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1 Soucdasny stav problematiky

1.1 Ischemicka choroba tepen dolnich koncetin

Ischemicka choroba tepen dolnich koncetin (ICHDK) je nejcastéj$im a nejvyznamnéj$im
onemocnénim perifernich tepen, nejcasteji vznika na podkladé aterosklerotického procesu.
Pacienti s intermitentnimi klaudikacemi vykazuji az v 50-70% také symptomy anginy pectoris
(Aronow et al. 2002). Diagnéza ICHDK je zaloZena na pozitivni anamnéze typickych
klaudikaci nebo jiz klidovych bolesti. Pfi klinickém vysetfeni nalézame Selest na postizenych
tepnach ¢i az chybéni pulzu, pozitivni polohovy test a pokles dopplerovského systolického
kotnikového tlaku, ktery dnes povazujeme za vyznamny predikator kardialniho rizika (Leng et
al. 1996). Diilezita je objektivizace klaudikacni vzdalenosti na pohyblivém chodniku (McGee
et al. 1998).

Stadia ischemické choroby DK vychazi z Fontainova rozdéleni z r.1954. Pacienti v I.
stadiu onemocnéni jsou asymptomaticti, nalézame u nich pouze pii auskultaci Selest na
postizenych tepnach. II. stadium je jiz s typickymi klaudikacemi, ve stadiu Ila je dosazena
klaudika¢ni vzdalenost delsi nez 200 m, ve stadiu IIb je kratsi nez 200 m, z divodu stratifikace
klidové bolesti, zejména v noci. Doplerovsky kotnikovy tlak vy$§i nez 50 mm Hg
charakterizuje nemocné ve stadiu I1la, u stadia Illb je tato hodnota niZ8i nez 50 mm Hg. IV.
stadium je charakterizovano ohrani¢enou nekrézou na dolnich koncetinach (Hirsch et al 2001).

1.2 Lééba ICHDK

Cilem 1écby ICHDK je odstranéni ¢i zmirnéni ischemickych pfiznakt a zabranéni
progrese aterosklerotickych zmén. Rozhodujici je eliminace ovlivnitelnych rizikovych faktort
u vech stadii ICHDK. Z nefarmakologické 1é¢by je zcela zasadni odstranéni kufackych
navykd a intenzivni rehabilitace.

Snahou farmakoterapie je od stadia II ovlivnéni mikrocirkulace a reologickych

intenzivni intervalovy trénink (Girolami et al. 1999). Mezi vasodilataéni preparaty patii
kyselina nikotinova, xantinolnikotinat, teofylin a naftidrofuryl. Novinkou v této oblasti je
cilostazol, ktery selektivné inhibuje fosfodiesterazu IIL

Nejcastéji pouzivanym reologikem je pentoxifyllin. Jedna se o xantinovy derivat,
ktery ma fadu ucinkt. Kromé blokady cytokint zlepsuje reologické vlastnosti tim, ze snizuje
hladinu fibrinogenu (Hiatt et al. 2001), krevni viskozitu, agregaci erytrocyti a jejich
deformabilitu, zabrafiuje agregaci trombocyt (Hirsch et al. 2006).

1.3 Rizikové faktory ICHDK

Zcela zasadni se jevi ovlivnéni vSech rizikovych faktord aterosklerdzy, pochopeni
jejich vzajemného vztahu a nalezeni i€innych populacnich preventivnich a 1é¢ebnych opatieni
(Rosolova a kolektiv 1994). Nejvyznamné&j$imi rizikovymi faktory pro vznik ateroskler6zy
tepen DK jsou kutacké navyky, hyperlipidémie, diabetes mellitus, arteridlni hypertenze a
obezita. Dal§imi rizikovymi faktory mohou byt hyperhomocysteinemie, hyperfibrinogenémie,
zvySeni PAI-1, hyperurikémie, stres a nedostatek fyzické aktivity.



Skutecnost, ze vyskyt aterosklerézy souvisi s koncentraci cholesterolu, je znam jiz
delsi dobu (Adams et al. 2000). Teprve prtlomova multicentricka studie 4S (Scandinavian
Simvastatin Survival Study Group 1994) prokazala vyrazné sniZeni srde¢ni (42%) i celkové
mortality (30%) a rovnéZ sniZeni nutnosti operaénich vykonti na vénéitych tepnach (37%).
Statiny kromé hypolipidemického éinku ovliviuji skladbu a funkei bunéénych membran,
hemokoagulaci a vnitini trombogenni aktivitu, zlepSuji funkci entotelidlnich bunék, omezuji
proliferaci a aktivaci bunék hladkého svalstva. Hypolipidemicka 1é¢ba pravdépodobné vede ke
stabilizaci sklerotickych platt, snizuje obsah lipidt v téchto platech a vede k jejich pfeméné na
platy stabilni, které jsou méné nachylné k prasknuti a naslednému vzniku akutni trombozy.
Dlouhodobé podavani statind je bezpecné, coz nam ukézala 5-ti letd studie se simvastatinem
40mg Heart Protection Study (Heart Protection Study Collaborative Group 2002). Zejména
u diabetikii bez ICHS ¢ ICHDK HPS prokazala vysoce vyznamné 33% pomérné snizeni
vyskytu prvnich velkych cévnich piihod, stejn€¢ u muzi i zen. Velmi dilezité bylo zjisténi, ze
efekt 1écby ve skupiné nad 65 let, ale i nad 75 let byl stejny jako u mladsich vékovych skupin.
Byl prokazan prospéch z 1é¢by i u nemocnych s vychozimi hodnotami LDL pod 2,6 mmol/I.

1.4 Mirna hyperhomocysteinemie

Nov&jsim moznym rizikovym faktorem aterosklerézy je mirna hyperhomo-
cysteinemie (v rozmezi 15-30 pmol/l) . Homocystein (Hcy) je aminokyselina poprvé popsana
vroce 1952 de Vigneaudem (De Vigneaud 1952). V plasmé se Hcy vyskytuje jako volny
pouze asi v 10%, zbytek je vazan ve smési bisulfidli, homocystinu a homocystein-cysteinu. Pro
praktické potfeby se udava hodnota celkového homocysteinu, tedy hladina po redukci a
uvolnéni z vyse uvedenych sloucenin. Homocystein je v téle syntetizovan tzv. methioninovym
cyklem, ktery je soucasti degrada¢niho systému aminokyselin s obsahem siry. Homocystein je
vV methioninovém cyklu bud’ spolupfitomnosti vitaminu B12 zpétné remetylovan enzymem
methioninsyntazou, kde jako donator metylové skupiny puasobi folat (kyselina listova), ¢i
degradovan transsulfuraéni drahou na cystathion a cystein, a to enzymem cystathion-p
syntazou za piitomnosti vitaminu B6 (Robinson et al. 1994). Defekt tohoto enzymu vede
k extrémni hyperhomocysteinemii (Hcy > 500 pmol/l) provazené mentalni retardaci a tézkymi
aterosklerotickymi zménami tepen a rizikem tromboembolie jiz v raném véku (Carson et al.
1962). Pomérn¢ dobie je objasnéna remetylaéni draha homocysteinu. Darcem metylové
skupiny pro vitamin B12 dependentni konverzi Hey na methionin je 5-methyltetrahydrofolat,
ktery je syntetizovin z 5,10 methylentetrahydrofolatu. Kli¢ovym enzymem je
metylentetrahydrofolatreduktaza (MTHFR). Gen pro MTHFR je lokalizovan na kratkém
chromozomu 1. V piipadé mutace dochazi k zaméné cytosinu za tymin v pozici 677.
Disledkem této zamény je zména struktury proteinu MTHFR a ta zptsobuje redukovanou
aktivitu a vyssi termolabilitu tohoto enzymu. Autosomalné recesivni mutace byla nalezena asi
u 17% pacientd s ICHS a v populaci u cca 5% (Kang et al. 1991).
Vyssi hladiny homocysteinu vyvolavaji endotelidlni dysfunkci (Kanani et al. 1999). Jednim
z predpokladanych mechanismti je tvorba peroxidovych a superoxidovych aniontd a tim
zrychleni oxidativni degradace oxidu dusnatého (Stamler et al. 1993). Oxid dusnaty kromé
vasodilata¢niho plsobeni ovliviiuje i agregaci destiCek, adhezi monocyt, vznik
superoxidovych radikald, proliferaci hladké svaloviny cév (Tsai et al. 1994) a oxidaci LDL
castic (Loscalzo 1996).

Kauzalitu Hey v etiologii vaskularnich onemocnéni prokazala fada retrospektivnich,
ale i prospektivnich sledovani. Hordalandska studie zjistila, ze zvySeni tHcy o 5 pumol/l je



spojeno s narGstem rizika celkové mortality o 49% a kardiovaskularni mortality 0 50%
(Vollset et al. 2001). Homocystein je prokazan jako rizikovy faktor aterosklerdzy i jiného
fecist¢ nez koronarniho. Studie ECAP (Graham et al. 1997) zafadila i 156 nemocnych
s ICHDK. Relativni riziko ICHDK bylo v této studii 1.7x vy$$i pro nemocné v nejvysSim
kvintilu tHcy pfi srovnani s niz§im. Obdobné metaanalyza Boushey (Boushey et al. 1995)
nalezla relativni riziko pfitomnosti hyperhomocysteinemie u pacientl s ICHDK (6.8), coz bylo
prekvapivé vyssi nez pro ICHS (1.8) ¢i cerebrovaskularni choroby (2.5). Nékolik vyznamnych
praci o homocysteinu pochazi i znaSeho pracovisté. Byla prokazana asociace mezi
hyperhomocysteinemii a zvysenou tuhosti aortélni stény (Filipovsky et al. 2004) a inzulinovou
rezistenci (Rosolova et al. 2002).

Zéakladem 1é¢by mirné hyperhomocysteinemie je suplementace kyselinou listovou.
Podavani vitaminu B12 ma pouze pfidatny charakter, nebot’ jeho ucinek je pomérné maly.
Pyridoxin dokadze snizovat hladinu Hcy pouze po perordlni zatézi L-methioninem.
Metaanalyza studii s 1écbou folaty v davce 0,2 - 10 mg denné¢ prokazala 25% snizeni hladin
Hcy u takto l1é¢enych osob, spolupodavani vitaminu B12 vedle k dalsimu 7% snizeni (HLTG
1998).

1.5 Oxidacni stres

Volné radikaly jsou pfi¢inou fady onemocnéni vcetné aterosklerdzy. Z markert
oxidaéniho stresu jsou nejéast&ji sledovany malondialdehyd (MDA), superoxiddismutaza
(SOD) a glutathionperoxidaza (GSHPx(. Hladina MDA je do jisté miry tmérna lipoperoxidaci,
i kdyZ vyjadfuje jen asi 1/10 hodnoty skute¢né lipoperoxidace (Ruef et al. 2001). Na druhé
strané pusobi latky antioxidacni, superoxiddismutaza a glutathionperoxidaza. SOD stoupa
rychle vkrvi pii zvySené tvorb& superoxidu. GSHPx $té€pi peroxid vodiku a lipidické
hydroperoxidy. Pti poklesu GSHPx se hromadi peroxid vodiku, ktery pronika membranami a
poskozuje buiky. Glutathion ma také detoxikacni Ucinky, snizenou hladinu nalézdme u
kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu a artritidy.

1.6 Asymetricky dimetylarginin

Stéale nevime, zda mame asymetricky dimetylarginin (ADMA) povazovat za rizikovy
faktor aterosklerozy, ¢i za nasledek endotelialni dysfunkce. Homocystein a jeho prekursor L-
methionin zvySuji hladiny ADMA, a to v zavislosti na koncentraci latek. Tento ucinek je
zprostfedkovan snizenim aktivity enzymu dimethylarginindimethylaminohydrolazy (DDAH),
coz je enzym produkovany endotelem. DDAH degraduje velkou vétSsinou ADMA (pfi
parenteralnim podani se ADMA jen v 5% vylou¢i do mo¢i nezménén, zbytek je degradovan
enzymem piedev§im na citrulin). Homocystein inhibuje DDAH tim, Ze zasahuje
sulfhydrylovou skupinu, ktera je pro tento enzym kli¢ovou patrné tim, Ze se s ni vaZe a vytvori
s DDAH bisulfid. Podafilo se prokazat, ze zvy$ené hodnoty ADMA inhibuji NO-syntazu, a
tim vyvolavaji endotelidlni dysfunkci (lto et al. 1999). Ke kumulaci ADMA dochazi
pfedev§im u nemocnych s renalni insuficienci, nebot ADMA je vylucovan ledvinami.
Nemocni v chronickém dialyzaénim programu dnes z velké ¢asti umiraji na kardiovaskularni
nemoci diky pokrocilé ateroskleroze. Prospektivni 33 mési¢ni sledovani hemodializovanych
nemocnych (Zoccali et al. 2001) prokazalo vztah hladiny ADMA k celkové mortalité a
vyskytu kardiovaskularnich pfihod, a to jako druhy nejsilngjsi faktor hned po v€ku. Také u
muzi stfedniho v€ku po infarktu myokardu (Valkonen et al. 2001) s normalnimi renalnimi
funkcemi ADMA predikoval vyskyt kardiovaskularnich komplikaci, pravdépodobné zde hraje



roli snizena aktivita DDAH. ADMA se pravdépodobné chova jako proaterogenni molekula
(Boger et al. 1998), ktera stimulaci sekrece monocytarniho chemotaktického proteinu 1
zvysuje tvorbu endotelidlniho superoxidového radikalu a dale potencuje adhezi monocytt, coz
miize Castecné vysvétlit horsi vysledky provedené koronarni angioplastiky u pacientl se
zvysenou hodnotou ADMA pied zdkrokem. Aktivitu DDAH pravdépodobné ovliviiuje kromé
hyperhomocysteinemie i vyse cholesterolémie a glykémie. V experimentech bylo zjisténo, Ze
ADMA v hodnotach 1-10 pmol/l inhibuje vasodilataci zavislou na endotelu a aktivitu NO
syntézy (Thum et al. 2005).

2 Cile diserta¢ni prace

Zakladnim cilem této prace bylo oveéfit Ucelnost bézné farmakoterapie u nemocnych
s ischemickou chorobou tepen dolnich koncetin. Sledovani bylo zaméfeno na nasledujici
4 oblasti:

1. Posouzeni dlouhodobého laboratorniho a klinického efektu statini u dvou skupin
nemocnych s ICHDK; u skupiny nemocnych s poruchou lipidovych parametrd, a u skupiny
bez poruchy lipidového metabolismu.

2. Posouzeni laboratorniho a klinického ucinku nejCastéji pouZivané¢ho farmaka v indikaci
aterosklerotickych uzavért perifernich tepen - pentoxifyllinu, pfi i.v. aplikaci a dlouhodobé
p.o. medikaci.

3. Tteti oblasti sledovani byl vyskyt mirné hyperhomocysteinemie u nemocnych s ICHDK a
jeji farmakologické ovlivnéni suplementaci kyselinou listovou. Kontrolni skupinou byli zdravi
Seniofi a testovana byla téz zavislost na pfislusném genotypu MTHFR.

4. Ctvrtou oblasti vyzkumu bylo stanoveni hladiny asymetrického dimetylargininu a posouzeni
vztahu mezi ADMA a konvencnimi rizikovymi faktory u relativné zdravych osob a pacienttl
s manifestni ateroskler6zou.

3 Metodika

Laboratorni ukazatele

Hladiny jednotlivych frakei lipida byly stanoveny v plasmé fotometricky pomoci analyzatoru
HITACHI 917 s uzitim chemikalii od firmy Roche. Nemocny pfed nabérem 12 hodin laénél.
Stanovovali jsme celkovy cholesterol (norma < 5 mmol/l), LDL cholesterol (norma < 3
mmol/l), HDL cholesterol (norma > 1 mmol/l), TG (norma < 2 mmol/I).

Koagulaéni parametry fibrinogen, plasminogen a antitrombin III byly stanoveny pomoci
komer¢nich kitu Chromogenix a Kitu Instrumental Laboratory.

Pro stanoveni markerd oxidativniho stavu byla pouzita heparinizovana krev. Malondialdehyd
byl stanoven pomoci substanci reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS),
superoxiddismutaza v erytrocytech, glutathionperoxidaza (GSHPX) v celé krvi a celkova
antioxidacni kapacita pomoci kitd Randox (Crumuluin, N. Ireland, UK). Redukovany
glutahion byl méfen kity Oxis Intern (Bonnenie, Marie, Francie). VSechny metody byly
adaptovany pro analyzator Hitachi 717.

Geneticky polymorfizmus methylentetrahydrofolatreduktazy byl stanoven PCR metodou
(DNA isolace pouzivajici Quiagen kity nasledovana amplifikaci, rozStépenim a
elektroforetickou detekei specifického DNA fragmentu). VSechny subjekty byly testovany na



ptitomnost C/C (homozygot s obéma normélnimi alelami), C/T (heterozygot) anebo T/T
(homozygot s obéma mutovanymi alelami).

Homocystein a ADMA byly stanovovany metodou HPLC s fluorescenéni detekci. Vzhledem
k technickym potiZim se stanovenim ADMA metodou HPLC jsme posléze pfesli na metodu
ELISA. Zjistili jsme, Ze mira shody je vysoka, a Zze metoda ELISA je c¢asové mnohem méné
naroéna (Siroka 2005). ADMA u porovnavanych skupin nemocnych byl stanoven vzdy
shodnou metodikou.

Funkéni ukazatele

Funk¢éni vykonnost pacientl byla testovana na pohyblivém chodniku ERGOCOMP EC 560
firmy PPG HELLIGE GmbH pii rychlosti 2,5 km/h a stoupani 7,5%. Stanovali jsme
klaudika¢ni interval v metrech, tj. maximalni vzdalenost, kterou nemocny usel bez bolesti
dolnich koncetin nuticich nemocného zastavit.

Mistni tlak na perifernich arteriich dolnich koncetin byl méfen dopplerovskym pritokovym
detektorem ,,Dopplex” firmy Huntleigh Diagnostics Ltd., kotnikovy index kalkulovan jako
pomér hodnoty systolického tlaku na a. tibialis posterior ku hodnoté systolického tlaku na a.
brachialis PHK. Vysetfeni bylo provadéno vleze po 10 minutach klidu na zadech. Pfi vstupnim
vysetieni byl zméfen kotnikovy index na obou dolnich koncetinach. Pfi sledovani efektu lécby
jsme zvolili vice postizenou dolni koncetinu s niz§im kotnikovym indexem.

Statistika

Vzhledem ktomu, Ze sledované veli¢iny nemély normalni rozlozeni jsme pouzivali
neparametrické (potadové) testy. Normalitu jsme testovali jednoduchym testem pro kontrolu
Sikmosti a $piatosti. Pro posouzeni zavislosti jednotlivych veli€in byla pouzita poradova
korelace (Spearman). Souvislost genotypu MTHFR s ostatnimi veli¢inami byla testovana
Kruskal-Walisovym testem (neparametricka analogie ANOVY). Pro porovnani hodnot pied a
po 1écbé byl pouzit Wilcoxontiv parovy test. Dvouvybérovy test jsme pouzili pro srovnani 2
nezavislych skupin.

Veskera data jsou v praci uvedena v podobé median (kvartilovy rozptyl).

4 Vysledky:

1 Lécba statiny u pacientii s ICHDK
1.1 Pacienti s poruchou spektra krevnich lipidi - ovlivnéni laboratornich
ukazateli a funkéni vykonnosti

Metodika

Do prospektivniho sledovani byli zatazovani pacienti s ICHDK II.-III. funkéniho stadia, kte¥{
podstoupili angiografické vySetieni tepen DK a byli pro pokrocilost aterosklerotickych zmén
1é¢eni konzervativné. Nejméné 6 tydnl pied zatazenim do tohoto sledovani byla nemocnym
vynechana veskera hypolipidemicka 1é¢ba. Vsichni pacienti po zatazeni do 24 mési¢niho
sledovani byli 1éeni simvastatinem v didvee 20 mg denné, v pfipadé vzestupu hodnoty
celkového cholesterolu nad 6 mmol/l byla tato davka zvySena na 40 mg. P¥i vzestupu hodnoty
TG nad 3 mmol/l byla hypolipidemicka terapie rozsifena o fenofibrat. Konkomitantni terapii
jsme se snazili uz béhem vymyvaci fize neménit, davky byly upravovany pouze pfi
neuspokojivé kompenzaci. V dlouhodobém sledovani uzivali pacienti vzdy pentoxifyllin a
antiagregacni ¢i antikoagulacni 1é¢bu. Studie byla koncipovéana jako ,,sam sob& kontrolou®, tj.
jako srovnani s vychozi hodnotou pted 1é¢bou.



Do sledovani po dobu 24 mésicli bylo zatazeno 50 pacientd, véku 64,3 (51,7-72,8), 44%
nemocnych aktualné koutilo, 20% nemocnych byli diabetici 2.typu.

Vysledky

Poruchu lipidového metabolismu pii vstupu do sledovani lze charakterizovat jako stiedné
zavaznou ve vSech ukazatelich (tab. 1). Pfitomny byly také dalsi zmény, byla zvySena hladina
homocysteinu (norma < 15 pmol/l), ukazatele oxidacniho stavu lze hodnotit jako naklonéné
prooxidaénim smérem, pfedev§im pii srovnani s hodnotami z dalsiho vyvoje. Pies peclivou
titraci davky simvastatinu bylo dosazeno normalnich hodnot az za 24 mésici. Hladina
homocysteinu béhem sledovani statisticky vyznamné klesala bez specifické 1éc¢ebné
intervence. Glykémie se pii kontrolnich nabérech postupné zvysovala, pfi posledni kontrole
lehce presahovala normu. Fibrinogen zaznamenal v prib&éhu mésici pozvolny statisticky
nevyznamny vzestup v limitu normalnich hodnot.

Tabulka €. 1: Pacienti s ICHDK s poruchou spektra krevnich lipid(i — zména
laboratornich ukazateli a funkéni vykonnosti oproti vstupnimu vysetieni

vstupni.vys. za 12 mésicu za 24 mésicu
Pocet pacientu n=50 n=50 n=50
Parametr median kvart, median kvart. median kvart

rozptyl rozptyl P rozptyl P

Celk.cholesterol 6,91 571-7,12 5,44 5,08-6,29 *kk 4,94 4,32-5,16 ok
(mmol/l)
LDL cholesterol ! : kx : xx
(mmoll) 4,88  4,65-516 3,42 3,19-3,71 2,96 2,55-3,29
HDL cholesterol o5 8413 1220 112157 % 133 110164
(mmol/l)
TG (mmol/l) 2,71 2,52-3,16 2,17 1,67-2,42 = 178 1,39-2,08  **
Homocystein 22,1 181245 1831 152239 ** 1754 116214  **
(umol/l)
Fibrinogen (g/l) 3,66 3,29-4,01 4,01 3,77-422  ** 3,85 3,32-4,08 n.s.
Glykémie 476 41499 579 552608 ** 560 538605 **
(mmol/l)
MDA (umol/l) 3,09 261359 298 274346 ns. 2,27 1,94-237
SOD (U/g Hb)  1203,6 1145-1289 1199,7 1148-1254 n.s. 1372,1 1312-1405 ***
g;HPX (Ul 47,2 392596 49,5  407-598 n.s. 46,8 382584 ns.
gr?;' (mmol/ 168 138195 166 131188 ns. 168 135201 ns.
CAC (mmol/l) 1,31 123142 134 131156 ns. 1,49 133181
Frl]";“d-'”te“’a' 1618 86204 1698 78219 ns. 1709  80-228  ns.
Kotnik.index 0,491 0,36-0,59 0,533 0,40-0,62 * 0,511 0,39-0,57 n.s.

MDA, malondialdehyd; SOD, superoxiddismutaza; GSHPX, glutathionperixidaza; GSH, glutathion v ery;
CAC, celkova antioxida¢ni kapacita
Wilcoxon.parovy test: ***p<0,001, **p<0,01, *p<0.05, n.s. nesignifikantni, srovnani se vstupnim vysSetfenim



U ukazateli oxidacniho stavu jsme hodnotili predevS§im jejich casovou dynamiku.
Malondialdehyd jako mozny ukazatel lipoperoxidace od 18.mésice statisticky vyznamné
klesal. Superoxiddismutaza jako enzym zudastnény pii peroxidaci statisticky vyznamné
stoupala od 18. mésice. Glutathion v erytrocytech se po celou dobu sledovani neménil,
aktivita glutathionperoxidazy byla za 12.-18. mésici snad o trochu vy$si. Napadna je v tuto
dobu shoda upravujicich se pomért skladby krevnich lipidi a upravy oxida¢niho stavu.
Klaudikac¢ni interval se v prubéhu jednotlivych mésict prodluzoval. Za 3, 6 a 12 mésica bylo
prodlouzeni statisticky nevyznamné, v kritickém 18. mésici byl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil (pfi této kontrole se rovnéz normalizovaly lipidové parametry a byly téz
vyznamné niz§i parametry oxidacniho stavu). Pozd€ji se jiz klaudikacni interval
neprodluzoval.

Kotnikovy index se také zvysoval, statisticky vyznamny je rozdil ve 12. mésici.

Diskuze

Prospektivni sledovani 50 pacientd S ICHDK se vstupni smiSenou hyperlipidémii 1é¢enych
simvastatinem nezaznamenalo trend k dal§imu zhorSovani funkéniho stavu, ale naopak trend
k prodluzovani klaudikaéni vzdalenosti s dosazenim statistické vyznamnosti za 18 mésici.
Lipidové parametry byly sledovany jednak z diivodii monitorovani G¢inku statint, ale také
jako korelat ke stanovovanym markertim oxidacniho stavu. Jejich ovlivnéni jsme hypoteticky
predpokladali jako nezavisly ucinek provadéné 1écby. Oxidacni stav za 18 a 24 mésict lze
hodnotit jako nejniZ§i ve srovnani s pfedchazejicimi intervaly a je zajimavé, Ze v tuto dobu se
navozuje normalizace lipidovych parametrii a zaroven se statisticky vyznamné také prodlouzil
klaudikaéni interval. Interpretace parametrti oxidacniho stresu je nejednoznacna, stale nevime,
zda normalizace lipidovych parametrti sniZuje oxidaéni zat€Z cévniho endotelu ¢i zda elevace
oxidacnich markeri mize sama o sob& vést k endotelialni dysfunkci. Lécba statiny byla téz
provazena snizovanim homocysteinu, jak jsme zaznamenali po 12 mésicich 1é¢by. P¥i¢inna
souvislost neni z dosavadnich poznatki vysvétlitelna. Hladina fibrinogenu v pribéhu mésict
postupné stoupala, napi. ve 12. mésici dosahla vyznamnosti rozdilu (p<0.01).

Obdobné vysledky pfineslo i nekolik zahrani¢nich studii. Podavani 40 mg
simvastatinu (Aronow et al. 2003) u nemocnych s ICHDK star$ich 60 let a vstupni hodnotou
LDL > 3,2 mmol/l vedlo po 1 roce u 31 nemocnych 1é¢enych statinem k prodlouzeni vstupniho
klaudikaéniho intervalu o 95 sekund (p<0,001). U 29 nemocnych 1ééenych placebem doslo ke
zkréaceni vstupniho klaudikaéniho intervalu o 10 sekund (n.s.). Srovnani 12 mési¢niho efektu
10 mg a 80 mg atorvastatinu s placebem u 601 nemocnych s ICHDK (Emile et al. 2003) se
vstupni hodnotou LDL niz§i nez 4,14 mmol/l vedlo k signifikantnimu prodlouZeni
klaudika¢niho intervalu v 1é¢ené skupiné o 78 sekund. Ve skupiné 1é¢ené placebem byl
vyznamné vys$i vyskyt vaskularnich komplikaci oproti 1é¢enym skupindm. V podskupiné
pacientti s ICHDK 1é¢enych ve studii 4S (Pedersen et al. 1998) vedla terapie simvastatinem ke
40% snizeni rizika zhorSeni klaudikaci.



1.2 Pacienti bez poruchy spektra krevnich lipidii - ovlivnéni laboratornich
ukazateli a funkéni vykonnosti

Metodika

Zatrazovani do prospektivniho sledovani byli opét pacienti s uzavérovou chorobou tepen DK
Il.-III. funk¢niho stadia, ktefi podstoupili arteriografické vysetfeni tepen DK a byli pro
pokrocilost aterosklerotickych zmén 1éCeni konzervativné a byl predpoklad jejich spoluprace.
Podminkou zafazeni byly normalni vstupni hodnoty lipidogramu, tj. celkovy cholesterol < 5
mmol/l, LDL < 3 mmol/l, HDL > 1 mmol/l a TG < 2 mmol/l. Toto sledovani bylo
koncipovano jako srovnani pacientdi s ICHDK randomizované zarazenych do skupiny lécené
simvastatinem 20 mg denné a skupiny s doporu¢enim dietniho rezimu (bez hypolipidemické
lécby) po dobu 24 mésicti. VSichni nemocni uzivali pentoxifyllin a antiagregacni Ci
antikoagulac¢ni 1é¢bu. Konkomitantni terapii jsme se snazili neménit, davky byly upravovany
pouze pii neuspokojivé kompenzaci.

Do skupiny 1é¢ené simvastainem bylo zafazeno 20 nemocnych, véku 61,5 (52,3-71,7), 40 %
z nich aktualné koufilo. Ve skupiné na pouhém dietnim rezimu bylo 22 pacientl, véku 64,9
(53,9-72,4), 55% z nich aktualné koutilo.

Vysledky
Vstupni primérmé hodnoty spektra krevnich lipidi byly v limitu normalnich hodnot v obou
skupinach (tab. 2).

Tabulka €. 2: Pacienti s ICHDK bez poruchy spektra krevnich lipidl - laboratorni
ukazatele a funkéni vykonnost oproti vstupnimu vysetreni

vstupni vys. za 12 mésicu za 24 mésicu
Pocet dieta (n=22) dieta (n=22) dieta (n=22)
pacientl statin (n=20) statin (n=20) statin (n=20)
. kvart. . kvart. . kvart.
Parametr median median p median o]
rozptyl rozptyl rozptyl

Celkovy dieta 470 440-490 555 515589 ** 628 589-6,85 ***
cholesterol  qatin 480 4,28-509 457 412-471 * 429 368483 *

LDL dieta 2,95 2,59-312 3,69 328401 *** 432 411479
cholesterol  gaiin 319 262332 274 2,36-301 ** 246 181292 **
HDL dieta 1,14 099-1,26 1,09 1,04-115 ns. 1,03 095109 *

cholesterol  gatin 1,11 1,02-1,20 1,22 1,13-1,28 * 1,30 1,24-1,39
Triglyceridy dieta 1,72 1,62-2,11 227 1,882,65 ** 269  2,282,98 *
(mmoll)  gatin 1,54 1,281,69 1,40 1,29-158 ns. 151 1,22-1,75 n.s.
Klaudikaéni dieta 172,5 78215 1525 95205 ns. 1435 94193  *
interval (M) giain  119,0  69-162  153,0  72-189  * 1560  85-257  **
Kotnikovy  dieta 0,395 0,26-062 0,365 0,25-055 * 0330 0,26-055 **
index statin 0,360 0,25-0,51 0,380 0,32-0,58 ** 0405 0,30-0,62 ***

Celkovy, LDL a HDL cholesterol (mmol/l)
Wilcoxon.parovy test: ***p<0,001, **p<0,01, *p<0.05, n.s. nesignifikantni, srovnani se vstupnim vySetfenim



Ve skupin¢ s dietnim rezimem se parametry lipidového metabolismu jiz od 6 mésict
statisticky vyznamné zhorSovaly, tento trend zhorSovani byl zachovan i pfi nasledujich
kontrolach, HDL cholesterol mirn¢ klesal.

Ve skupiné 1écené simvastatinem doslo v prubéhu mésicti k dal$imu statisticky vyznamnému
poklesu LDL cholesterolu a vzestupu HDL cholesterolu, ackoliv se vSe délo v rozmezi
normalnich hodnot. Jen triglyceridy byly vyssi za 6 a 24 mésica.

Parametr délky klaudika¢niho intervalu se meénil v obou skupinach s opaénym trendem
(graf 1). Ve skuping s dietnim rezimem doslo v 6. mésici k statisticky vyznamnému zkraceni,
trend dalsiho zkracovani se prohluboval za 18 a 24 mésict. Také kotnikovy index se snizil jiz
za 6 mésica, trend kopiroval vyvoj klaudika¢niho intervalu.

Ve skupin€ 1éCené statiny bylo zaznamenano prodluzovani klaudikacniho intervalu, a to jiz
Vv 6. m&sici. Tento trend se s uspokojivou statistickou vyznamnosti uplatiioval i v dalich
meésicich. Kotnikovy index se zvySoval se statisticky vyznamnymi rozdily proti vychozi
hodnoté ve vSech intervalech sledovani.

Graf 1:

Délka klaudikaéniho intervalu
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Diskuze

Pti niz§ich poctech pacientii jsme sice nedocilili Gplného vyvazeni vSech vstupnich parametrt
pacientu, pfesto je trend vyvoje délky klaudikacniho intevalu zfetelné opacny, zkracuje se ve
skuping 1écené dietou a prodluzuje se ve skupiné 1éCené statiny. Tento zavazny fakt neni
potlacovan skuteénosti, Ze vstupni klaudikaéni interval mél vetsi rozptyl. Lipidové ukazatele
zieteln€ klesaly ve skuping 1é¢ené statiny na hodnoty niz$i nez byla vstupni hodnota, pokles se
ovSem odehraval v normalnim limitu. Ve skupiné s dietnim rezimem doslo jiz od 6. mésice
k signifikantnimu vzestupu celkového a LDL cholesterolu, vzestupu triglyceridi, HDL
cholesterol klesal pouze nesignifikantné.

Zahrani¢ni prace vénujici se této problematice zafazovaly nemocné S hodnotami LDL nizsi
nez 3 mmol/l soucasné s pacienty s hodnotami LDL nad 3 mmol/l do sledovanych soubort,
nemocni s ICHDK a s LDL < 3 mmol/I nebyli samostatné sledovani.
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Soucasny pohled na nelipidové ucinky statind je mirné skepticky. Snizeni kardiovaskularni a
celkové mortality je ptipisovan hypolipidemickému efektu statini. Pokud byli nemocni 1éceni
LDL-aferezou, pak dramaticky pokles LDL byl také provazen zlepSenim endotelialni
dysfunkce a poklesem ultrasenzitivniho CRP. CRP klesa i pti 1é¢bé fibraty a ezetimibem.
Ptiznivy dopad uZzivani statinti diive pfic¢itany nelipidovym ucinkiim je spiSe dan tim, Ze
sniZzovani lipidd je prospésné také v rozmezi hodnot, které jsme diive pokladali za normalni.
Studie HPS se simvastatinem nam prinesla jednozna¢ny diikaz o snizeni kardiovaskularnich
ptihod u nemocnych s vysokym KV rizikem, jejichz lipidovy profil byl normalni ¢i lehce nad
normu. V této studii byli sledovani i nemocni s manifestni ICHDK.

Vsichni nemocni s manifestni ICHDK by méli uzivat statin, pokud hodnota celkového
cholesterolu je > 3,5 mmol/l.

2 Lécba pentoxifyllinem u pacienti s ICHDK
Farmakodynamické a terapeutické ticinky pentoxifyllinu
2.1 Intravenozni podani jednotlivé davky

Metodika

Ve studii byli sledovani nemocni s ICHDK II. a III. stadia hospitalizovani na lizkové casti
Odde¢leni klinické farmakologie FN Plzen, ktefi podstoupili arteriografické vySetieni tepen
DK. Nemocnym byla 14 dni pted pfijetim vynechana vasodilatacni lécba pentoxifyllinem ci
naftidrofurylem. Nébéry byly provedeny pted a po podani 200 mg pentoxifyllinu ve 250 ml
fyziologického roztoku po dobu 2 hodin. Béhem aplikace nemocni byli v klidu na lazku.

Vysledky

Po intravenoznim podani doslo ke snizeni primérné hodnoty fibrinogenu (p<0.05), zvysila se
aktivita superoxiddismutazy a glutathionperoxidazy (p<0.05), coz lze interpretovat jako
projev mozného snizeni oxida¢niho stavu (tab. 3).

Tabulka €. 3: Laboratorni parametry pred a po podani jednotlivé davky
200mg pentoxifyllinu v i.v. infuzi po dobu 2 hod

pred podanim po podani
Poget pacientl n=30 n=30
Parametr median kvartilovy rozptyl median kvartilovy rozptyl P
Fibrinogen (g/l) 3,72 3,69-4,17 3,45 3,21- 3,86 <0,05
MDA (umol/l) 3,31 2,96 - 3,51 3,29 2,98 - 3,55 n.s.
SOD (U/g Hb) 1151,9 1112 - 1184 1186,7 1132 - 1308 <0,05
GSHPx (U/g Hb) 41,5 41,2-41,8 44,0 43,8 - 44,5 <0,05
GSH (mmol/l Ery) 1,66 1,51-1,75 1,67 1,58-1,81 n.s.
CAC (mmol/l) 1,30 1,21-1,52 1,32 1,26-1,59 n.s.

MDA, malondialdehyd; SOD, superoxiddismutaza; GSHPX, glutathionperoxidaza; GSH,
glutathion v ery; CAC, celkova antioxidaéni kapacita
Wilcoxon.parovy test, n.s. nesignifikantni, srovnani s hodnotami pred podanim
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2.2 Orélni podani jednotlivé davky

Metodika

Ve studii byli sledovani nemocni s ICHDK II. a Ill. stadia dispenzarizovani v cévni poradné
pti Oddéleni klinické farmakologie FN Plzen. Nemocni uzivali dlouhodobé vasodilatacni
1é¢bu pentoxifyllinem (minimalné 6 mésict). Pentoxifyllin byl podan v retardované tableté
(Agapurin retard) v davee 400 mg 50 pacientum. Stanoveni bylo provedeno pied a 2 hodiny po
podani tablety. Béhem téchto 2 hodin nemocni sedéli v klidu v ¢ekarné.

Vysledky

Po peroralnim podani se snizila primérna hodnota fibrinogenu (p<0.05) a zvysila se aktivita
superoxiddismutazy (p<0.05) a celkova antioxidaéni aktivita (tab. 4). Vysledky jsou obdobné
jako pfi intravenoznim podéavani pentoxifyllinu po 14 denni vymyvaci period¢€. Pentoxifyllin si
pravdépodobné zachovava Gcinnost i pii dlouhodobém p.o. podavani.

Tabulka &. 4: Uéinek jednotlivé davky pentoxifyllinu 400 mg oralné
podaného v jedné retardované tableté

pred podanim po podani
Pocet pacientu n=50 n=50
Parametr median kvartilovy rozptyl median kvartilovy rozptyl P
Fibrinogen (g/l) 3,93 3,76 - 4,57 3,75 3,51-4,36 <0,05
MDA (umol/l) 3,21 2,94 - 3,62 3,23 2,91-3,75 n.s.
SOD (U/g Hb) 1249,3 1192 - 1286 1270,2 1211 - 1306 <0,05
GSHPx (U/g Hb) 47,5 47,3-47,9 48,2 47,9 - 48,7 n.s.
GSH (mmol/l Ery) 1,66 1,41-1,95 1,67 1,38-1,91 n.s.
CAC (mmol/l) 1,31 1,11-1,72 1,42 1,24-1,89 <0,05

MDA, malondialdehyd; SOD, superoxiddismutaza; GSHPx, glutathionperoxidaza; GSH,
glutathion v ery; CAC, celkova antioxida¢ni kapacita
Wilcoxon.parovy test, n.s. nesignifikantni, srovnani se vstupnim vysSetienim

2.3 Klaudikaéni interval pied 8 denni inflizni 1é¢bou a po ni

Metodika

Ve studii byli sledovani nemocni s ICHDK 1. a III. stadia pfijimani na Iizkovou ¢ast Oddéleni
klinické farmakologie FN Plzen pro zhorSeni klaudikacénich bolesti. Nemocni pted pfijetim
uzivali dlouhodobé vasodilataéni 1é¢bu pentoxifyllinem (minimalné 6 mésici). Infuzni terapie
pentoxifyllinem v davce 200 mg ve 250 ml fyziologického roztoku byla podivana 2x denné
po dobu 8 dni. Pokud byl nemocny hospitalizovan po dobu delsi nez 8 dni, byl i u téchto
nemocnych vyhodnocen stav 8. dne hospitalizace. Béhem podavani infize nemocni lezeli
v klidu na lizku. Béhem hospitalizace byl provadén intenzivni intervalovy trénink.

Vysledky

Infazni terapie pentoxifyllinem po dobu 8 dni vedla ve skupiné 50 pacientli ke statisticky
vyznamnému prodlouZeni klaudika¢niho intervalu (p<0.01) a vzestupu kotnikového indexu
(p<0.001) (tab. 5).
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Tabulka €. 5: Parametry funkéni vykonnosti pred a po 8 denni vasodilatacni infazni
terapii

pred lécbou po lécbé
Pocet pacientu n=50 n=50
Parametr median  kvartilovy rozptyl median kvartilovy rozptyl p
Klaudikaéni interval (m)  163,7 94 - 219 179,5 112 - 239 <0,05
Kotnikovy index 0,491 0,38-0,57 0,54 0,43-0,62 n.s.
STK na PHK (mmHg) 138,0 131 - 156 137,0 132- 154 <0,05

Wilcoxon.parovy test, n.s. nesignifikantni, srovnani s hodnotami pfed infuzemi

Diskuze

Pozitivni efekt pentoxifyllinu na snizeni hladiny fibrinogenu byl pozorovan pii
peroralnim i infuznim podavani pentoxifyllinu. Ziskana data pfipousti, Ze se dostavuje i urcity
antioxidaéni u¢inek. Osmi-denni infuzni 1é¢ba vedla k statisticky vyznamnému prodlouzeni
klaudikaéniho intervalu a narastu kotnikového indexu. Pravdépodobné se zde uplatnil i efekt
infizi na zvySeni intravaskularniho objemu a vliv intenzivni rehabilitace. Zda se jednalo o
skutecny efekt pentoxifyllinu, by bylo mozno ovéfit pouze ve studii kontrolované placebem,
kdy kontrolni skupina by dostavala infaze s ¢istym fyziologickym roztokem. Ze ziskanych dat
povazujeme hospitalizaci nemocnych se zhorSenim klaudika¢niho intervalu za ucelnou
vzhledem ke zmirnéni klaudika¢nich bolesti pii komplexni 1é€bé vcetné intenzivni
rehabilitace. Vysledky ptipousti, ze protekéni udinek pentoxifyllinu nastava $irSim
mechanismem, nez jsou jen dosud popisované reologické a vasodilataéni G¢inky.

Sledovani ucinku pentoxifyllinu nepatii mezi zajmy farmaceutickych spolecnosti.
V roce 1982 byla provedena prvni randomizovana studie s pentoxifyllinem (Porter et al. 1982)
u 128 nemocnych s ICHDK, ktera vedla po 6 mésicich k nesignifikantnimu 12% prodlouzeni
klaudikaéniho intervalu oproti placebu. Obdobna studie (Lingarde et al. 1989) u 150 pacientt
s ICHDK vedla také po 6 meésicich k nesignifikantnimu prodlouzeni klaudikacniho intervalu
oproti placebu 0 21%. Studie (Dawson et al. 2000) u 689 nemocnych s ICHDK nenalezla po 6
mésicich rozdil v klaudikacéni vzdalenosti u nemocnych lé¢enych placebem a pentoxifyllinem

V soucdasné dobé patii pentoxifyllin stale k bazalni terapii ICHDK, bohuzel nebyly
provedeny zadné prospektivni dlouhodobé placebem kontrolované klinické studie, které by
posoudily efektivnost této 1écby. Metaanalyza (Hood S.C et al.1996) celkem 11 studii sledujici
nemocné s ICHDK zjistila primérné prodlouzeni klaudika¢niho intervalu o 29 metri u 308
pacientt 1é¢enych pentoxifyllinem oproti 304 nemocnym na placebu. Signifikantni nalez byl
pouze pii selekci nemocnych s ICHDK |I. stadia a se vstupnim klaudika¢nim intervalem 50 -
200 metrG.

3 Lécba folaty u pacientii s ICHDK
3.1 Vyskyt hyperhomocysteinemie u pacienti s ICHDK

Metodika V souboru 150 pacienti s ICHDK I.-11l. stadia ndhodné vybranych z ambulantni
klientely Oddéleni klinické farmakologie byl sledovan vyskyt hyperhomocysteinemie a jeji
mozny vztah k hodnotam lipidogramu a fibrinogenu.
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Vysledky

Pacienti byli rozdéleni na skupinu s nadnormalni hodnotou homocysteinu (> 15 umol/l) a
normalni hodnotou homocysteinu (< 15 pmol/l). V obou skupinich byly nalezeny
nadnormalni hodnoty celkového a LDL cholesterolu, triglyceridi a fibrinogenu, avsak bez
vazby na zvySenou ¢i normalni hladinu homocysteinu (tab. 6).

Tabulka €. 6: Vyskyt hyperhomocysteinemie u nemocnych s ICHDK

Hyperhomocysteinemie  Normohomocysteinemie p

Pocet pacientu n=96 n=54
kvartilovy kvartilovy

Parametr median rozptyl median rozptyl
Homocystein (umol/l) 31,22 23,7 - 33,6 13,12 10,1 - 14,7 <0,001
Celkovy cholesterol (mmol/l) 5,95 538-7,12 5,85 5,11 - 6,99 n.s.
LDL cholesterol (mmol/l) 4,17 3,38-4,92 3,75 3,40- 4,81 <0,05
Triglyceridy (mmol/l) 2,26 1,88 - 2,62 2,57 1,99-2,76 <0,05
Fibrinogen (g/l) 4,47 4,18-4,75 4,43 4,07 - 4,82 n.s.

Wilcoxon.dvouvybérovy test, n.s. nesignifikantni

3.2 Methioninovy zatéZovy test.

Metodika

V sestavé 50 pacienti s ICHDK L.-1ll. stadia sledovanych v cévni poradné pii Oddé€leni
klinické farmakologie byl sledovan ucinek jednotlivé davky L-methioninu v davce 50mg / kg
béhem zatézového methioninového testu. Nemocni byli pozaddani o spolupraci pii pravidelné
ambulantni kontrole, byl jim pe¢livé vysvétlen vyznam a bezpec¢nost testu, nemocni vyjadiili
ustni souhlas S timtotestem. Pfi vybéru nemocnych jsme neznali vstupni hodnotu
homocysteinu. Nabéry krve jsme provedli za 3, 6 a 12 hodin po podani L-methioninu.

Vysledky

Tabulka &. 7: Uéinek podani jednotlivé davky L- methioninu oralné
(50mg / kg) béhem zatézového metabolického testu

pred podanim za 6 h po podani
Pocet pacientu n=50 n=50
Parametr median kvartilovy rozptyl  median kvartilovy rozptyl p
Homocystein (umol/l) 21,2 13,5- 30,2 53,6 29,5-71,3 <0,001
Fibrinogen (g/l) 3,62 3,28 - 4,02 3,64 3,22 - 3,99 n.s.
MDA (umol/l) 3,14 2,62 - 3,41 3,55 2,89-3,72 <0,01
SOD (U/g Hb) 1206,1 1143 - 1281 1198,1 1135 - 1276 n.s.
GSHPx (U/g Hb) 46,9 38,5-59,1 47,2 39,1-58,6 n.s.
GSH (mmol/l Ery) 1,70 1,47-1,92 1,66 1,39-1,85 n.s.
CAC (mmol/l) 1,31 1,25-1,38 1,30 1,27-1,38 n.s.

MDA, malondialdehyd; SOD, superoxiddismutaza; GSHPX, glutathionperixidaza; GSH, glutathion v ery;
CAC, celkova antioxida¢ni kapacita
Wilcoxon.parovy test, n.s. nesignifikantni, srovnani s hodnotami pred podanim
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Vzestup homocysteinu vrcholil za 6 hodin, proto jsme v tuto dobu sougasné vyhodnotili i dalsi
laboratorni parametry (tab. 7). Za 6 hodin po podani L-methioninu dosahl homocystein zhruba
2,5 nasobku vstupni hodnoty, ve stejnou dobu doslo k vzestupu MDA (p<0.01), také ostatni
ukazatele jevily nesignifikantni posun prooxidac¢nim smérem.

3.3 Porovnani u¢inku 1é¢by kyselinou listovou u pacienti s ICHDK a u zdravych
seniord, plazmaticka hladina homocysteinu, parametry koagula¢niho a oxida¢niho
stavu, vyznam genotypu methylentetrahydrofolatreduktazy

Metodika Do studie byli zafazeni pacienti s hyperhomocysteinemii (plazmatické hladiny >
20 pmol/l), 33 z nich mélo uzavérovou chorobu tepen DK ovéfenou arteriografii DK, véku
63,5 (54,8 - 71,1), 55% z nich aktualné koufilo.

Ze souboru zdravych seniorit bylo vybrano 26 osob véku 68,2 (61,1-74,6), 19% z nich
aktualné koufilo.

Usporadani studie bylo identické v obou sledovanych skupinach. Vsechny osoby byly po
vstupni placebové fazi 1é¢ené kyselinou listovou v davce 5 nebo 10 mg denné po dobu 3
mésici, davka byla pouZita ndhodné.

Vysledky

Pacienti s uzavérovou chorobou tepen DK (tab. 8)

Tabulka €. 8: Zmény ukazatell po 3 mési¢ni Ié¢bé kyselinou listovou
u pacientll s ICHDK

pred lIécbou po léébé
Pocet pacientu n=33 n=33
Parametr median kvart. median kvart. p

rozptyl rozptyl

Homocystein (umol/l) 26,70 23,6-33,5 20,0 17,8-26,5 <0,0001
Kyselina listova (ug/l Ery) 210,0 174-255 549,0 485-635  <0,0001
Fibrinogen (g/l) 4,10 3,50-4,50 3,50 3,30-3,80 <0,0001
Plasminogen (%) 94,0 88-102 105,0 90-114 <0,0001
Antithrombin Il (%) 88,0 74-101 93,0 81-105 <0,05
MDA (umol/l) 3,10 2,60-3,60 2,60 2,40-2,80 <0,0001
SOD (U/g Hb) 1118,0 1058-1173 1196,0 1142-1286 <0,001
GSH (mmol/l Ery) 1,59 1,37-1,92 1,86 1,63-2,17 <0,0001
GSHPx (U/g Hb) 39,2 35,4-51,4 44,1 38,6-59,0 <0,005
CAC (mmol/l) 1,30 1,23-1,42 1,31 1,22-1,35 <0,05
Celkovy cholesterol mmol/l) 6,03 5,37-7,08 5,95 5,24-6,75 n.s.
HDL cholesterol (mmol/l) 1,28 1,06-1,43 1,27 0,99-1,39 <0,05
LDL cholesterol (mmol/l) 3,99 3,34-4,98 3,68 3,40-4,63 n.s.
Triglyceridy (mmol/l) 1,61 1,24-2,74 1,94 1,38-2,84 n.s.
Glykémie (mmol/l) 5,70 5,30-6,50 5,70 5,30-6,90 n.s.
Systolicky TK (mmHg) 142,0 120-156 140,0 132-154 n.s.
Diastolicky TK (mmHg) 86,0 80-90 91,0 84-95 <0,05

MDA, malondialdehyd; SOD, superoxiddismutaza; GSH, glutathion v erytrocytech; GSHPX,
glutathionperoxidaza; CAC, antioxidaéni kapacita, Wilcoxon.parovy test, n.s. nesignifikantni,
Wilcoxon.parovy test, n.s. nesignifikantni, srovnani s hodnotami pfed lIé€bou
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Vstupni hodnota homocysteinu v plazmé statisticky vyznamné klesla po 3 mésicni 1é¢bé
kyselinou listovou klesla (p<0.0001). Obdobny trend zaznamenal i fibrinogen, naopak
hodnota plasminogenu a antitrombinu III se zvysila.

Malondialdehyd  povazovany s uréitou rezervou za  ukazatel lipoperoxidace poklesl,
superoxiddismutaza vykazovala vy$si aktivitu (pravdépodobné nebyla spotiebovavana),
glutathion a korespondujici enzym glutathionperoxidaza rostla (pravdépodobné nebyly také
spotfebovavany pii mozném poklesu produkce peroxidu vodiku). Hladina celkové antioxida¢ni
kapacity se snizila v souvislosti s poklesem oxidativni zatéZe. Parametry lipidového a
glycidového metabolizmu se nezmeénily.

Zdravi seniori

Vstupni hodnoty homocysteinu byly u zdravych seniori niz§i neZ u nemocnych
s manifestovanou aterosklerozou. Po 3 mési¢ni 1é¢bé doslo také ke statisticky vyznamnému
snizeni hodnoty Hey (p<0.0001) (tab. 9).

Koagulacni stav se upravoval ve smyslu snizeni hladiny fibrinogenu a zvySeni aktivity
plasminogenu, antitrombin 111 se nezménil.

Indikatory oxidativniho stavu nebyly modifikovany tak zfeteln¢ jako v pfedchazejici skupiné.

Tabulka €. 9: Zmény ukazatelti po 3 mésicni Iécbé kys.listovou u zdravych
seniordl

pred lIécbou po léébé

Pocet vysetfenych n=26 n=26

Parametr median kvart. rozptyl median kvart. rozptyl p
Homocystein (umol/l) 24,35 20,5-27,4 18,6 15,8-20,0 <0,0001
Kyselina listova (ug/l Ery) 209,5 153-257 783 706-814 <0,0001
Fibrinogen (g/l) 3,05 2,85-3,19 2,57 2,39-293  <0,0001
Plasminogen (%) 91,5 86-97 103,0 101-112 <0,0001
Antithrombin Il (%) 90,0 82-100 93,0 86-102 n.s
MDA (umol/l) 3,30 2,5-4,0 3,20 2,5-3,8 n.s
SOD (U/g Hb) 1182,0 1139-1265 1316,1 1219-1364 <0,001
GSH (mmol/l Ery) 1,49 1,22-1,87 1,81 1,72-2,15 <0,001
GSHPx (U/g Hb) 48,8 38,6-58,8 58,6 52,4-73,3 <0,001
CAC (mmol/l) 1,28 1,21-1,33 1,29 1,27-1,34 n.s.

Celkovy cholesterol 6,29 571658 628  589-6,96 h.s.
(mmol/l)

HDL cholesterol (mmol/l) 1,66 1,29-1,90 1,63 1,29-1,88 n.s.
LDL cholesterol (mmol/l) 4,12 3,66-4,49 4,06 3,59-4,60 n.s.

Triglyceridy (mmol/l) 1,28 0,98-1,63 1,25 0,96-2,04 n.s.
Glykémie (mmol/l) 5,45 5,30-5,70 5,20 5,0-5,80 n.s.
Systolicky TK (mmHg) 140,0 129-156 134,0 124-148 n.s.
Diastolicky TK (mmHg) 83,0 77-92 83,0 78-92 n.s.

MDA, malondialdehyd; SOD, superoxiddismutaza; GSH, glutathion v erytrocytech; GSHPX,
glutathionperoxidaza; CAC, antioxida¢ni kapacita
Wilcoxon.parovy test, n.s. nesignifikantni, srovnani s hodnotami pfed Ié¢bou

Velikost davky kyseliny listové se v ucinku neprojevila, parametry se ménily ve stejném
smyslu po vyssi i niz$i davce.
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Zmény sledovanych parametri hodnocené dle MTHFR genotypu

Ve sledovanych souborech byla u 5 osob nalezena T/T mutace MTHFR. Tyto osoby mély
nejvyssi vstupni hodnotu homocysteinu bez statistické signifikace vzhledem k malému podtu
oproti porovnavanym skupinam.

Pti statistickém vyhodnoceni sledovanych ukazatelli byla zjisténa jen u vstupni hodnoty
fibrinogenu statisticky vyznamna asociace s genotypem, nejvyssi hodnotu mél genotyp T/T .

Diskuze

Ateroskleréza tepen dolnich koncetin byla provazena zvySenymi hladinami homocysteinu. Pfi
sledovani byl pokles hladiny homocysteinu docileny podavanim kyseliny listové zfetelné
provazen sniZzovanim prokoagulaéniho a prooxida¢niho potencialu. Superoxiddismutaza a
glutathionperoxidaza se zvysily po 1é¢bé kyselinou listovou. Mozné sniZeni oxidaéni zatéze
organismu pii poklesu homocysteinu se projevilo sniZzenim hodnoty malondialdehydu a
zachovanim antioxidacni kapacity.

Fibrinogen klesal a naopak antikoagula¢né Gcinkujici faktory plasminogen a antitrombin III
stoupaly. Vysledky koresponduji s vysledky (Undas A. et al. 1999), které ukazaly pokles
trombin-antitrombinového komplexu po vitaminu B6, B12 a kyseling listové.

Nalezli jsme asociaci hladiny fibrinogenu na genetickém polymorfizmu MTHFR. Tento nalez
potvrzuje domnénku o vy$Sim riziku Zilni tromboembolie u nemocnych s mutaci MTHFR.
Lécebna odpovéd’ na substituci folaty nebyla zavisla na ptitomném genotypu.

V soudasné dobé& pievlada mirna skepse Kk vyznamu homocysteinu a predev§im ke vztahu
hyperhomocysteinemie ke kardiovaskularni morbidité a mortalité. Byly opakované prokazany
vys§i hodnoty homocysteinu u pacientti s aterosklerotickym postizenim, ale nebylo ziejmé, zda
provadét populaéni screening a poté i 1é¢bu. Teprve studie Norvit sledujici 4000 nemocnych,
ktefi uzivali vitaminy B a kyselinu listovou, dala jasnou odpovéd’ (Bonaa et al. 2006). Tato
suplementace nevedla ke sniZeni vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni, ve skupiné 1é¢ené
vy§8i davkou kyseliny listové byl prokdzan vyssi vyskyt nadord. Samostatnou skupinou
zastavaji nemocni s tézkou familidrni hyperhomocysteinemii na podkladé defektu
cystathionin-f syntazy (Yap et al. 2001). U t&chto nemocnych existuji dikazy, Ze sniZovani
Hcy vede ke snizeni extrémné vysokého KV rizika.

4 Asymetricky dimetylarginin
4.1 ADMA a konven¢ni rizikové faktory v popula¢nim vzorku MONICA

Metodika

ADMA jsme stanovili u 250 relativné zdravych osob sledovanych ve studii MONICA. Studie
MONICA sleduje kardiovaskularni rizikové faktory u nidhodné vybranych skupin probandi
Z obecné populace ve véku 25-65 let v deviti okresech CR. Stanoveni ADMA jsme provedli u
250 nemocnych vysetienych na podzim 2000 ze zamrazenych vzorka séra.
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Vysledky

Ve vySetfovaném vzorku populace byla nalezena zvy$ena hodnota lipidt, pouze vSak 9% osob
uzivalo hypolipidemickou 1é¢bu (tab. 10). Primérnd hodnota homocysteinu byla v normé,
obdobné¢ i ADMA se nachdzela v mezich normy. Hodnoty ADMA jsme korelovali
s konvencnimi rizikovymi faktory aterosklerdzy, posoudili jsme vztah mezi hladinou ADMA a
kategorizovanymi rizikovymi faktory. ADMA se jevil jako nezavisly parametr na konvenénich
rizikovych faktorech ateroskler6zy. Hladina ADMA pouze vyznamné rostla s vékem.

Tabulka €. 10: Zakladni charakteristiky a koncentrace ADMA
nahodného populaéniho vzorku ze studie MONICA ( n=250)

Parametr

Pohlavi (% zen) 51,9

Vék (roky) 48,9 (39,4-56,0)
Body mass index (kg/m?) 25,9 (23,5-28,7)
Aktualni koufeni (%) 32,0

STK (mmHg) 124,0 (114,7-135,3)
DTK (mmHg) 80,0 (75,0-86,4)
Antihypertenzni |é€ba (%) 19,2
Celkovy cholesterol (mmol/l) 5,78 (5,09-6,41)
Triglyceridy (mmol/l) 1,41 (1,01-2,01)
HDL cholesterol (mmol/l) 1,42 (1,22-1,67)
LDL cholesterol (mmol/l) 3,61 (2,96-4,28)
Hypolipidemicka Ié¢ba (%) 9,2
Glykémie (mmol/l) 5,40 (5,10-5,80)
Antidiabeticka lé¢ba (%) 4.4
Homocystein (umol/l) 10,15 (8,78-11,91)
ADMA (umolll) * 0,49 (0,42-0,57)

data uvedena v podobé...median ( kvartylova rozptylka)
* stanovena pouze u 99 osob a metodou HPLC

4.2 ADMA u nemocnych s pfedéasnou ICHS a u kontrolni skupiny ve véku 45-55 let

Metodika

Vysettili jsme 80 nemocnych s pfed¢asnou manifestaci koronarni aterosklerdzy ve véku 45-55
let a kontrolni skupinu 80 jedinct stejného véku bez ischemické choroby srde¢ni a bez
diabetes mellitus 2. typu. U téchto nemocnych jsme stanovovali zdkladni rizikové faktory
aterosklerdzy a soucasné jsme vysetiovali i hladinu ADMA.

Vysledky

U nemocnych s ICHS byly obdobné jako u zdravych jedinct zjistény uspokojivé hodnoty
krevniho tlaku, 90% nemocnych s ICHS uzivalo antihypertenzni 1é¢bu (tab. 11). Lipidové
parametry u nemocnych s ICHS byly nadnormalni, pozitivni je, ze 70% z nich bylo 1éceno
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hypolipidemikem. Stale vSak 20% nemocnych s ICHS koufilo. U kardiaki byla nalezena
statisticky vyssi hodnota homocysteinu stale jesté v mezich normy. Hladina ADMA se u téchto
skupin nelisila.

Tabulka €. 11: Zakladni charakteristiky, koncentrace ADMA a srovnani pacient( s
predéasnou manifestaci ICHS a kontrolni skupiny bez manifestni vaskularni
choroby

pacienti osoby bez
Podet vySetfenych s predcéasnou ICHS vaskularni p
n=80 choroby n=80
Parametr
Pohlavi (% zen) 12,5 50,0 <0,003
Vék (roky) 50,5 (48,0-52,8) 52,5 (48,9-54,7)  <0,0001

Body mass index (kg/m?) 28,7 (26,0-31,0) 27,0 (24,0-29,0) 0,68

Aktudlni koufeni (%) 20,0 16,3 <0,01
STK (mmHg) 125,5(117,0-139,5)  129,5(119,0-141,0) 0,28
DTK (mmHg) 83,0 ( 77,0-89,0) 89,5 (80,0-93,0)  <0,0003
Antihypertenzni |é€ba (%) 90,0 17,5 <0,0001
Celkovy cholesterol (mmol/l) 5,65 (5,17-6,24) 5,0 (5,0-6,0) <0,03
Triglyceridy (mmol/l) 1,57 (1,24-2,86) 1,0 (1,0-2,0) <0,02
HDL cholesterol (mmol/l) 1,16 (0,99-1,42) 1,5(1,0-2,0) <0,03
LDL cholesterol (mmol/l) 3,98 (3,51-4,56) 3,64 (3,09-4,16) <0,002
Hypolipidemicka Ié¢ba (%) 70,0 12,5 <0,0001
Glykémie (mmol/l) 6,0 (5,6-6,55) 5,0 (5,0-6,0) 0,08
Antidiabeticka 1é¢ba (%) 3,8 0 -

Homocystein (umol/l) 11,94 (9,96-13,78)
ADMA (pmol/l) 0,77 (0,71-0,85)
data uvedena v podobé.... median (kvartylova rozpytka)
*adjustovano na vék

Wilcoxon.dvouvybérovy test

10,0 (9,0-12,0)  <0,002
0,78 (0,73-0,83)  0,49*

Diskuze

ADMA se jevi jako parametr nezavisly na konvencnich rizikovych faktorech aterosklerozy,
hodnota ADMA u zdravych osob stoupala pouze s vékem. Neprokazali jsme staticky
signifikantné vy$si hodnotu ADMA u nemocnych s definitivni ateroskler6zou oproti kontrolni
skupiné stejného v€ku. Neprokazali jsme asociaci zvySené hodnoty ADMA
s hyperhomocysteinemii, piestoze Hey blokuje enzym odbouravajici ADMA. Mozna je role
ADMA u zdravych lidi mald, ale uplatiiuje se u osob s pokroilym aterosklerotickym
postizenim a u osob s renalni insuficienci, kde je poruseno odbouravani ADMA.

V soucasné dobé neni stale ziejmy vyznam ADMA na ovlivnéni funkce endotelu. Stale se
nabizi moznost podavani L-argininu jako ptirozeného zdroje NO.
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5 Zavéry pro praxi

1. Lécba statiny se u nemocnych s pokrocilou ateroskler6zou manifestovanou ischemickou
chorobou tepen dolnich koncetin projevila jako ochranna minimalng ve smyslu zdrzeni vyvoje
u pacientd s poruchou lipidického metabolizmu. Zaznamenana byla tprava prooxidacniho
stavu, ktera sledovala dynamiku upravy poruseného spektra krevnich lipidi.

U pacientti bez poruchy lipidového metabolizmu 1é¢enych statiny bylo prokazano zlepSeni
vykonnosti ve smyslu prodlouzeni délky klaudika¢niho intervalu a naristu kotnikového
indexu, kdezto u srovnatelné skupiny s doporuenymi dietnimi opatienimi dochazelo
k dalsimu zhorSovani vykonnosti. Zajimavy je pokles hladiny homocysteinu pii 16¢bé statiny.
Bylo prokazano, ze dlouhodobé podavani statint je bezpecné.

2. Aterosklerotické onemocnéni DK bylo spojeno s vyssi hladinou homocysteinu. Pokles
docileny kyselinou listovou byl provazen Gpravou prokoagulacniho a prooxidac¢niho stavu jak
u pacienti s ICHDK, tak u zdravych seniorti s hyperhomocysteinemii. Domnivam se ale, Ze
homocystein bychom méli povazovat za marker aterosklerozy, nikoliv za rizikovy faktor. Tuto
hypotézu podporuji zavéry studie NORVIT.

3. Siroce provadéna 1éeba pentoxifyllinem u pacientii s aterosklerozou nema sice stale diikaz
typu evidence based medicine, ale ziskané dil¢i vysledky ve smyslu snizovani hladiny
fibrinogenu, potlacovani oxidacniho stavu, i prodluzovani klaudika¢niho intervalu odpovidaji
pozitivnim terapeutickym zkusenostem.

4. ADMA se jevi jako parametr nezavisly na konvencnich rizikovych faktorech aterosklerozy,
hodnota ADMA u zdravych osob stoupala pouze s vékem. Neprokazali jsme staticky
signifikantné vy$§i hodnotu ADMA u mlads$ich nemocnych s koronarni aterosklerézou oproti
kontrolni skuping stejného véku. ADMA je stale intenzivné studovan, muze hrat vyznamnou
roli predev§im u starSich 0sob s vyznamnym aterosklerotickym postiZzenim a s rendlnim
postizenim. Vyznam stanoveni ADMA pro klinickou praxi nebyl stanoven.

6 Summary

1 Statin therapy in patients with peripheral artery obstructive disease (PAOD)

1.1 Patients with lipid metabolism disorders

Simvastatin therapy with the dose titration adjusted to the effect led to the prolongation of

claudication interval and to the elevation of ankle-brachial pressure index, which was

statistically significant at the interval of 18 months after starting the therapy. At the same time

we observed normalization of lipid levels and the lowest levels of oxidative stress markers.

Statin use was also associated with lowering homocysteine level.

1.2 Patients without lipid metabolism disorders — the influence on laboratory
parameters and functional capacity

In patients without lipid metabolism disorder, treated with simvastatin 20 mg daily, we noted

an improvement, i.e. prolongation of claudication interval and elevation of ankle-brachial

pressure index, while in the control group treated only with a diet we observed further

deterioration of capacity. In the control group, the parameters of lipid metabolism were

statistically significantly worse after six months and this trend remained even in further control

visits with HDL cholesterol slightly lowering. In the simvastatin group, a statistically

significant decrease of LDL occurred during several months as well as elevation of HDL

cholesterol within normal range.
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2 Pentoxiphyllin therapy in patients with PAOD

Farmacodynamic and therapeutic effects of pentoxiphyllin.
2.1 Oral and intravenous application of an individual dose.
After an oral application the mean fibrinogen level decreased (p<0.05) and the activity of
superoxiddismutase (p<0.05) as well as total antioxidant kapacity increased. Similar results
were obtained subsequently to intravenous pentoxiphyllin therapy after 14 days of wash-out
period. Pentoxiphyllin probably keeps its efficacy even in the case of long term oral use.
2.2 Claudication interval before and after infusion therapy (lasting 8 days)
8 days of infusion therapy with pentoxiphyllin together with intensive physical training in
patients admitted for worsened symptoms of PAOD led to statistically significant prolongation
of claudication interval (p<0.01) and to the increase of ankle-brachial pressure index
(p<0.001).

3 Folate therapy in patients with PAOD

3.1 The prevalence of hyperhomocysteinaemia in patients with PAOD.

We found no association of lipid metabolism parameters and fibrinogen with homocysteine

level. 64% of patients with PAOD had mild hyperhomocysteinaemia.

3.2 Methionine loading test.

6 hours after L- methionin ingestion the level of homocysteine raised approximately 2.5 fold,

at the same time we observed a significant elevation of malondialdehyde (p<0.01) as well as a

nonsignificant shift of other markers towards prooxidant state.

3.3 Comparison of the effect of folic acid in PAOD patients and in a group of healthy
seniors

Atherosclerotic disease of leg vessels was associated with higher homocysteine level. The

level was lowered by folic acid use with simultaneous modification of procoagulant and

prooxidant state in patients with PAOD as well as in healthy seniors with

hyperhomocysteinaemia.

The dose of folic acid did not play a significant role in the effect; the modification of the

parameters was comparable after higher and lower dose. In the followed groups, we found T/T

mutation in MTHFR gene in 5 patients. These persons had the highest initial level of

homocysteine. The initial level of fibrinogen showed statistically significant association with a

genotype, with the highest value in T/T genotype.

4 Asymetric dimethylarginine (ADMA)

4.1 ADMA and conventional risk factors in a population sample MONICA

In the studied population we found higher lipid levels, the mean level of homocysteine was in

normal range as well as ADMA. ADMA seems to be a parameter independent of conventional

atherosclerotic risk factors. The level of ADMA increased significantly only with age.

4.2 ADMA in patients with premature coronary artery disease (CAD) and in a control
group aged 45-55 years

In patients with CAD we found satisfactory values of blood pressure as well as in healthy

persons, 90% of the CAD patients used antihypertensive therapy. Lipid parameters in CAD

patients were above normal, 70% patients used hypolipidemic therapy. However, 20% of CAD

patients did not quit smoking. In CAD patients we found statistically higher level of

homocysteine, still in the normal range. The level of ADMA did not differ between these

groups.
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