali zmenSeni plochy DPED u 45 o¢i (23x OP a 22x OL).
Z toho upIné vymizeni DPED jsme pozorovali u 6 o¢i (3x OP a 3x OL), u 4 o¢i znich
bez projevi atrofie RPE. U 2 o¢i jednoho nemocného se po vymizeni DPED
rozvinula vyraznad  atrofie RPE, ziegm¢é po pivodné plosné¢ veliké DPED
doprovazené poklesem zrakové ostrosti. U 1 oka tohoto nemocného progredovalo

onemocnéni s rozvojem CNV po 7 letech od 1écby. Jen u 3 oc¢i se zmensenim plochy DPED
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se rozvinula geograficka atrofie. DPED zistalo bez vyznamnych zmén u 5 oci (2x OP a 3x
OL). Zvétseni plochy DPED jsme zjistili u 6 o¢i, z toho u 2 o¢i jedné nemocné s rozvojem
CNV do 1 roku po 1écbé. Nové vzniklou DPED jsme zjistili u 2 o¢i (1x OP a 1x OL),
na jednom oku z nich vznikla CNV za 3 roky po 16¢bé. Udaje jsou shrnuty v tabulce 10.

V kontrolni skupiné bylo DPED u 20 oc¢i (9x OP a 11x OL). Po zahajeni sledovani
do 5 let jsme zaznamenali zmenSeni plochy DPED u 10 o¢i (7x OP a 3x OL). Vymizeni
DPEDu 2 o¢i a zmenSeni plochy DPED u 2 o¢i doprovazel rozvoj CNV, zmenSeni plochy
DPED bylo nahrazeno rozvojem geografické atrofie u 2 o¢i (1x OP a 1x OL). Ke zlepSeni se
zmenSenim DPED doslo u jediného oka. DPED zustalo bez vyznamnych zmén u 2 o¢i (2x
OL). Zvétseni plochy DPED jsme zjistili u 8 o¢i (2x OP, 6x OL), u jedné nemocné s rozvojem
CNV do 1 roku sledovani. U 10 o¢i v kontrolni skupin€ doslo k rozvoji nové DPED. Rozdily
mezi nemocnymi léCenymi reoferézou a kontrolni skupinou (uvedené v tabulce 10)
ve zmensSeni DPED jsou vyznamné ve prospéch 1é€enych nemocnych na trovni p < 0,001.

Primérna velikost DPED byla na zacatku sledovani u nemocnych 1é¢enych reoferézou
6,78 + 3,79 mmz, na konci sledovani se zmensila na 4,13 + 3,84 mm?® (p < 0,001).
U nemocnych v kontrolni skupiné byla primérna velikost DPED na zacatku sledovani 4,09 +
3,48 mmz, na zaver sledovani se zvétsila na 6,69 + 4,2 mm?® (p = 0,001). Grafické porovnani
zmény ploch DPED mezi obéma skupinami na zac¢atku a na konci sledovani ukazuje graf 3.

Porovnani velikosti DPED mezi skupinami je shrnuto v tabulce 11.

TABULKA 10: ZMENY DPED Vv CASE VE SKUPINACH NEMOCNYCH S VPMD

DPED Reoferéza (56 oci) Kontrolni skupina (20 o¢i)
Zmenseni plochy 80,4 % (45/56) 50,0 % (10/20)
Beze zmény 8,9 % (5/56) 10,0 % (2/20)
ZvétSeni plochy 10,7% (6/56) 40,0 % (8/20)
Nové vzniklé DPED 3,6% (2/56) 50,0 % (10/20)

Legenda: DPED = druzové odchlipeni pigmentového epitelu.
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TABULKA 11: PLOoCHA DPED NA ZACATKU A KONCI SLEDOVANI

DPED (mmz) Zacatek Konec sledovani Statisticka
Primér SD Primér SD vyznamnost
Reoferéza 6,78 3,79 4,13 3,84 p <0,001
Kontroly 4,09 3,48 6,69 4,2 p <0,001
Statist.vyznamnost p=0,012 p=0,015 -

Legenda: DPED = druzové odchlipeni pigmentového epitelu; SD = smérodatnd odchylka

praméru.

GRAF 3: ZMENY DPED VE SKUPINACH NEMOCNYCH NA ZACATKU A NA KONCI SLEDOVANI

DPED plocha
(mm?)
30 w T
20 .
10 .
Skupina
~ RHF
0 o Kontroly
Zacatek Konec
sledovani  sledovani

Legenda:DPED = druzové odchlipeni pigmentového epitelu, RHF = reoferéza.

6.1.3.4 Stav vrstvy elipsoidi vnitfnich segmentu fotoreceptori

Poznamka: vrstva elipsoidll vnitinich segmentl fotoreceptorti byla ptivodné nazyvana
,junkce zevnich a vnitinich segmentti fotoreceptorti (IS/OS junkce)*.

Ukazalo se, ze aktivita sitnice je stabilizovdna, nebo se miize dokonce mirné zlepsit
v pfipadé¢ casnych pozitivnich strukturdlnich zmén (pfilozeni DPED a vrstvy elipsoidi
vnitinich segmentl fotoreceptorti bez rozvoje defektli zasahujicich do foveolarni oblasti)
such¢ formy VPMD reoferézou.

Naproti tomu unemocnych

67

po 1écbé  pokrocilé




s dlouhotrvajicimi anatomickymi zménami (DPED, odchlipenim vrstvy elipsoidii vnitfnich
segmentl fotoreceptoril), nebo progresi do geografické atrofie, ¢i vlhké formy onemocnéni, se
aktivita sitnice sniZuje.

Na zacatku sledovani byla u skupiny lécené reoferézou (22 oc¢i) vrstva elipsoidi
intaktni u 6 z 22 sledovanych o¢i (27,3 %) a u vSech téchto o¢i zistala intaktni 1 za 2,5 roku.
U zbylych 16/22 o¢i (72,7 %) bylo DPED provéazeno odchlipenim vrstvy elipsoidl vnitinich
segmentl fotoreceptorti bez jejiho defektu u 15/22 o¢i.Na konci sledovani zistalo 9 z téchto
15 o¢i (60 %) bez defektu vrstvy elipsoidi vnitinich segmentl fotoreceptorti, defekty nové
vznikly u 6 o¢i. Na konci sledovani byl defekt diagnostikovan celkem u 7 z 22 o¢i (31,8%),
pouze u 4 z nich dosahoval defekt elipsoidl do foveoly a negativné ovlivnil zrakovou ostrost.

V kontrolni skupiné (18 o¢i) na zacatku sledovani byla vrstva elipsoidi intaktniu 6
z 18 o¢i (33,3 %). U zbylych 12/18 o¢i (66,7 %) bylo DPED provéazeno odchlipenim vrstvy
elipsoidl, bez defektu vrstvy elipsoidii bylo 9 o¢i, defekt mély 3 oc€i. Na konci sledovani
zustala vrstva elipsoidl intaktni u 3/6 oci(50,0 %). U vSech 90¢i s odchlipenim vrstvy
bez defektu doSlo k rozvoji defekt, takze celkem defekt byl na konci sledovéni
diagnostikovan u 15/18 o¢i (83,3%), z nichZ 12 dosahovalo do oblasti foveoly a negativné
ovlivnilo zrakovou ostrost. Navic u 6 oCis pivodnim odchlipenim vrstvy se rozvinula CNV.

Rozvoj CNV C¢asto ptedchazi ruptura odchlipené vrstvy elipsoidi vnitfnich segmentt

fotoreceptorti pozdéji nasledovana rozvojem otoku vnitinich vrstev sitnice.

6.1.3.5 Elektroretinografie

Regresni analyza potvrdila jen nevyznamné kolisani amplitud foveoldrni aktivity
u obou skupin nemocnych. V parafoveolarni, paramakularni i v perifernich oblastech jsme
u nemocnych 1écenych reoferézou zjistili pomérné stabilni odpovédi az do 4 let pozorovani,
poté nastava pokles aktivity, ktery je pfevazné jen nevyznamny. Naproti tomu u kontrolni
skupiny se amplitudy odpovédi snizuji vyznamné od 4 let sledovani a v tomto obdobi jsou
také vyznamné nizsi v porovnani s lé€enou skupinou, zatimco predtim se liSily nevyznamné.
Centralni aktivita sitnice vzrostla u lécené skupiny s v€asnym poklesem nebo opétovnym
piilozenim DPED. Naproti tomu u nemocnych s dlouhotrvajicim nebo perzistentnim DPED se
aktivita sitnice a NKZO muzZe 1 zhorsit.

Jako ptiklad k praktickému dokresleni klinické ucinnosti 1écby reoferézou jsou
na obrazku 3 zndzornény zmény nckterych oftalmologickych vySetfeni u konkrétniho
nemocného pred zahdjenim lécby reoferézou a na dalSim obrédzku po ukonceni 1écby
(obrazek 4).
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OBRAZEK 3: OFTALMOLOGICKY NALEZ NEMOCNE PRED REOFEREZOU

A) OCT levého oka nemocné pred reoferézou.

Legenda: Od rozsahlé drazové ablace retinalniho pigmentového epitelu se zacina odchlipovat

tenkd vrstvickaelipsoidl vnitinich segmentl fotoreceptort(Sipka).

B) Superpozice mfERG odpovédi na fundu levého oka nemocné.

Legenda: Sedesat jedna mistnich odpovédi multifokalniho ERG superponovanych
na funduskopickém obrazku levého oka s maximalni odpovédi ve foveole a do periferie se

snizujici aktivitou.
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C) Trojrozmerny obraz mfERG.

Legenda: vlevo trojrozmérny obraz elektrické aktivity sitnice levého oka nemocné; vpravo

porovnani s vékovou normou (pokles aktivity foveoldrni a parafoveolarnich odpovédi).
OBRAZEK 4: : OFTALMOLOGICKY NALEZ NEMOCNE PO REOFEREZE

A) OCT levého oka nemocné.

Legenda: Po reoferéze doslo k ptilozeni DPED 1 ablace vrstvy elipsoidil vnitinich segmenti
fotoreceptort, rizikového faktoru zvratu do vlhké formy VPMD. 2 drobna loziska defektt

junkce IS/OS fotoreceptori povazujeme za nasledek predchozi ablace této vrstvy (Sipky).
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B) Superpozice mfERG odpovédi na fundu levého oka nemocné

Legenda: Sedesét jedna mistnich odpovédi multifokalniho ERG superponovanych

na funduskopickém obrazku levého

C) Trojrozmerny obraz mfERG.

Legenda: vlevo: trojrozmérny obraz elektrické aktivity sitnice levého oka, vzestup po 1é¢be;
vpravo porovnani s v€kovou normou (zvySeni parafoveolarni aktivity do normalniho

rozmezi).

6.1.3.6 Pridavné reoferézy (tzv. ,,booster* terapie)

Jak jiz bylo uvedeno, u 32 nemocnych jsme ptidali dalsi reoferézy s cilem dlouhodobé
udrzet piiznivy oftalmologicky nalez - v prvni fazi vyzkumu u 8 nemocnychk ovéfeni efektu
(jako vyzkumna sonda), nasledné pak jiz planovit¢ u 24 nemocnych, kteti podstoupili
zékladni sérii reoferéz pred 1,5 az 2 roky jiz v ramci standardniho protokolu. Takto bylo
mozno vyhodnotit vyvoj 20 oci az do 3 let, tedy 1-1,5 roku po ptidavné 1é¢be.(U cCasti

nemocnych je zatim sledovani kratké, proto nemohli byt hodnoceni.)
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Vstupni hodnota NKZO(pramér/median) byla 74/76,5 pismen ETDRS optotypovych
tabuli (38-85 pismen), do 6 mésicii se NKZO nejprve mirné zlepSovala na 77,5/81,5 pismen,
po 1 roce mirn¢ klesala a stabilizovala se na primérné¢/medidnové hodnoté 74/79 pismen
(36-85 pismen) ETDRS, tedy na ptivodni trovni.

ZlepSeni morfologického nalezu ve smyslu zmenSeni plochy mékkych draz a DPED
jsme pozorovali u 17 oc¢i (85 %), bez vyznamnych zmén zistal nélez 2 o¢i (10 %) a mirné
zhorseni s rozvojem atrofie RPE jsme zjistili u 1 oka.K progresi do 3. stadia choroby nedoslo
u zadného oka.

Elektroretinografie svéd¢i pro stabilni elektrickou aktivitu gangliovych bunék,

ty¢inkového i ¢ipkového systému véetné centralni oblasti sitnice.

6.1.4 ZMENY LABORATORNICH UKAZATELUU NEMOCNYCH S VPMD
Sledovali jsme vySe uvedeny panel biochemickych, hematologickych
parametriii ukazatelll reologické tcinnosti na zacatku série reoferéz, uprostied a na konci

série, a to jako parové vzorky (pted a po procedure).

6.1.4.1 Zakladni biochemické ukazatele

Celkem jsme vysettili 201 para vzorkt, pouze u 3 odbérii nebyl proveden odbér vSech
sledovanych parametrt.

Zhodnoceni vysledki ukéazalo jen vykyvy bez klinické vyznamnosti, i piesto, ze byly
statisticky vyznamné. Jednalo se o dilu¢ni zmény (po procedurach dojde k nevelké krevni
diluci, kterd mize zptsobit pokles nékterych biochemickych ukazatell asi o0 5-10 %). Zmény

parametrii jsou uvedené v tabulce 12.
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TABULKA 12: ZAKLADN{ BIOCHEMICKA VYSETREN] U NEMOCNYCH S VPMD PRED A PO

REOFEREZE
Ukazatel N Pied procedurou Po procedure P
Median IQR Median IQR (Wilcox.test)

Glykémie (mmol/l) 201 5,50 7,8-6,6 6,00 5,5-6,9 <0,0001
Natrium (mmol/l) 201 | 140,00 |139,0-142,0] 142,00 |140,0-143,0 <0,0001
Kalium (mmol/l) 201 4,00 3,8-4,2 4,20 3,8-4,1 <0,001
Chlorid (mmol/l) 201 | 104,00 |102,0-106,0] 106,00 |104,0-108,0 0,005
Kreatinin (umol/l) 201 73,00 | 65,0-85,0 64,00 56,0-77,0 <0,0001
Bilirubin (umol/l) 201 8,00 6,0-10,0 7,00 5,0-8,0 <0,0001
ALT (ukat/l) 201 0,39 0,30-0,47 0,32 0,24-0,38[ <0,0001
AST (ukat/l) 201 0,46 0,38-0,52 0,39 0,33-0,45 <0,0001
CK (ukat/l) 200 1,63 1,21-2,20 1,29 0,89-1,72[ <0,0001
GMT (ukat/l) 201 0,32 0,23-0,46 0,21 0,15-0,28[ <0,0001

Ukazatel N | Pied procedurou Po procedure P

Primér SD Primér SD (parovy t-
test)

Calcium (mmol/l) 201 2,24 0,12 2,16 0,22 <0,0001
Fosfor (mmol/l) 198 1,03 0,19 0,91 0,19 <0,0001
Urea (mmol/l) 201 5,52 1,52 5,04 1,42 <0,0001
Kys.mocovd (umol/l) 198 | 318,01 89,50 288,60 85,57 <0,0001
Celkova bilkovina (g/1) | 520 | 66,23 4,76 50,64 5,40 <0,0001
Albumin (g/l) 520 | 42,64 2,92 34,83 2,93 <0,0001

Legenda: N= pocet vySetienych vzorkii;, SD = smérodatna

interkvartilové rozpéti; ALT

CK = kreatinfosfokindza; GMT = gamaglutamyltransferaza.

v

odchylka priméru; IQR =

alaninaminotransferaza, AST = aminoaspartattransferaza;

Pozn: vyssi pocet vySetfeni celkové bilkoviny a albuminu je dan Castéjsi intenzitou odbéra

u prvni poloviny nemocnych (zpocatku pted a po kazdé procedure).

6.1.4.2 Zakladni hematologické ukazatele

Péarové vzorky na vySetieni byly odebirany dle stejného schématu jako biochemicky

panel (viz vyse), celkem bylo odebrano 201 parovych vzorkd, u 4 vykona nebyly odebrany
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koagulacni parametry. Bylysledovany zékladni hematologické ukazatele, a to predevSim
krevni obraz v¢etné¢ parametr trombocyti (viz tabulka 13). Z vysledkt je vidét, ze zakladni
ukazatele krevniho obrazu (hemoglobin, hematokrit, leukocyty) ani sedimentace nejsou
procedurami klinicky vyznamné ovlivnény, 1 kdyz statistickd vyznamnost mtize byt zjisténa.
Op¢ét se muze podilet nevelka hemodiluce.

Doslo k ur¢itému vzestupu poctu leukocytl, i kdyz zcela v normdlnich hodnotach
(z primérnych hodnot 6,35 x 10°/1 pfed vykonem na 7,14 x 10/l po vykonu, p < 0,0001).
Podobny vzestup poctu leukocytii jsme obecné pozorovali po reoferetickychprocedurach
provadénychv jinych klinickych indikacich (Blaha, et al. 2007).

Po reoferézach nedoslo ani k vyznamnéjS$im ztratdm erytrocytii (z prumérnych hodnot
hemoglobinu 134,18 g/l pfed vykonem na 130,11 g/l po vykonu).

Pokud jde o trombocyty — je jejich pokles z primérné hodnoty 230,58 x 10°/1
pred vykonem na 220,91 x 10°/1 po vykonu sice statisticky vyznamny (p < 0,0001),
ale pro klinickou praxi naprosto ne.

Po reoferézach dochazi k prodlouzeni jak protrombinového ¢asu, tak zejména APTT,
které je zplisobené intraven6znim podanim heparinu ptfed vykonem. Prodlouzeni téchto Casu
bylo pouze laboratorni zménou, u zadného nemocného jsme nepozorovali klinickou odezvu

(krvécivé komplikace).
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TABULKA 13: PARAMETRY KREVNIHO OBRAZU - VPMD

Ukazatel N Pied procedurou Po procedure p
Primér SD Primér SD (parovy t-test)
Leukocyty (x10°/1) 201 6,35 1,57 7,14 1,89 <0,0001
Hemoglobin (g/1) 201 | 134,18 13,11 130,11 14,34 <0,0001
Hematokrit (%) 201 39,81 4,22 38,61 4,06 <0,0001
MCV (1) 201 89,53 6,27 89,66 5,95 0,07
Trombocyty (x10°/) | 201 | 230,58 49,91 220,91 45,42 <0,0001
MPV (fl) 201 10,42 0,98 10,32 0,88 0,001
Ukazatel N Pred procedurou Po procedure p
Medién IQR Medién IQR (Wilcox.test)
PCT (%) 201 23,90 0,20-0,28 22,00 0,20-0,26 <0,0001
PDW (1) 201 12,80 | 11,10-16,10 11,90 | 10,90-13,60 <0,0001
PT (pomér) 197 1,00 0,95-1,10 1,29 1,20-1,52 <0,0001
APTT 197 1,01 0,97-1,10 1,35 1,29-1,96 <0,0001

Legenda: N= pocet vySetfenych vzorkl; SD = smérodatnd odchylka priméru; IQR =
interkvartilové rozpéti; MCV = stiedni objem erytrocytu; PCT = desti¢kovy hematokrit; PDW
= §ife distribuce histogramu desti¢ek podle jejich objemu; MPV =stifedni objem trombocytu;

PT = protrombinovy ¢as; APTT = aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as.

6.1.4.3 UkKkazatelé reologické ucinnosti -VPMD

Odbér parovych vzorkli byl provadén spolecné s odbérem biochemickych
1 hematologickych vySetieni ve stejném casovém schématu. Celkem bylo odebrano
201 parovych vzorkii. U vySetieni lipoproteinu (a) doslo v roce 2014 ke zméné udavanych
jednotek. Vysetteni IgM a a;-makroglobulinu pted a po aferéze bylo provedeno pouze u ¢asti
nemocnych (165, resp. 66 nemocnych).

Fibrinogen bylo nutné vySetiovat pfed a po kazdé procedute, protoze jeho aktualni
vstupni hodnotou se fidilo mnozstvi zpracované plazmy, ale také odstup mezi jednotlivymi
procedurami. Byl ukazatelem ucinnosti procedury, nebot’ ma ptimo umérny vztah k viskozité
plazmy, proto je jeho pokles pfi 1¢cb¢ velmi zadany. Podle aktualni hodnoty fibrinogenu jsme
u kazdé procedury rozhodovali o mnozstvi promyté plazmy s cilem nepftiblizit se po vykonu

k hodnotam fibrinogenu pod 1 g/l. Jako je$té pfipustnou minimdlni hladinu fibrinogenu
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po proceduie jsme zvolili 0,7 g/l. Pokud by doSlo k poklesu pod tuto hodnotu, byla by
provedena substituce z diitvodu prevence vyznamného krvaceni. U zadné procedury nedoslo
k poklesu pod tuto hodnotu.

Byl zjistén statisticky vyznamny pokles reologicky tuc¢innych ukazatelii, coz je
zékladnim ptfedpokladem uspéSné 1éCby reoferézou. Po procedurach doSlo ke snizeni
celkového cholesterolu o 55,0 %, LDL-cholesterolu o 66,5 %, apolipoproteinu B o 61,1 %.,
op-makroglobulinu o 50,7 %, fibrinogenu o 61,6 %, IgM o 62,2 %. Pokles uvedenych
faktort ovlivnil reologické poméry: viskozita plné krve klesla o 14,8 % a viskozita plazmy o

16,1 % (viz tabulka 14).
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TABULKA 14: REOLOGICKY VYZNAMNE UKAZATELE - VYSLEDKY NEMOCNYCH S VPMD

Ukazatel N Pied procedurou Po procedure Relat. Celk. p
Median IQR Median IQR rozdil | pokles | (Wilcox.
% (%) test)
Chol. (mmol/l) 201 4,18 3,51-4,81 1,88 1,57-2,24 | -55,02 | -58,84 | <0,0001
LDL-ch(mmol/l) | 201 2,27 1,72-1,89 0,76 | 0,55-0,99 | -66,52  -72,03 | <0,0001
Lp(a) (g/1) * 155 0,22 | 0,08-0,36 0,12 | 0,08-0,38 | -45,45 | -50,00 | <0,0001
Lp(a) (mmol/l )* 46 15,50 | 6,87-56,47 7,35 | 3,08-23,23 | -52,58 [ -59,33 | <0,0001
ApoB (g/1) 201 0,72 | 0,58-0,85 0,28 | 0,18-0,32 | -61,11 [ -63,01 | <0,0001
Imunogl. M (g/1) | 165 0,45 0,32-0,67 0,17 | 0,11-0,23 | -62,22 [ -68,85 | <0,0001
Fibrinogen (g/l) | 620 3,10 | 2,55-3,66 1,L19 | 0,97-1,43 | -61,61 [ -68,25 | <0,0001
Visk. P (mPa.s) 201 2,05 1,81-2,20 1,72 1,56-1,94 | -16,09 | -14,49 | <0,0001
Visk. K (mPa.s) 201 6,34 | 5,44-6,60 540 | 4,77-597 | -14,82 -16,88 | <0,0001
Ukazatel N| Pred procedurou Po procedure Relat. Celk. p
Priamér SD Priamér SD rozdil | pokles | (parovy
% (%) t-test)
az-makrogl. (g/) | 66| 142,81 44,39 70,36 25,20 -50,73 68,03 | <0,0001
Legenda:N = pocet vysetienych vzorkli, SD = smérodatna odchylka priméru; IQR =

interkvartilové rozpéti; Relat. rozdil = rozdil v % mezi medianem/primérnou hodnotou pred a
po proceduie; Celk. pokles = pokles hodnoty mezi medianem/primérnou hodnotou pied 1.

procedurou a po posledni proceduie (%);Chol = celkovy cholesterol; LDL-ch. = LDL

cholesterol; Lp(a) = lipoprotein (a); ApoB

= apolipoprotein B; a,-makrogl. =a;-

makroglobulin; Imunogl.M = imunoglobulin M; Visk. P.= viskozita plazmy; Visk. K =
viskozita krve; * = od 1.7. 2014 dosSlo v laboratofi ke zméné jednotek u lipoproteinu (a),

jednotky g/ byly zménény na mmol/l.

6.1.4.4 Vysledky ,,specialnich vySetieni® - VPMD

Zamérem vyzkumu bylo sledovat u nemocnych relativné Sirokou skéalu vyzkumnych
parametrt (nebyly dosud pii 1écbé VPMD reoferézou publikovany). Jde o ukazatele oznacené
nami jako ,specialni®, které mohou uptesnit sledovani choroby, ale zajisti také dosazeni
unikatnich poznatkl. Jde o markery, které by mohly svédcit pro aktivitu zadnétlivou (IL-10),
markery stavu bunécné imunity (MCP-1, solubilni antigen CD40), aktivity endotelu, adhezni

molekuly (napf. selektiny) nebo markery apoptodzy (sApoFas).
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Pfi nasem piedchozim vyzkumu jsme vySetfovali MCP-1 (monocyte chemotactic
peptide) vzhledem k podstatnému vyznamu makrofaghh v mikrocirkulaci a zjistili jsme
vyznamny pokles u jiného souboru - u nemocnych s familidrni hypercholesterolémii(Blaha et
al. 2004). Pii tomto vyzkumu byl zjistén jeho pokles po 1€cbé reoferézou i u VPMD. Jak je
uvedeno v literatuie(Borberg 2006), mize jit o vyznamny faktor, ktery svédc¢i pro efektivitu
eliminace, a tim ovlivnéni aktivity zdnétlivého procesu nebo ateromatozy.

M¢tenim sP-selektinu a sE-selektinu lze hodnotit vliv procedur na endotelidlni
vystelku. U naseho souboru hladina sP-selektinu po proceduréch klesala, stejné jako endoglin.
Hladinu sE-selektinu jsme vySetfovali na zacatku vyzkumu, ale nedos$li jsme k pozitivnim
vysledkiim; protoze se hladina neménila, v dalSim pribéhu nebyla sledovana.

IL-10 pfii vySetfovani prvnich nemocnych vykazoval po 1é¢bé vyrazny pokles. Hladina
sCD40L klesala zprvu nevyznamné, nyni po vySetfeni dalSich nemocnych je jiz pokles
statisticky vyznamny. Hladina hsCRP také klesala, dale solubilni Apo-Fas po procedurach
vyznamné¢ klesal.

Nase nalezy tedy potvrzuji literarni Udaje, které prokazuji mozné pozitivni zmény
apoptotickych ukazatelt i v jinych indikacich (Li et al. 2006; Okura et al. 2002). Pokles
endoglinu byl vyznamny, podobné¢ jako jsme diive popsali u nemocnych pii 1€cbé
hypercholesteroémie + hyperfibrinogenémie reoferézou (Blaha et al. 2008a). Jde o marker

endotelialni aktivace, ktera po reoferéze klesa. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 15.
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TABULKA 15: VYSLEDKY SLEDOVANI NEMOCNYCH S VPMD - SPECIALNI UKAZATELE

Ukazatel N Pred procedurou Po procedure P
Pramér SD Priumér SD (parovy t-test)
sApoFas (pg/ml) 64 1061,0 293.9 933,5 241,3 <0,001
IL-10(pg/ml) 64 59,0 25,6 53,8 23,9 < 0,001
MCP-1 (pg/ml) 64 275,1 78,3 265,7 23,9 <0,001
hsCRP (mg/l) 64 3,6 5,9 2,7 4,3 < 0,001
CD40L (pg/ml) 64 | 5019,7 | 21822 | 4270,7 | 2202,3 < 0,001
sP-selektin (ng/ml) 64 150,6 54,61 133,1 55,74 0,001
Endoglin (ng/ml) 64 6,3 1,6 5,4 1,6 < 0,001
Legenda: N= pocet vySetfeni; sApoFas = solubilni marker apoptotické aktivity;
IL-10 = interleukin 10; MCP-1 = monocytdrni  chemotakticky  protein;

hsCRP = hypersenzitivni C reaktivni protein; sP-selektin =solubilni P-selektin.

6.1.5 PREDIKCE USPESNOSTI PRI LECBE VPMD

VSsichni nemocni, ktefi dokoncili 1écbu reoferézou podle stanoveného schématu, byli
rozdéleni na nemocnéklinicky spésné 1éCené a na netispeésné 1€¢ené (blize viz vyse — kapitola
5.1.1). Vysledky u nemocnych uspésné 1écenych byly srovnany s vysledky od nemocnych
neuspésné léCenych ve snaze urcit biomarkery vyznamné pro predikci tispéSnosti.Hodnoceny
byly:
- reologicky vyznamné faktory (podle kapitoly 6.1.4.3),
- jako technicky parametr zakladni diilezitosti bylo hodnoceno mnozstvi promyté plazmy,
- vybrané vstupni laboratorni parametry (albumin, celkovou bilkovinu, hladinu
hemoglobinu, pocet leukocytl, trombocytt, kreatinin, glykémii).

Cilem byla snaha nalézt eventualni odlisnosti v obou skupinach a doporucit jejich dalsi

ovéfeni a uplatnéni v pozd¢jsi vyzkumné ¢innosti nebo klinické praxi.

6.1.5.1 Predikce podle reologicky efektivnich faktora

Zhodnotili jsme, zda nedochézi k rozdilnému poklesu reologicky efektivnich faktort
u nemocnych uspésné 1éCenych oproti netispéSnym, coz by mohlo byt prediktivnim faktorem
1é¢ebné uspesnosti. Srovnali jsme hladiny reologicky uc¢innych faktorti u skupiny klinicky
uspésné lécenych nemocnych (52 nemocnych) oproti neuspésnym (14 nemocnych) (viz

tabulka 16). Mezi obéma skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil ve véku (p = 0,317)
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a v pohlavi (p = 0,317). Toto zhodnoceni jsme provedli opét z parovych vzorki odebranych
nemocnym na zacatku, uprostied a na konci série reoferéz, vzdy pied a po reoferéze. Celkem
bylo zhodnoceno 198 parovych vzorki; lipoprotein (a) jsme hodnotili pouze u vysetieni
provedenych do 1.7.2014, kdy doslo ke zméné laboratornich mezi, mensi pocet vzorkl byl
také u vySetfeni imunoglobulinu M a viskozity krve a plazmy. Jako faktor s moznym vlivem
na uspésSnost procedury se jevilo i mnozstvi oSetiené plazmy, proto jsme i tento parametr
statisticky zhodnotili u v§ech provedenych reoferéz.

Vysledky ukazuji, ze hladiny reologicky vyznamnych cCiniteli u skupiny klinicky
uspésné léCenych nemocnych a neuspéSnych — hodnoceno pied 1é€bou 1 po 1€cbé — se
statisticky vyznamné neli$i. Z vychozi hladiny jednotlivych reologicky vyznamnych Ciniteld
se tedy progndza urcit neda.

Dal$im zkoumanym faktorem bylo mnozstvi plazmy oSetiené béhem reoferézy.
U uspésné 1écenych bylo primérné promyto 3466 ml plazmy, u netispesné 1é€enych 3195 ml.
Jde o rozdil o 8,49 %. Ptesto je to rozdil statisticky vyznamny (p < 0,001). V tomto piipadé
vSak pravdépodobné S§lo o ndhodny jev - chybu ,malych ¢isel”, danou nejspise rozdily
v hmotnosti nemocnych. Objem promyvané plazmy je urcovan kalkulatorem separatoru.
Rozhoduje proto pomér objemu skutecné promyté plazmy a TBV (totdlniho objemu

cirkulujici plazmy), zde jiz rozdil neni statisticky vyznamny.
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TABULKA 16: REOLOGICKY UCINNE FAKTORY PRED A PO REOFEREZE U USPESNE A NEUSPESNE

LECBY
Ukazatel Netisp&$ni Uspé&ni p
(M-W.
N | Median IQR N Median IQR test)
Chol pited (mmol/l) 42 3,90 3,18-4,56 156 4,12 3,51-4,81 0,072
Chol po (mmol/l) 42 1,91 1,55-2,21 156 1,91 1,57-2,24 0,352
LDL pied (mmol/l) 42 2,04 1,72-2,59 156 2,26 1,72-2,89 0,125
LDL po (mmol/l) 42 0,70 0,56-1,06 156 0,79 1,19-1,63 0,489
Lp(a) pred (/) 31 0.4 007-044 | 124| 0.9 0.08-036 | 0465
Lp(a) po (g/1) 31 0,05 0,03-0,27 124 0,07 0,02-0,15 0,273
ApoB pied (g/1) 42 0,68 0,55-0,83 152 0,72 0,58-0,85 0,232
ApoB po (g/l) 42 0,26 0,10-0,31 152 0,26 0,18-0,32 0,373
IgM pied (g/1) 32 0,50 0,34-0,63 104 0,44 0,32-0,67 0,971
1M po (&) 30 018 | 0,11-024 | 104]| 0.7 0.11-023 | 0028
Fbg pied (g/1) 42 3,09 2,67-3,60 156 2,82 2,55-3,60 0,200
Fbg po (g/1) 42 1,24 1,06-1,48 156 1,12 0,97-1,43 0,035
Visk. P pred (mPa.s) 36 2,06 1,85-2,24 134 1,96 1,81-2,20 0,053
Visk.P po (mPa.s) 36 1,71 1,59-1,96 134 1,69 1,56-1,94 0,201
Visk.K pied (mPa.s) 36 6,10 5,45-6,91 134 5,98 5,44-6,60 0,752
Visk.K po (mPa.s) 36 5,18 4,69-5,80 132 5,33 4,77-5,97 0,427
Promyta plazma 112) 3103,0 |2598,5-4002,5| 416 | 3452,5 | 2665,5-4113,5 | <0,001
(ml)
Pomér promyto/ 112 1,00 0,80-1,25 416 1,20 0,80-1,30 0,719
PV

Legenda: N = pocet vysetienych vzorki; IQR = interkvartilové rozpéti; Chol = celkovy
cholesterol; LDL = LDL-cholesterol; Lp(a) = lipoprotein(a); ApoB = apolipoprotein B; IgM =
imunoglobulin M; Fbg = fibrinogen; Visk.P = viskozita plazmy, Visk.K = viskozita krve;
TPV = objem plazmy nemocného; M-W. test = Mann-Whitneytv test.

6.1.5.2 Hodnoceni metodou diskrimina¢ni analyzy - VPMD
Bylo provedeno dal$i hodnoceni, a to metodou diskrimina¢ni analyzy. Principem

metody je vybér takové skupiny faktorti, které pomoci klasifika¢ni funkce s co nejvétSim
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uspéchem roztiidi zadany soubor do skupin, v nasem ptipade na 1écebné tispésné a neuspésné.
Pouzity software Systat 13 umoziiuje z pocateCniho zadaného souboru faktorii vytridit
nevyznamné, takze na konci procesu zbude relativné optimalni skupina faktorti. Programové
vybaveni nabizi nékolik zpiisobl tfidéni a podle toho dostavame i1 rizny konecny soubor
faktorti. Do vypoctu klasifika¢ni funkce jsou zahrnuti jenom ti nemocni, kteti maji zméfeny
hodnoty vSech faktort vstupujicich na zacatku do vypoctu.

K pouziti této metody je tfeba piedné zvolit spektrum piedpokladanych ucinnych
Cinitelti. Zvolili jsme celé spektrum reologicky u¢innych vysokomolekularnich proteint podle
Klingela et al. (Klingel et al. 2003a), tj. celkovy cholesterol, LDL-cholesterol, apolipoprotein
B, IgM, a,-makroglobulin, fibrinogen, dale viskozitu krve a plazmy. Jako spektrum dalSich,
tzv. druhotadych Ciniteld jsme vybrali ukazatele snadno dostupné a standardné pouzivané:
albumin, celkovou bilkovinu, hladinu hemoglobinu, pocet leukocytl, trombocytl, kreatinin,
glykémii. Dalsi faktory je mozno v budoucim vyzkumu do hodnoceni zatadit.

Do hodnoceni bylo zatazeno 41 nemocnych (10 neuspésné 1éenych a 31 uspésné
1éCenych). Systém urcil koeficienty dvou klasifikacnich funkci pro kazdy model (jednu
pro Uspésné a druhou pro neuspésné nemocné), postupné vytradil nevhodné ukazatele.
Do dalsiho hodnoceni postoupily pouze: glykémie, kreatinin, celkovy cholesterol,
LDL-cholesterol a lipoprotein (a). Timto zplsobem byli klasifikovani vSichni nemocni.
V zévéru program provede kone¢né vyhodnoceni a urci procentualni spravnost predikce
uspésné 1écby. V tomto ptipad¢ byla predpovéd spravna u 90 % nelspésnych nemocnych
au 74 % usp&nych, celkové v 78 %. Software umoziluje i dal$i variantu - pouziti
kvadratického modelu, vysledky jsou optimisti¢téjsi. V tomto piipadé byla predpoveéd
spravna dokonce u 100 % nelspéSnych nemocnych au 87 % uspésnych, celkové v 89 %
(timto zpisobem bylo hodnoceno 56 nemocnych). Vysledky zavérecného vyhodnoceni

programu jsou v tabulce 17.
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TABULKA 17: PREDIKCE USPESNOSTI LECBY POMOCI DISKRIMINACN{ ANALYZY — VPMD

Predikce odpovédi % Predikce predpovédi %

spravné | (kvadraticky model) | spravné

Neiispéch | Uspéch | predikce | Nedspéch | Uspéch | predikce
NeuspésSni nemocni 9 1 90 11 0 100
Uspésni nemocni 8 23 74 6 39 87
Celkem 17 24 78 17 39 89

Legenda: popis viz text

Zajimavé je rozlozeni hodnot lipoproteinu (a) a také LDL-cholesterolu. Hodnoty

lipoproteinu (a) u neuspéSné léCenych jsou rozlozeny téméf v jedné piimce, zatimco

u uspeésné lécenych jsou daleko vice rozptyleny. Mozna 1 proto se v programu diskriminacni

analyzy jevi hladina lipoproteinu (a) a LDL-cholesterolu nejvice vhodna k posouzeni

prognozy a uspésnost predikce je lepsi u netispésné 1écenych. Viz graf 4.

GRAF 4: VYSLEDKY DISKRIMINACNI ANALYZY U VPMD
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Legenda: LDL1 = LDL-cholesterol pied reoferézou; LDL2 = LDL-cholesterol po reoferéze;
HDL1= HDL-cholesterol pifed reoferézou; HDL2 =

HDL-cholesterol po reoferéze;

LP1 = lipoprotein (a) pfed reoferézou; LP2 = liporotein (a) po reoferéze
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6.2 SOUBOR NEMOCNYCH SE SISHL

Soubor nemocnych se SISHL tvofi mensi ¢ast této prace — u SISHL bylo provedeno

16,3 % ze vSech reoferetickych vykond.

6.2.1 PROCEDURA REOFEREZY — SISHL

Celkem bylo u 41 nemocnych se SISHL provedeno 122 reoferéz. U 2 nemocnych byla
provedena jen jedna procedura, ktera ale musela byt pred¢asné ukoncena. Pldnovana 1écba
byla dokon¢ena u 39 nemocnych (95,1 %). U 36 znich byly provedeny 3 reoferézy
au 3 nemocnych v prvnich letech vyzkumu byla pfiddna 4. reoferéza s cilem navySeni
lécebného efektu.

U 35 nemocnych byl pouzit periferni Zilni pfistup a vykony prob&hly ambulantné.
U 6 nemocnych byl stav perifernich zil k zavedeni odbérovych jehel nedostatecny, proto byla
pouzita dvoucestnd kanyla zavedend do podklickové zily. Mnozstvi promyté plazmy
se pohybovalo vrozmezi 0,6-1,5n4dsobku objemu plazmy nemocného. Vstupni rychlost
pritoku krve separdtorem byla v rozmezi 35-70 ml/min, rychlost byla fizena béhem kazdé
separace stejnym zpusobem, jak bylo uvedeno vySe u nemocnych s VPMD. Antikoagulace
béhem vykonu byla zajiSténa stejnym zptisobem jako u nemocnych s VPMD. Jednotlivy
vykon trval primérné 158,6 minut. Sledované zakladni parametry jednotlivych vykont jsou

uvedeny v tabulce 18.
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TABULKA 18: ZAKLADN{ PARAMETRY PROCEDUR U NEMOCNYCH SE SISHL

Parametry Priumér | Median SD IQR Rozsah
(min-max)

Promyty objem plazmy (ml) | 3242,6 3022 1013,9 | 2500,0-3575,5 | 1503-7443

Promyty 1,04 1 0,23 0,8-1,2 0,6-1,5

objem/objemplazmy

nemocného

Pratok krve (ml/min) - - - - 35-70

MnoZstvi ACD (ml) 515,8 508 94,8 431-529 331-703

Pocet proplachii filtru 0,5 0 0,23 0-1 0-3

Trvani vypkonu (min) 158,6 153 32,7 124-178 97-254

Legenda: Legenda: SD = smérodatna odchylka priméru; IQR = interkvartilové rozpéti; min =
minimalni hodnota; max = maximalni hodnota

Pozn.: U pratoku krve jsou uvedené pouze minimalni az maximalni hodnoty, protoze prutok
byl pribézné¢ adaptovan — zpocatku obvykle 35 ml/min. srychlym vzestupem azdo

maximalni moznosti ptitokové Zily, coz €inilo zpravidla 70 ml/min.

6.2.2 HODNOCENI VYSKYTU NEZADOUCICH REAKCTI - SISHL

Vyskyt nezadoucich reakci byl bedlivé sledovan u kazdé reoferézy. Z celkového
mnozstvi 122 procedur byly pouze 2 procedury piedCasné ukonceny - jedenkrat doslo
ke kolapsovému stavu jesté pred zahajenim reoferézy, divodem byla tzkostna reakce
nemocného, nésledné¢ jsme jiz po domluvé s nemocnym v 1écbé nepokracovali. U dalsi
nemocné byla aferéza predcasné ukoncena, protoze jsme dostali vysledek ze vzorku krve,
odebrané pii zahdjeni, a zjistili vyznamnou hyperglykémii z divodu dekompenzovaného
diabetu po predchozi 1é¢b¢ kortikosteroidy, tato komplikace nesouvisela s vlastni reoferézou.
U 2 vykonil byly problémy se zavedenim periferniho pfistupu s nutnosti opakovanych vpicht,
2x jsme pozorovali lokalni kozni komplikace pii zavedeném katétru (zarudnuti v okoli katétru
bez celkovych zndmek infekce). Tyto piihody se podle WAA registru pocitaji jako technické
problémy.

Vlastni reoferéza byla komplikovana 6 pifihodami: 5x kratkodobd nevolnost béhem
procedury a Ix hypotenze vyzadujici podani fyziologického roztoku. Citrdtovou toxicitu
mirné¢ho stupné jsme pozorovali pouze u jednoho nemocného. VSechny komplikace byly
hodnoceny jako mirné nebo stiedni (CTCAE, verze 4.03/2009). V tabulce 19 jsou uvedeny

vSechny sledované i skute¢né zjiSténé nezddouci piihody, tj. vySe uvedené 4 ,technické*
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ptihody a 8 nezadoucich ptihod, zplisobenych vlastnim procesem reoferézy, coz tvoii 6,6 %
z celkového poctu provedenych reoferéz (V tabulce jsou zhodnoceny obé skupiny
nemocnych).

Ve vétvi 1lécby metodou MicroWick bylo pozorovano u 19 nemocnych 7 piihod: 5x
pretrvavala perforace bubinku 1 rok po 1écb¢, z toho ve 3 piipadech bylo tieba provést
operaén¢ okluzi (myringoplastiku). Ve dvou dalSich ptipadech doSlo béhem sledovani
k progresi do hluchoty, coz bylo hodnoceno jako tézké vedlejsi ptihoda. Celkem se vyskytly

nezadouci ptihody u 36,8 % nemocnych.
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TABULKA 19: NEZADOUCI REAKCE REOFEREZY U SOUBORU NEMOCNYCH S VPMD A SISHL

NeZadouci reakce

Pocet reakcei
VPMD

Pocet reakcei
SISHL

Opakované vpichy

6

2

Hematomy v misté vpichu

2

Hypotenze kratkodoba

=)

Piechodna slabost, neurovegetativni reakce, nevolnost

[y
[—]

Zarnuti v obliceji, piechodné

Bolesti na hrudi

Nadmérné zatiZeni tekutinou

Arytmie

Zvraceni

Vzduchova embolie

Hypovolémie

Alergické reakce

Astmaticke obtize nebo zachvat

Bradykininova reakce

Hemolyza

Panicka ataka

Krvdceni 7 mista vpichu

Tromboza Zil po vykonu

Flebitida v misté vpichu po vykonu

Lokalni zanét v misté centralni kanyly

Celkova infekce

S| N O O O m| O O O] O O O O O O O O n| = O

Hyperglykémie

S| O O] O O O O O == O O O O N O O] o ©

—

Technické poruchy pristroju

—

()

Citratova toxicita mirnd

5

1

Celkem

33

13

V souvislosti s vlastni procedurou reoferézy: N (%)

24 (3,83 %)

8 (6,56 %)

Legenda: popis viz text, N = pocet nezadoucich reakci; % = % podil z celkového poctu

reoferéz.



6.2.3 KLINICKA UCINNOST LECBY SISHL

Ve vysetfovaném souboru jsme hodnotili i€innost terapie u vSech 39 nemocnych, kteti
dokoncili 1écbu reoferézou, i nasledna kontrolni vysetfeni. U 26 nemocnych (66,7 %) doslo
ke zlepSeni sluchu o 50 a vice %, a to u 11 Zen a 15 muzid. Ostatnich 13 (33,3 %) bylo
neuspésnych — 11 muzi a 2 Zeny.

U 8 nemocnych, lécenych do r. 2008 v ramci vyzkumné sondy, nebyla provedena
kompletni klinicka vySetfeni, u vétSiny z nich byla dlouha doba od vzniku obtizi az k zahajeni
1é€by reoferézou, proto nebyli zafazeni do podrobného klinického hodnoceni, pouze
do laboratorniho hodnoceni a sledovéani nezadoucich piihod.

U vSech 157 nemocnych, ktefi byli zachyceni na ORL klinice HK v letech 2012-2015
s nahlou ztratou sluchu, byla provadéna diferencidlni diagnostika, coz trvalo primérné 4 dny
od nastupu prvnich pfiznakii (median 4 dny, rozsah 1-4). Pokud do té¢ doby nedoslo
k spontdnnimu zlepSeni, byl jim podavan Solumedrol, jak bylo popsano vyse. Pokud lécba
nebyla Gspésnd, byla jim navrzena sekundéarni zachrannd lécba bud’ reoferézou, nebo metodou
MicroWick. 33 nemocnych (63,5 %) se rozhodlo pro reoferézu a 19 (36,5 %) pro MicroWick.
Méné nemocnych se rozhodovalo pro MicroWick hlavné z davodii obav z opera¢ni metody.
Nasledné dostali nemocni sekundarni 1é¢bu, a to reoferézu primérné za 10 dnli od nastupu
prvnich symptomi (median 10, rozsah 8-15 dni), nebo MicroWick primémé za 10 dnt
(medidn 9, rozsah 6-14 dni). Statisticky rozdil mezi dobou do zahdjeni zachranné terapie
metodou reoferézy a metodou MicroWick nebyl zjistén (p = 0,279). Nemocni, kteti méli veétsi

ztratu sluchu, volili vice reoferézu (81 %) nezli MicroWick (52 %), p = 0,04.

6.2.3.1 Tonova audiometrie

Pti zahajeni 1écby standardni terapii (skupina S) byly primérmé ztraty hodnocenych
frekvenci na postizenych usich 47,22-64 dB (median 45-65 dB). Po 1 mésici od ukonceni
1é¢by byly primérné ztraty sluchu 29,42-52 dB, v souboru nemocnych 1écenych vyhradné
standardni terapii (skupina S) bylo tedy dosazeno signifikantniho zlepSeni sluchu, po 1. roce
od ukonceni lécby tento efekt pretrvaval.

Pfi zahajeni 1écby reoferézou (skupina R) byly primérné ztraty na postizenych usich
66-81 dB (median 70-80 dB). Po 1 mésici od ukonceni 1écby reoferézou (skupina R) byly
prumérné ztraty sluchu 41,61-62 dB (median 45-65 dB), viz graf 5. Celkem tak bylo dosazeno
u nemocnych 1é¢enych reoferézou (skupina R) zlepseni primérné o 18 — 25,26 dB, viz graf 6.
Po 1 roce od ukonceni 1é¢by reoferézou (skupina R) byly naméfeny hodnoty sluchového
prahu v priméru o max. 6 dB lepsi nez pti kontrole 1 mésic po ukonceni 1€¢by.
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GRAF 5: ZTRATY SLUCHU NA POSTIZENYCH USICH 1 MESIC PO UKONCEN{ LECBY REOFEREZOU
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Legenda: Ave= primér; max = maximalni hodnota; min = minimalni hodnota; med = median

GRAF 6;: ZMENA SLUCHU NA POSTIZENYCH USICH 1 MESIC PO UKONCENI LECBY REOFEREZOU
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Legenda: Ave= primér; max = maximalni hodnota; min = minimalni hodnota; med = median

Pfi zahgjeni 1écby systémem MicroWick (skupina M) byly primérné ztraty
na postizenych usich 66,21-81 dB. Po 1 mésici od ukonceni 1écby systémem MicroWick
(skupina M) byly praimérné ztraty sluchu 47-73 dB (median 40-75 dB), viz graf 7. V priméru
dalsiho zlepSeni sluchu dosazeno nebylo (maximalni zlepseni 4,74 dB / 0,5 kHz neni
signifikantni), viz graf 8.
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MICROWICK

GRAF 7: ZTRATY SLUCHU NA POSTIZENYCH USICH 1 MESIC PO UKONCENI LECBY SYSTEMEM

dB SISHL (sk.M) - 1 mésic
0,00
20,00 |
40,00 ——1 —— . . | |
60,00 p——
80,00 =
100,00
120,00
0,25 0,5 1 2 4 & kHz
Ave 45,84 50,26 55,00 55,00 64,47 73de
Pax 120 120 120 120 120 120dB
M 5 10 15 20 10 20de
Ped 40 45 50 40 65 75de

Legenda: Ave= primér; max = maximalni hodnota; min = minimalni hodnota; med = median

GRAF 8: ZMENA SLUCHU NA POSTIZENYCH USICH 1 MESIC PO UKONCENI LECBY SYSTEMEM
MICROWICK

dB SISHL (sk.M) - zména po 1m

40,00
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00 05 1 2 4 8 kHz
me| 026 | 474 | 158 | 421 | 184 | 2d
Max ] 0 0 ] 0 0dB
Min| 0 5 0 10 0 5dB
Med| 5 5 0 15 5 5B

Legenda: Ave= primeér; max = maximalni hodnota; min = minimalni hodnota; med = median

6.2.3.2 Slovni audiometrie

Vysledky slovni audiometrie vykazuji, Ze u nemocnych léCenych standardni terapii

(skupina S), reoferézou (skupina R) i

systtmem MicroWick se zlepSilo slovni
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porozumeénil mésic po ukonceni 1écby o 12 dB (skupina (S), o 11,1 dB (skupina R) a 1,3 dB
(skupina M). Dalsi zlepSeni bylo pozorovano jesté 1 rok po ukonceni 1écby v 1éenych
skupinach ve skupiné R doslo k celkovému zlepseni o 14,5 dB, ve skupin¢ M o 9,5 dB, ve

skuping S se jiz neménilo (11 dB).

6.2.3.3 Zhodnoceni vysledkii terapie - shrnuti

Ztrata sluchu se signifikantné zlepSila béhem 1écby Solumedrolem (p < 0,001)au
nemocnych léenych reoferézou (p < 0,001) a zlstala nezménéna béhem prvniho roku, jak
ukazuje tabulka 20. Sluch nemocnych 1écenych metodou MicroWick se sice pon¢kud zlepsil,
ale statisticky nevyznamné (p = 0,940) a nebylo pozorovano dalsi zlepSeni po dobu jednoho
roku (p = 0,359). Za 1 mésic po zahdjeni sekundarni terapie nebyl rozdil v tizi poruchy sluchu
u nemocnych lécenych metodou reoferézy a MicroWick (p = 0,682), ackoliv na zacatku 1éCby
byla sluchova ztrata vétsi ve skupiné reoferézy (81 dB oproti 52 ve skupiné MicroWick).
U nemocnych ve skupiné reoferézy se tedy behem 1. mésice 1écby zlepsil slucha konec¢na
ztrata na konci roku byla jen 54 dB, kdeZto ve skupiné¢ MicroWick ziistala ztrata beze zmén,
stejna za rok, jako byla na zacatku 1écby i za 1. mésic.

Byla nalezena pozitivni korelace mezi findlni hladinou sluchové ztraty a vékem
(p=0,003) a také inicialni a finalni ztratou sluchu (p<0,001). Rovnéz nemocni s vertigem méli
vétsi finalni sluchové ztraty (p=0,006). Dalsi faktory nevykazovaly pozitivni korelaci: BMI
(p=0,23), tinnitus (p=0,30) a pohlavi (p=0,878)).

TABULKA 20: POROVNANI SLUCHOVE ZTRATY PODLE FOWLERA (%) BEHEM SLEDOVANI

Skupina Den 0 (dB) 1 mésic (dB) P 1 rok (dB) P
Median IQR Median | IQR Median IQR
Standarni 54 18-87 13 4-50 | <0,001 11 4-29 (0,224
Reoferéza 81 54-98 54 19-74 | <0,001 53 25-78 10,963
Microwick 52 30-92 52 16-83 | 0,094 77 14-100 | 0,359

Legenda: popis viz text; IQR = interkvartilové rozpéti

6.2.4 ZMENY LABORATORNICH UKAZATELU U PACIENTU SE SISHL
Piehled zmén hematologickych a biochemickych ukazatel je uveden nize v textu

a ptehledné v tabulkéach.
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6.2.4.1 Zakladni biochemické a hematologické ukazatele u nemocnych se SISHL

U nemocnych lé¢enych reoferézou jsme na zacatku terapie a pfi jejim ukonceni
kontrolovali zakladni biochemické a hematologické parametry (viz metodika), opét jako
parové vzorky. U prvnich 8 nemocnych 1éCenych v prvnich letech nebyly jesté vySetfovany
vSechny parametry, proto jsme nakonec mohli hodnotit pouze 72 parovych vzorki, u?2
nemocnych nékteré parametry chybély. Koagulac¢ni parametry jsme zhodnotili u 67 parovych
vzorki.

Zhodnoceni vysledkl ukézalo jen vykyvy bez klinické vyznamnosti i ptes statistickou
vyznamnost. Prodlouzeni APTT a protrombinového cCasu je opét zplsobeno inicialnim
podianim heparinu. Namétfené hodnoty se ménily po procedurdich obdobné s

hodnotamiu souboru nemocnych s VPMD. Viz tabulka 21 a 22.
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TABULKA 21: ZAKLADNI BIOCHEMICKA VYSETRENI U NEMOCNYCH SE SISHL

Ukazatel N Pred procedurou Po procedure p
Median IQR Median IQR (Wilcox.test)
Glykémie (mmol/l) 72 6,00 5,3-7,2 5,70 5,1-6,7 0,341
Kreatinin (umol/l) 72 71,50 | 138,0-142,0 62,50 | 139,0-143,0 <0,0001
Bilirubin (umol/l) 70 8,00 6,0-10,0 6,00 5,0-9,3 <0,0001
ALT (ukat/l) 70 0,48 0,33-0,68 0,37 0,27-0,58 <0,0001
AST (ukat/l) 70 0,39 0,31-0,51 0,34 0,26-0,43 <0,0001
GMT (ukat/l) 70 0,46 0,30-0,78 0,29 0,21-0,47 <0,0001
Celkova bilkovina (g/1) 70 63,20 60,2-67,5 50,55 47,9-53,2 <0,0001
Ukazatel N Pred procedurou Po procedure p
Primér SD Primér SD (péarovy t-test)
Natrium (mmol/l) 70| 139,65 3,01 141,12 3,01 <0,0001
Kalium (mmol/l) 70 3,89 0,31 3,92 0,34 0,185
Chlorid (mmol/l) 70| 102,93 3,84 105,08 3,98 <0,0001
Calcium (mmol/l) 70 2,21 0,12 2,00 0,24 <0,0001
Fosfor (mmol/l) 70 1,01 0,19 0,89 0,20 <0,0001
Urea (mmol/l) 72 5,22 1,70 4,81 1,68 <0,0001
Kys.mocova (umol/l) 721 314,31 87,33 287,65 84,25 <0,0001
CK (ukat/l) 70 1,19 0,93 0,87 0,31 <0,0001
Albumin (g/1) 70 41,78 4,51 34,67 5,03 <0,0001

Legenda: N= pocet vySetfenych vzorkd; SD = smérodatnd odchylka priméru; IQR =

interkvartilové rozpéti; ALT = alaninaminotransferdza; AST = aminoaspartattransferaza; CK

= kreatinfosfokindza; GMT = gamaglutamyltransferaza;
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TABULKA 22: PARAMETRY KREVNIHO OBRAZU — SISHL

Ukazatel N Pred procedurou Po procedure p
Primér SD Primér SD (parovy
t-test)
Leukocyty (x10°/1) 72 8,15 3,13 9,35 3,20 <0,0001
Hemoglobin (g/1l) 72| 137,33 16,51 133,42 23,61 0,042
Hematokrit (%) 72| 40,03 4,50 39,52 5,11 0,001
MCV (fl) 72 87,75 2,65 88,02 2,69 0,007
Trombocyty (x10°/) | 72| 236,89 56,02 223,17 48,28 <0,0001
MPV (fl) 72 10,08 0,79 12,66 0,80 0,259
PCT (%) 72 23,17 5,18 22,22 4,67 <0,0001
PDW (f1) 72 11,90 1,89 11,70 1,83 0,004
Ukazatel N Pied procedurou Po procedure p
Median IQR Median IQR (Wilcox.
test)
PT (pomer) 67 0,96 0,93-1,94 1,26 1,13-1,34 | <0,0001
APTT 67 1,01 0,94-1,07 1,41 1,21-1,95 | <0,0001

Legenda: N= pocet vySetfenych vzorkd; SD = smérodatnd odchylka priméru; IQR =
interkvartilové rozpéti; MCV= stfedni objem erytrocytu; PCT = destickovy hematokrit; PDW
= §ife distribuce histogramu desti¢ek podle jejich objemu; MPV = stfedni objem trombocytu;

PT = protrombinovy ¢as; APTT = aktivovany parcidlni tromboplastinovy cas.

6.2.4.2 Zmény ukazateli reologické ucinnosti u nemocnych se SISHL

Odbér parovych vzorkl byl provadén spolecné S odbérem
biochemickychi hematologickych vySetfeni ve stejném schématu a case, pouze odbér
fibrinogenu probihal pfed kazdou procedurou a po kazdé procedufe z divodu kontroly
bezpecnosti procedury a také pro rozhodnuti o mnozstvi oSetiené plazmy s cilem
udrzet hodnoty fibrinogenu nad 1 g/l. Parové vzorky ke zhodnoceni reologické ucinnosti jsme
ziskali u 36 nemocnych (72 vzorkl). VySetteni IgM, a,-makroglobulinu a lipoproteinu (a)
pied a po reoferéze bylo provedeno pouze u ¢asti nemocnych (48 vzork).

Fibrinogen ma piimo tmérny vztah k viskozité plazmy, proto je jeho pokles pii 1€cbé
velmi zadouci. Po procedurach klesal vyznamné (z primérné hodnoty 3,24 na 1,41 g/l).

Po z&dné procedure nedoslo k poklesu pod stanovenou minimalni hodnotu — 0,7g/1.
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Po procedurach doSlo primérné ke sniZzeni celkového cholesterolu o 52,4 %, LDL-
cholesterolu o 60,8 %, a,-makroglobulinu o 49,7 %, fibrinogenu o 56,5 %, IgM o 62,5 %,
LDL-cholesterolu o 60,8 %, apolipoproteinu B o 60,9 %. Pokles uvedenych faktori ovlivnil
reologické poméry: viskozita plné krve klesla o 18,1 % a viskozita plazmy o 12,6 % (viz
tabulka 23).

TABULKA 23: REOLOGICKY VYZNAMNE UKAZATELE - VYSLEDKY U NEMOCNYCH SE SISHL

Ukazatel N Pied procedurou Po procedure Relat. Celk.
Median IQR Median IQR

Y% Y%

P

rozdil pokles (Wilcox

test)

Chol. (mmol/l)

72 4,50 4,07-5,33 2,14 1,88-2,59| -52,44 -64,27 | <0,0001

Lp(a) (&) *

32 0,14 0,09-0,25 0,07 0,06-0,19( -50,00 -68,97 | <0,0001

Lp(a) (mmol/l ) *

16 69,30 | 12,47-57,64| 28,10 | 7,55-52,35 -60,95 -67,68 | <0,0001

ApoB (g/1)

72 0,92 0,77-1,09 0,36 | 0,30-0,41| -60,87 -64,25 | <0,0001

Visk.K. (mPa.s)

72 6,80 5,63-7,70 5,57 | 4,86-6,69| -18,08 -21,20 | <0,0001

Ukazatel Pred procedurou Po proceduie Relat. Celk. p

N Priumér SD Primér SD roz(;loﬂ polf;::s (lt:)jz(;:/)y
LDL ch. (mmol/) | 72 2,68 0,94 1,05 0,46 -60,82 | -74,14 | <0,0001
a2-makrog. (g/) 48 | 144,44 42,68 72,72 24,42 -49,65 -50,77 | <0,0001
Imunogl. M (g/) 48 0,64 0,29 0,29 0,24 -62,50 -72,2 | <0,0001
Fibrinogen (g/1) 120 3,24 1,46 1,41 0,84 -56,48 -62,74 | <0,0001
Visk. P.(mPa.s) 72 2,15 0,30 1,88 0,25 -12,56 -18,14 | <0,0001

Legenda: N = pocet vysetienych vzorkli;, SD = smérodatnd odchylka priméru; IQR =
interkvartilové rozpéti; Relat. rozdil = rozdil v % mezi medianem/primérnou hodnotou pted a
po proceduie; Celk.pokles = pokles mezi medianem/primérnou hodnotou pied 1. procedurou
a po posledni proceduie (%); Chol. = celkovy cholesterol; Lp(a) = lipoprotein (a);ApoB =
apolipoprotein B; Visk.K = viskozita krve; LDL ch. = LDL cholesterol; a2-makrogl. = a2-
makroglobulin; Imunog.M = imunoglobulin M; Visk.P = viskozita plazmy; * == od 1.7.
2014 doslo v laboratofi ke zméné jednotek u lipoproteinu (a), jednotky g/l byly zménény na

mmol/l.
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6.2.4.3 Vysledky ,,specialnich vySetieni*

Béhem vyzkumu byla provadeéna, stejné jako u pacientii s VPMD, dalsi, vybrana
(,,specialni®) vySetieni. Principy vysetfeni byly rovnéz stejné jako u pacientii s VPMD (viz
kapitola 6.1.4.4).

Byl zjistén pokles faktorii vyznamnych v mikrocirkulaci: MCP-1 a solubilniho
CDA40L, coz muze stejné¢ jako hsCRP svédcit pro pokles aktivity zanétlivého procesu nebo
ateromatdzy (Borberg 2006; Ridker et al. 2009). Dale byl zjistén pokles selektinovych
adheznich molekul (sP-selektinu) v periferni krvi. Hladinu sE-selektinu jsme vySetrovali
na zacatku vyzkumu, ale u SISHL jsme opét nedosli k pozitivnim vysledkiim; protoze se
hladina neménila, v dal§im nebyla sledovana. IL-10 pfi vySetfovani prvnich nemocnych
ve vyzkumné sond€ vykazoval sice u nemocnych se SISHL po 1é¢bé pokles, ale v presnéji
sledovaném a vétSim souboru z let 2012-2015 nedosahl statisticky vyznamnou zménu.
Solubilni APO-Fas (marker apoptotické aktivity) po procedurdch vyznamné klesal obdobné
jako u souboru s VMPDa v souladu s literarnimi daty (Li et al. 2006; Okura et al. 2002).
Vyznamné klesal i endoglin, ukazatel zanétlivé a aterosklerotické aktivity, coz naSe skupina
prokazala jiz dfive v jiné indikaci — u familiarni hypercholesterolémie (Blaha et al. 2008a).

Konkrétni vysledky jsou piehledné uvedeny v tabulce 24.

TABULKA 24: VYSLEDKY SPECIALNICH VYSETRENI U NEMOCNYCH SE SISHL

Ukazatel N Pred procedurou Po procedure p
Priumér SD Priumér SD (pdrovy t-test)
sApoFas (pg/ml) 57 960,25 366,41 847,53 349,78 <0,0001
IL-10 (pg/ml) 57 46,76 32,63 46,08 30,93 0,2150
MCP-1 (pg/ml) 57 244,07 95,12 203,30 74,73 <0,0001
hsCRP (mg/l) 57 6,35 13,39 5,35 10,46 <0,0001
CD40L (pg/ml) 57 576421 | 1813,01 | 474533 | 1617,52 <0,0001
sP-selektin (ng/ml) 57 133,37 53,69 121,10 53,05 0,001
Endoglin (ng/ml) 57 4,17 1,57 3,46 1,49 <0,0001
Legenda: N = pocet vySetftenych vzorkii; SD = smérodatna odchylka praméru;
sApoFas = solubilni marker apoptotické aktivity; IL-10 = interleukin 10;

MCP-1 = monocytarni chemotakticky protein; hsCRP = high sensitivity C reactive protein;

sP-selektin = solubilni P-selektin

96




6.2.5 PREDIKCE USPESNOSTI PRI LECBE SISHL

Podobné¢ jako u nemocnych s VPMD jsme i u nemocnych se SISHL prokazali, Ze nase
modifikace 1€cby reoferézou ucinné snizuje hladinu reologicky vyznamnych Cinitell (viz vyse
tabulka 23). Z 39 nemocnych, ktefi uspésn¢ ukoncili vSechny procedury, jsme ziskali parové
vzorky vhodné k dalSi analyze od 33 nemocnych, z toho bylo klinicky uspéSnych 24
nemocnych se zlepSenim sluchu o 50 a vice %. Ostatnich 9 bylo netispéSnych. Mezi obéma
skupinami (nemocni 1é¢eni tispéSné a netspésné) nebyl statisticky vyznamny rozdil ve véku
(p = 0,318) a v pohlavi (p = 0,240). U obou skupin nemocnych se SISHL jsme hodnoceni

provadéli identickym zpiisobem jako u nemocnych s VPMD.

6.2.5.1 Predikce podle reologicky efektivnich faktora

Pomoci zékladnich statistickych metod jsme provedli srovnani hladin reologicky
uc¢innych faktorti u skupiny klinicky uspéSnych nemocnych oproti neuspéSnym. Analyzovany
byly opét parové vzorky odebrané nemocnym na zacatku a na konci série reoferéz, vzdypied a
po reoferéze.

Celkem bylo zhodnoceno 66 parovych vzorkl, lipoprotein (a) jsme hodnotili
pouzeu vySetifeni provedenych do 1.7.2014, kdy dosSloke zméné laboratornich mezi, mensi
pocet vzorku byl také u vySetieni imunoglobulinu M a viskozity krve a plazmy. Srovnali jsme
také mnozstvi promyté plazmy u obou skupin nemocnych. Vysledky jsou uvedené v tabulce
25.

V tabulce uvedené vysledky ukazuji, ze hladiny reologicky vyznamnych ciniteli ani
mnozstvi promyté plazmy se u skupiny uspéSnych nemocnych a neuspéSnych statisticky
vyznamné neli§i. Z vychozi hladiny reologicky vyznamnych Ccinitell nebo z mnoZstvi

oSetfené plazmy se tedy prognoéza urcit neda.
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TABULKA 25: POROVNAN{ HLADINY REOLOGICKY VYZNAMNYCH FAKTORU U NEMOCNYCH SE

SISHL USPESNE A NEUSPESNE LECENYCH

Ukazatel Netisp&ni Uspé&$ni p
N  |Primér SD N | Primér SD (2-vyb.
t-test)
Chol pied (mmol/l) 18 4,57 0,86 48 4,81 1,04 0,208
Chol po (mmol/l) 18 2,13 0,56 48 2,30 0,56 0,107
DL pied (mmol/l) 18 2,49 0,65 48 2,75 0,97 0,345
LDL po (mmol/l) 18 1,02 0,42 48 1,11 0,47 0,374
L ApoB pied (g/1) 18 0,91 0,23 48 1,15 0,25 0,889
lApoB po (g/1) 18 0,35 0,14 48 0,38 0,14 0,568
IgM pied (g/1) 10 0,74 0,44 36 0,80 0,52 0,225
IgM po (g/1) 10 0,27 0,20 36 0,35 0,29 0,225
[Fbg pied (g/1) 26 3,20 0,63 68 3,14 0,86 0,740
[Fbg po (g/1) 26 1,31 0,40 68 1,38 0,46 0,484
Visk. P pied(mPa.s) 18 2,15 0,25 44 2,09 0,26 0,412
Visk.P po(mPa.s) 18 1,80 0,24 44 1,86 0,23 0,50
Visk.K pied(mPa.s) 18 6,82 1,39 44 6,46 1,60 0,414
Visk.K po(mPa.s) 18 5,91 1,18 44 5,74 1,07 0,854
Promyta plazma 26 3309,8 832,2 68 | 2972,9 1064,5 0,675

(ml)
[Pomér promyto/ 26 1,12 0,23 68 1,03 0,23 0,746
TPV

Ukazatel NeuspéSni Uspé&§ni P

N |Median IQR N | Median IQR (M-W.
test)

Lp(a) pied (g/1) 7 0,13 0,10-0,17| 32 0,14 0,10-0,18| 0,655
Lp(a) po (g/1) 7 0,07 0,04-0,08| 32 0,06 0,03-0,08] 0,313

Legenda: N = pocet vySetfenych vzorkii, SD = smérodatnd odchylka priméru; IQR =

interkvartilové rozpéti; Chol = celkovy cholesterol; LDL = LDL-cholesterol; Lp(a) =

lipoprotein(a); ApoB = apolipoprotein B; IgM = imunoglobulin M; Fbg = fibrinogen; Visk.P

= viskozita plazmy; Visk.K = viskozita krve; TPV = objem plazmy nemocného; M-W. test =

Mannn-Whitneytv test.
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6.2.5.2 Hodnoceni metodou diskrimina¢ni analyzy — SISHL

Bylo provedeno dalsi hodnoceni, a to metodou diskriminac¢ni analyzy obdobné¢ jako
u nemocnych VPMD - viz vyse kapitola 6.1.5.2, kde je uveden i principmetody.

Ptedné¢ jsme vyhodnotili pouze reologicky ucinné faktory: Pii hodnoceni vytadil
systém hladiny IgM jako faktor nevyznamny pro predikci prognoézy. Z hodnoceni také byli
vyfazeni nemocni, kde chybél néktery tdaj zcelého komplexu vysetieni (vyzaduje
se pfitomnost vSech hodnot pldnovanych do hodnoceni) a hodnoceno bylo 6 neuspésné a 16
uspésné lécenych nemocnych. Systém urCil klasifikacni funkce, koeficienty piislusnych
linearnich klasifika¢nich funkci pouzitych ke klasifikaci, opét postupné vytadil nevhodné
ukazatele. Na konci byly hodnoceny pouze: o,-makroglobulin, celkovy cholesterol
a viskozita plazmy. Takto byli jednotlivé klasifikovani vSichni nemocni. V zavéru program
provedl konecné vyhodnoceni a urcil procentudlni spravnost predikce uspésné 1écby. V tomto
ptipadé byla piedpovéd spravnd u 89 % neuspéSnych nemocnych a u 76 % uspéSnych,
celkoveé v 80 %. Jestlize jsme pouzili k hodnoceni nemocnych se SISHL kvadraticky model,
byl v zavéru hodnocenpouze LDL-cholesterol, viskozita krve a plazmy a vysledky byly jesté

ptiznivejsi (hodnoceno celkem 30 nemocnych). Vysledky predikce uspeSnosti jsou uvedené v

tabulce 26.

TABULKA 26: PREDIKCE USPESNOSTI LECBY POMOCI DISKRIMINACNI ANALYZY — SISHL

Predikee odpovédi sprog)vné l()lzsgtiil:;iilzlf;e’dllr)lz‘:lée(ll)i sproa{(;'né

Neuspéch | Uspéch | predikce | Neuspéch | Uspéch | predikce
NeuspéSni nemocni 8 1 89 9 0 100
Uspé&sni nemocni 5 16 76 3 18 86
Celkem 13 17 80 12 18 90

Legenda: popis viz text.

6.3 EKONOMICKA PROBLEMATIKA LECBY REOFEREZOU

Reoferéza v 1écbé VPMD 1 SISHL, je relativné novou lé€ebnou metodou. Ekonomickeé
zhodnoceni reoferézy ndlezi ke komplexnimu pfistupu indikujiciho 1ékafe. Z téchto divodu
byla ekonomickéd rozvaha o vyuziti reoferézy v 1é€bé VPMD a SISHL jednim z cilii této
prace.

V naSem vyzkumu bylo provedeni vykonl a zajiSténi potiebného zdravotniho

materialli hrazeno v rdmci vySe uvedenych vyzkumnych zadméri nebo rozvojovych projektii
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FN (viz kapitola 5.1.1 a 5.1.2). Vykon reoferézy pii VPMD a SISHL neni v Ceské republice
hrazen z prostiedki vefejného zdravotniho pojisténi, i kdyz v soucasné dobé vyviji pracovni
skupina Ceské oftalmologické spolenosti snahu o 3ir$i uplatnéni 16¢by reoferézou u VPMD
a jeji hrazeni z prostfedkl vefejného zdravotnictvi.

Podle aktualniho Seznamu zdravotnich vykoni VSeobecné zdravotni pojistovny
zroku 2018 lze vykon reoferézy ohodnotit jako adsorpéni vykon, ktery se hradi jako
imunoadsorpce (¢islo vykonu 22371 a 22373) v bodové hodnoté¢ 3681 bodl, a spotiebni
material lze vykéazat jako ZULP. Ceny materialu se lidi podle vyrobcti a prodejct
v jednotlivych zemich i v nasi republice.

Podle vySe uvedeného Seznamu zdravotnich vykonl lze provést adsorpci fibrinu
a fibrinogenu u stavil, kde dochézi k zavazné poruse mikrocirkulace refrakterni na standardni
terapii (napf. nahla porucha sluchu, degenerace makuly s tézkou poruchou zraku).

K reoferéze pouzivame na nasem pracovisti jako primarni piistroj k oddéleni plazmy
separator Cobe Spectra nebo Optia (od r. 2017 vyhradné Optia) (Terumo BCT, Lakewood,
Colorado, USA). Automatické plnéni, zajisténi pritoku a proplachovani pouZzivaného
reoferetického filtru (Evaflux 4A, Kawasumi, Tokyo, Japonsko) zajistuje ptistroj CF 100
firmy Infomed, Zeneva, Svycarsko. Toto uspofadani vyzaduje soupravu spojovacich hadic
pro piistroj Optia a soupravu propojovacich hadic pro ptistroj CF100. Cena nami pouzivaného

materialu je shrnuta v tabulce 27.

TABULKA 27: NAKLADY NA SPOTREBNI ZDRAVOTNICKY MATERIAL K REOFEREZE

Druh spotiebniho zdravotnického materialu | CENA v K¢
Filtr Evaflux 16.180,-

Set propojovacich hadic pro pristroj Optia 5.142,-

Set propojovacich hadic pro p¥istroj CF 100 | 2.699,-
Celkem 24.021,-

Legenda: popis viz text.

7 DISKUZE

Reohemoterapie zaznamenala v poslednich desetiletich vyznamny pokrok a je
v soucasné dobé dulezitou lécebnou metodou i u poruch mikrocirkulace, kde dosud Uspésna

lé¢ba nebyla mozna.
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71 POZNAMKA K VYVOJI PROBLEMATIKY VE SVETE A U NAS

Klinicka implementace reoterapie nebyla ve svété ani na naSem pracovisti jednoducha.
Vyuziti reologie v I¢katfské praxi bylo relativné dlouho povazovano jen za lakavou,
ale vyrazné limitovanou terapeutickou moznost. Na rozdil od mediciny, se reologie v jinych
oborech prosadila mnohem dfive. Zakonitosti reologie byly nejprve, a jsou dosud, vyuzivany
pfifizeni pratoku tekutin napf. v naftafstvi, automobilovém primyslu, stavebnictvi
(zpracovavani betonu, bitumenu, asfaltu), pfi praci s plyny nebo tekutym dusikem, tekutym
kyslikem, ale i se sypkymi hmotami (napt. s talkem, piskem) atd. Pokrok I¢kaiské reologie
umoznil teprve rozvoj ptistrojii k extrakorporalni hemaferéze - krevnich separatord, k ¢emuz
doslo v Sedesatych letech minulého stoleti. Tento pokrok techniky umoznil G¢innou separaci
krevnich elementii od plazmy.

Se zpozdénim pouhych deseti let zacaly byt tyto techniky rozvijeny i na pracovisti
IL. interni kliniky v Hradci Kralové (Blaha et al. 1984). Za obdobi pocatecniho faktického
klinického vyuziti a oveéfovani hemaferetickych metod v reologické 1é¢be se vSak povazuje
doba kolem roku 1980, protoze teprve potom byly k dispozici potfebné moderni reologické
metodikya dokonalé separatory 1 vhodné filtry (Valbonesi et al. 2005). S rozvojem modernich
technologii, vedoucich k riznym sekundarnim separa¢nim technikam, jako je precipitace,
adsorpce a filtrace, doslo také k vyznamnému rozsifeni indikacniho spektra vyuziti reoterapie
k 1é€bé onemocnéni podminénych reologickou poruchou v mikrocirkulaci.

Vlna pocatecni entuziastické snahy o Siroké uplatnéni teoretickych poznatki védy
v medicinské reologické praxi byla postupné upiesiiovdna. Vysledky snah o uplatnéni
reoterapie u nékterych, zejména cévnich chorob, které se podle prvnich zprav jevily efektivni,
pozd¢ji nebyly potvrzeny(Blaha et al. 2008b; Valbonesi et al. 2005). S nartstajicim poctem
zkuSenosti se okruh vyuziti reologii ovliviiujicich technik upiesnil a zGzil. Tak tomu bylo
1 na nasem pracovisti — vyzkum se u nas z0zil do dvou oblasti: 1écba suché formy VPMD
a nahlé idiopatické ztraty sluchu.

Bylo docileno dalSich poznatki a upfesnéni. Widder publikoval zmény
hemoreologickych i1 biochemickych parametrii pii pouziti selektivni adsorpce. Podatilo se
statisticky vyznamné sniZit vysokomolekuldrni proteiny i lipoproteiny (o 47-50 % ), ale také
viskozitu plné krve a agregabilitu erytrocytll - méteno za 24 hod. po proceduie (p < 0,05),
pfi¢emz hodnoty leukocytl, erytrocytl, drasliku, sodiku zlstaly nezménéné (Widder et al.

1996).
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Nase pracovisté se rozvijelo s vyuzitim zkuSenosti Deutsche Hemapheresis Zentrum,
Kolin nad Rynem. Séf centra, prof. Borberg, publikoval v roce 2006 na zakladé zkusenosti
s diferenciacni separa¢ni technikou vyznamné zavéry: kombinace centrifugace se sekundérni
filtraci (Reohemapheresis) je nejucinngjsi a ekonomicky piijatelny ptistup. Limitaci vyménné
plazmaferézy pro reoterapii je nizkd specificita, relativné vysokd cena a pfinejmenSim
teoretické riziko prenosu infekce. Heparinova precipitace, pivodné vyvinuta pro nemocné
s familiarni hypercholesterolémii, vede ke snizeni hladin cholesterolu, ov§em reologicky efekt
neni vyznamny. Dvojitou filtraci povazoval za nejdrazsi alternativu. Za nejptijatelnéjsi postup
oznacil centrifugaci s pouzitim pfistroji napiiklad Cobe/Gambro Spectra nebo Dideco Excel
anaslednou filtraci s pouzitim sekundarnich filtrt Kuraray Evaflux 4A nebo 5A.
Zanevyhody dvojité filtrace povazoval sniZzenou separacni efektivitu, zejména pfi nizkém
pratoku krve, riziko hemolyzy a aktivace komplementu. Uzaviral, ze na zdklad¢ téchto
poznatkli vyplyva preference reohemaferézy ve srovnani s hemodiluci a infuzni terapii.
Je zalozena na odstranéni definovaného spektra vysokomolekularnich latek, okamzité
efektivité, relativné dlouhotrvajicim efektu zdokumentovaném laboratornim i reologickym
meéfenim 1 klinickymi vysledky (Borberg 2006; Borberg and Tauchert 2006). Poznatky téchto
autort, z kterych jsme u nas vychazeli, jsou shrnuty v tabulce 28.

Na zaklad¢ ptiznivych poznatki o reohemaferéze i vysledkt vyse uvedenych a dalSich
praci jsme se rozhodli také na nasem pracovisti zavést vlastni modifikaci Borbergovy metody
reohemaferézy, nazyvanou bud’ originadlnim ndzvem ,,reohemaferéza“ (se svolenim autortt),
nebo ,,reoferéza‘. Bylo k dispozici 1 potiebné technické vybaveni (separator Cobe Spectra byl
nanaSem pracovisti denn¢ pouzivan k rliznym aferézam) a brzy byly ziskany i prvni
zkuSenosti s technikou kombinace centrifugace a nésledné filtrace - filtry Evaflux jsme jiz
od roku 2003 pouzivali v 1é€bé familiarni hypercholesterolémie (Blaha 2003). Na pracovisti
byl provétovan vyznam reoferézy u diabetické nohy (Blaha et al. 2008b), ale v dalSich letech
se soustiedil na§ vyzkum na 1écbu VPMD a SISHL. Proto byla jako téma této disertacni prace
zvolena reoferéza u téchto dvou nemoci s védomim, ze 1ze vytvofit dostate¢né velky soubor

nemocnych, kde by bylo mozné provést klinicka 1 statistickd hodnoceni.
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TABULKA 28: PREDPOKLADY K LECBE REOFEREZOU PODLE BORBERGA A TAUCHERTA, 2006

Metoda Technika Hodnoceni

| Plazmaferéza Centrifugace Ptekonana
’ Filtrace Nespecificka
2. Selektivni adsorpce Selektivni vazba relevantnich Ptili§ draha
(napf. hydrofobni interakce) soucasti plazmy Omezena kapacita

Primarni a sekundarni
separace 2 riznymi
membranovymi filtry

3. Dvojita filtrace (Rheo-
apheresis aj. nazvy)

Technicky piekonana
Prili§ draha

Primérni separace automat. | Progresivni pln€ automaticka
centrifugaci + sekundarni technika
separace filtrem Cenové piijatelngjsi

4. Rheohemapheresis
(reoferéza)

Legenda: popis- viz text

7.2 HODNOCENI LECBY VPMD REOFEREZOU
Podkladem slepoty u VPMD, kterd je hlavni pfiinou praktické slepoty obyvatel

rozvinutych zemi star§ich 50 let, je v 80-90% disciformni jizva sitnice, ktera se vyviji u o¢i
s vlhkou formou VPMD (Diamant et al. 2004). Piredstupném praktické slepoty byva sucha
forma VPMD s vyskytem mékkych druz v makule. Bez 1écby dochazi ve stadiu mekkych
drizk rozvoji ischémie zevnich vrstev sitnice na zadnim p6lu oka s chronickym postupnym
zhorSovanim zraku vlivem apoptdzy (geneticky naprogramované smrti bunck). Nahly zvrat
VPMD do vlhké formy béhem 5 let je popisovan az ve 26 % (Donaldson and Pulido 2006).
Jedinou lécebnou metodou soucasnosti, u které prace nékterych autord (vetné praci
nasi skupiny) prokazuji, ze mize zabranit pfechodu suché formy VPMD do devastujici vlhké
formy a vést ke stabilizaci nebo dokonce ke zlepSeni zrakovych funkci nemocnych
se vzestupem zrakové ostrosti, predstavuje reoferéza(Rencova et al. 2013; Schwartz et al.
2016). Série lécebnych pulz vede k redukci Dbariéry difuze =z Bruchovy
membranya normalizuje metabolickou vyménu mezi pigmentovym epitelem sitnice a
choriokapilaris. Zlepsi vyzivu bunék RPE a neuroepitelu. SniZzeni ischémie snizuje produkci
VEGF (vascular endothelial growth factor) buitkami RPE. Uprava pomérii na molekularni
urovni a aktivace funk¢nich rezerv sitnice miize zabranit rozvoji procesu vedouciho ke ztraté

zraku. Ptfedpokladédsei zlepSeni pratoku krve cévnatkou, ktery je u suché formy VPMD
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vyrazné alterovan (Nowak et al. 2005). O perfuzi cévnatky a sitnice nas informuji hodnoty
pulzniho okuldrniho krevniho proudu. Je prokazana niz$i viskozita plazmy 1 celé krve a
snizena agregace erytrocytt(Klingel et al. 2003a).

Lécbu VPMD reoferézou jsme zahajili r. 2006 jako prvni v Ceské republice a mezi
pfednimi pracovi§ti svéta s podporou grantu IGA MZCR NR/9118-3. Reoferézu jsme
pro ucely 1écby pacienti s VPMD modifikovali, standardizovali a jeji klicové casti byly
patentovany (Ufad pro ochranu primyslového vlastnictvi, patent &. 301836). Cilem bylo
zdokonaleni diagnostického 1 léCebného postupu zaroven se zvySenim Iécebné
efektivitya bezpecnosti a vytvoreni jiz dostatecného souboru nemocnych a kontrol, aby bylo
mozné hodnoceni obvyklymi védeckymi metodami. Jednalo se zejména o stanoveni zmén
funkce jednotlivych typti nervovych bunck a oblasti sitnice a o upfesnéni vyznamu nékterych
imunologicky nebo reologicky vyznamnych faktord, coz jsme dosud v literatufe nenasli.
Objasnéni téchto tdajti ma nejen teoreticky, ale 1 vyrazné prakticky klinicky vyznam, protoze
by mohlo umoznit cilené ftizeni 1éCby tak, aby bylo docileno maximdalniho efektu
s minimalnim zatiZenim nemocnych i s minimalnimi néklady.

Bylo publikovano né¢kolik fizenych studii, které prokazuji ii€innost reoferézy u suché
formy VPMD, jak se konstatuje v poslednich doporucenich Americké spolecnosti
pro hemaferézu (ASFA) (Schwartz et al. 2016). Cesta k zafazeni reoferézy do pravidelné
1écby suché formy VPMD vsak byla komplikovana. Po prvnich uspésich, které publikovali
némecti autofi, studie UTAH a dalsi (ptehled viz v tabulce 3 vyse) byla podniknuta dosud
nejrozsahlesi mezinarodni randomizovand dvojité zaslepena studie MIRA-1. Do studie bylo
zafazeno 216 nemocnych. Po pivodnim skvélém zacatku vSak bylo zjisténo a publikovano
v predbézné (interim) publikaci, ze vysledky nejsou lepsi pfi 1écbé reoferézou. Studie byla
zastavena, ale byly zjiStény jeji organizaéni nedostatky. Americkda FDA pozadovala
k definitivnim zavérim upiesnéni a vysledky od dalSich cca 150 nemocnych, coz vsSak
sponzor (firma OccuLogix) nemohl ekonomicky zabezpecit. Tim studie skoncila. Néasledné
byl ovS§em proveden peclivy rozbor dosazenych vysledki a bylo zjisténo, ze u 37 % lécenych
nemocnych a 27 % kontrol, zafazenych do studie, neodpovidala indika¢ni kriteria
schvalenému planu. To vedlo ke zkresleni kone¢ného vysledku. Kdyz byli chybné zarazeni
nemocni a kontroly vyfazeni a bylo provedeno nové hodnoceni, bylo zjisténo, Ze reoferéza
je ucinnou l1écbou. Pozadavky FDA na schvdleni studie vSak tim splnény nebyly (Donaldson

and Pulido 2006; Graham et al. 2017; Pulido et al. 2006).
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Nase studie ucinnost reoferézy pii lécbé VPMD prokazuji (Blaha et al. 2013; Rencova
et al. 2013). Do roku 2013 byly publikovany kazuistiky nebo série nemocnych, dvé
kontrolované studie a pét randomizovanych kontrolovanych praci(Schwartz et al. 2013), které
sved¢i o uspéchu reoferézy u suché formy VPMD. Reoferézou samoziejmé nelze VPMD
vylécit, ale uvedené prace svédci o moznosti zadrzet jeji progresi, nebo dokonce zlepsit stav
nemocnych na dlouhou ¢asovou periodu.V naSem vyzkumu jsme prokézali pozitivni zmény
anatomickych (pfitomnost mékkych draz, DPED), funkénich (pfiznivé ovlivnéni zrakové
ostrosti, pozitivni zmény na mfERG) 1 humordlnich ukazateld. Aktivita sitnice je
stabilizovdna, nebo se mtze dokonce mirné zlepSit v piipadé Casnych pozitivnich
strukturalnich zmén - ptilozeni DPED a junkcevnitinich a zevnich segmentt (vrstvy elipsoidii
vnittnich segmentl fotoreceptortl) bez rozvoje defektii zasahujicich do foveolarni oblasti), a
to 1 po 1écbeé pokrocilé suché formy VPMD reoferézou(Rencova et al. 2015). Naproti tomu u
nemocnych s dlouhotrvajicimi anatomickymi zménami DPED, odchlipenim vrstvy elipsoida
vnitinich segmentl fotoreceptorti nebo progresi do geografické atrofieci vlhké formy
onemocnénise aktivita sitnice snizuje.

Pokud jde o nas soubor nemocnych s VPMD, lze shrnout, ze 1écba reoferézou byla
uspésna, u 78,2 % nemocnych doslo ke stabilizaci nebo zlepseni VPMD.

Vstupni primérnd/medidnova NKZO ve sledované skupiné nemocnych (ktefi
podstoupili 1é¢bu reoferézou) v pribéhu sledovani jen nevyznamné kolisala. I za 5 let
sledovani se od vychozi neliSila vyznamné (p = 0,73). U kontrol se béhem sledovaci doby
zrakova ostrost snizovala, po 4 letech 1 statisticky vyznamné (p < 0,01). Rozdily NKZO mezi
skupinami lécenych a kontrolni byly od 4 let sledovani statisticky vyznamné ve prospéch
nemocnych l1é¢enych reoferézou (p < 0,01).

U souboru nami lé¢enych nemocnych bylo také dosazeno zlepSeni morfologickych
zmén na sitnici vestatisticky vyznamné vysSim poctu nezli u kontrol. Jak ukazuje tabulka 9
vyse, bylo to v 62,3 % ptipadl, kdezto u kontrol jen v 7,4 %.

Béhem procedur nedoslo ke klinicky vyznamnym zménam zékladnich biochemickych
a hematologickych parametrti. Po opakovanych odbérech obvykle nedochéazi k rozvoji anémie
ani zdvazné trombocytopenie. Toto zjisténi ma klinickou diilezitost, nebot’ nékteré separatory
star§iho typu mohly pocty elementii rozkolisat, dochdzelo az k tfetinovému poklesu
trombocytl. V minulosti byly popsédny vyznamné reakce, které jsme i sami pozorovali (Blaha
et al. 1980). Pii pouziti ndmi zvolené¢ antikoagulace nedoSlo ani v jednom piipadée

ke krvacivym komplikacim ani k technickym obtizim z diivodu nedostatecné antikoagulace.
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Vysledky vySetieni reologicky vyznamnych faktort dokladaji, ze procedury jsou
reologicky velmi ucinné, dochazi k vice nez 50% poklesu reologicky efektivnich parametra,
coz je zakladnim ptredpokladem zvyseni prutoku v mikrocirkulaci.

Ze zmén uvedenych tzv. specialnich faktort, které jsou uvadény v literature nékdy
jako vyznamné u nemocnych s reologickymi poruchami nebo zanétlivymi ¢i ateromatdznimi
procesy, lze v nasem piipadé¢ vyvodit zatim pilotni zavéry. Nékteré ukazatele sveédci
pro pokles aktivity endotelu nebo zanétlivych zmén. Kromé malych pocti vysetfenych vzorkt
hraje jisté roli i1 to, ze n¢které zmény nastavaji pravdépodobné pozdéji, ne hned po ukonceni
procedury. Provadét u nemocnych odbéry opakované nebylo technicky mozné ani etické.

V ramci grantu GAUK 373 611 (Aktivita vybranych trombocytarnich a koagula¢nich
markert po LDL-aferéze a rheoferéze), jehoz byla autorka disertacni prace hlavnim fesitelem,
jsme zkoumali u souboru nemocnych léCenych riznymi aferetickymi metodami (véetné
16 nemocnych s VPMD a 16 nemocnymi se SISHL) vyznam aktivity trombocytli, vybranych
koagulacnich faktorti, ukazateli fibrinolyzy i aktivity endotelu pii extrakorpordlni eliminaci.
Pti vySetfeni primarni hemostazy byl zjistén pokles agregacni aktivity po ADP, neménila se
frakce nezralych trombocyti a destickovy faktor 4, po procedurach vzdy klesal tkanovy
faktor, trombomodulin a komplexy trombin/antitrombin, ale jednoznacné urcit parametry

podstatné pro urceni aktivity nebylo mozné (Kostal et al. 2014).

7.2.1 MOZNOSTI PREDIKCE USPESNE LECBY VPMD

Nase pokusy o predikci uspésnosti terapie VPMD pomoci jednotlivych faktort
vyznamnych pro reologické poméry (celkovy cholesterol, LDL-cholesterol, apolipoprotein B,
IgM, a;-makroglobulin, fibrinogen, dale viskozita krve a plazmy) nebyly Uspésné. Ani
faktory jako celkové mnozstvi promyté plazmy v ml, ani procento promyté plazmy
z celkového mnozstvi cirkulujici plazmy vnasem souboru nemohou byt Ccinitelem
predurcujicim dalsi prognozu.

Pomoci jednotlivych ukazatelii nebylo mozno predikovat vysledek ani pfi pouziti
nekterych dalSich faktori, které jsou povazovany z hlediska reologie za druhotadé
(,,sekundarni®), ale snadno dosazitelné — vyzkousSeli jsme netispé$né vyuzit hladinu albuminu,
celkovou bilkovinu, hladinu hemoglobinu, pocet leukocytl, trombocytt, kreatinin, glykémii.

Vyuziti dalSich moznosti vSak je nadéjné. Diskriminacni analyza ukézala, ze jeji
vysledky davaji nadéji na ptfedpoveéd progndézy nemocného, zejména kdyz se vyuzije
k hodnoceni nejen paleta tzv. reologicky efektivnich faktort, ale komplexné i skupina vyse

jmenovanych sekundéarnich faktorti. Nékteré z vyzkousSenych variant diskriminacni analyzy
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ctvrtiny piipadii nebo se blizi 100 %. Pro VPMD bude tfeba urcit, ktera varianta
diskrimina¢ni analyzy, nabizena softwarem Systat, bude nejvice odpovidat skutecnosti.
Ukézali jsme, Ze vysledky jednotlivych variant se 1isi. To bude pfedmétem naseho dalsiho
vyzkumu.

Hlavnim nedostatkem naSeho patrdni je ovSem dosud mald skupina nemocnych.
Nevyhodou je také, Ze v hodnoceném komplexu stovek vysledkii program beze zbytku
vyluuje kazdy nedostatek a vyfadi nemocného z celého hodnoceni, at jde o odchylku
vzniklou klinikou nemocného (nedokonceni vykonu), technicky, tak samozifejmé chybu
v ¢innosti persondlu. Tim se dale sniZzuje pocet hodnocenych. V naSem vyzkumu proto

pokracujeme s cilem zvétsit sestavu nemocnych.

7.2.2 KRITICKE PRIPOMINKY K LECBE VPMD REOFEREZOU

K 1é€bé VPMD reoferézou byly vzneseny piipominky a existuji i kritické hlasy.
Ptedevsim existuje ndmitka, ze dosud nebylo podano explicitni vysvétleni patofyziologického
mechanizmu, jak pfesné ovlivni odnéti vysokomolekuldrnich bilkovin mikrocirkulaci
v retinalnim pigmentovém epitelu. Lze jen predpokladat, ze po snizeni viskozity dochazi
ke zvySeni pritoku v mikrocirkulaci poSkozené retiny a k hojeni 1ézi — ale jde o predpoklad
nebo nepiimy diikaz, pfimd méteni pritoku v sitnici po reoferéze chybi. Déle jde o urcitou
nejistotu obklopujici klinicky vyznam zlepSeni zraku, kterého bylo dosazeno. A kone¢né
se namita, ze existuji ptripady, kdy spontdnné dochazi ke stabilizaci choroby po dlouhou dobu
a ze existuji nemocni, kde dochédzi spontanné k regresi driuz a jejich vymizeni bez jakékoliv
lécby (Finger et al. 2009).

Podle Grahama bylo do roku 2017 publikovano o aferézach u makularni degenerace
53 praci. Tito autofi detailné shrnuji a popisuji ne¢kolik dobfe fizenych studii s pozitivnimi
vysledky - zlepSeni suché formy VPMD po reoferéze (Graham et al. 2017). Jedna studie byla
negativni — Slo o 10 pacientl 1éenych reoferézou, dalSich 10 v zaslepené studii a 10
neléenych (Swartz and Rabetoy 1999). Byly ale publikovany i1 pozitivni randomizované
studie (vCetné nasi) shrnuté v poslednim vydani smérnic pro 1é€bu ASFA (Schwartz et al.
2016). Presto se Graham et al. domnivaji, ze situace neni zrala k tvrzeni, ze reoferézu lze
u VPMD jednozna¢né doporucit a definitivné rozhodnout by meéla velka fizena studie

(Graham et al. 2017).
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7.2.2.1 Antioxida¢ni rovnovaha

Setkali jsme se jesté s jednou namitkou, jejimz feSenim jsme se podrobné&ji zabyvali.
Pii reoferéze je odstranéno kolem 60 % intravaskularnich lipoproteinti. Zmény hladin
lipoproteini by mohly neptizniveé ovlivnit stav lipoperoxidace (malonyldialdehyd, superoxid
dismutaza, glutathion peroxidaza) a zpiisobit zmény antioxidanti (vitamin E) v séru
a v membranach bunc¢k. Markery lipoperoxidace jsou vyznamné z pohledu zachovani
antioxidacni kapacity séra a lipoproteinovych frakci — z tohoto hlediska vypovidaji o Setrnosti
vykonu. M¢li jsme moznost vySetfit hladiny 1 v jednotlivych vrstvach lipoproteina
po ultracentrifugaci (VLDL, LDL, HDL) a hladinu antioxidanti (vitamin A, E — také zde
véetné zastoupeni v jednotlivych vrstvach lipoproteintl). Vyznam vySetieni frakei lipoproteint
spociva v daleko piesn€jsim pohledu do skute¢nych patofyziologickych poméri u VPMD,
nez jen stanoveni celkovych hodnot v krvi. Jako model poméra ve tkdnich byl vybran
erytrocyt, a to jeho membrana, kde je metabolismus relativné ¢ily. Z vySetieni 23 nemocnych
v letech 2008-2011 jsme uzavfeli, Ze se u nemocnych s VPMD hladiny superoxid dismutazy
a glutathion peroxiddzy a hladina vitaminu E v erytrocytdrni membrané a
pravdépodobnéi v jinych bunénych membranidch po reohemaferéze statisticky vyznamné
neméni. Tkanové koncentrace vitaminu E proto ziistavaji zachovany i pres dramatické snizeni
jeho tukového nosice v krvi(Solichova et al. 2015). Ve frakcich VLDL, LDL a HDL hladina
vitaminu E klesa (coz je ofekavany pokles pti poklesu koncentrace jejich nosicit), stejné tak
byl zjistén pokles hodnot vitaminu E a A v séru. Mnohem zasadnéjs$i vyznam ma vSak pomér
vitaminu E a cholesterolu v séru a v jednotlivych lipoproteinovych frakcich, kde relativni
obsah vitaminu E rovnéz neklesal, naopak doslo ke statisticky vyznamnému vzestupu v séru.

Intervence, které vedou k potladeni oxidace LDL cholesterolu, jsou povazovany
za antiaterogenni.  Nase  vysledky prokazaly, zelétba pomoci reohemaferézy
vedek efektivnimu snizeni LDL-cholesterolémie, pfitom se neménil (neklesal) pomérny obsah
vitaminu E v lipoproteinech. Piedpoklddame, Ze popsand zména vypovida o relativnim
zvySeni obsahu vitaminu E v lipoproteinovych frakcich VLDL, LDL i HDL v situaci, kdy
dochazi k dramatickému snizeni koncentrace jejich tukového nosice. Humanni LDL cCastice
obsahuji fadu antioxidantt, které reguluji oxidaci lipidii véetné alfa-tokoferolu (biologicky
nejvice aktivni forma vitaminu E). Reoferéza miize mitdle naSich vysledkl, vedle
vyznamného snizeni aterogenniho obsahu LDL ¢éstic, aditivni pfiznivy antiaterogenni efekt
v disledku relativniho zvySeni obsahu vitaminu E v lipoproteinovych frakcich. Sledovani

uvedeného souboru nemocnych s VPMD vylou¢ilo moznost poSkozeni poméra
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pii lipoperoxidaci, naopak potvrdilo pii sledovani uvedenych markerti lipoperoxidace
vyznamny a pozitivni efekt procedur. Pokud jde o reoferézu, nenasli jsme v dosavadni
literatufe podobné prace a tato zjiSténi. DalSi detaily jsou v nasi publikaci (Aufartova et al.

2015).

7.2.2.2 Endotelialni mikropartikule

Nékteré¢ publikované prace namitaly, ze k prukazu efektivity je tfeba feSit vyznam
endotelidlnich mikropartikuli (EMP), protoze VPMD je nemoc, kde pravdépodobné dochézi
k aktivaci a posléze k poSkozeni endotelu (Diamant et al. 2004; Strijbos 2011). EMP jsou
malé membranové fragmenty (vezikuly) o velikosti mensi jak 1 pum, které se odstépuji
z endotelidlnich bun¢k (i z krevnich bunék) a na svém povrchu nesou charakteristické
antigenni markery rodiovské buiiky. Provadéli jsme vySettovani EMP u nemocnych 1é¢enych
reoferézou ve vyzkumném projektu IGA MZ CR NS/9738-4. Vysledky méfeni u VPMD
ukazaly, ze po¢et EMP je jen nevyznamné vyss$i oproti kontroldm. Vzhledem k nevyznamnym
rozdilim jsme v dal§im hladinu EMP nevysetiovali. Ve stejném vyzkumném ukolu jsme
vySetfovali také cirkulujici endotelidlni buniky (CEC). Pro vyzkum patogenetickych zmén
maji CEC pravdépodobné znacny vyznam, nebot odrazeji miru poskozeni endotelidlni
vystelky a ukazoval se 1 jejich pfimy vztah k angiogenezi, coz pii VPMD hraje vyznamnou
roli.

Endotel je pomérné¢ nepiistupny k piimému sledovani, a proto se vyzkumnici
soustied’uji na rizné markery endotelidlni funkce. Jednim z pfistupit hodnoceni endotelialni
funkce je méfeni CEC a EPC (endotelidlnich progenitorovych bunék) v periferni krvi. CEC se
do krve uvoliuji ze stén krevnich cév pfi patologickych déjich. EPC jsou bunky obzvlast
schopné maturace v bunky se vztahem klumenu krevnich cév a hraji dilezitou roli
v udrzovani endotelidlni integrity (Barak et al. 2009). ZvySeny pocet EPC byl prokazan
u VPMD (Machalinska et al. 2011). Neovaskularizace, vyznamny faktor ve vyvoji VPMD,
probihd za tucasti jednak endotelidlnich bun€k cévniho ftecisté, ale také endotelidlnich
progenitori z kostni dfené, které na zdkladé pro-angiogennich pulsobkl pfispivaji
k vaskularizaci. Endotelidlni bunky se uvoliiuji do krevniho ob¢hu, vznikaji cirkulujici
endotelidlni buiiky a je tak mozno je detekovat v periferni krvi. CEC v periferni krvi je
mozné detekovat imunocytochemicky na zdklad¢ exprese specifickych proteini na jejich
povrchu pomoci pratokové cytometrie, viz tabulka 28.

Problematika je u VPMD nedofeSena, proto jsme chtéli pfispét k objasnéni vlastnim

vyzkumem. Polsti vyzkumnici v posledni dob¢ zkoumali riizné populace endotelidlnich bun¢k
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unemocnych s VPMD a zjistili zvySeny pocet jak CEC, tak EPC (Machalinska et al. 2011).
Naopak v praci Baraka, ktery zkoumal pocet a funkci EPC unemocnych s nové
diagnostikovanou VPMD, je uveden signifikantné sniZzeny pocet EPC téchto nemocnych ve
srovnani s kontrolami (Barak et al. 2009). Evidentn¢ stdle ptetrvavaji rozpory, jaké
mechanizmy ohledné CEC a EPC v organismu za dané situace ptrevazuji, a vysledek
pozorovani je ziejme siln€ ovlivnén i ¢asovymi intervaly, kdy se métfeni provadi. My jsme
zvolili parové vzorky pred a ihned po ukonceni 1écebné procedury.

Sami jsme provedli 58 meéfeni, a to u 20 nemocnych léCenych vramci vyse
uvedeného grantu IGA MZ CR 9738-4. Slo opét o vySetfeni na za¢atku 1é¢by, uprostied
1écebné sériea na konci, a to vzdy u parovych vzorkl. Viz tabulka 29 a obrazek 5.

Pti vySetfeni po reoferéze jsme u vSech typu endotelidlnich bunék nasli niz8i pocet
téchto bunék nez pred reoferézou, ne vsak statisticky vyznamné. Nejmarkantnéjsi ubytek byl
v ptipad¢ progenitorovych endotelidlnich bunék (EPC) - p=0,0595. Je mozné, ze tento ubytek
ptispiva ke klinickému zlepSeni, nebot’ se snizi pocet bunck, které hraji vyznamnou
rolipfi neovaskularizaénim procesu. ZjiStené Udaje je nutno ovéfit dalSim vyzkumem

na vétSim poc¢tu nemocnych.

TABULKA 29: POCET JEDNOTLIVYCH TYPU ENDOTELIALNICH BUNEK V PERIFERII U NEMOCNYCH

S VPMD PRED A PO VYKONU

Parametry Pi'ed procedurou | Po procedure p
Prumér SD Prumér SD (parovy

t-test)

Cirkulujici endotelialni buriky 402 347 299 204 0,143

CD45-/VEGFR+/34+/133- (CEC/ml)

Progenitorové endotelidalni buiiky ) 864 584 693 553 0,059

CD45-/VEGFR+/34+/133+ (EPC/ml)

Aktivované endotelialni buriky 588 697 433 408 0,425

CD45-/31+/146+/105+ (akt. EC/ml)

Klidové endotelialni buriky 336 550 223 274 0,393

CD45-/31+/146+/105- (rest EC/ml

Legenda: popis viz text.
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OBRAZEK 5: POCET EPC PRED A PO REOFEREZE U VPMD

POCET EPCs PRED a PO AFEREZE u AMD

P —-0.0595
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Legenda: AMD = vékem podminéna makuldrni degenerace sitnice; EPC = endotelialni

progenitorové bunky.

7.2.3 SOUHRN K LECBE VPMD REOFEREZOU

Na zéklad¢ naSich vysledkl lze uzavftit, Ze reoferéza je moznosti, jak ovlivnit osud
nemocnych se suchou formou VPMD, ktefi jsou v nebezpe¢i progrese. Je to ucinna
a bezpecna léCebna metoda. Tato lécebnd modalita je jiz zakotvena i v celosvétove
uznavanych doporucenich ASFA jako metoda prvni volby (Schwartz et al. 2016), k ¢emuz
zieymé piispély 1 naSe vysledky — nase dvé prace byly pfimo citovany v téchto doporucenich

jako posledni randomizované studie (Blaha et al. 2013; Rencova et al. 2013).

7.3 HODNOCENI LECBY SISHL REOFEREZOU

Lécba SISHL neni dosud dofeSena. Standardni 1éCba kortikoidy nema uspokojivé
vysledky u vSech nemocnych. U neuspéSnych nemocnych jsme se proto snazili vyuzit
reoterapii. Stachler doporuCuje zvazit plazmafiltraci pfi zvySeném fibrinogenua LDL-
cholesterolu (Stachler et al. 2012). Filtrace plazmy (double plasma filtration) jako alternativa
konven¢ni empirické terapie je doporucovana nékolika vyzkumnymi skupinami, jak bylo
uvedeno vyse (Bianchin et al. 2010; Klingel et al. 2010; Mosges et al. 2009; Ullrich et al.
2004). Podle némecké prospektivni, randomizované studie nebyly nalezeny signifikantni
rozdily mezi nemocnymi lécenymi reoferézou a kontrolni skupinou, alereoferéza vedla

k rychlejsi aprave sluchu, také pti hodnoceni kvality Zivota byla signifikantné 1épe hodnocena
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reoferéza(Klingel et al. 2009; Mosges et al. 2009).Tito autofi, ale i vysledky dalsi studie
(Uygun-Kiehne et al. 2010)oznacili reoferézu za moznou zachrannou Ilé¢bou 2. linie
pfi selhani 1é€by kortikoidy (Klingel et al. 2009; Mosges et al. 2009). Metodika provadéni
aferézy vSak neni jednotnda soubory léCenych nemocnych dosud nejsou dostatecné velké
k definitivnim zavérim.

U nemocnych, ktefi nereagovali uspokojivé na standardni 1écbu steroidy, jsme pouzili
reoferézu, a bylo dosazeno ptfiznivého efektu. U 26 nemocnych (66,7 %) doslo ke zlepSeni
sluchu o 50 a vice %: Ve skupiné nemocnych lé€enych reoferézou byli nemocni s horSimi
vstupnimi parametry tonové audiometrie nezli byli nemocni ve skupiné S (I1éCeni steroidem) -
81 dB sluchové ztraty (p < 0,001). Je znamo, ze tize sluchové ztraty je negativnim
prognostickym faktorem. U nemocnych léCenych reoferézou byla pfitom zahdjena 1écba
reoferézou v priméru pozdéji nez u nemocnych ve skupiné S (p < 0,001), protoze reoferéza
byla aplikovana jako zachranna az po nesplnéni ocekavani od standardni terapie. To doklada,
ze reoferézama piiznivy terapeuticky ucineki po netispé$né konvencni terapii a pozd¢jSim
zahgjeni 1écby. Tyto vysledky byly zjevné na nasem pracovisti jiz z pilotni studie (DrSata et
al. 2014) a jsou v souhlase s piiznivymi vysledky lécby SISHL pomoci obdobnych
hemaferetickych metod, které byly publikované ze zahrani¢nich pracovist’ (Bianchin et al.
2010; Canis et al. 2012).

Béhem procedur,obdobné jako u nemocnych s VPMD, nedoSlo ke klinicky
vyznamnym zméndm zékladnich biochemickych a hematologickych parametrii, nami zvolena
antikoagulace také nevedla ke komplikacim. Vysledky vySetfeni reologicky vyznamnych
faktorti dokladaji ve shodé s vysledky u nemocnych s VPMD, Ze procedury jsou reologicky
velmi ucinné.

Pti patrani po lehce zjistitelnych faktorech, které by mohly ovliviiovat prognézu nebo
predikovat uspéch 1écby SISHL reoferézou, jsme hodnotili také velikost trombocyt. Bylo
publikovano né¢kolik praci zabyvajicich se velikosti trombocytd a vyznamu tohoto velmi
jednoduse zjistitelného ukazatele u poruch v mikrocirkulaci. Pokud jde o reoferézu, sami jsme
prokdzali snizeni velikosti destiCek po sniZzeni cholesterolu LDL-aferézou u familidrni
hypercholesterolémie(Blaha et al. 2015b). Objevily se 1 prace, které prokazuji vyznam
velikosti desticek u SISHL (Sagit et al. 2013; Ulu et al. 2013). Jednoduchym podkladem
vyznamu velikosti desti¢ek je fakt, Ze v¢EtSi trombocyty jsou obvykle vice metabolicky
aktivni, obsahuji vice protrombotického materialu (tromboxinu A2 a B2, glykoproteinu IIb —

IMla, jevi veétsi agregabilitu, maji vice alfa-granuli s destickovym faktorem 4, P-selektinem
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atd.) Snizeni velikosti trombocytll se snizenim aktivity jejich obsahu by mohlo ptizniveé
ovlivnit pribéh SISHL, pokud plati vaskularni teorie vzniku SISHL. Velmi dulezitym je
i fakt, Ze jde o rutinné dosazitelnou metodu (vétSina analyzatorii spocte velikost trombocytu
/MPV/ zaroven s krevnim obrazem) a ekonomicky nenaro¢nou. V roce 2015 jsme proto
vyhodnotili nasi sestavu nemocnych léCenych reoferézou pro SISHL. Vyznamné zmény
velikosti desticek u SISHL pted nebo po reoferéze jsme vSak nenalezli (Blaha et al. 2015b).
Zajimava je 1 mozna etiopatogeneticka souvislost SISHL s hypercholesterolémii. Proto
jsme u nasich nemocnych sledovali hladiny lipoproteini a body mass index (BMI). Nazory
na souvislost SISHL s tradicnimi kardiovaskuldrnimi riziky - hypercholesterolémii,
hypertenzi, diabetem, koufenim, trombofilii jsou nejasné a autofi se lisi v nazorech. (Capaccio
et al. 2005; Ciorba et al. 2015), ale metaanalyza zabyvajici se vlivem sérovych lipidi na
SISHL nepotvrdila vzajemnou souvislost, jak jsme jiz uvedli vySe v kapitole o charakteristice
SISHL (3.5.1.) (Chang et al. 2015). Ani v nasem souboru nebylo potvrzeno, Ze by nemocni se
SISHL méli vyssi hladinu cholesterolu, anebo ze by BMI byla hodnota vyuZitelna
k predpoveédi GspéSnosti nebo neuspésnosti 1écby SISHL reoferézou. Pfi hodnoceni

laboratornich parametrii jsme dospéli ke stejnym zavérim jako u nemocnych s VPMD.

7.3.1 MOZNOSTI PREDIKCE USPESNE LECBY SISHL

O moznosti predpovédét ucinnost nebo neucinnost 1é€by SISHL reoferézou plati
v zésad¢ totéz, co bylo uvedeno vySe v kapitole 7.2.1. pfi hodnoceni této moznosti
u nemocnych s VPMD. Vyuziti jednotlivych ukazateldi, povazovanych za reologicky ucinné,
neptineslo  pozitivni  vysledky. Daleko nadénéjs§i byly moznosti diskriminacni
analyzy,ale i tyto vysledky jsou jen predbézné. Je tieba rozsifit sestavu a vyhodnotit rizné

varianty moznych hodnoceni, aby bylo mozno vyslovit definitivni zavéry.

7.3.2 KRITICKE PRIPOMINKY K LECBE SISHL REOFEREZOU

Nase vysledky maji sva omezeni. Pivodné byla zamyslena studie s Iécbou SISHL
pomoci reoferézy jako klasickd prospektivni randomizovand studie. Z puvodnich
110 nemocnych, ktefi vstoupili do studie, se nezlepsilo po standardni ivodni kortikoidni 1é¢bé
52 ati vyzadovali dalsi lécbu. Optimalni design randomizace by byl do tii vétvi (MicroWick,
reoferéza a kontrolni skupina) vpoméru 1:1:1. Vzhledem k jednoznacné pozitivnimu
efektu reologické terapie ve vyzkumné sondé vSak bylo neetické ponechat kontrolni skupinu
zcela bez 1é¢by. Navic posuzovano z hlediska statistiky by se tim po¢et nemocnych ve vétvich

snizil a nebylo by mozné obvyklé statistické hodnoceni. Nezdatilo se ani vytvofit ob¢é vétve
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(reoferéza a MicroWick) o srovnatelném poctu nemocnych. Nemocni se vétSinou obavali
naro¢nosti operacni metodiky MicroWick, a proto se zafazenim do této skupiny souhlasilo
mén¢ nemocnych nezli do skupiny 1é€ené reoferézou. Z vysledkl je vSak také ziejmé, Ze
sluchové ztraty 81 % oproti 52 % ve skupiné MicroWick, p = 0,04). Presto, Ze nemocni
s vE&tsi sluchovou ztratou maji horsi prognozu, zlepsila reoferéza signifikantné sluchové ztraty
pfiblizné na stejnou uroven, na které se nachazela skupina 1é€end metodou MicroWick.
U skupiny lécené metodou MicroWick doslo jen k mensimu, nesignifikantnimu lé¢ebnému

efektu (p = 0,940, viz tabulka 20).

7.3.3 SOUHRN K LECBE SISHL

Lze uzaviit, ze reoferéza se ukazala uspéSnou metodou zachranné terapie SISHL
v ptipadech, kdy standardni terapie kortikoidem byla neuspésnd, ke zlepSeni sluchu doslo
u 66,7 % nemocnych. Reoferéza, ve vlastni patentované modifikaci, byla potvrzena jako
bezpecna metoda pro 1écbu SISHL, technicky srovnatelné proveditelnd jako u jinych indikaci
reoferéz. Lécba reoferézou prokézala vyrazn€ mensi frekvenci i zavaznost nezddoucich reakci
nez srovnavaci zachranna lécba systémem MicroWick. Byly ziskany unikatni vysledky
o kinetice zmén nékterych ukazatelti aktivity endotelu, fibrinolyzy, hemokoagulace,
zanétlivych faktorti, adheznich molekul, endoglinu, IL-10, solubilnich CD znakl a ukazatela
apoptozy po reoferéze, ziskané pfi této disertacni praci, anebo publikované v ptredchozich
pracich skupiny, jejiz je autorka této disertace aktivni ¢lenkou (Blaha et al. 2015a; Blaha et al.

2008a; Blaha et al. 2004).

7.4 NEZADOUCI UCINKY LECBY REOFEREZOU — ZHODNOCENI

Vyskyt nezadoucich reakci byl bedlivé sledovan u kazdé reoferézy. Pii rozboru
nezddoucich reakci za rok 2016 (hodnoceno podle posledniho Protokolu pro hlaseni
hemaferéz ve WAA) jsme zaznamenali pouze 4,9 % komplikaci — hodnoceno u vSech naSich
terapeutickych hemaferéz, ve stejné dob¢ byl primeér WAA registru 5,8 %.

Nezéadouci reakce v ptimé souvislosti s reoferézou u VPMD se vyskytly 24krat. Jde
tedy o 3,8 % pftihod z celkem provedenych reoferéz u VPMD. Pii hodnoceni podle CTCAE
(verze 4.03/2009) se nevyskytla zadna reakce stupné 3 nebo vice (tézka, zivotohrozujici nebo

smrtelna).
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Nezadouci prihody v pfimé souvislosti s reoferézou se pii 1é€bé SISHL reoferézou
vyskytly celkem 8krat, tj. 6,6 % z celkové provedenych reoferéz. Zadna nebyla t&zka (stupen
3 avysSe dle CTCAE).

Celkem se pii 1écbé reoferézou u VPMD a SISHL vyskytlo pti 748 procedurach
32 nezédoucich reakci, coz tvoti 4,3 %. Dalsi podrobnosti 1 seznam sledovanych reakci byly
popsany vyse v kapitole 6.1.2 o nezadoucich ucincich pti 1écbé VPMD a dale v kapitole 6.2.2
o nezédoucich ucincich pfi 1écbé nemocnych se SISHL.

Z naSich vysledkt 1ze uzaviit, Ze reoferéza je pii 1é¢be¢ VPMD 1 SISHL bezpecna
metoda, ktera v rukou zkusSeného tymu pii pouziti moderni techniky vede jen k fidkym

a nezavaznym nezadoucim reakcim.

7.5 ZHODNOCENI EKONOMICKE PROBLEMATIKY LECBY

V soucasné dob¢ neni otdzka financovani reoferéz dotfesdna. Z veiejného zdravotnictvi
je reoferéza hrazena v piipadé¢ nemocnych s familidrni hypercholesterolémii, kteti splni
kritéria pro zahajeni 1écby. Jde pfedev§im o homozygoty, zachycené vétSinou jiz v sekundarni
prevenci, anebo velmi omezeny pocet heterozygotii v sekundarni prevenci s progredujici
aterosklerozou, kde nebylo dosazeno cilovych hodnot lipoproteini ani pii maximalné
tolerovanych davkéch statinil a ezetimibu.

V posledni dobé se zintenzivnily snahy o vysSi dostupnost aferetickych metod
pronemocné v Ceské republice. Vznikl pozadavek na ustanoveni aferetickych center.
Vzhledem k mezioborovému rozsahu aferetickych metod je nutnd spoluprace dotcenych
odbornych spolecnosti. Cilem je vytvofit pfesné urCené pozadavky na aferetickd centra —
jde predevsim o komplexni spektrum vykonli (tedy nejen o vykon imunoadsorpce,
reoferézya lipidové aferézy), ale i dal$i metody. S tim déle souvisi i pozadavky na
personalnia technické vybaveni a zpiesnéni indikacnich kritérii jednotlivych vykonii. Dalsim
krokem by mélo byt jednani s pojistovnami o uthradé téchto nejnakladnéjSich aferetickych
vykonti. Postupné se v ramci jednotlivych odbornych spolecnosti vytvateji podklady pro
vznik aferetickych center. NaSe centrum se k této snaze ptipojilo.

Z vyse uvedenych ekonomickych kalkulaci vyplyva, ze nejde o levné vykony. Jestlize
vSak zvazime naklady, které vyplynou pro zdravotnictvi z oSetfovani napiiklad progrese
VPMD do praktické slepoty, je vidét, Ze zabrana progrese VPMD je ekonomicky daleko
vyhodnéjsi. OSetfovani takového nemocného je zhruba trikrat drazsi nezli 1écba reoferézou,
coz bylo vykalkulovano v Némecku (Klingel et al. 2000), ale souhlasi iu nas. OSetfovani

nemocného s praktickou slepotou, ale také 1écba nemocného s vlhkou formou anti-VEGF
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preparaty je pomérné naro¢nd. Podle Studnicky et al., ktefi vykalkulovali tuto 1écbu, je to
roéné v podminkach rutinni praxe v CR v piipadé pouziti pegaptamibu 5 467,63 Euro
na jednoho nemocného a v piipad€ pouziti ranibizumabu je to méné — 1220,16 Euro. Témto
autortim se podatilo Ié¢bou zlepsit zrak — hodnoceno zrakovou ostrosti na EDTRS tabulkéch.
Pokusili se o zajimavou kalkulaci: lé¢ba ranibizumabema pegaptanibamemve srovnani
s fotodynamickou lé¢bou verteporfynem brani ztraté¢ zrakové ostrosti na ETDRS o 1 fadek
za 1225,98 resp. 2286,18 EURO (Studnicka et al. 2013). Dalsi studie z jinych zemi jsou
k dispozici (Earnshaw et al. 2007; Gower et al. 2010); potvrzuji ekonomickou naro¢nost 1€cby
VPMD anti-VEGF preparaty, 1 kdyz ceny se v jednotlivych zemich ponckud lisi.

Lze uzaviit, Ze reoferéza mlze zabranit prechodu ze suché do vlhké formy VPMD,
aproto je vyhodna i zekonomické stranky. Je to ndrocnd léCebnd metodika, vyzaduje
specidlni a naro¢né piistroje 1 zkuSeny persondl, ale v ptipad¢ ohrozeni progresi suché formy

VPMD neni dosud jina 1écba, ktera by byla ekonomicky vyhodnéjsi.

8 DALSI SMER VYZKUMU

Ptes jiz upfesnéné a pozitivni 1écebné vysledky - shrnuté napt. v doporucenich
Americké spolecnosti pro hemaferézu z r. 2013 (Schwartz et al. 2013) a aktualizované v roce
2016 (Schwartz et al. 2016), zbyva né€kolik problému nedotfesenych jak pti VPMD (Melinda
et al. 2016), tak 1 v ptipad¢ SISHL (Kostal et al. 2017).

8.1 AKTUALNI PROBLEMY U VPMD

Podle naSich vysledkli i podle literatury je tfeba v dalSim vyzkumu déale zkoumat
a dofesit predevsim tyto otazky:
- klinicky vyznam zmenSeni plochy DPED - vztah zmensSeni plochy DPED a zrakové
ostrosti nebo celkové aktivity choroby (Rencova et al. 2009),
- vyznam slibného Uc¢inkureoferézy na vrstvu elipsoidi vnitinich segmentl fotoreceptori
(diive zvanou vrstvou spojil vnitifnich a vnéjSich segmenti fotoreceptorl) — coz mazasadni
vyznam pro kvalitu vidéni (Rencova et al. 2015),
- problém dlouhodobéjsiho vlivu reoferézy na prabéh VPMD. S tim souvisi otazka optimalni
doby, kdy je vhodné indikovat posileni efektu (,,booster therapy nebo refrishment®)
po zakladni sérii 1écby reoferézou,
- neni jasnd ani otazka optimalniho poctu a frekvence zékladni série reoferéz,
- otazky vyznamu genetickych zmén v patogeneze a 1écbé VPMD,

- vyznam ovlivnéni sloZzek komplementu pii VPMD.
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Snazili jsme se hledat odpovédi na alespon ¢ast uvedenych otazek. Dosud se podatilo
zahgjit vyzkumné sondy ve tfech oblastech diky prostiedkiim z vnitinich vyzkumnych kol
nasi FN: pfesnéji posoudit, jak dlouho trva 1écebny efekt reoferézy, posoudit vyznam aktivace

systému komplementu a posoudit vyznam konvertazy PCSKO9.

8.1.1 UCINEK REOFEREZY U VPMD V CASE

Lécebny efekt reoferézy trva dlouhodobé i po skonceni 1é¢ebné série 8 procedur. Tato
doba je vSak omezena - podle Kosse et al. (Koss et al. 2009) jde asi o 1 rok, podle naSich
zkuSenosti mize byt toto obdobi ponékud delsi (Studnicka et al. 2013), ale pak miiZze nastat
opét progrese jak anatomického nalezu, tak i funkénich zmén a pozitivni efekt 1écby je
ztracen. Upfesnit toto obdobi, poskytnout nemocnym individualizované moZznost zadchranné
terapie (re-treatment, ,,booster therapy*), a tak podstatné zlepsit prognoézu bude cilem dalsiho
vyzkumu, ktery jsme navrhli na pfisti obdobi. Je nutno také poznamenat, ze jeto otazka
vyznamna i po strance ekonomiky. Néaklady stoupaji, jak bylo jiz uvedeno vyse, zhruba tiikrat
pii ptechodu suché formy VPMD do vlhké (Klingel et al. 2000), a tak by bylo mozné
na lécbu vlhké formy VPMD, a to vytvoienim racionalniho, komplexniho systému optimalni
dlouhodobé péce o suchou formu VPMD. Nase vysledky svédci pro to, ze je zpravidla vhodné
provést pridavnou 1é¢bu pomoci dalSich 1-2 procedur (po uvodni sérii 8 procedur) za 1,5-2
roky. Vysledky 1é€by naSich 24 nemocnych, 1é€enych za 1-2 roky pifidavnou reoferézou,
ukazuji vyznamné pozitivni morfologickéi funkéni zmény — podrobnosti jsou uvedeny vyse a

také v monografii: Trendy v soucasné oftalmologii 11, ktera je v tisku (Langrova et al. 2018).

8.1.2 VYZNAM ZMEN AKTIVITY KOMPLEMENTU U VPMD

Dutlezitou zménou v nazorech na patogenezi VPMD sev poslednich letech stala tzv.
»zanétliva®“  teorie vzniku VPMD. Vyznam se pfikladdd zménam aktivity slozek
komplementového systému. V driizach pii VPMD se nasly slozky komplementu a postupné
byly objeveny nezvratné udaje pro genetickou zatéZ nemocnych s VPMD. Byla nalezena
souvislost n¢kolika genetickych odchylek a VPMD (McHarg et al. 2015; Troutbeck et al.
2012; Wang, et al. 2013). Obecné riziko pro VPMD je polymorfizmus Y402H.

Samoziejmée zacaly snahy o potlaceni aktivace komplementu. Jsou vyvijeny inhibitory
slozek komplementu(de Amorim Garcia Filho et al. 2014), monoklonalni protilatky proti

faktoru B, D nebo inhibitory C5, s moznosti pouZziti u VPMD s v¢Etsi ucinnosti a méné ¢astou
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aplikaci (Troutbeck et al. 2012). Studie jsou zatim v I. nebo II. fazi vyzkumu a ziejmé potrva
jesté n€kolik let, nezli budou k dispozici v klinické praxi.

Vyse uvedené poznatky vedly nasi skupinu k vyzkumu zmén aktivace komplementu
pii 1écbé reoferézou jako bioindikatort progrese VPMD. Diilezita je také korelace zmén
komplementu nejen s klinickym nalezem (aktivitou choroby), ale i s dalSimi bioindikatory
(markery aktivity endotelu, koagulace, fibrinolyzy, metabolismus lipoproteini)a se
specidlnimi ukazateli (faktory aktivace apoptdzy, vybranymi interleukiny, adheznimi
molekulami). Zmény slozek komplementu by mohly byt markerem tspéSnosti 1€Cby, a tedy
by méla existovat korelace mezi mirou poklesu aktivity slozek komplementu a aktivitou
choroby.Velmi cenné je, ze jde o Casny marker - uspésnost 1écby se dosud posuzuje
klinickymi ukazateli (vyvoj morfologickych zmén na sitnici, pokles zrakové ostrosti atd.),
které¢ jsou dlouhodobé. Neumoziuji proto rychlé individualizované fizeni frekvence
a intenzity terapie jiz béhem zakladni série reoferéz (8 procedur behem 10 tydnil). Zjistili
jsme, ze klesa nejen aktivita alternativni cesty aktivace komplementu (o 1/3), ale i klasické
cesty na 88%, lektinové cesty na 62% a faktoru H na 80% (Blaha et al. 2015a). Je tieba
ziskané poznatky upfesnit na vetSim poctu piipadi, zjistit dynamiku zmén slozek
komplementu jiz v pribéhu zakladni 1écby a ovefit délku periody snizeni slozek
komplementu.

Nejen naSe predbézna studie, ale i1 n¢které jiné prace svédci pro to, ze komplement,
zejména alternativni a lektinova cesta, hraji dulezitou roli pfi poruchach mikrocirkulace
u VPMD (Troutbeck et al. 2012; Wang et al. 2013). Lécba cilena na systém komplementu
pravdépodobné reprezentuje dal§i novy pfistup klécbe, nebo 1 prevenci poruch

v mikrocirkulaci, jako je VPMD a dalsi.

8.1.3 PCSK9 PRI LECBE VPMD REOFEREZOU

Béhem nékolika poslednich let vzbudila pozornost védeckého svéta proprotein
konvertaza subtilisin/kexin 9 (PCSK9), coz je sekre¢ni regulator LDL receptoru (LDLR)
na povrchu bunék, jeho funkci je zvySovat hladinu LDL cholesterolu. Snizeni PCSK9
je aktivni a slibna moZznost terapeutickych snah u hypercholesterolémie.

Jedna ze soucasnych hypotéz o pti¢inadch vzniku a rozvoje VPMD obviiluje poruchu
metabolismu lipoproteini. Vice nez 20 % plazmatického PCSK9 je vazano na LDL-
cholesterol, a proto jsme predpokladali, Ze s poklesem LDL-cholesterolu po reoferéze dojde

také k poklesu PCSKO.
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Protoze udaje v literatuie dosud chybély, vysetfili jsme hladinu PCSK9 u 19
nemocnych lé€enych reoferézou pro VPMD, a to na zacatku série 8 procedur, uprostied
a na konci 1é¢ebné série (vzdy parové vzorky — pfed a po reoferéze). Kontrolnim souborem
byli darci krve. Zjistili jsme, Ze hladina PCSK9 je zvySena oproti kontroldm. Po procedurach
vyznamné klesa (ptehled predbéznych vysledkti — viz tab 30). Koreluje s hladinou celkového
cholesterolu, nekoreluje s LDL cholesterolem, HDL cholesterolem, fibrinogenem, viskozitou
plazmy a krve, apolipoproteinem B, IgM a alfa-2-makroglobulinem. Hladina PCSK9 neni
odliSna unemocnych s uspéchem a netspéchem 1é€by (hodnoceno dle zrakové ostrosti,
morfologickych a funkénich zmén na sitnici). Tyto vysledky jsme prednesli piedbézné
na druhém kongresu evropské skupiny ISFA v bfeznu 2018 ve Vidni. Jsou podkladem

k naSemu dalSimu vyzkumu, nebot’ udaje je tteba potvrdit na vét§im poctu nemocnych.

TABULKA 30: POKLES PCSK9 UNEMOCNYCH PO REOFEREZE U VPMD

N Primér SD Median IQR
Vysledky vySetieni pied 1. procedurou 19 240 174 213 73-375
Vysledky vySetieni po 1. proceduie 19 102 58 93 51-159
Vysledky vySetieni pied 4. procedurou 19 184 80 185 101-255
Vysledky vySetieni po 4. proceduie 19 88 30 90 57-119
Vysledky vySetieni pied 8. procedurou 19 215 191 185 59-372
Vysledky vySetieni po 8. proceduie 19 96 32 97 69-119

Legenda: N = pocet vySetfenych vzorkii; SD = smérodatnd odchylka priméru, IQR =

interkvartilové rozpéti.

8.2 AKTUALNI PROBLEMY SISHL

Lécba reoferézou u SISHL ukazala, Ze je mozno docilit zlepSeni i u nemocnych se
SISHL, ktefi nebyli uspéSni pii  pocateCni standardni terapii s pouzitim
kortikoida,ale vysledny stav ani potom neni ve vSech pfipadech uspokojivy. NaSe skupina
39nemocnych je také pfili§ mala, aby bylo mozno vSe definitivné uzavfit, problematika je
komplexnia slozitd. Proto v téchto smérech ve vyzkumu pokracujeme s cilem rozsifit

zkuSenosti a ovetit vysledky na vétSim souboru nemocnych.
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8.2.1 NAHLA JEDNOSTRANNA VESTIBULOPATIE

Na zékladépozitivni zkuSenosti s reoferézou u SISHL jsme v dalSim vyzkumném
sméru uvazovali o mozném efektu reoferézy i u nemocnych s nahlym poskozenim
vestibularni  ¢asti  vnitfntho  ucha, jehoz mechanismus vzniku se zdad Dbyt
analogickyk problematice poskozeni sluchového analyzatoru.

Cilem nasi prace je ovéfeni technické proveditelnosti a bezpecnosti reoferézy
u nahlého periferniho vestibularniho vypadku u malého poctu nemocnych — jako inicialni
vyzkumna sonda. Zamétili jsme se na nahlou jednostrannou vestibulopatii (Acute unilateral
vestibulopathy- AUVP), pro kterou je typicka nahla rotacni zévrat’ (vertigo) s odpovidajici
nevolnosti az zvracenim bez dalSich sluchovych, o¢nich nebo neurologickych
ptiznakl.V klinickém obraze je typicky normalni otoskopicky nalez a fyziologicky sluch,
porucha posturdlni rovnovahy s pulznim tahem ve sméru rotace a pomalé slozky horizontalné-
rotatorického nystagmu. Pozitivni head-impulse-test je potvrzenim poskozeni ampularni ¢asti
vestibularniho labyrintu na postizené strané (Strupp and Magnusson 2015). Pro vylouceni
centralni mozkové piithody je zasadni zobrazovaci vySetfeni mozku (CT ¢&i MRI)
a zhodnoceni neurologem.

V poslednich dvou letech (2016-2017) bylo na nasi ORL klinice zachyceno
17 nemocnych s ndhlou AUVP, ztoho 9 muzl a 8 Zenve vékovém rozmezi 39 az 79 let.
Diagnéza byla stanovena na zaklad¢ klinického ndlezu a vylouceni centralni 1éze
neurologickym a CT vysetfenim. Uvodni 1é¢bou byl klid na lazku, betahistidin (38-54mg
peroralné denné, eventualné prosta symptomaticka 1écba) a standardni podani kortikosteroida
(Solu-Medrol 250 mg v 60minutové infuzi po dobu minimalné 3 dnti). Déle byla nemocnym
nabidnuta reoferéza (2 procedury béhem jednoho tydne). Do skupiny 1é€enych reoferézou tak
bylo zatfazeno 7 nemocnych, 10 nemocnych bylo 1éfeno standardni terapii a mohli byt
kontrolni skupinou.

Testovani vestibularnich funkci bylo provadéno na pfistrojich videookulografie
(VOG), Video-Head-Impulse-Test (VHIT) a o¢ni + cervikalni vestibularni evokované
myogenni potencialy (c/oVEMPs). Tato vysetfeni jsme provadéli v prabéhu lécby(po
odeznéni akutnich vestibuldrnich ptfiznaki) a 1 mésic po ukonceni 1écby. Reoferéza byla
provadéna identicky jako u nemocnych seSISHL, vcéetné monitorovani veskerych
nezadoucich ptihod. (viz kapitola 7.2.2).

U vsech 7 nemocnych lécenych reoferézou doslo pii kontrolnim vySetieni po 1 mésici

ke zlepSeni rovnovahy. Pii vyhodnoceni topodiagnostickych testi bylo u nemocnych
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ve skupiné 1écenych reoferézou pii zahdjeni 1écby diagnostikovano poskozeni 26x, zatimco
ve skupiné léCenych standardné 24x, coz predstavuje 48,1 %, resp. 31,6 % ze vSech
testovanych senzorickych oblasti. Po ukonceni 1ééby bylo ve skupiné lééenych reoferézou
zaznamenano 11, resp. 17,2 % poskozenych oblasti, zatimco ve skupiné nemocnych lécenych
standardné bylo zachyceno 26, resp. 31 % lézi (viz graf 9).

Lze tedy uzavrit, Ze naSe inicialni zkusenost s lé¢bou AVUP je pozitivni. Jde o nas
dalsi vyzkumny smér. AUVP je velmi zavaznym onemocnénim rovnovazného Tstroji
vnitiniho ucha, jehoz diagnostika 1 terapie je velmi obtizna. Reoferéza se jevi jako metoda,
ktera je bezpecna, dobie tolerovana, a prvni vysledky naznacuji, Ze ve srovnani se standardni

empirickou 1é¢bou miize nabidnout lepsi vysledek z hlediska zachovani vestibularni funkce.

GRAF 9: POCET POSKOZENYCH SENZORICKYCH OBLASTI VE SKUPINE REOFEREZY A

STRANDARDNI TERAPIE
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Legenda: Pocet zachycenych poskozenych senzorickych oblasti ve skupiné reoferézy (RF) a
standardni terapie(ST) pred lécbou (V1) a po 1écbé (V2) v procentech vSech vySetienych

oblasti.
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9 ZAVERY

Cile vyzkumu byly beze zbytku splnény, byly ziskany dals$i poznatky mimo ptivodni
zamér. Byla prezentovana sestava 112 nemocnych, u kterych bylo provedeno celkem
748 1éCebnych vykonti (reoferéz). Ve srovnani s dosud publikovanymi daty se jednd o
jedenz nejvétsich soubort. Unikatni je také doba sledovani nemocnych, 43 nemocnych s

VPMD je sledovéno vice nez 5 let.Souhrn vysledkt je uveden nize.

9.1 VLASTNI MODIFIKACE METODIKY REOFEREZY A JEJI
OPTIMALIZACE

Vlastni modifikace metodiky reoferézy a jeji optimalizace se pln€ osvédcila, technické
parametry procedury (zilni pfistupy, antikoagulace, mnozstvi promyté¢ plazmy, frekvence
procedur) byly nastaveny a odzkouseny. Obtize s perifernim zilnim pfitokem odpovidaji
reoferézam pfi jinych indikacich. Vyse uvedeny typ antikoagulace pomoci ACD-A a heparinu
vyhovuje — nikdy jsme nezaznamenali klinicky vyznamné poruchy nebo nebezpecné
laboratorni hodnoty. Procedury jsou reologicky vyznamné ucinné pii promyti jednoho objemu
celkového mnozstvi cirkulujici plazmy. Docilené mnozstvi promyté plazmy (prumérné 1,05
nasobek objemu cirkulujici plazmy u VPMD a 1,04 u SISHL) vedlo k signifikantnimu
poklesu analyzovanych reologickych Ciniteld a tim k snizeni viskozity krve a plazmy jako
piedpoklad k pozitivhimu ovlivnéni pritoku mikrocirkulaci. Primérné mnozstvi pouzitého
roztoku ACD-A (529,9 resp. 515,8 ml na 1 proceduru) nepiesahlo nebezpecné limity. I kdyz
pratok krve kolisal podle stavu ptitokovych zil v rozmezi 35 — 70 ml/min, byla primérna
doba trvani vykonu 161,6 minuty u nemocnych s VPMD a 158,6 min u nemocnych se SISHL,
coz bylo pro absolutni vétSinu nemocnych plné vyhovujici (za predpokladu peclivé
osetfovatelské péce, zejména polohovani). Pocet proplacht filtru byl primérné 0,5/proceduru,
coz neohrozuje jeho kvalitu. Procedura je technicky dobfe proveditelnd, vyzaduje vSak

odpovidajici technické vybaveni a zkuSeny tym.

9.2 EFEKTIVITA PROCEDUR- UKAZATELE UCINNOSTI LECBY
Byl prokézan vyznamny pokles reologicky ucinnych faktori po procedurach (coz
svéd¢i o dobré reologické efektivité procedur), dale pokles vybranych ukazatelti aktivace

endotelu.
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9.3 PREDIKCEUSPESNOSTI TERAPIE

Byl zhodnocen vyznam fady ukazatel, sledovanych pti vyzkumu. Nepodaftilo se urcit
jednotlivé biomarkery vyznamné pro predikci uspéSnosti, ale metoda diskrimina¢ni analyzy

skupiny reologicky vyznamnych i dalSich ukazateli tuto moznost ukazuje.

9.4 BEZPECNOST REOFEREZY

Procedury jsou relativné velmi bezpecné. Od ziskdni mezindrodniho registra¢niho
koédu WAA (World Apheresis Association) roku 2008 jsou pravidelné registrovany aferetické
vykony ve svétovém centru registraci hemaferéz, autorka se podili na publikacich registru.
Nezadoucich piihod bylo pouze 4,3 % a byly jen ,mild“ nebo ,moderate” dle CTCAE
v. 4.03/2009. Vyskyt nezadoucich piihod je lehce pod tirovni celkového poctu nezddoucich
ptihod ve WAA registru (5,8 %).

9.5 EKONOMICKA STRANKA PROVOZU
Byly konkrétné vycisleny a zhodnoceny naklady na 1é€bu v naSich podminkach. Jde
o ekonomicky naro¢nou 1écbu, avSak zdbrana progrese slepoty nebo hluchoty je

1 po ekonomické strance podstatné¢ vyhodné;si.

9.6 KLINICKA UCINNOST REOFEREZ

Byla prokézana klinicka ucinnost 1écby u suché formy VPMD u nemocnych oproti
kontrolam (hodnocenim zrakové ostrosti, anatomickych zmén na sitnici 1 funkénich zmén
na mERG). Byla prokazano, ze reoferéza muze zlepsit sluch oproti kontrolam u nemocnych

SISHL, kde standardni 1écba nebyla efektivni.

9.7 DALSI MER VYZKUMU

Byl ur€en dalsi smer vyzkumu a zahajeno provadéni zakladnich vyzkumnych sond:
a) ke zjisténi vyznamu ptidavné terapie (tzv. booster therapy) u nemocnych s VPMD
ohrozenych dalsi progresi choroby,
b) k ovéfeni zmén aktivity komplementu pii 1é¢bé reoferézou,
c)k provéreni vyznamu zmén PCSK9 u nemocnych s VPMD pii 1é¢bé reoferézou,
d) kprovéteni proveditelnosti a tucCinnosti reoferézy u AUVP (akutni unilateralni

vestibulopatie).
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9.8 HODNOCENI PRACOVNICH HYPOTEZ
Pracovni hypotézy byly zhodnoceny takto:

Ad 1.) Prokazali jsme platnost hypotézy, Ze reoferéza zlepsuje pribéch VPMD. Po 1écbe
reoferézou u 78,2% nemocnych s VPMD dochéazi ke zlepSeni nebo stabilizaci ptiznak
VPMD.

Ad 2.) Lécba reoferézou u nemocnych se SISHL nereagujicich na standardni [écbu
kortikoidy vedla u 66,7 % ke zlepSeni sluchu o 50 a vice %.

Ad 3.) Prokazali jsme, ze lécba reoferézou je bezpecna a dobie tolerovand, vyskyt
komplikaci je minimalni (4,3%). Nesetkali jsme se se zavaznymi komplikacemi

a u vétSiny nemocnych (94,6%) bylo mozné dodrzet planovanou sérii procedur.

10 PODPORA PRACE - PODEKOVANI

Tato prace vznikla za podpory grantu IGA MZ CR, &islo: NT 14037-3/2013 a grantu IGA
MZ CR NT/13475-4/2012.
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11 PRILOHA 1

Fyziologické meze vybranych laboratornich parametri.

Parametr uvadeéné jednotky Fyziologické meze
Glykemie mmol/l 3,9-5,6
Natrium mmol/l 136-145
Kalium mmol/l 3,5-5,1
Chlorid mmol/l 98-107
Calcium mmol/l 2,2-2,55
Fosfor mmol/l 0,81-1,45
Urea mmol/l 2,8-8,1
Kreatinin umol/l 59-104
Kyselina mocova umol/l 202-417
Bilirubin umol/l 0-24
ALT ukat/I 0,17-0,83
AST ukat/l 0,17-0,85
CK ukat/l 0-3,2
GMT ukat/I 0-1
Celkova bilkovina g/l 64-83
Albumin g/l 35-52
Celkovy cholesterol mmol/l 2,9-5
LDL cholesterol mmol/l 1,2-3
Apolipoprotein B g/l 0,66-1,33
Lp(a) do 1.7.2014 g/l 0-0,3
Lp(a) od 1.4.2014 nmol/l 0-75
a-makroglobulin mg/dl. 100 -310 mg/dl.
Imunoglobulin M g/l 0,8-4,8
Leukocyty 107/1 4-10
Hemoglobin g/l muzi 135-175
zeny 120-160
Hematokrit % muzi 40-50
zeny 35-47
MCV Fl 82-98
Trombocyty 107/1 150-400
MPV fl 7,8-11
PCT % 12-35
PDW fl 9-17
PT pomer 0,8-1,2
APTT pom¢er 0,8-1,2
Viskozita krve mPa.s 5-10
Viskozita plazmy mPa.s 1,7-2,3
Fibrinogen g/l 1,8-4,2

Pozn: podrobnosti jsou v prislusnych laboratornich ptiruc¢kach jednotlivych laboratofi.
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