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LA LDL AFERESI

Il Consensus Conference Italiana sulla LDL aferesi 2009
Premessa generale: La plasmaferesi terapeutica

La plasmaferesi terapeutica, intesa come metodica selettiva, e una
metodica che permette la rimozione di molecole plasmatiche in
diverse patologie di interesse internistico, ematologic 0,
nefrologico, neurologico e piu in generale

iImmuno reumatologico, sulla base di interazioni chimico fisiche
ed immunologiche. L'innovazione tecnologica ha introdotto
metodiche sempre piu selettive , che hanno permesso una
maggiore flessibilita ed un trattamento piu tollerabile, soprattutto a
lungo termine . Il vantaggio di tali tecniche e rappresentato
fondamentalmente dalla selettivita di rimozione delle specifiche
molecole patogene e dalla minore incidenza di effetti avversi.



La Lipidoaferesi (lipoaferesi) e la LDL aferesi: elementi normativi e
giurisdizionali

La Lipidoaferesi (LA) e la LDL é&feresi (Low Density
Lipoprotein épheresis/LDLa) rappresentano attualmente il trattamento di
elezione dei pazienti affetti da:

grave ipercolesterolemia monogenica omozigote, doppio et erozigote
‘compound’ ed eterozigote , quando la terapia medica fallisce l'obiettivo di

un controlloadeguato dei livelli plasmatici delle lipoproteine aterogene:
VLDL, IDL, LDL, Lp(a).
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La LDL Aferesi

L'attuale legislazione sanitaria, DM del 5/8/92 G.U.R.Il. del 12/8/97, ha introdotto nel Prontuario
Terapeutico del Servizio Sanitario Nazionale la LDL éferesi, quale trattamento riconosciuto
per le gravi ipercolesterolemie familiari, senza partecipazione alla spesa. La LDLa e stata
confermata dal parere espresso dal Consiglio Superiore di Sanita, Sessione LXIl &ezione Il. La
LDLa é inoltre esplicitamente riconosciuta e tariffata nei nomenclatori terapeutici delle regioni
Lombardia, Toscana, Abruzzo. Altre regioni hanno identificato Centri specialistici di riferimento
abilitati alla erogazione della summenzionata tecnica terapeutica. Alcune Aziende Ospedaliere di
rilievo nazionale (es. Policlinici Universitari) hanno consentito [listituzione di Centri per la
erogazione della LDLa. La prestazione di LDLa e riportata anche nell’ all. n.1 del Suppl. Ord. alla
G.U. &erie generale 226 del 25/09/99;

elenco delle condizioni e malattie croniche o invalidanti che danno diritto all’esenzione dalla
partecipazione al costo e relative prestazioni. Infine si ricorda la normativa che disciplina

le malattie rare che considera di fatto tali prestazioni “salvavita” ¢équivalenti ed erogabili
esclusivamente in un centro specialistico ospedaliero . Si rammenta che l'aliquota principale
di prestazioni erogate

corrisponde ai codici RCGO070, dell’elenco delle “Malattie rare” (Suppl. ord. Gazzetta Ufficiale n.
160 pag.

26 del 12 Luglio 2001 d¢D.L. 29 Aprile 1998 n.124).



La LDL Aferesi

In Italia i criteri clinici e le linee guida suggerite per la LDLa gia definiti
nella Consensus Conference Italiana del 1990 che si svolse ad Ostuni e
nelle integrazioni del 1992, richiedono un aggiornamento. Le piu recenti
evidenze scientifiche e i dati raccolti in oltre due decadi di applicazione
della LDL @&feresi suggeriscono la necessita di nuove linee guida. Nel
1994 fu organizzato | ’'Hearing “Aferesi terapeutica: Necessita di
ricerca finalizzata” nell'ambito del Progetto Finalizzato  "Prevenzione
e Controllo dei Fattori di Malattia" (FATMA)del CNR (Direttore: Prof.
G. Ricci).

Da quell’evento nacque l'ultima iniziativa scientifica di rilievo istituzionale
finanziata con fondi pubblici sulla LDLa. Essa fu svolta nell’ambito del
Sottoprogetto 8

"Controllo della Patologia Cardiovascolare" , (Direttore: Prof. Cesare
Dal Palu).



La LDL Aferesi

Obiettivo collaterale era il seguente: Impostazione di un registro per pazienti con
Ipercolesterolemia Familiare (Familial Hypercholesterolemia: FH). Quest’ultimo
obiettivo non fu mai realizzato per il taglio dei finanziamenti pubblici avvenuto negli anni
successivi. Si deve arrivare al 2006 per una iniziativa di livello nazionale di vasto raggio
quale lo Studio Multicentrico Italiano sulla LDL aferesi  , che ha riunito negli anni

2007 2008, 19 Centri Italiani (20 Centri nel 2009) del Nord, del

Centro, del Sud e delle Isole Maggiori , dove si effettuano la LA e la
LDLa. Poicheé la LDLa ha indicazioni di trattamento pluridisciplinari e necessario che il
consenso sulle nuove linee guida sia raggiunto attraverso la costituzione di un panel di
esperti che rappresenti le specialita mediche e chirurgiche che hanno interesse
scientifico e

clinico prevalente nelle indicazioni, nell'applicazione e nello sviluppo delle tecniche di
LDLa. Si riportano di seqguito le Linee guida del Comitato Nazionale Interdisciplinare
LDL @&feresi (Consensus Conference Italiana,1990), attualmente superate e che
necessitano di urgente aggiornamento:



La LDL Aferesi

Linee guida del Comitato Nazionale Interdisciplinare L DL éderesi
Le indicazioni al trattamento con LDLa sono le seguenti:

* ipercolesterolemia familiare omozigote (e doppie eterozigosi): iniziare la terapia
aferetica il piu precocemente possibile in tutti i pazienti;

* ipercolesterolemie primitive: devono essere trattati i pazienti che rispondono ad
almeno due dei seguenti requisiti:

1) assenza di risposta alla terapia dietetica e plurifarmacologica;

2) presenza di ateromasia grave (sintomatica o asintomatica; ivi compreso anche |l
pregresso Infarto Acuto del Miocardio);

3) angioplastica coronarica, by pass aorto €oronarico (o altra chirurgia maggiore
vascolare), ove | presidi farmacologici non garantiscano, con ragionevole certezza, di
mantenere la pervieta del/i bypass;

4) trapianto cardiaco.



Ipercolesterolemia familiare omozigote

Ipercolesterolemia familiare eterozigote

Ipercolesterolemia familiare eterozigote
con CHD documentaté

> 500

> 300

> 200




La LDL Aferesi

Regno Unito
Si riportano di seguito le raccomandazioni per l'uso della LDL &feresi
HEART OK LDL Apheresis Working Group (Thompson GR, 2008):

tutti gli omozigoti FH dall’eta di 7 anni, a meno che la colesterolemia possa essere ridotta
piu del 50% e/o diminuita ad un valore 9 mmol/L (< 350 mg/dL) mediante
farmacoterapia;

singoli pazienti eterozigoti FH o con una sfavorevole storia familiare di cardiopatia precoce
nei quali la coronaropatia tende alla progressione e il colesterolo LDL risulta essere > 5.0
mmol/l (> 200 mg/dL) o si riduca di meno del 40%, nonostante la farmacoterapia
massimale. L’aferesi puo anche essere prescritta,occasionalmente, in patienti che
mostrino livelli inferiori di colesterolo LDL, valutando il singolo caso;

La LDLa deve anche essere tenuta in considerazione nei pazienti con cardiopatia
coronarica aggressiva con tendenza alla progressione e livelli di Lp(a) > 60 mg/dL, i cui
livelli di colesterolo LDL siano > 3.2 mmol/l (>130 mg/dL) nonostante farmacoterapia
massimale.



I Caratteristiche del paziente

Ipercolesterolemia familiare omozigcie
LDL > 500 mg/dL

Ipercolesterolemia grave con CHD documeniata LDL<
130mg/dL non raggiunto nonostante massima terapia
farmacologica e dietetica di 3 mesi

Ipercolesterolemia grave con progressiva CHD documentata
Lp(a) > 60 mg/dLanche se LDL < 130 mg/dL

Linee guida approvate dalla Societa Tedesca di Cardmgia
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Food and Drug Administration Criteria Required for Commencement of LDL Apheresis

Patient characteristic LDL cholesterol (mg/dL)

Homozygous FH 2500

Heterozygous FH and failure of
medical therapy
Heterozygous FH with
documented coronary disease 2200
and failure of medical therapy
FH=familial
hypercholesterolemia

2300

LDL=low-density lipoprotein

Tabella B
INDICAZIONI PATOLOGIA TECNICA LINEE GUIDA LINEE GUIDA
METABOLICHE ASFA 2000 ASFA 2007
Ipercolesterolemia SR I I
familiare omozigote
Ipercolesterolemia SR I ]
familiare eterozigote TPE Il Il
INDICAZIONI Pancreatite TPE NC 1
GASTRO- ipertrigliceridemica
ENTEROLOGICHE

Linee guida sull’uso dell’aferesi terapeutica nella pratica clinica. Approccio basato sulle evidenze,
del Comitato della American Society for Apheresis per le applicazioni della aferesi.

SR: Rimozione selettiva; TPE: Plasma-Exchange Terapeutico; NC: Non classificato.




La LDL Aferesi

Italia

In Italia invece a livello ministeriale la LDLa e prevista e riconosciuta come una terapia del
tutto particolare finalizzata al trattamento di categorie selezionate di dislipidemie
geneticamente determinate. La LDLa puo essere effettuata esclusivamente in ambito
ospedaliero , su indicazione di un centro specialistico e i pazienti sono esentati dal
pagamento del ticket

Non esiste peraltro alcuna indicazione normativa inerente il rimborso per questo tipo di
tecnica

terapeutica. Gli Operatori che intendono eseguire la L DLa sono lasciati soli a
confrontarsi con con le proprie direzioni sanitarie ed a mministrative in carenza di
specifica normativa regolante la materia finanziaria

Alcune normative regionali riconoscono la LDLa ed indicano il relativo costo sul
nomenclatore terapeutico regionale.

In tutti gli altri casi, riescono ad eseqguire questo tipo di metodica terapeutica soltanto gli
Operatori che si sono fortemente impegnati localmente nell'interesse dei pazienti,
trovando un

certo livello di limitata disponibilita da parte delle Aziende Ospedaliere acu |
appartengono .



Lo Studio Multicentrico Italiano
LDL éderesi

SMILDLa e un network fondato nel 2006 sulla base di un progetto sperimentale
finalizzato alla conoscenza della realta Italiana della LDL &feresi. | 20 Centri afferenti
allo SMILDLa , di diversa estrazione disciplinare, condividono un database ed obiettivi
comuni di tipo clinico, tecnico e scientifico.

Obiettivi primari : sharing e analisi retrospettiva multicentrica dei dati raccolti e
progettazione di studi multicentrici longitudinali.

Inoltre si desidera standardizzare | criteri diagnostici per le gravi dislipidemie
geneticamente determinate, 'assessment diagnostico strumentale e il follow dp della
aterosclerosi coronarica ed extracoronarica, la corretta applicazione tecnica e
terapeutica della LDLa e della LA (plasma éxchange, filtrazione per cascata).

Lo studio si pone inoltre | seguenti obiettivi di ricerca : il controllo di qualita sulle
indicazioni e la corretta applicazione delle tecniche (diagnosi — terapia), il follow ap
inerente gli endpoints primari quali gli eventi cardiovascolari e gli interventi di
rivascolarizzazione , le indicazioni cliniche innovative , il monitoraggio degli eventi
avversi , la sperimentazione di metodiche innovative.



Il Consensus Conference Italiana sulla LDL-aferesi

2009
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Figura 1: Centri afferenti al network dello Studio Multicentrico ftaliano LDL-aferesi (SMILDLa)

(ftalian Muliticenter Study on LDIL-apheresis Working Group).



Linee guida e raccomandazioni
per le indicazioni e la corretta applicazione
della LDL ¢deresi

Consensus Panel

Cattin L, De Silvestro S, Passalacqua S, Stefanutti C

Esperti

Berni A, D’Alessandri G, Di Giacomo S, Ferraro PM, Fonda M, Marson P, Naticchia
A, Perrone G, Pintus P, Russi G, Staffolani E, Vivenzio A, Zenti MG

Supervisione scientifica e redazione editoriale
Stefanutti C

Societa Scientifiche, Associazioni e Gruppi di Ricerca

Gruppo di Ricerca dello Studio Multicentrico Italiano sulla LDL @feresi
Gruppo di Studio delle Malattie Dismetaboliche e dell’Aterosclerosi
S.I.S.A.

S.I.d.EM

S.I.N.

S.I.LM.L.

A.N.ILF.  Approvazione etica



Diagnosi genetico @dolecolare delle dislipidemie e
network dei centri di eccellenza

la prima indicazione alla LDL aferesi € rappresentata dalle Ipercolesterolemie
Familiari (FH1: Familial Hypercolesterolemia), in particolare la Ipercolesterolemia
familiare nella sua forma omozigote, compresi i soggetti con doppia eterozigosi.

Si tratta di una malattia autosomica co ¢@bminante ,geneticamente eterogenea, che
colpisce lo 0,2% della popolazione mondiale , caratterizzata da un difetto del gene
che codifica per il recettore delle LDL (LDL &) sul cromosoma 19 e da elevati
livelli di LDL circolanti

(fenotipo lla di Fredrickson).

Forma meno grave , eterozigote, quando un solo gene e difettoso ed il numero di recettori ancora

funzionanti, soprattutto epatici, e ridotto di circa il 50%
forma piu grave , omozigote o con doppia eterozigosi, quando entrambi i geni sono difettosi e

I'attivita recettoriale residua varia dallo 0% al 30%.

Nella sua forma omozigote si presenta con una frequenza di
1:1.000.000 e con valori di colesterolemia totale su  periore a

500 mg/dL :



Ipercolesterolemia e rischio di CHD

Studio Framingham (n=5209) (MRFIT) (n=361,662)
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Un incremento dell’'1% della colesterolemia Una riduzione dell’1% della colesterolemia
aumenta del 2% il rischio di CHD riduce del 2% il rischio di CHD risk

Castelll WP. Am J Med. 1984,76:4-12
Gotto AM Jr, et al. Circulation. 1990;81:1721-1733




Classificazione fenotipica del’OMS

Fenotipo

I
lla
1]}
1]
1V
\'/

Lipidi Lipoproteina

Trigliceridi Chilomicroni

Colesterolo LDL

Colesterolo e trigliceridi (rapp.>1) VLDL e LDL

Colesterolo e trigliceridi (rapp.0,3-1) Chilomicroni e IDL remnants
Colesterolo e trigliceridi (rapp.0,2-1) VLDL

Trigliceridi Chilomicroni e VLDL

Colesterolemia totale

Trigliceridemia

Aspetto del siero

Normale I Hb/IV Vo
o Ila 111
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Proteine plasmatiche
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6-8 g/100 ml di plasma (6-8%)

- Albumine (~ 4.5%)
- Globuline (~ 2.5%)
- Fibrinogeno (~ 0.3%)
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I A livello dell'intestino tenue, le lipasi pancreatiche digeriscono gli acidi
I grassi, dando origine a tanti finissimi aggregati chiamati micelle.

All'interno di questi piccoli "trasportatori”, fondamentali per veicolare le
molecole lipofile nelle cellule deputate al loro assorbimento, sono contenuti |
prodotti della digestione lipidica:

I colesterolo, vitamine, sali biliari ,monogliceridi e acidi grassi derivanti dalla
digestione dei trigliceridi,lisofosfolipidi e acidi grassi derivanti dalla digestione
dei fosfolipidi.

L'assorbimento dei grassi avviene soprattutto nel tratto intermedio
dell'intestino tenue, chiamato digiuno.
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Familial Hypercholesterolaemia — Clinical picture

Plasma of patients
with hypercholesterolaemia

Familial

: Xanthelasma Xanthoma
Hypercholesterolaemia



















| FARMACI :
LE STATINE

Le statine di prima generazione (lovastatina, simvastatina e pravastatina), sono state
quindi ottenute per fermentazione , mentre la fluvastatina, definita di seconda
generazione e un prodotto di sintesi  di cui viene utilizzato il racemo. La
atorvastatina e la cerivastatina sono invece statine di terza generazione , sempre
ottenute mediante sintesi , ma ne viene utilizzato I'enantiomero destrogiro.

Al momento attuale le statine disponibili in Italia sono cinque:

Simvastatina,Fluvastatina, Atorvastatina, Pravastatin a,
Cerivastatina.

Tutte presentano una capacita di inibire la sintesi del colesterolo simile.

In genere entro 4 settimane dall’inizio della terapia, in rapporto a I
dosaggio, si osservano riduzioni nell’ordine del 20-40% del C-LDL, del
10-20% dei trigliceridi e piccoli incrementi del C-HDL.



Farmaci che inibisconol’assorbimento di colesterolo
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Stimolazione ABCAL (ATP-binding cassette transporter Al)

L’ ATP-binding cassette transporter A1 € una proteina transmembrana coinvolta nel
“trasporto inverso del colesterolo” (tessuti periferici * fegato), promuovendo anche I'efflusso
di esteri del colesterolo dalla parete arteriosa.






Molti studi hanno dimostrato ikgame tra lo sviluppo e larogressiol
delle malattie cardiovascolari e valori elevati diesterolo LDL Un
basso livello di colesterolo LDL ha effetti beneficlle malattie
cardiache e sulla mortalita.

:

I'abbassamento dei tassi di colesterolo assume uo chcavenella
strategia per la riduzione dell'incidenza e della pesgrone di tali
malattie (*)

(*) secondo le linee guida pubblicate recentementdN@EP (National
Cholesterol Education Program)






I Trattamento ipolipemizzante dei pazienti ad alto risc  hio
1 & %

Qualora non venga raggiunto il goal nel controllo cedow di
colesterolo LDL, dovra essere avviata la terapia farnuapoh

:

2. Farmacistatine, resine, fibrati, omega 3, acido nicotinico e
acipimo, ezetimibe






64 4*CD 4=4=74E

%




01

01




$9=%-3 0

4 : 21"0/- - P&




)+ A L & I(H (0

1 -
$ 9
21 3+++
# 4 5
4 5

+&+-1+$ .+ +3. ( +&(. (. +) .$+(-.
J(+")/+) +)&67 3)&67 26%$.."+)

[+, $+ -+*+)"+3)&.-". ) 2/(".+-) [.)"™+3)




LDL-Apheresis-

Methods
Plasma Methods Whole Blood Method
semiselective selective selective
Cascade filtration H.E.L.P. DALI
(Heparin induced (Direct Adsorption
LDL-precipitation) of Lipids)
1A

(Immunoadsorption)

DS
(Dextrane sulfate adsorption)
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Long-term Study: Side effects

Circulatory disturbances 35 (1.6 %)
vertigo, hypotension, angina pectoris,
circulatory collapse, arrhythmia, hypertension

Hypocalcemia 27 (1.3 %) 12
paresthesia, myospasm, tremor

Intolerance reactions 16 (0.7 %)
heat sensation, erythema, flush, chill,
eye burning, edema, dyspnea with asthma

Venous access 38 (1.8 %) 18
venipuncture problems, insufficient blood flow,

treatments patients

22

13

hematoma

118 (5.4%) 37 (59 %)*

7 * patients did not participate any longer in the stud y after suffering from side effects (5

4 intolerance reactions, 1 hypocalcemia, 1 bypass surgery)

* some of the patients suffered from more than one si

de effect during the same treatment or during diffe

circulatory disturbances,

rent treatments



Cascade filtration

Principle:
Filtration of plasma by a filter (mean pore diameter 15 nm)
Anticoagulation by Heparin or citrate
Removal of LDL, Lp(a), HDL, fibrinogen, immunoglobulins

Preparation time: 45 minutes
Treatment time: 2,5 - 3,5 hours
Post treatment time: not necessary

Special remarks:
Non-selective method



I Immunoadsorption
I Principle

Adsorption onto polyclonal sheep antibodies against Apo B100
Anticoagulation by citrate or Heparin
Removal of LDL, Lp(a)

Preparation time: 45 - 60 minutes
Treatment time: 3 - 4 hours
Post treatment time: 30 minutes

Special remarks:
No disposable - multiple use

Storage at 4C with 0,01% NaN ,



Dextran sulfate adsorption

Adsorption onto Dextran sulfate
(ionic interaction with Apo B100)
Anticoagulation by Heparin
Removal von LDL, Lp(a)

Preparation time: 45 minutes
Treatment time: 3 hours
Post treatment time: 15 minutes

Special remarks:
Enormous amount of waste

Need for intensive care






Polyacrylic acid
/ (negatively charged)

— Apolipoprotein B100

< from LDL-C or Lp(a)
(positively charged)













Metodo di assorbimento

» La matrice di acido Poliacrilico e
Poliacriliammide hanno una carica
elettrica negativa

|| colesterolo LDL ha una carica elettrica
positiva

eper il principio di attrazione
elettrostatica avviene l‘assorbimento

Metodo di assorbimento su sangue intero



Il sistema DALI

Direct

Adsorption of

Lipoproteins

Assorbimento diretto delle
Lipoproteine



Kit Dali

|| set DALI I

1 scatola contiene

connettore della pressione
colonna linea d’uscita

linea d’entrata sacca ACD-A

sacca di scarto sacca NaCl






Trattamento

La capacita

di assorbimento del
colesterolo LDL su
sangue intero determina
una semplicita e velocita
di utilizzo del sistema



Terapia personalizzata

Attualmente il sistema DALI® esiste in cinque diverse
configurazioni a seconda delle richieste dei singoli pazienti.

DALI® 500, con una colonna adsorbente 500
DALI® 750, con una colonna adsorbente 750
DALI® 1000, con due colonne adsorbenti 500
DALI® 1250, con una colonna adsorbente 500 e una da 750


















LDL e Lp(a),

Il fattore Willebrand, il fibrinogeno e
la PCR

2 ore
Nessuna intolleranza con ACE Inibitori

200.000 trattamenti
Approvato dalla FDA



Soluzione tampone + Eparina, pH 4,85
25 ml/min

Separazione

: Precipitazione
plasmatica C:> pH 512

Husso sangue .
70 ml/min Componente
cellulare Fltrazione
Plasma privo di LDL
) 50 ml/min
paziente g
Eliminazione
delleccesso di
@ Eparina
< Dalis
H,O Precipitato LD

25 ml/mir



Dopo 9 mesi di terapia H.E.L.P.

CBF prima di
terapia
H.E.L.P.

CBF 20h dopo
terapia
H.E.L.P.

Mellwig KP et al.Z Kardiol. 2003, 92 Suppl. 3:11130-11137
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COLESTEROLO PRE E POST AFERESI
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DECREMENTO PERCENTUALE COLESTEROLO
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