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Uvod

V pribéhu posledniho stoleti se Zivot Zeny prodlouZil primérné o 30 let.
V¢ek vyhasnuti funkce vajecniki se vSak podstatné nezménil. Prodluzuje se
tak vyrazné doba, kterou Zena prozije v estrogennim deficitu. Ten s sebou
pfinds$i mnozstvi nezddoucich funkénich a nésledné 1 organickych zmén. Je
mnohdy obtiZné odliSit zmény zpisobené pouze estrogennim deficitem od

zmeén, na kterych se podili proces obecného stdrnuti organismu.

Péce o Zzeny v klimakteriu by méla zvysit pocet kvalitnich let jejich
Zivota (quality-adjusted life-year, QALY) a to v prvni fadé¢ 1écbou
akutnich obtiZ{ a v druhé fad¢ - v idedlnim pfipadé soucasn¢ - prevenci

dlouhodobych degenerativnich metabolickych zmén.

Teorii moZnosti zabranéni starnuti Zeny pomoci ovaridlniho extraktu
poprvé vyslovil v roce 1889 Charles Eduard Brown-Sequard. V roce 1923
Edgar Allen a Edward Doisy izolovali estrogeny z prasecich ovarii. V roce
1939 izoloval Gordon A. Grant estrogeny z moci bfezich klisen a v roce
1941 byl na trh v Kanad¢ uveden piipravek z téchto estrogenti Premarin.
Vysledky observacnich studii ukdzaly pozitivni vliv snad na vSechny
funkeni 1 organické systémy. Hormonadlni substituce byla nekriticky
obdivovéna jako vSelék. Zatimco zjiSténi vyssiho rizika karcinomu
endometria pfi dlouhodobé neoponované estrogenni terapii publikované
v roce 1975 bylo vyfeSeno pfidanim progestinii, selhdni rozsdhlych
prospektivnich studii pro primarni a sekunddrni prevenci ischemické
choroby srde¢ni na pielomu stoleti vedlo k medidlni kampani proti

hormonalni substituci.

Vzhledem k tomu, Ze zatim neni znidma dostate¢né ¢inna nahrada
hormonélni substituce, nevedla tato krize k uplnému opusténi

farmakologické skupiny, ale k racionalizaci poddvani.



Tato prace se zabyva vlivem hormonélni substitucni terapie (HRT) na
rizikové faktory ischemické choroby srde¢ni (ICHS) zejména na lipidovy
profil a nékteré dalsi faktory kardiovaskuldrniho rizika (hsCRP, TFPI,
PAI-1). Jedna se o jeden z aspekti metabolického vlivu HRT, ktery je

v soucasnosti sttedem zdjmu klimakterické mediciny.

s MoV

Kardiovaskuldrni choroby jsou ve vyspélych statech nejcastejsi ptic¢inou
umrti. U muZzl incidence stoupd progresivné zhruba od véku 35 let, u Zen
je vzestup zaznamendn aZ po 55. roku v€ku tedy v Casové a

pravdépodobné i kauzélni souvislosti s depleci estrogenti.

Exogenné poddvané estrogeny jsou schopny positivné ovlivnit

aterogenezi, agregaci desticek i cévni tonus (1).

Studie pripisuji 30-50% z kardioprotektivniho vlivu estrogenti
positivnimu ovlivnéni lipidového spektra. Menopauza je spojena
s negativnimi zménami lipidového profilu, zejména vzestupem LDL
(lipoproteiny nizké density) a naopak poklesem HDL (lipoproteiny vysoké
density).

Vyznam hypercholesterolémie (studie MRFIT, Framinghamska studie,
studie sedmi zemi) i hypertriglyceridémie (studie PROCAM) jako
nezdvislych rizikovych faktora ICHS byl jednoznaéné prokdzan (2).
Estrogenni status by mohl ovliviiovat management hypercholesterolémie

u zen (3).

Premenopauzélni Zeny maji tendenci mit periferni (gynoidni) distribuci
télesného tuku, zatimco centrdlni (androidni) distribuce tuku je nalézdna
prevdzné u muZzi a postmenopauzdilnich Zen. Estrogenni 1éc¢ba
uptednostiiuje typ gynoidni distribuce tuku, ktery je spojen se snizenym

rizikem ICHS (4).



Cévni rezistence. Estrogeny zptisobuji rychlé uvolnéni oxidu dusnatého
aktivaci syntdzy NO prostiednictvim estrogenovych receptorti, inhibuji
prunik kalciovych iontl do hladkych svalovych bun¢k piimym plisobenim
na membranu nebo L-typ kalciovych kandli, ovliviiuji expresi genil
prostacyklin syntazy a NO syntdzy. Estrogen indukuje kalcium-
dependentni syntdzy oxidu dusnatého v buiice a zpomaluje rozvoj ateromil
inhibici proliferace bun€k hladkého svalstva (5). V menopauze klesa
umeérné délce jejiho trvani rychlost toku krve aortou. Pfi uzivani HRT

stoupd vyznamné tok krve a sniZuje se pulzatilni index krénich artérii (6).

Ostatni faktory. V menopauze roste hladina prokoagula¢niho faktoru
VII (7), fibrinogen a hladina tkdnového aktivatoru plasminogenu, coz
ukazuje na rostouci nebezpeci arteridlni trombdzy v dusledku
hyperkoagula¢niho stavu. Inhibitor aktivovaného plasminogenu (PAI-1) je
téZ u postmenopauzdlnich zZen zvySen. HRT signifikantn€ snizuje hladiny
PAI-1. Ridker (8) v prospektivni studii 28 263 zdravych
postmenopauzdlnich Zen dokdzal signifikantni zavislost n€kterych markert
zanétu a rizika kardiovaskuldrnich chorob. RR ve srovnéni nejvyssiho a
nejnizstho quartilu pro hs-CRP (high sensitive C-reaktivni protein) byl 4,4,
pro sérovy amyloid A 3,0, pro sSICAM-1 (solubile intracelular adhesion
molekule type 1) 2,6, pro interleukin IL-6 2,2. Z dalSich sledovanych
znaki potvrdil RR pro homocystein 2,0, pro celkovy cholesterol 2,4, pro
LDL 2.4, pro apolipoprotein B-100 3,4 a pro HDL 0,3.

Klinicka aplikace. Vyse uvedené pozitivni efekty podavani HRT

zejména na lipidovy profil uZivatelek jsou potvrzovany i1 ¢etnymi
populacnimi studiemi, které prokazuji vyznamné sniZeni rizika ICHS u Zen
uzivajicich HRT v primarni a dokonce i sekundarni prevenci (9, 10, 11).
Sullivan (12) a Gruchow (13) prokazuji vyznamn¢ lepsi koronarografické

ndlezy u uZivatelek estrogenni substituce.



Vv s

Pti podrobnéjsim rozboru vysledkti Nurses’ Health Study (14) bylo
zjisténo, Zze HRT sice sniZuje riziko ICHS u zdravych Zen nezévisle na
délce podéavani ¢i ddvce estrogenu, ale zdroven, Ze u Zen s ICHS
kratkodoba HRT zvySuje riziko a teprve dlouhodobé uZivani piinasi

s sebou sniZeni rizika.

Nedostatkem observac¢nich epidemiologickych studii je jejich zatiZzeni
tzv. selekénim bias. Zeny uzivajici HRT maji obvykle vy3§i vzdélani,
pochdzeji z vyssi socidlni tiidy a vykazuji obecné niZsi vyskyt rizikovych
faktord.

Studie HERS (Heart and estrogen/progestin replacement study) méla
ovefit u¢inek HRT v sekundérni prevenci ICHS (15). Slo o
randomizovanou dvojité slepou prospektivni studii. Behem 4,1 roku trvani
studie se nesnizil vyskyt korondrnich ptihod. V prvnim roce trvani studie
bylo v 1é¢ené skupin€ pozorovano vice korondrnich pithod nez ve skupiné
placebové. Mén¢ korondrnich piihod se objevilo aZ ve 4. roce sledovani.
Navic se zvysilo relativni riziko (RR) tromboembolické nemoci (TEN) na
2,89, onemocnéni Zluéniku RR = 1,38 a karcinomu prsu RR 1,3. Riziko
koronarni ptihody v prvnim roce klesa v 4 mési¢nich obdobich z RR 2,29
na 1,46 ana 1,18. Nulovy azZ negativni efekt HRT v sekundarni prevenci
ICHS kontrastuje s piiznivym ovlivnénim lipidového spektra (sniZeni

LDL-C 0 11% a vzestup HDL-C o 10%).

Studie PHASE (Papworth HRT Atherosclerosis) (16) byla prospektivni
randomizovana studie s uZitim transdermdlniho estradiolu a transdermalni
sekvenéni kombinace estradiol + norethisteron. Zafazeno bylo 255
postmenopauzdlnich (primérny vék 67 roku) pacientek s angiograficky
prokdzanou ischemickou chorobou srde¢ni (vice jak 50% stendza v jedné
z korondrnich artérii), 131 bylo podavano HRT, 121 tvofilo kontroly.
Primérna doba sledovani byla 30,8 mésice. Studie ukdzalo zvyseni rizika
pro Zeny zahajujici HRT s rozvinutou aterosklerézou i pro transdermalni

terapii (RR 1,49, C10,93-2,36, p=0,11).



Studie PHOREA (Postmenopausal Hormone Replacement against
Atherosclerosis) sledovala vliv poddvani 1 mg 17beta-estradiolu
oponovaného 0,025 mg gestodenu cyklicky v kazdém mésici nebo
v kazdém tietim mésici na tloust’ku intimy femoralni artérie. Celkem 321
zdravych postmenopauzdlni Zen s tloustkou intimy arteria carotis v&tsi nez
1 mm bylo randomizované zatazeno do jednoho ze dvou aplika¢nich
schémat na 48 tydnt. HRT sice signifikantné sniZilo hladinu LDL-
cholesterolu a fibrinogenu, ale nezabréanilo v ro¢nim sledovani nartstu
tloustky intimy u Zen se subklinickou vaskularni nemoci (17).

Do studie WAVE (Women’s Angiographic Vitamin and Estrogen) bylo
v 7 centrech zatazeno 423 postmenopauzdlnich Zen s korondrni stenézou
15-75% potvrzenou koronarografif. Zeny byly rozdéleny do étyt skupin.
Jednu dvojici tvotily Zeny 1é¢ené 0,625 mg CEE (u Zen s délohou + 2,5 mg
MPA) a bez 1éCby. Druhou Zeny 1éCeny antioxidacnimi vitaminy - 2krat
denné 400 IU vitamin E + 500 mg vitamin C - a bez 1écby. Kontrolni
angiogram byl proveden za 2,8 roku. Ziuzeni koronérnich artérii ze zhorsilo
0 0,047 mm/rok ve skupiné s HRT a 0 0,024 mm/rok v kontrolni skupiné.
Ve vitaminové skupiné rovnéz o 0,044 mm/rok v jeji kontrolni skupiné
0 0,028 mm/rok.. Ve skupiné s HRT zemfelo 14 pacientek (proti 8)

s hazard ratio 1,8, ve skupiné s vitaminy 16 (proti 6) s hazard ratio (HR)
2,8. Korondérni pithody vcetn€ umrti prokazuji ve skupiné s HRT zvySené
riziko (HR 1,9, 26 versus 15) stejné jako ve skuping¢ s vitaminy (HR 1,5,
26 versus 18) (18).

Rovnéz studie EPAT (Estrogen in the Prevention of Atherosclerosis
Trial) sledovala t¢inek 1 mg 170 ]-estradiolu na tloustku medie karotid.
Zde ovSsem podminkou zatazeni do studie byla nepifitomnost ztluSténi
intimy a normdlni nebo medikaci korigované hodnoty lipidového spektra.
Bylo zatazeno 222 7Zen starSich 45 let, méfeni byla provadéna po 6
mésicich 2 roky. Ve skupiné Zen uzivajicich estradiol byla progrese
subklinické aterosklerdzy o 0,0017 mm/ rok niZsi ve srovnéni s placebem.

Tento rozdil nebyl patrny ve skupiné Zen uZzivajicich hypolipidemika.



Tato studie na rozdil od vySe uvedenych sledovala vliv estradiolu na
ovéiené zdravou cévni sténu, tedy ve skutecné primarni prevenci (19)

Studie Women s Health Initiative (WHI) (20) byla prezentovéna jako

jedna z dlouho oc¢ekédvanych studii o vlivu HRT na primérni prevenci
ICHS. Do studie byly v letech 1993 - 1998 zatazovény Zeny ve véku 50-79
let miniméln€ 6 mésict po menopauze. Po minimalné tiimési¢nim
preruSeni 1€cby bylo zatazeno i 26% Zen, které jiz HRT uzivaly. Studie
probihala ve dvou zdkladnich liniich - Cist€ estrogenni 1écba pro Zeny po
hysterektomii a kombinovand estrogen-gestagenni terapie pro Zeny

s délohou.

Vétev s estrogen-gestagenni substituci ve sloZeni 0,625 mg CEE a
2,5 mg MPA byla po 5,2 roku trvan{ studie pfedCasn¢ ukonéena pro
pfevahu nepfiznivych G¢inki 1€¢by nad placebem. V souboru 8 506
uzivatelek a 8 102 kontrol bylo zjiSt€éno zvySeni rizika karcinomu prsu,
ICHS, cévni mozkové ptihody a tromboembolie. Preventivni vliv na
zlomeniny krcku kosti stehenni, karcinom endometria a kolorektaln{
karcinom nepostacil v této studii k vyvaZeni negativ. Jiné faktory spojené
s estrogennim deficitem (urogenitdlni trofika, kvalita Zivota pacientky,
subjektivni spokojenost) nebyly sledovény.

Studie je velmi dobfe randomizovéana a vSechny vétve jsou naprosto
srovnatelné. AvSak prezentace souboru, ktery snad predstavuje b€Znou
severoamerickou populaci, jako souboru zdravych Zen je prekvapiva. Pro
zahdjeni primarni prevence ICHS se primérny vék 63,2 jevi pomérné
vysoky a vysoka procentudlni pfitomnost faktort ovliviiujicich ICHS (34%
body mass index nad 30, 50 % abusus nikotinu, 4,4% diabeticek, 6,9%
uzivatelek hypolipidemik, 20% uZivatelek aspirinu) i samotné anamnézy
ICHS (4,4%) je zarazejici.

Také estrogenni vétev studie WHI byla uzaviena pied¢asné po 6,8 (5,7-
10,7) roku s odivodnénim, Ze dalsi pokraCovani jiz nepiindsi nové udaje,

neni sice piekroc¢eno zadné stanovené riziko, ale riziko ICHS se nesniZuje.



V estrogenni vétvi WHI bylo v letech 1993 — 1998 randomizovano
10 739 zdravych Zen. Z nich uZivalo 0,625 mg CEE 5310 Zen a placebo
5429 7zen. Zatazeno bylo 48% léCenych hypertonicek, 7,7 % diabeticek,
7.4 % uzivatelek statinti, 19,4% Zen na aspirinu i 4,1% Zen s anamnézou
ICHS. Opét zarazi Siroké vékové rozmezi od 50 do 79 let a nulové ddaje
o indikaci k zahdjenf terapie (21).

Pouze dal$i vyzkum v prospektivnich interven¢nich studiich mize dat
odpovéd’ na pticiny rozdili ve vysledcich jednotlivych studii o vlivu HRT

na kardiovaskuldrni aparét.
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Popis projektu

Vysledky provedenych epidemiologickych a prospektivnich studii
zaméfenych na hormondlni substitu¢ni terapii u postmenopauzalnich Zen
jsou kontroverzni. Pivodn¢ jednoznaéné pozitivni hodnoceni HRT ve
vztahu k metabolismu lipidl a lipoproteini muselo byt ve svétle
poslednich vysledka velkych randomizovanych prospektivnich studii
pfehodnoceno. Je ziejmé, Ze zejména po zahdjeni terapie je v sekundarni
prevenci ICHS riziko kardiovaskularnich komplikaci vySsi u pacientek
s HRT nez bez 1é¢by, prestoze dochazi k pozitivnimu ovlivnéni lipidového

spektra.

Cilem projektu bylo pfispét k objasnéni této diskrepance detailnim
rozborem zmeén lipidového a lipoproteinového spektra, ke kterym po
zahgjeni terapie dochdzi. Soucasné byly sledovany zmeény dalSich
metabolickych, hematologickych a biochemickych parametrti. Byl
porovndn vliv rizné aplikacni cesty HRT (perordlni a transdermélni) na

sledované veliCiny.

Vysledkem méla byt verifikace vlivu HRT na tyto metabolické aspekty,
porovndni dvou zdkladnich aplikacnich pfistupti HRT (transdermélniho a
perorédlniho) a ptipadné oznafeni moznych pficin diskrepanci mezi
vysledky starSich popula¢nich a novéjSich randomizovanych

prospektivnich studii.

Pracovni hypotéza. PrestoZe hormondlni substitu¢ni terapie

u postmenopauzdlnich Zen pozitivné ovliviiuje fadu rizikovych faktort
kardiovaskuldarnich onemocnéni, bylo v prospektivnich studiich zjisténo
zvySeni rizika po zahdjeni HRT u pacientek v sekundarni prevenci ICHS.
Je tedy pravdépodobné, Ze podavani HRT méni dalsi faktory, které se
uplatiiuji v patogenezi kardiovaskularnich chorob. Déle 1ze ptedpokladat,
ze vliv perordlni a transdermalni HRT na sledované proménné bude

rozdilny.
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Ocekdvané vysledky. Dosud publikované prace prokdzaly, ze

menopauza je spojena s fadou zmén metabolickych pochodl. Tyto zmény
se tykaji zejména metabolismu lipidl a lipoproteint (vzestup TC, LDL,
snizeni HDL) a glycidt (zvySeni inzulinémie a inzulinové rezistence),
regulace cévniho tonu a vasomotoriky, dochdzi k piestavbé systémi
hormondlnich regulaci. Bylo zjisSténo, Ze nékteré tyto vlivy lze do urcité
miry zvrétit poddvanim HRT. V zavislosti na typu poddavané HRT je
patrné rizn¢ vyznamné pozitivni ovlivnéni hladin celkového, LDL i HDL
cholesterolu, triglyceridy jsou perordln¢ poddvanou HRT ovliviiovany
negativng, u transdermalnich HRT systému nenf tento efekt natolik
vyrazny. Ovlivnéni hemokoagula¢nich parametrti véetné cytoadhezivnich
molekul bylo v nékterych provedenych studiich hodnoceno rovnéz
pozitivng. Studium vlivu HRT na cévni reaktivitu méfenou pomoci
unikatni metody vyuZivajici laser dopplerovské méfeni reakce koznich cév
na termické a presorické podnéty nebylo v této souvislosti dosud
provadéno. Rovnéz udaje, tykajici se presného popisu zmén lipidovych
podtiid a jednotlivych lipoproteint nejsou rozsahlé.

Metodika. Vzhledem k omezeni rizika chyby pfi randomizaci byl zvojen
cross-over design studie. Pacientky byly zatfazovany na zdkladé€ vstupnich
kritérii: menopauza (definovand jako FSH nad 40 IU/1); absence
vylucovacich kritérii pro podavani HRT; podepsani informovaného
souhlasu; asny start terapie tedy do 3 mésici od menopauzy. Do studie
nebyly zafazovany pacientky s nékterym z nasledujicich vylucovacich
kritérii: kufactvi; arteridlni hypertenze; DM; ICHS; malignity
1 v anamnéze; BMI > 30 kg/kmz; anamnéza TEN; nekorigovand porucha
funkce stitné Zlazy; t€zsi porucha funkce jater a ledvin; sekundarni
hyperlipoproteinemie; uzivani 1€kt ovliviujicich lipidovy profil a

fytoestrogeni.
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Vybrané pacientky byly 6 tydnti od navozeni iatrogenni menopauzy
ndhodné rozdé€leny do dvou skupin z nichz jedna skupina uzivala perordlni
HRT a druha skupina transdermdlni HRT. Po 12 tydnech ndsledovala

tydenni wash-out perioda a nasledné 12 tydnti uZivani druhé modality.

Pti zatazeni do studie byly vSechny pacientky poucena o dieté a
spravném pohybovém rezimu. Pfi vstupnim vySetfeni a pfi kontrolnich
vySetfenich na konci kazdé intervenc¢ni periody studie byly vySetiovany
ndasledujici parametry. Komplexni klinické vySetfeni v€etné krevniho
tlaku, tepové frekvence, uréeni BMI a odbéru podrobné anamnézy. Byla
vySetiena zdkladni biochemie séra (mineralogram, rendlni funkce, jaterni
soubor, CK, glykémie, TSH), proveden kompletni rozbor lipidogramu
(TC, TG, HDL, LDL, apoB, apoA, Lp(a)) v¢etné preparativni
ultracentrifugace ke kvantitativnimu stanoveni lipidovych podtiid a ureni
velikosti LDL. VySetieni zahrnovalo stanoveni FSH, LH a estradiolu.
Stanoveni C reaktivniho proteinu bylo nahrazeno pfesnéj$im stanovenim
hsCRP. Hematologické vySetfeni zahrnovalo vySetfeni krevniho obrazu,
hemokoagulacni parametry (APTT, INR, fibrinogen, D-dimery, AT III).
Ze specidlnich vySetfeni byla provedena analyza faktori
kardiovaskuldrniho rizika — PAI-1 a TFPI. Cévni reaktivita byla
posuzovana neinvazivné pomoci laser dopplerovského urcenti citlivosti

kozZnich arteriol na termické a mechanické podnéty.

Studie byla navrzena jako explorativni, nebyly uréeny primarni ani

sekundarni endpointy. Vysledky byly statisticky zpracovany.

Vyznam projektu. S prodluZzovdnim primeérné délky Zivota obyvatel se

zvySuje procento populace ve vyssi vékové kategorii. Tato skupina vdZe na
sebe nemalé nédklady zdravotnického systému. Pouze primérni prevenci
nejcastéjSich chorob, jako jsou choroby kardiovaskuldrniho systému, I1ze
dosdhnout nejen prodlouZzeni, ale 1 zkvalitnéni Zivota. S tim pak je spojeno

sniZzeni ndkladii na 1é¢ebné a socidlni potieby populace.
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Projekt by mél pomoci najit optimalni management Zen
v postmenopauze z pohledu dyslipidémii a kardiovaskularnich rizik. Urcité
procento postmenopauzdlnich Zen je dle souCasnych znalosti indikovdno
k uzivani HRT. Cist Zen pokraGuje v jiZ zahajené terapii indikované pro
akutni pfiznaky klimakterického syndromu, ¢ést je indikovana k substituci
v ramci prevence pozdnich projevi estrogenniho deficitu zejména

osteoporozy.

Cilem projektu neni primarné rozsiteni preskripce HRT, ale objektivni
zhodnoceni jejiho vlivu na rizikové faktory kardiovaskuldrnich chorob.
Zarukou objektivity v piipad€ tohoto projektu je na firemnich zdjmech
nezdvislé financovani, které umoznil grant IGA MZ CR NB/7588-3
v letech 2003 - 2005.

Objektivizace redlnych moznosti HRT a piipadnd volba vhodné
aplikacni cesty u cilové skupiny pacientek povede dle naseho ndzoru
k racionalizaci preskripce. Pfedpokldadanym piinosem je i realizace
komplexni péce o pacientku odpovidajici sou¢asnému svétovému trendu
center klimakterické mediciny, kde zdkladem terapie nebude pouhd
preskripce 1€k, ale zaroven doporuceni reZimovych opatieni pii piisné
individualizaci pfistupu ke kazdé klientce.

Za nedilnou soucast projektu povaZzuji Sirokou popularizaci informaci
ziskanych pfi feSeni projektu formou piehledovych ¢lankli v odborném

tisku.
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Vysledky projektu

Vliv estrogenni substitu¢ni terapie na lipidovy profil ¢asné

postmenopauzalnich pacientek

V nasi studii jsme sledovali zmény hladin jednotlivych frakci lipidového
profilu v zavislosti na aplika¢ni formé Cisté estrogenni substitu¢ni terapie
(ERT) ve skuping hysterektomovanych Zen s ¢asnym startem substitu¢ni
terapie.

Metodika: Prospektivni studie probihala od zari 2003 do biezna 2005.
Zatazeno bylo 45 Zen s ptiznaky akutniho klimakterického syndromu, 41
Zen studii ¥4dné dokon¢ilo a jejich data byla analyzovana. Zeny byly 6 aZ
12 tydntli po opera¢nim odstranéni ovarii a délohy. Pfed operaci nem¢ly
obtize svédcici pro estrogenni deficit. Praimérny vék souboru byl 49 + 6 let
(32 — 57 let). Byly dodrZzeny zndmé kontraindikace HRT. V cross-over
designu byly randomizovény pro peroralni nebo transdermalni ERT
podédvanou vzdy 12 tydnt s vyménou aplika¢ni formy po tydenni wash-out
period¢. Podavany byly 2 mg 17beta-estradiolu (E2) denné (Estrofem tbl,
Novo Nordisk) nebo jejich ekvivalent v transdermdlni terapeutickém
systému uvoliiujicim 50 pg E2 denné s tydenni aplikaci (Climara emp,
Schering).

VySetteni byla provddéna na pocatku studie, po 12 a 25 tydnech, tedy
v poslednim tydnu lécebné intervence. Odbéry Zilni krve byly provadény
po minimdlné 10 hodinovém la¢néni mezi 8 a 9 hodinou ranni pomoci
Vacutainer systému do zkumavek obsahujicich EDTA.

Koncentrace TC, TG a HDL-cholesterolu byly stanoveny fotometrickou
enzymovou metodou na automatickém analyzdtoru. Hodnota LDL-
cholesterolu byla ziskdna dopoc¢tem dle Friedewalda (LDL = TC — HDL —
TG/2,2). Non HDL-cholesterol byl stanoven dopoc¢tem: non HDL = TC —
HDL. Hodnota aterogenniho indexu byla stanovena dle vzorce Al = (TC —
HDL)/HDL
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Hodnoty apolipoproteinu A1l a apolipoproteinu B byly stanoveny
nefelometricky. Statistické zpracovani vysledkti bylo provedeno parovym
t-testem.

Vysledky: Celkovy cholesterol se proti bazalnim hodnotdm (5,54 + 1,07
mmol/l) statisticky vyznamné neménil (p = 0,109 pro perordlni 1écbu a p =
0,928 pro 1é¢bu transdermdlni). Triglyceridy signifikantné (p = 0,004)
vzrostly pfi perordlni 1é¢bé z 1,39 £ 0,9 mmol/l na 1,61 £ 0,8 mmol/l. To
spolu s nesignifikantnim (p = 0,187) trendem k poklesu u transdermaln{
1é¢by vedlo k oznaceni rozdilu v jejich piisobeni za vyznamny (p =
0,0001). Ptiznivy vzestup HDL-cholesterolu z 1,85 + 0,39 mmol/l na 2,09
+ 0,42 mmol/l (p = 0,0001) po perordlni 1é€bé je signifikantné (p = 0,009)
vyS$i nez po transdermdlni terapii s vzestupem na 1,96 + 0,42 mmol/l (p =
0,029). Tento trend byl patrny i v hodnotéch hlavniho apolipoproteinu
HDL — apo Al ktery se vyznamné (p = 0,0001) zvysil po perordlni ERT a
nikoli po transdermdlni terapii. Také zmény LDL-cholesterolu byly
0,97 mmol/l vyznamné (p = 0,0001) poklesl na 2,52 + 0,71 mmol/l,
zatimco po transdermdlni ERT byl pokles na 3,0 + 1,0 mmol/I
nevyznamny. Tento trend kopiroval apolipoprotein B vyznamnym (p =
0,012) poklesem po perordlni 1é¢bé z 1,1 + 0,4 g/l na 1,0 £ 0,3 g/I. Rozdil
oproti vlivu transdermdlni 1€¢by s nesignifikantnim (p = 0,29) poklesem na
1,0 £ 0,3 g/l neni vSak vyznamny (p= 0,076). Také v koncentraci non
HDL-cholesterolu, ktery zahrnuje vSechny aterogenni ¢astice plasmy tedy
VLDL, IDL, LDL a jejich remnanty, doslo k vyznamné (p = 0,002)
vy$$imu poklesu po perordlni oproti transdermalni terapii. Pfi ndhradé
lipidového profilu vypoctenym aterogennim indexem zjistujeme pokles
z bazélni hodnoty 2,1 £ 0,9 na 1,6 + 0,6 po peroralni 1€cbé (p = 0,0001)
signifikantné (p = 0,0001) vyznamné;jsi neZ pokles na 1,9 + 0,8 (p = 0,011)
po 1écbé transdermdlni. S vyjimkou triglyceridit mély vSechny ostatni

vev s

perordlni ERT.
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Zaveér: V letech 1974 az 200 bylo publikovéano 248 studii sledujicich
vliv 42 rtznych reZimi HRT, raloxifenu ¢i tibolonu na lipidovy profil.
VSechny ERT rezimy zvySovaly HDL-cholesterol, snizovaly LDL-
cholesterol a TC. Perorélni estrogeny zvySovaly TG. Transdermalni 17-
beta estradiol sniZoval TG.

Peroralni ERT ma pozitivni vliv na vétSinu slozek lipidového profilu
(HDL- cholesterol, LDL-cholesterol, non HDL-cholesterol, apo Al, apo B)
s vyjimkou TG. Transdermdlni 1écba je ve vice ukazatelich neutrdlni (TG,
LDL-cholesterol, non HDL-cholesterol, apo Al, apo B).

Vysledky jsou v souladu s literarnimi tidaji. Tyto trendy jsou patrné bez
ohledu na Casnost zahdjeni terapie. Neddvaji odpovéd’ na otdzku rozdila
mezi vysledky observacnich a intervencnich studii vlivu na ischemickou
chorobu srde¢ni. V rdmci soucasného trendu individualizace HRT se
ukazuje znalost hodnot lipidogramu pacientky uzite¢nd pro zohlednéni pii

vybéru terapie.
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Tabulka: Hodnoty lipidového profilu (1 — bazalni hodnoty, 2 - po perordlni

ERT, 3 - po transdermdlni ERT, sd — smérodatnd odchylka, p — hladina

statistické vyznamnosti pro parovy t-test), p (1) — srovnani proti bazalni

hodnoté, p (2x3) — srovnani perordlni a transdermalni intervence,

statisticky vyznamné rozdily vyti§tény tucné.

¢ast A — hodnoty celkového cholesterolu (TC, mmol/l), triglyceridii (TG, mmol/I)
HDL-cholesterolu (mmol/l)

TC 1

Pramér 5,54

d. 1,07

Median 5,41

Min 3,82

Max 8,36

P (1)

p (2x3)

TC2 TC3
534 5,53
0,91 1,17
520 5,20
3,55 3,00
7,92 9,49
0,109 0,928

0,093

TG 1
1,39
0,79
1,22
0,52

4,69
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TG3 HDL1 HDL2 HDL 3

TG 2
1,61 1,26
0,80 0,68
1,46 1,01
0,55 0,51
4,03 3,19
0,003 0,238
0,0001

1,85
0,39
1,85
1,16

2,85

2,09
0,42
2,02
1,54

3,12

1,96
0,42
1,88
1,31

3,14

0,0001 0,047

0,006



¢ast B — hodnoty LDL cholesterolu (mmol/l), non HDL- cholesterolu (mmol/l) a

aterogenniho indexu

Primér
s.d.
Median
Min
Max
P (1)

p (2x3)

3,06
0,97
2,98
1,16

5,39

2,52
0,71
2,45
1,58

4,41

3,00

1,00

2,89

1,34

5,78

LDL1 LDL2 LDL3

0,0001 0,516

0,0001

non
3,69
1,15
3,48
1,54

6,49

non
3,24
0,94
3,24
1,83

6,22

non
3,57
1,17
3,25
1,60

6,93

0,0001 0,331

0,002

HDL1 HDL?2 HDL3

Al'l

2,1
0,9
1,9
0,6

4,4

¢ast C — hodnoty apolipoproteinu Al (g/1) a apolipoproteinu B (g/1)

Primeér
s.d.
Median
Min
Max
P (1)

p (2x3)

1,5
0,2
L5
1,2

1.9

1,6
0,2
1,7
1,2

2,0

0,0001

0,077

1,5
0,2
1,6
1,2

1.9

0,0001

1,1
0,4
1,1
0,5

1,8
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apo AI'1 apo AI2 apo Al3 apoB 1 apoB 2 apoB 3

1,0 1,0

0,3 0,4

1,0 1,0

0.4 0,4

2,0 2,0
0,012 0,290
0,076

Al2  AI3

1,6 1,9

0,6 0,8

1,5 1,8

0,8 0,7

3,7 4,2
0,0001 0,011
0,0001



Graf 1: Statistické hodnoceni zmén hladin triglycerida

Analysis Summary

Dependent variable: - (TG"-0.25)
Factors: Stage
subj

Selection variable: abs((R-avg(R))/sd(R))<3
Number of complete cases: 122
Analysis of Variance for —-(TG"-0.25) - Type III Sums of Squares

MAIN EFFECTS

A:Stage 0.0609997 2 0.0304999 12.05 0.0000
B:subj 1.33065 40 0.0332663 13.14 0.0000
RESIDUAL 0.199945 79 0.00253095

TOTAL (CORRECTED) 1.60506 121

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for -(TG"-0.25)
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 122 -0.953844
Stage
1 41 -0.957428 0.00785688 -0.973067 -0.94179
2 40 -0.924669 0.00800284 -0.940598 -0.90874
3 41 -0.979435 0.00785688 -0.995074 -0.963796

Means and 95.0 Percent Bonferroni Intervals

-09F 3
L/O\ -0.92 - =
[q\|
o 0.94 -
<I
(O -0.96 - -
=
1 -0.98 - -
AL i

Stage
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QGraf 2: Statistické hodnoceni zmén hladin HDL-cholesterolu

Analysis Summary
Dependent variable: - (HDL"-0.5)
Factors:
Stage
subj
Selection variable: abs((R-avg(R))/sd(R))<3

Number of complete cases: 123

Analysis of Variance for -(HDL"-0.5) - Type III Sums of Squares
Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
MAIN EFFECTS
A:Stage 0.0448185 2 0.0224092 14.24 0.0000
B:subj 0.506128 40 0.0126532 8.04 0.0000
RESIDUAL 0.125851 80 0.00157313
TOTAL (CORRECTED) 0.676797 122
All F-ratios are based on the residual mean square error.
Table of Least Squares Means for - (HDL"-0.5)
with 95.0 Percent Confidence Intervals
Stnd Lower Upper

Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 123 -0.724736

Stage

1 41 -0.747615 0.00619428 -0.759943 -0.735288

2 41 -0.700888 0.00619428 -0.713215 -0.688561

3 41 -0.725705 0.00619428 -0.738032 -0.713378

Means and 95.0 Percent Bonferroni

Intervals

-0.68 -
0 07" -
Q@
<, 072+ -
&
;.’ -0.74 - -
-0.76 = i

Stage
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QGraf 3: Statistické hodnoceni zmén hladin LDL-cholesterolu

Analysis Summary
Dependent variable: log(LDL)
Factors:
Stage
subj
Selection variable: abs((R-avg(R))/sd(R))<3

Number of complete cases: 120

Analysis of Variance for log(LDL) - Type III Sums of Squares

MAIN EFFECTS

A:Stage 0.791966 2 0.395983 21.71 0.0000
B:subj 8.88012 40 0.222003 12.17 0.0000
RESIDUAL 1.40446 77 0.0182398

TOTAL (CORRECTED) 11.1248 119

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for log(LDL)
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 120 1.00197
Stage
1 38 1.07171 0.0223059 1.0273 1.11613
2 41 0.88787 0.021092 0.84587 0.929869
3 41 1.04632 0.021092 1.00432 1.08832

Means and 95.0 Percent Bonferroni Intervals
1.15
110 -
1.05

0.95 - .

log(LDL)

0.85 =

Stage
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Graf 4: Statistické zpracovani zmén hladin apoA

Analysis Summary

Dependent variable: apoA
Factors:

Stage
subj

Selection variable: abs((R-avg(R))/sd(R))<3

Number of complete cases: 122

Analysis of Variance for apoA - Type III Sums of Squares

MAIN EFFECTS

A:Stage 0.547648 2 0.273824 17.30
B:subj 3.11704 40 0.077926 4.92
RESIDUAL 1.25055 79 0.0158298

TOTAL (CORRECTED) 4.90226 121

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for apoA
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 122 1.54692
Stage
1 41 1.48122 0.0196492 1.44211 1.52033
2 41 1.63854 0.0196492 1.59943 1.67765
3 40 1.521 0.0200143 1.48117 1.56084

Means and 95.0 Percent Bonferroni Intervals
1.7F E

Stage
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Vliv estrogenni substitu¢ni terapie na subfrakce

plazmatickych lipidi

Vliv estrogentl na hladiny béZn¢ stanovovanych lipidovych tfid krevni
plazmy je zndmy. Méné& byla zkoumdana zmeéna sloZeni jednotlivych
lipoproteinovych subfrakci po zahdjeni estrogenni substitu¢ni 1écby (ERT).
Pfitom je zfejmé, Ze prave slozeni jednotlivych liporoteinovych castic,
oznacované jako kvalita lipoproteind, je pravdépodobné zdsadni pro urceni
aterogenniho potencidlu, protoze urcuje dalsi vlastnosti lipoproteinové
castice (velikost, nadchylnost k oxidativni modifikaci, afinitu
k lipolytickym enzymm). Relativné nové je i poznani vyznamu bézné
nestanovovanych remnantnich ¢astic (RLP) vznikajicich biodegradaci
chylomikronii a VLDL ¢éstic, jejichZ zvySend koncentrace je spojena
s vyznamnym narustem kardiovaskuldrniho rizika.

Metodika: V na$i studii byly vySetfeny zmény lipoproteinovych
subfrakei u probandek ptfed zahdjenim ERT a na konci kazdé 1écebné
periody (transdermélni a perordlni). K vySetfeni byla pouZzita plazma
Cerstvé izolovana z vendzni krve. Metodou preparativni ultracentrifugace
byla stanovena koncentrace cholesterolu a triglyceridi v HDL, IDL, LDL
a VLDL c¢asticich. Koncentrace RLP cholesterolu byla stanovena metodou
dle Nakajimy zaloZenou na imunoseparacni technice v Regionalni
laboratofi WHO v IKEM Praha. Rozdily byly statisticky hodnoceny
parovym t-testem. Vzhledem k mnohondsobnému testovéani byly za
statisticky vyznamné povazovany hodnoty p< 0.005.

Vysledky: Celkovd koncentrace triglyceridli v plazmé zjiSt€nd
ultracentrifugacné byla statisticky vyznamné& nizsi pfi transdermalni
aplikaci nez pfti perordlni (1,33 £ 0,72 mmol/l vs. 1,48 + 0,67mmol/l, p <
0,0001). Rozdil mezi hodnotou bez 1éEby a pii 1é¢bé nebyl ani pro jednu
z aplikacnich cest statisticky vyznamny. Koncentrace cholesterolu v HDL

Casticich byla vyznamné niZsi pii transdermdlni neZ pii perordlni 1écbé
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(1,63 £ 0,45 mmol/l vs. 1,94 £ 0,49, p < 0,0001). Opét nebyly zjistény
rozdily oproti vychozi hodnoté. Koncentrace triglyceridli byly vyznamné
nizsi ve tiiddach HDL 1 LDL ¢&éstic pfi transdermdlni 1é¢bé ve srovnédni

s peroralni (0.19 £ 0,05mmol/l vs. 0,27 £ 0,07mmol/l, p < 0,0001; 0,22 +
0,07 mmol/1 vs. 0,26 £ 0,1 mmol/l, p < 0,0001). V HDL i LDL subfrakci
nebyla hladina triglycerida ve srovnéni s vychozi hodnotou ovlivnéna
transdermadlni terapii, ale byl zjiStén vyznamny vzestup triglycerid v obou
subfrakcich pfi perordlni 1écbé (0,19 £ 0,06 mmol/l vs. 0,27 + 0,07, p <
0,0001; 0,23 + 0,08 mmol/l vs. 0,26 + 0,10 mmol/l, p < 0,0001).

Ve srovnéni s vychozi hodnotou koncentrace cholesterolu v RLP zistala
pfi transdermdlni terapii beze zmény a vyznamné poklesla pii peroralni
terapii (10,11 + 6.82 mg/dl vs. 7,77 = 4.07mg/dl, p = 0,0034). Rozdil mezi
terapiemi nebyl statisticky vyznamny.

Zavér: Perordlni ERT vedla ve sledovaném souboru k statisticky
vyznamné vétsimu vzestupu koncentrace triglyceridii v lipoproteinovych
¢asticich HDL i LDL. Obohaceni ¢astic triglyceridy zptisobuje zménu
afinity k lipolytickym enzym@m. Na triglyceridy bohaté HDL ¢4stice jsou
lep$im substratem pro jaterni lipdzu (HL) jejimZ plisobenim jsou velké
Castice HDL2 pfeménovany na mensi HDL3, které maji vyrazné nizsi
aktivitu v reverznim transportu cholesterolu. ZvySeni zastoupeni
triglyceridti v LDL ¢asticich vede v kone¢ném disledku k ovlivnéni jejich
afinity k receptortim, podili se na determinaci velikosti LDL partikuli a
zpusobuje tak zvyseni aterogenicity LDL ¢éstic. Pro ob¢ aplikacni cesty
ERT byl prokdzan piiznivy vliv na koncentrace cholesterolu v RLP, i kdyz
pouze u perordlni 1€¢by byl efekt statisticky vyznamny. Pokles hladin RLP
je jednoznacné piiznivy a sniZuje aterogenicitu plazmy.

Provedena pozorovdni potvrzuji, Ze ERT je spojena s vyznamnymi
zménami sloZeni jednotlivych lipoproteinovych tiid, které determinuji
vlastnosti a aterogenni potencidl lipoproteinovych ¢Castic krevni plazmy.
Vysledky podporuji pfednostni vyuziti transdermdlni aplikace ERT

u pacientek s dyslipidémii a zvySenym kardiovaskuldrnim rizikem.
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Zmény biochemickych ukazatelt kardiovaskularniho rizika
(hsCRP, TFPI, PAI-1, fibrinogen, D-dimery, AT III) po

peroralni a transdermalni estrogenni substituc¢ni terapii

Riziko komplikaci aterosklerézy je imérné hladindm prozéanétlivych
cytokini zejména interleukinti IL-1 a IL-6 a reaktantt akutni faze, jako je
C-reaktivni protein. Pfi uZiti vysoce citlivych souprav bylo zjiSténo, Ze
lehké zvySeni CRP béZnymi soupravami nedetekovatelné je citlivym
nezdvislym markerem pro riziko ICHS, nestability ateromového platu,
ateroskler6zy obecné i endotelidlni dysfunkce bez zndmek ateroskler6zy.
V roce 2003 stanovila American Heart Association za normdaln{ hranici
hodnotu < 3 mg/I1.

Tissue factor pathway inhibitor (TFPI) je hlavnim inhibitorem
komplexu tkanovy faktor — aktivovany faktor VII koagula¢ni kaskady a
tim vyraznym moduldtorem trombogeneze. Podani rekombinantniho TFPI
na zvitecich modelech bylo prevenci tromb6zy a retrombdzy, snizovalo
mortalitu na septicky Sok vyvolany E. colli, snizovalo subendotelidlni
depozici fibrinu a chréanilo proti rozvoji diseminované intravaskularni
koagulopatie. TFPI je produkovano zejména endotelem. Vykazuje
vysokou vazbu na LDL (lipoproteiny nizké hustoty). Primérna
plasmaticka koncentrace u normdlni populace je 60 + 13 mg/l. Nizké
hladiny volného TFPI jsou povazovany za rizikové pro hlubokou Zilni
tromb6zu s RR 1,7 pro hranici 10. percentilu a 2,1 pro 5. percentil.

Plasminogen activator inhibitor — 1 (PAI-1) je produkovdn mnoha
buinikami v¢etné endotelu a hepatocytii. Je fysiologickym inhibitorem
plasminogenem zprostfedkované fibrinolyzy. Plasminogen je na plasmin
aktivovan aktivatory plasminogenu — tkdilovym (tPA) a urokindzovym

(uPA). Ukolem PAI-1 je rychl4 inhibice tPA. Jeho nériist je znimkou
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zvySeného rizika trombembolické nemoci a rozvoje aterosklerotickych

zmén. Normalni hodnoty jsou 11 - 69 pg/l respektive 0 — 13 IU/ ml.

Metodika:

Ke stanoveni hs-CRP byla pouZita Souprava pro ultrasenzitivni
stanoveni C-reaktivniho proteinu, Sevapharma a.s., kalibrovana v rozsahu
0,5 - 10 mg/1. Principem stanoveni je imunoturbidimetrie pii vlnové délce
620 nm (dle pfistroje).

Stanoveni PAI-1 bylo provedeno soupravou Chromolyze™ PAI-1.
Principem je bio imunoassay — navdzany aktivni tkdiovy aktivator
plasminogenu reaguje s aktivnim PAI-1 z vzorku plasmy. Aktivni tPA je
v navazaném stavu v jamkdach na desticce lyofilizovano. Po rozpusténi
jsou pfidany vzorky plazmy obsahujici PAI-1, aktivni PAI-1 reaguje
s navazanym tPA. Soucasné je ptfiddna protilatka s konjugovanou
peroxiddzou. Po inkubaci jsou zbytky nenavdzanych bilkovin vzorku a
konjugované protildtky odstranény promytim. MnozZstvi navdzaného PAI-1
je uréeno pomoci piisluSného substritu. Intenzita vyvinutého zbarveni je
piimo umérné koncentraci PA-1 ve vzorku. Absorbance je méfena ELISA
readerem pii 492 nm. 1 jednotka PAI-1 aktivity je definovéna jako
mnozstvi PAI-1, které inhibuje 1 mezindrodni jednotku lidského
jednoduchého fetézce tPA.

Ke stanoveni TFPI byla pouZita souprava IMUBIND® Total TFPI ELISA
test. Jednd se o enzymovou sendvicovou metodu s dolnim limitem detekce
0,18 ng/ml.

Ke stanoveni TF PI byla pouZita souprava IMUBINDRX Total TFPI ELISA
test. Jedna se o enzymovou sendvicovou imunometodu, jako vazebné
protilatky se vyuziva kréli¢i protilatky proti lidskému TFPI. Specificita
vazebné protilatky proti nativnimu, komplexnimu i zkracenému TFPI byla
ovefena Western blotem, na kterém se vybarvila jedna linie 34 kD, ktera
odpovidala pohyblivosti intaktnimu nativnimu TFPI a jedna linie 21 kD

odpovidajici zkracené forme TFPI. Nafedéné vzorky plazmy byly inkubovany
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v jamkéch ELISA desticek, potaZzenych vazebnou protilatkou. TFPI je
detekovan za pouziti bionytilované monoklondlni protilatky specifické pro
Kunitzovu doménu 1 na TFPI. Naslednd vazba streptavidinu s konjugovanou
koiiskou peroxidazou vytvoii komplex pro detekci. Po pfidani substratu TMB
TFPI jsou ur¢eny z kalibra¢ni kiivky nativniho TFPIL.

Charakteristika testu — specificita - testem IMUBIND lze stanovit nativni
TFPI navdazany na HDL, LDL, VLDL i zkracenou formu lidského TFPI.
Nebyla pozorovédna Zadna zkiiZena reaktivita nebo interference. Citlivost -
dolnfi limit detekce byla uréena z 15 méteni ,,nulového standardu® a spocitana
hodnota je 0,18 ng/mL (0,18 mg/l).

Jednd se o dvoudenni pracovni postup. V prvnim dnu se vzorky plazmy
nafedi pufrem 1 : 40 a po 100 ul se v duplikatech napipetuje do jamek na
desce. Napipetuje se i po 100 pl standardti TFPI a referencni plazmy s TFPI,
deska se prikryje vickem a necha se pfi 4°C inkubovat pies noc. Druhy den se
jamky 4x promyji promyvacim pufrem. Pak se do kazdé jamky ptida 100 pl
detekeni protilatky a zakryté se inkubuje pii pokojové teplot€ 1 hodinu. Opé&t
se 4x promyje. Nafedi se enzymovy konjugat a ptida se 100 pl do kazdé
jamky, zakryje se a op¢t inkubuje 1 hodinu pfi pokojové teploté. 4x se
promyje promyvacim pufrem a do kazdé jamky se ptida 100 pl substratu.
Zakryté se pii pokojové teploté nechd inkubovat 20 minut. Enzymova reakce
se zastavi pfidanim 50 ul 0,5M H,SO4. Vznikld modré barva se zméni na
Zlutou, na ELISA readeru se do 30 minut zmé&ii absorbance pti 450 nm.

Kalibra¢ni kiivka se vytvoii z priméru absorbanci jednotlivych
kalibratort. K priméru ze 2 absorbanci kazdého vzorku se pfitadi ptislusna
koncentrace podle kalibra¢ni kiivky a ndsobi se 40 (fedici faktor).

VSechna stanoveni byla provddéna v doubletech.

Ostatni analyty (fibrinogen, AT III, D-dimery) jsou rutinn¢ stanovovany
v hematologické laboratofi VFN.

Pro hodnoceni zmén béhem studie byly pouzity nezdvisle parovy t-test a

analyza rozptylu ANOVA s opakovanim s faktory Féze a Subjekt.
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Toto uspotfaddni umoznilo oddélit podil variability souvisejici se zménami
behem studie (faktor Faze) od variability inter-individudlni (faktor Subjekt) a
variability nevysvétlené modelem (rozptyl rezidui). Z divodii nesymetrie dat
i rezidui a nekonstantniho rozptylu u vétSiny sledovanych parametrt byla
pted vlastni analyzou provedena mocninnd nebo logaritmickd transformace
puvodnich zdvisle proménnych (parametri). Tim bylo dosaZeno pfiblizeni
Gaussovskému rozd¢leni u dat i rezidui a stabilizace rozptylu.
Nehomogenity byly detekovany s uZzitim diagnostickych grafa rezidui.
Experimentdlni body s absolutni hodnotou studentizovaného rezidua vetsi
nez 3 byly z analyzy vylouceny. Podil téchto bodt nikdy nepiesahoval 5% z
puvodniho poctu. Rozdily mezi jednotlivymi fazemi byly hodnoceny
Bonferroniho vicendsobnym porovnavanim na hladiné pravdépodobnosti p <
0,05. Ke statistické analyze byl pouZit statisticky software Statgraphics Plus

verze 5.1.

Vysledky: Primérnd bazalni hodnota hsCRP byla 3,3 mg/l. Po peroraln{
ERT doslo k signifikantnimu (p = 0,05) nartstu hladiny na 4,8 mg/l. Po
transdermdlni 1é¢bé hladina hsCRP mirné€ poklesla na 2,8 mg/l, tato zména
vSak nenf statisticky vyznamnd (p = 0,87). Rozdil mezi vlivem perorélni a
transdermdlni ERT na hladinu hsCRP je statisticky vyznamny s p = 0,002
(Tabulka 2).

Primérnd hladina TFPI 87,5 ng/ml po perordlni ERT vyznamné (p <
0,0001) poklesla na 68 ng/ml. Mirny nesignifikantni (p = 0,425) pokles po
transdermadlni terapii je vyznamné (p = 0,03) niZsi neZ po transdermdlni
1écbé (Tabulka 3).

Hladina PAI-1 signifikantné (p = 0,001) klesa po perordlni ERT z 11,39
IU/1 na 5,0 IU/L. Tento pokles je vyznamny (p = 0,001) 1 ve srovnani
s minimdlnim (p = 0,973) poklesem po 1écbé transdermélni ERT (Tabulka
4).

Rutinng sledované markery koagulace neukazaly rozdil mezi aplika¢ni

cestou estrogenu. V hladindch D-dimeri nedoslo k vyznamnym zméndm
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ani po perordlni (p = 0,711) ani po transdermdlni (p = 0,123) ERT
(Tabulka 5). AT-III vyznamné poklesl jak po perorélni (p = 0,001) tak po
transdermalni (p = 0,047), ovSem hodnoty se dale pohybovaly v mezich
normy a mezi jednotlivymi intervencemi nebyl nalezen vyznamny rozdil
(p =0,116) (Tabulka 6). Naproti tomu fibrinogen, jako reaktant akutni
faze, vyznamné poklesl z 3,4 g/l na 3,0 g/l po peroralni 1é¢bé a na 3,2 g/1
po transdermdlni 1€cbé. Pokles po perordlni 1é¢be (p = 0,001) je vyznamné

(p = 0,022) niZsi nez po transdermdlni (p = 0,022) terapii (Tabulka 7).

Zaveéry: V referované prospektivni studii jsme prokazali, Ze
transdermdlni forma ET je neutrdlni ke sledovanym markertim. Patrné jsou
pouze nevyznamné trendy — pokles hsCRP, TFPI a PAI-1. Pokles AT III je
sice statisticky vyznamny, ale klinicky se hodnota pohybuje ve
fysiologickych rozmezich. Hladina D-dimert se neméni. Perordlni 1é€ba
vedla k signifikantnimu vzestupu hsCRP rizikovému pro ICHS a poklesu
TFPI rizikovému pro trombembolickou nemoc. Naproti tomu vyznamné
sniZzeni PAI-1 hodnotime jako pfiznivou zménu z hlediska
kardiovaskularniho rizika, stejné tak pokles fibrinogenu. Nulové zmény D-
dimert Ize povaZovat za potvrzeni, Ze nedoslo k aktivaci koagulaéni
kaskady. Vzhledem ke konsensudlnim doporu¢enim volby HRT neutralni
k hemostatickému systému naSe vysledky vyznivaji ptiznivéji pro
transdermdlni formu ET pfii hodnoceni ekvivalentnim davkovéani 2 mg

estradiolu perordlné a 0,05 mg transdermalné.

Tabulka 2: Zmény hladin hsCRP (mg/1)

perordlni ET | transdermdlni ET
Primér 33 4,8 2,8
Smérodatnd odchylka 3,0 4,8 2,0
Medidn 2,7 3,7 2,0
Minimum 0,5 0,6 0,5
Maximum 13,2 19,6 7,1
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Tabulka 3: Zmény hladin TFPI (ng/ml)

perordlni ET | transdermdlni ET
Primér 87,5 68 81,9
Smérodatnd odchylka 39,0 37,5 37,3
Medién 83,6 61,2 78,4
Minimum 13,2 5 5,4
Maximum 200 151 175

Tabulka 4: Zmény hladin PAI-1 (IU/ml)

perordlni ET | transdermdlni ET
Primér 11,39 5 11,3
Smérodatnd odchylka 12,02 5,27 11,35
Median 6,16 3,05 7,28
Minimum 0,1 0,0 0,68
Maximum 44 .4 21,7 43,3

Tabulka 5: Zmény hladin D- dimera (mg/ml)

perordlni ET | transdermdlni ET
Primér 217 221,6 241,7
Smérodatnd odchylka 125 125 162,6
Medidn 190 192 205
Minimum 71 98 100
Maximum 716 863 860
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Tabulka 6: Zmény hladin fibrinogenu (g/1)

perordlni ET | transdermdlni ET
Primér 34 3,0 3,2
Smérodatnd odchylka 0,8 0,7 0,6
Medién 33 2,8 3,2
Minimum 2,2 1,8 2,1
Maximum 5,2 4.6 4,6

Tabulka 7: Zmény hladiny AT III (%)

perordlni ET | transdermdlni ET
Primér 110,2 103,3 106,1
Smérodatnd odchylka 10,7 8,2 11,1
Medidn 111 104 106
Minimum 85 85 88
Maximum 134 119 128
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Graf 5: Statistické hodnoceni zmén hladin hsCRP

Analysis Summary
Dependent variable: log(hsCRP)
Factors: Stage
Subj
Selection variable: abs((R-avg(R))/sd(R))<3
Number of complete cases: 117
Analysis of Variance for log(hsCRP) - Type III Sums

MAIN EFFECTS

A:Stage 2.40705 2
B:subj 75.4901 40
RESIDUAL 7.50197 74 0
TOTAL (CORRECTED) 85.0046 116

All F-ratios are based on the residual mean square

Table of Least Squares Means for log(hsCRP)
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd
Level Count Mean Error
GRAND MEAN 117 0.876342
Stage
1 38 0.810598 0.0531871
2 38 1.07798 0.0531871
3 41 0.740445 0.0497256

of Squares

1.20353 11.87 0.0000
1.88725 18.62 0.0000
.101378
error.
Lower Upper
Limit Limit
0.70462 0.916576
0.972005 1.18396
0.641365 0.839526

Means and 95.0 Percent Bonferroni Intervals
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Graf 6: Statistické hodnoceni zmén hladin PAI-1

Dependent variable: (PAI1+0.1)"0.15
Factors: Stage
subj
Selection variable: abs((R-avg(R))/sd(R))<3
Number of complete cases: 114
Analysis of Variance for (PAI1+0.1)70.15 - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-
Value
MAIN EFFECTS

A:Stage 0.666302 2 0.333151 13.93
0.0000

B:subj 4.07507 37 0.110137 4.61
0.0000

RESIDUAL 1.76932 74 0.0239098

TOTAL (CORRECTED) 6.51069 113
All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for (PAI1+0.1)70.15

with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd Lower Upper

Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 114 1.29003

Stage

1 38 1.34165 0.0250839 1.29167 1.39163
2 38 1.18195 0.0250839 1.13197 1.23193
3 38 1.34649 0.0250839 1.29651 1.39647

Means and 95.0 Percent Bonferroni Intervals
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Graf 7: Statistické hodnoceni zmén hladin TFPI

Dependent variable: TFPI®0.4
Factors: Stage
subj
Selection variable: abs((R-avg(R))/sd(R))<3
Number of complete cases: 119

Analysis of Variance for TFPI®0.4 - Type III Sums of Squares

MAIN EFFECTS

A:Stage 10.318 2 5.15898 17.26 0.0000
B:subj 130.613 40 3.26532 10.92 0.0000
RESIDUAL 22.7194 76 0.298939

TOTAL (CORRECTED) 162.74 118

All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for TFPI"0.4
with 95.0 Percent Confidence Intervals

Stnd Lower Upper
Level Count Mean Error Limit Limit
GRAND MEAN 119 5.57823
Stage
1 40 5.90886 0.0869756 5.73563 6.08209
2 41 5.1985 0.0853885 5.02844 5.36857
3 38 5.62733 0.0903053 5.44747 5.80719

Means and 95.0 Percent Bonferroni Intervals

6.2 F .

6 - i
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Vliv peroralni a transdermalni estrogenni substitu¢ni

terapie na mikrocirkulaci

Metodika: K hodnoceni mikrocirkulace byla pouZzita metoda laser-
doppleru. Byla hodnocena klidova kozni mikrocirkulace na predlokti
nedominantni horni koncetiny, kde je pfevazné nutritivni mikrovaskuldrni
reCiSteé, a prstu na téZze konceting, kde je ptevaha funk¢nich kapilar.

K méteni byl pouZity piistroje PeriFlux PF4001 Master a PeriTemp
PF4002 Heater (Jirfilla, Svédsko). K hodnoceni mikrovaskuldrni
reaktivity byl pouZit test s post-okluzivni reaktivni hyperémii (PORH) po
tiiminutové okluzi arteria brachialis a s termalni hyperémii za pouZiti
specidlni termostatické sondy s teplotou 44°C (TH). V obou piipadech
byla hodnocena maximalni perfiize pfi hyperémii a jako dynamicky
parametr té€Z rychlost vzestupu perftize béhem reaktivni faze testu. Perfize

byla téZ vyjadiena relativni hodnou v % klidové bazalni perfuze.

Vysledky: Pii opakovaném méfeni nebyly zjiStény statisticky vyznamné
zmeény klidové perfuize ani vypocitanych hodnot pii testech ve srovnani
s prvnim méfenim. Byla vSak nalezena statisticky vyznamna zavislost
mezi percentudlné vyjadienou reaktivni hyperémif pii okluzi na prstu
(PORH%1) pfi prvnim méfeni na hodnotdich HDL cholesterolu (r =
0,3393, p=0,0372; y=1,76198413 + 0,00122934115*x) a u stejného
parametru méteného na predlokti (PORH%?2 - r=0,5059, p = 0,0007; y =
1,50547757 + 0,000705246599*x). Sérova koncentrace HDL cholesterolu
s bazalni hodnotou (2,09 0,42 a 1,96 + 0,42 vs. 1,85 + 0,39 mmol/l),
nicméné korelace mezi HDL cholesterolem a parametry mikrovaskuldrni
reaktivity nebyla pfi obou kontrolnich vySetfenich nalezena. Pti
predbéZznych analyzach nebyla zatim zjiSténa Zadna dalsi korelace az na

souvislost diatolického krevniho tlaku a maximdlni hodnoty post-okluzivni
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reaktivni hyperémie na prstu (r = 0,5670, p = 0,0002; y = 64,4521896 +
0,0533043744*x).

Zavér: Neprokdzali jsme souvislost mezi mikrovaskuldrni reaktivitou a
koncentracemi sexagent, coZ mohlo souviset s variabilitou plazmatickych
hladin pohlavnich hormont po perordlnim podani a relativné vyssi

variabilitou metody laser-doppleru.
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Zavéry

Cilem projektu bylo zjistit, kterd z aplikacnich forem estrogenni
substitucni terapie v ddvkovani 2 mg estradiolu denné peroralné respektive
0,05 mg estradiolu transdermdlné je pro postmenopauzilni pacientky
vhodnéjsi z pohledu kardiovaskuldrniho rizika.

Perordlni terapie vyvoldvala pozitivni zmény ve smyslu zvySeni
koncentrace HDL-cholesterolu a poklesu inhibitoru aktivatoru
protrombinu (PAI-1). Na druhé stran¢ ov§em zpiisobovala vzestup
triglyceridt, vysoce citlivého C- reaktivniho proteinu (hsCRP) a pokles
inhibitoru aktivace tkanovym faktorem (TFPI).

Transdermadlni terapie byla spojena s vzestupem HDL-cholesterolu.
K ostatnim sledovanym markertim se chovala neutralng.

Z hlediska kardiovaskularnich rizik je transdermalni forma estrogenni
substitu¢ni terapie diky své neutrdlni povaze vhodné&j$i nez perordlni.

Volba terapie musi byt individudlni. Znalost po¢ate¢nich hodnot
lipidogramu a dal$ich faktorti kardiovaskuldrniho rizika mtiZe pomoci pfi
volbé aplikacni formy, ddvkovani ¢i sloZzeni hormondlni substitu¢ni

terapie.
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Conclusion

The aim of project was to evaluate which of aplication forms of estrogen
replacement therapy (in daily doses 2 mg estradiol orally or 0,05 mg
estradiol transderma) is better for postmenopausal women from the view
of cardiovascular risk. Oral aplication was conected with favourable
elevation of HDL-cholesterol level and lowering of prothrombin activator
inhibitor (PAI-1). On the other side there were elevation of tigylcerides
and high selective C-reactive protein (hs CRP) and lowering of tissue
factor pathway inhibitor (TFPI). Transdermal therapy was conjoined with
elevation of HDL-cholesterol. Other markers were not influenced by this
aplication form.

Transdermal estrogen replacement therapy is more favourable than oral
estrogen replacement therapy from the view of cardiovascular risks.

The choice of hormone replacement therapy must be strongly
individual. The knowledge of level lipids and other factors of
cardivascular risk, could be helpfull during choice of aplication form, dose

and contents of hormone replacement therapy.
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