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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

5-HETE — kwas 5-hydroksyeikozatetraenowy

5-HPETE — kwas 5-hydroperoksyeikozatetraenowy

5-LO — 5-lipoksygenaza

5-S, 12-SdiHETE — kwas 5S, 12S-dwuhydroksyeikozatetraenowy

ALT — aminotransferaza alaninowa

APTT — (Activated Partial Thromboplastin Time) — (czas czeSciowej tromboplastyny po
aktywacji), czas kaolinowo-kefalinowy

AST — aminotransferaza asparaginianowa

ATP — adenozynotrojfosforan

blok AV — blok przedsionkowo-komorowy

BLT, — receptor dla LTB, typu 1

BLT, — receptor dla LTB, typu 2

CA - koronarografia

CABG — (Coronary Artery Bypass Graft) — pomostowanie aortalno-wiencowe

cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan

ChNS — choroba niedokrwienna serca

CRP — biatko C-reaktywne

CysLT; — receptor cysteinylowy typu 1

CysLT, — receptor cysteinylowy typu 2

CysLT; — receptor cysteinylowy typu 3

CysLTs — leukotrieny cysteinylowe

EKG — elektrokardiogram

ELISA — (enzyme-linked immunosorbent assay) - test immunoenzymatyczny

FLAP — (5-lipoxygenase activating protein) — biatko aktywujgce 5-lipoksygenaze

FW — frakcja wyrzutowa lewej komory serca

GPR17 — (G-protein coupled receptor 17) — zwigzany z biatkiem G receptor 17

h —godzina

HF — (high frequency) — pasmo w widmie zmiennosci rytmu serca o wysokiej czestotliwosci
(0,15-0,4 Hz).

HR — (heart rate) — czestotliwos$¢ rytmu (zatokowego lub komdér — w przypadku migotania
przedsionkéw) serca (dla catej doby lub poszczegdlnych godzin)

HR max. — maksymalna czestotliwos¢ rytmu (zatokowego lub komér serca - w przypadku
migotania przedsionkdw) serca (dla catej doby lub poszczegdlnych godzin)

HR min. — minimalna czestotliwos¢ rytmu (zatokowego lub komoér serca - w przypadku
migotania przedsionkéw) serca (dla catej doby lub poszczegélnych godzin)

HR $r. — $rednia czestotliwos$¢ rytmu (zatokowego lub komor serca - w przypadku migotania
przedsionkéw) serca (dla catej doby lub poszczegdlnych godzin)

HRV — (heart rate variability) — zmiennos¢ rytmu (zatokowego) serca (dla catej doby lub
poszczegdlnych godzin)

ICAM-1 — (Intercellular Adhesion Molecule-1) — czgsteczka adhezji miedzykomorkowej-1

IgG — immunoglobulina G

INR — (International Normalised Ratio) — wspdtczynnik protrombinowy

LC/MS — spektrometria mas z wykorzystaniem wysokosprawnego chromatografu cieczowego
LDL-C — (Low Density Lipoproteins - cholesterol) — cholesterol frakcji lipoprotein o matej
gestosci

LF — (low frequency) — pasmo w widmie zmiennosci rytmu serca o niskiej czestotliwosci (0,04 —
0,15 Hz)

LK — lewa komora serca



LP — lewy przedsionek serca

LTA, — leukotrien A,

LTA,H — hydrolaza leukotrienu A,

LTB, — leukotrien B,

LTC, — leukotrien C,

LTC,S — syntaza leukotrienu C,

LTD, — leukotrien D,

LTE, — leukotrien E,4

LTE,-AChE — kompleks LTE,-acetylocholinesteraza

LTs — leukotrieny

NN — (normal — normal) — odstep NN, gdzie ,,N” oznacza pobudzenie ,,prawidtowe’ (normal),
czyli zatokowe (odstep pomiedzy kolejnymi pobudzeniami zatokowymi)

PBS — (phosphate buffered saline) - roztwér soli fizjologicznej buforowany fosforanami
o pH=7,2

PCl — (Percutaneous coronary interventions) - przezskdrne interwencje wewnatrzwieficowe
PGD, — prostaglandyna D,

PGE, — prostaglandyna E,

PGF,, — prostaglandyna F,,

PGH,— prostaglandyna H,

PGlI, — prostacyklina

PNN;, — (perecentage of NN intervals) — odsetek odstepdw NN rdznigcych sie od sasiednich
o ponad 50 ms wzgledem liczby wszystkich odstepéw NN w badanym okresie

POChP - przewlekta obturacyjna choroba ptuc

PQ - odstep PQ

QCA — cyfrowa angiografia iloSciowa

QTc - skorygowany odstep QT

R — randomizacja

rMSSD — (root mean square of successive differences) — pierwiastek kwadratowy s$redniej
z sumy kwadratow réznic pomiedzy kolejnymi odstepami NN w badanym okresie (w ms)

SD — odchylenie standardowe

SDANN - (standard deviation of averaged NN intervals) — odchylenie standardowe $rednich
wartosci odstepédw NN, mierzonych w kolejnych krotkich przedziatach (5-minutowych)
dtuzszego okresu (catej doby lub poszczegdlnych godzin - oznaczane w ms)

SDNN - (standard deviation of NN) — odchylenie standardowe czaséw trwania wszystkich
odstepdw NN w badanym okresie (w ciggu doby lub poszczegdlnych godzin — oznaczane w ms)
SDNNI - (SDNN index) — wskaznik SDNN; srednia z odchylen standardowych kolejnych
odstepdw NN z kolejnych 5-minutowych okreséw badania, oznaczany w ms (w ciggu doby lub
poszczegdlnych godzin)

SEM - standardowy btad Sredniej

ST — odcinek ST

SVE — pobudzenie dodatkowe pochodzenia nadkomorowego

TXA, — tromboksan A,

TSH — hormon tyreotropowy

ULF — (ultra low frequency) — pasmo w widmie zmiennosci rytmu serca o najnizszej
czestotliwosci (< 0,0033 Hz)

uLTE, — stezenie LTE; w moczu

VE — pobudzenie dodatkowe pochodzenia komorowego

VLF — (very low frequency) — pasmo w widmie zmiennosci rytmu serca o bardzo niskiej
czestotliwosci (0,0033-0,04 Hz)

Wezet SA — wezet zatokowo-przedsionkowy


http://en.wikipedia.org/wiki/Percutaneous_coronary_intervention
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1. WSTEP

Leukotrieny (LTs) nalezg do grupy biologicznie czynnych pochodnych
kwasu arachidonowego, powstajgcych na szlaku 5-lipoksygenazy (5-LO) (1,
2). S one powszechnie uznawane za silne mediatory prozapalne, o dobrze
udokumentowanej roli w patofizjologii astmy oskrzelowej, alergicznego
niezytu nosa, tuszczycy, reumatoidalnego zapalenia stawdw i nieswoistych
zapalen jelit (2-5). Ich znaczenie w chorobach uktadu krazenia o etiologii
zapalnej, zwtaszcza w chorobie wiencowej, skupia uwage wielu sSrodowisk
naukowych i jest aktualnie obiektem intensywnych badan (6-8).

Leukotrieny uczestnicza w powstawaniu, progresji, a takze
destabilizacji blaszek miazdzycowych (8). W S$cianach miazdzycowo
zmienionych tetnic obecne s3 wszystkie niezbedne do syntezy
leukotriendw biatka i enzymy oraz ich receptory (8), a poziom
5-lipoksygenazy koreluje z zawansowaniem miazdzycy (9). Wysoka
ekspresje receptorow dla leukotriendw (gtdwnie receptoréw CysLT,)
stwierdzono u zwierzat doswiadczalnych, réwniez we wtéknach Purkinjego
uktadu przewodzgcego serca oraz na kardiomiocytach (10).

Funkcja i znaczenie receptorow dla leukotriendow cysteinylowych
w uktadzie przewodzgcym serca nie byly dotgd badane. W kontekscie
prozapalnego dziatania leukotriendw oraz zywo dyskutowanych teorii
zapalnych lezacych u podfoza choroby wieicowej, a nawet migotania
przedsionkdw, rodzi sie podstawowe pytanie - czy farmakologiczne
hamowanie biosyntezy leukotriendw moze wywiera¢ wptyw na czynnosc
elektryczng serca w tych schorzeniach.



1.1 Synteza leukotrienéw

Leukotrieny sg pochodnymi 20-weglowego wielonienasyconego
kwasu ttuszczowego — kwasu arachidonowego (2, 11). Ich nazwa wywodzi
sie od komodrek, z ktorych zostaty one po raz pierwszy wyizolowane,
tj. leukocytéw oraz obecnosci trzech sprzezonych wigzan podwdjnych
w tancuchu weglowym. Nazwe te zaproponowat Bengt Samuelsson, ktory
tez okreslit ich strukture chemiczng i zasadnicze szlaki przemian, a badania
te uwienczone zostaty Nagrodg Nobla w 1982r. (12).

W przeciwieAstwie do prostaglandyn, powstajgcych z kwasu
arachidonowego na szlaku cyklooksygenazy, synteza leukotriendéw
przebiega na szlaku 5-lipoksygenazy (ryc. 1).

Leukotrieny nie podlegajg magazynowaniu w ziarnistosciach
wewnatrzkomoérkowych, lecz za kazdym razem, w chwili aktywacji
komorki, syntetyzowane sg de novo z fosfolipidow btonowych (13). Pod
wptywem wielu czynnikdw, m.in. reakcji antygen-przeciwciato, stymulacji
fizycznej (zimno, miejscowe zmiany sktadu i stezen jonow) czy bodzca
zapalnego, dochodzi do mobilizacji wapnia wewngatrzkomérkowego oraz
wnikania do  cytozolu  jondw  wapniowych z  przestrzeni
zewnatrzkomorkowej (14, 15). W efekcie, aktywacji ulega fosfolipaza A2,
ktéra przy udziale jondw wapnia i ATP hydrolizuje fosfolipidy do glicerolu
i kwasu arachidonowego (16). Wtasciwa synteza leukotriendw rozpoczyna
sie dopiero w chwili oksygenacji kwasu arachidonowego, katalizowanej
przez cytozolowg 5-lipoksygenaze (12). Kwas arachidonowy musi by¢
jednak uprzednio zwigzany z dodatkowym biatkiem btonowym,
tzw. biatkiem aktywujacym 5-lipoksygenaze (FLAP — 5-lipoxygenase
activating protein). Z kwasu arachidonowego, za posrednictwem
kompleksu  5-lipoksygenazy i biatka FLAP, powstaje kwas
5-hydroperoksyeikozatetraenowy (5-HPETE), a nastepnie leukotrien A,
(LTA;). Dalsza przemiana LTA, moze przebiega¢ dwukierunkowo,
doprowadzajgc, przy udziale hydrolazy A,;, do powstania leukotrienu B,



(LTB4) lub dzieki reakcji przytaczenia do LTA, czasteczki glutationu —
leukotrienu C, (LTC,4). LTC, drogg transportu czynnego przedostaje sie do
Srodowiska zewnatrzkomdrkowego,  gdzie  za posrednictwem
gamma-glutamylo-transpeptydazy odszczepieniu ulega reszta
glutaminowa i utworzony zostaje leukotrien D, (LTD,). Z kolei,
z leukotrienu D, (LTD,), po odtgczeniu czagsteczki glicyny, powstaje
leukotrien E, (LTE;) (2). Jest on wydalany z zdtcig lub przez nerki,
w niezmienionej formie lub jako N—acetylo— LTE, (17).

Leukotrieny LTC,4, LTD, i LTE4 tgcznie nazywane sg leukotrienami
cysteinylowymi (CysLTs), z powodu obecnosci w ich czgsteczkach cysteiny,
zas liczba 4 oznacza catkowity ilos¢ podwdjnych wigzan w fancuchu
weglowym (12).

kwas arachidonowy pr— 5-HPTE 5-HETE

s | (O Cxix —
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o = — A
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0
/ < >~
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M K XA, °
—_ (Fys Gly —
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H <: y-glutamylo-
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o OH  PGD,
g Z a4
H H™'S,
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Rycina 1. Drogi przemian kwasu arachidonowego na szlaku cyklooksygenazy
i 5-lipoksygenazy.

PGH, — prostaglandyna H,, PGE, — prostaglandyna E,, PGD, — prostaglandyna D,, PGF,, —
prostaglandyna F,,, PGl,— prostacyklina, TXA, —tromboksan A,, 5-HPETE - kwas 5-
hydroperoksyeikozatetraenowy, 5 — HETE - kwas 5-hydroksyeikozatetraenowy.



Zdolnos¢ do wytwarzania leukotriendw uwarunkowana jest
obecnosciag w komérkach enzymdw uczestniczacych w ich syntezie (18).
Wystepowanie 5-lipoksygenazy (5-LO) i biatka FLAP ogranicza sie
do komodrek pochodzacych ze szpiku kostnego, ktére stanowig tzw.
pierwotne 7Zrédio leukotriendw (18). Zmienna ekspresja szlaku
enzymatycznego w poszczegélnych typach komoédrek, powoduje, iz rdznig
sie one rodzajem i iloscig produkowanych leukotriendéw. | tak - LTB,
syntetyzowany jest gtéwnie przez neutrofile, w mniejszym stopniu przez
monocyty i makrofagi. Natomiast za synteze LTC, odpowiedzialne s3
przede wszystkim mastocyty i eozynofile, a ich dodatkowe Zzrddto stanowia
bazofile, monocyty i makrofagi (18, 19).

Znanym zjawiskiem jest takze uwalnianie LTA, przez komorki
posiadajgce 5-LO i mozliwos¢ jego dalszego metabolizowania do LTB,
i LTC, przez inne komarki, ktére samodzielnie nie sg w stanie syntetyzowac
leukotriendow. W ten sposéb m. in. LTB, powstaje w erytrocytach
i limfocytach T (20), a LTC, w komérkach srédbtonka (21, 22), ptytkach
krwi (23) i komdrkach miesni gtadkich (24). Mechanizm ten, okreslany
»syntezg przezkomoérkowa” zostat opisany po raz pierwszy w 1982r. przez
Marcusa i wsp. na przykfadzie interakcji miedzy neutrofilami i ptytkami
krwi (25). Stanowi on dodatkowe i istotne Zzrddto leukotriendw w zapalnie
zmienionych tkankach (26, 27).

Jak dotad nie udato sie opracowac wiarygodnej metody oznaczania
stezenia leukotrienébw w surowicy krwi, gtéwnie z powodu bardzo
szybkiego metabolizmu kolejnych produktow 5-lipoksygenazy, jak rowniez
mozliwosci ich uwalniania z leukocytéw podczas samego pobierania
i obrobki materiatu (28). Wiadomo natomiast, iz LTE, jest najbardziej
stabilnym produktem przemian leukotriendw cysteinylowych (29). Jego
stezenie w moczu sSwiadczy o aktywacji szlaku 5-lipoksygenazy in vivo (30).
Oznaczanie stezenia LTE; w moczu stato sie powszechnie uznang metoda
oceny generacji leukotrienéw w ustroju (31).
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1.2 Receptory dla leukotrienow

Receptory leukotrienowe nalezg do grupy tzw. receptorow z
siedmioma domenami przezbtonowymi, sprzezonych z biatkami G (32-35).
Przytaczenie sie LTs do swoistego receptora powoduje zmiane jego
konformacji, a nastepnie pobudzenie biatka G i zmiany stezen
wewnatrzkomdrkowego wapnia oraz cAMP. Zapoczatkowuje to aktywacje
kolejnych enzymoéw kaskady kinaz i ostatecznie odpowiednig zmiane
aktywnosci komorki (36).

LTB, dziatajg poprzez dwa typy receptoréw: receptory BLT;
o wysokim stopniu powinowactwa dla LTB,, ale znajdujace sie jedynie na
komoérkach zapalnych, oraz poprzez receptory BLT, o niskim stopniu
powinowactwa dla substratu, za to szeroko reprezentowane w tkankach
(13, 37, 38). Dla leukotrienéw cysteinylowych (LTC,, LTD,, LTE,;) dobrze
scharakteryzowane zostaty dwa typy receptorow: CysLT,
i CysLT, (10, 36, 39). Ich dystrybucje tkankowa oraz ekspresje
przedstawiono w tabeli 1 (40). Receptory CysLT; znajdujg sie gtdwnie na
komodrkach miesni gtadkich oskrzeli, makrofagach srédmigzszowych ptuc
i komoérkach sledziony, podczas gdy receptory CysLT, szczegdlnie wysoka
ekspresje wykazujg w sercu, nadnerczach i centralnym systemie
nerwowym (40). W sercu receptory CysLT, obecne sg na komoérkach
miesni gtadkich i srodbtonka tetnic wiencowych oraz, w zaskakujgco
duzych ilosciach, na kardiomiocytach (gtdwnie prawego przedsionka, lewej
komory i koniuszka serca) i komodrkach witdkien Purkinjego uktadu
przewodzacego serca (10). Funkcja i znaczenie receptorow cysteinylowych
w komoédrkach uktfadu przewodzgcego serca nie zostaty do tej pory
ustalone.

Wyniki badan nad funkcjg receptoréw cysteinylowych wskazujg na
istnienie, z bardzo duzym prawdopodobieistwem, dodatkowo
heterodimeru CysLT;-CysLT, lub jeszcze jednego, trzeciego typu receptora
(CysLTs). Potencjalnym kandydatem na CysLT; wydaje sie by¢ sprzezony
z biatkiem G receptor 17 (GPR17) (41).
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Tabela 1. Dystrybucja i ekspresja receptorow cysteinylowych CysLT; i CysLT,

w tkankach.
STOPIEN EKSPRESJI
TKANKA
CySLT1 CySLTz
Ptuca
miesnidwka gtadka oskrzeli ++ +
makrofagi srédmigzszowe ++ ++
Leukocyty krwi obwodowej
eozynofile ++ ++
monocyty/makrofagi + +
neutrofile +/- +
limfocyty B + ?
limfocyty T +/- +
komoérki prekursorowe CD 34+ + ?
Mastocyty + ?
Sledziona ++ ++
Serce i tetnice wiencowe ++
Moézg ++
Nadnercza ? ++

CysLT; — receptor cysteinylowy typu 1, CysLT, — receptor cysteinylowy typu 2, (++) wysoka ekspresja,
(+) niska ekspresja, (+/-) ekspresja kwestionowana, (?) jeszcze nie zbadano.

1.3 Dziatanie leukotrienéw

Profil dziatania LTB, jest catkowicie odmienny od leukotriendow
cysteinylowych  (CysLTs). LTB, dziata przede wszystkim silnie
chemotaktycznie na neutrofile, eozynofile i monocyty (42). Stymuluje on
uwalnianie enzymoéw lizosomalnych i reaktywnych form tlenu przez
neutrofile, zwieksza przepuszczalnos¢ naczyn oraz wzmaga adhezje
krazacych neutrofildw do scian naczyn - poprzez wzrost ekspresji czastek
adhezyjnych ICAM-1 na komodrkach $rodbtonka i Mac-1 na powierzchni
neutrofildw (43, 44). Dodatkowo, pobudza wytwarzanie prozapalnych
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cytokin przez leukocyty, prowadzgc do wzmocnienia i przedfuzenia reakcji
zapalnej (43).

Leukotrieny cysteinylowe, dziatajgc poprzez receptory CysLT,,
powodujg: skurcz miesni gtadkich oskrzeli, zwiekszenie produkcji sluzu
i uposledzenie klirensu sluzowo-rzeskowego, wzrost przepuszczalnosci
naczyn z obrzekiem btony $luzowej; uczestniczg one tez w niekorzystnym
zjawisku remodelingu oskrzeli u chorych na astme oskrzelowg (45 -48).
Dziatajac na receptory CysLT, w sercu, wykazujg ujemny efekt inotropowy,
silnie kurczg zmienione miazdzycowo tetnice wiencowe (49), zwiekszajg
przepuszczalnos¢ naczyn (39, 50), uczestniczg w ich remodelingu oraz
powstawaniu zakrzepow (51, 52).

1.4 Leki przeciwleukotrienowe

Leki przeciwleukotrienowe (wfaczajgc tu rdéwniez  zwigzki
eksperymentalne, nie wprowadzone dotad do kliniki) mozna podzieli¢ ze
wzgledu na sposob ich dziatania na pie¢ podstawowych grup: inhibitory
5-lipoksygenazy, inhibitory  biatka  FLAP, inhibitory  hydrolazy
leukotrienu A,;, antagonisci receptorow cysteinylowych oraz antagonisci
receptoréw dla LTB, (ryc. 2) (7, 53, 54).

Zwigzkami, ktore znalazty juz zastosowanie kliniczne s3: inhibitor
5-LO - zileuton oraz antagonisci receptorow CysLT; (np. montelukast,
zafirlukast). Stosuje sie je w przewlektym leczeniu astmy oskrzelowej
i zaliczane s3 one do grupy lekdw kontrolujgcych przebieg
choroby (55-58). Zalety tych preparatéow to bezpieczny profil dziatania,
dobra tolerancja przez chorych i rzadkie dziatania niepozgdane (54, 59).
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KWAS ARACHIDONOWY

ZILEUTON

BAYx1005/DG031
MK-886

MK-0591
LTA,
JNJ26993135
DGO051
montelukast

LTB LTC __Xpranlukast
CP105696 N zafirlukast
BIIL284 y \4 CysLT,

BLT, LTD _KBAYu 9773

v CyslLT,
BLT, LTE,

Rycina 2. Schemat syntezy leukotriendw z uwzglednieniem miejsc dziatania
wybranych lekéw i eksperymentalnych preparatéw przeciwleukotrienowych.

5-LO — 5-lipoksygenaza, FLAP — biatko aktywujgce 5-lipoksygenaze, LTA,H — hydrolaza leukotrienu A,
LTC,S — syntaza leukotrienu C,, BLT; — receptor dla LTB, typu 1, BLT, — receptor dla LTB, typu 2,
CysLT; — receptor cysteinylowy typu 1, CysLT, — receptor cysteinylowy typu 2, LTA, — leukotrien A,
LTB, — leukotrien B,, LTC, — leukotrien C, LTD, — leukotrien D, LTE, — leukotrien E,, * - inhibitory

szlaku syntezy LTs, "@?— inhibitory receptordw LTs.

Inhibitory 5-LO i biatka FLAP dziatajg na tym samym poziomie szlaku
syntezy LTs (hamujg oba ramiona syntezy LTs, a wiec produkcje LTB,
i CysLTs) i powodujg podobny efekt kliniczny. Wsrdd inhibitoréw CysLTs
wyrézniamy blokery receptora CysLT; oraz mieszanych antagonistow
CysLT,/CysLT, (BAYu9773). Niestety, nie uzyskano dotad selektywnego
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inhibitora CysLT,, co stanowi podstawowe ograniczenie badan nad jego
funkcja (ryc. 2).

W niniejszej pracy do hamowania biosyntezy leukotriendw uzyto lek
— zileuton — inhibitor 5-lipoksygenazy (Zyflo, A-64077, Abbot,
USA) (60, 61). Preparat ten zostat zatwierdzony przez FDA i dopuszczony
do sprzedazy na rynku amerykanskim w 1997 roku, gdzie do dzisiaj jest
stosowany jako lek w dtugotrwatej kontroli i zapobieganiu objawow lekkiej
astmy przewlektej (62-68). Chemicznie zileuton jest pochodng
hydroksymocznika (N-([1-(1-benzotieno-2-ylo)etylo]-N-hydroksymocznik)
o wzorze sumarycznym Cq;H;,N,0,S i masie czgsteczkowej 236,29 (ryc. 3)
(61, 69). Jest mieszaning racemiczng (50:50) R (+) i S (-) enancjomerdw,
z ktérych oba sg farmakologicznie czynnymi in vivo i in vitro inhibitorami
5-lipoksygenazy (69).

\ CH,

NH
S N :
HO® \\g

Rycina 3. Wzor strukturalny zileutonu — inhibitora 5-lipoksygenazy (Zyflo).

Zileuton dobrze (w ok. 94,5%) wchtania sie z przewodu
pokarmowego i szybko, bo juz po ok. 1,7 godziny (Tn.x 0k. 1,7 h) od czasu
spozycia tabletki, osigga swoje maksymalne stezenie
we krwi (Cnax ok. 4.98 pug/mL). W osoczu w 93% wigze sie z biatkami,
gtownie albuminami, a jego $redni okres poéttrwania wynosi 2,5 godziny.
Eliminacja zileutonu z organizmu polega na jego metabolizowaniu
w watrobie przy udziale cytochromu P450. Zileuton, w standardowej
dawce 2400 mg/dobe, zmniejsza endogenng produkcje leukotriendow
Srednio o ok. 26 do 86% (70).
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Wykorzystany przez nas w badaniu preparat (Zyflo), ze wzgledu na
wspomniany wyzej krotki czas dziatania, podawany byt, zgodnie
z zaleceniami producenta, w 4 podzielonych dawkach (tj. po 600 mg) na
24 godziny. W USA od 2008 roku dostepna jest dodatkowo postaé leku
o przedtuzonym uwalnianiu (Zyflo CR); co pozwala na dawkowanie leku
dwa razy na dobe po 1200 mg (2 tabletki) (69, 71).

Na ogét lek jest dobrze tolerowany. Wsrdd obserwowanych dziatan
ubocznych, do istotnych klinicznie nalezy przejsciowy wzrost aktywnosci
enzymow watrobowych, po co najmniej kilku tygodniowym okresie
stosowania (69). Zyflo jest lekiem niedostepnym w Polsce.

1.5 Leukotrieny w chorobie niedokrwiennej serca

Leukotrien B, (LTB,;) oraz leukotrieny cysteinylowe biorg udziat
w powstawaniu, progres;ji oraz destabilizacji blaszek
miazdzycowych (8, 72-74). Uczestniczg one w rekrutacji monocytdw,
komodrek piankowatych, hiperplazji intimy, naptywie leukocytéw do scian
tetnic oraz niekorzystnym zjawisku remodelingu naczyn (51, 52, 75, 76).
W S$cianach miazdzycowo zmienionych tetnic obecne s3g wszystkie
niezbedne do syntezy leukotriendw biatka i enzymy (FLAP — biatko
aktywujace 5-lipoksygenaze, 5-lipoksygenaza, hydrolaza leukotrienu A,
syntaza leukotrienu C,) oraz ich receptory (CysLT;, CysLT,, BLT,, BLT,) (8),
a poziom 5-lipoksygenazy koreluje z zaawansowaniem i niestabilnoscig
blaszek miazdzycowych (9, 77-79). Leukotrieny cysteinylowe (LTC,, LTD,)
silnie kurczg naczynia wiefcowe, prowadzg do spadku przeptywu
wiencowego i obnizenia kurczliwosci miesnia sercowego. Skurcz naczyn
jest znacznie bardziej wyrazony w segmentach tetnic wiencowych
wyraznie zmienionych przez proces miazdzycowy (49). W trakcie ostrego
niedokrwienia miesnia sercowego obserwowano zwiekszenie generacji

leukotriendw, zaréwno u zwierzat doswiadczalnych, jak i u pacjentow
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z chorobg niedokrwienng serca (80-82). U chorych na zawat serca
i na niestabilng dusznice bolesng, leczonych farmakologicznie, réwniez
stwierdzano podwyiszone wartosci leukotrienu E, w moczu (80).
W badaniach przeprowadzonych w Il Katedrze Choréb Wewnetrznych CM
UJ wykazano, ze takze w trakcie niedokrwienia wywotanego zamknieciem
tetnicy wiedcowej przez cewnik balonowy dochodzi do zwiekszonego
uwalniania LTE; w moczu (83). Ponadto zauwazono, iz u chorych
z podwyzszonymi stezeniami tego leukotrienu w moczu przed zabiegiem,
czesciej dochodzito do niekorzystnych zdarzen sercowych (zawat, wstrzas,
konieczno$¢ ponownej rewaskularyzacji) w trakcie dalszej hospitalizacji
(83). Podwyzszone stezenia LTE, w moczu stwierdzano réwniez u chorych
po zabiegach pomostowania aortalno-wiernicowego (CABG) (84).
Zauwazono, iz pewne warianty genetyczne biatka aktywujacego
5-lipoksygenaze s zwigzane z czestszym wystepowaniem restenozy
w stentach po zabiegach angioplastyki w obrebie tetnic
wiencowych (85, 86). Wykazano takze zwigzek wystepowania udaru
mozgu i zawatu serca w populacji Europy, Japonii i Ameryki z okreslonymi
allelami gendéw dla FLAP oraz hydrolazy LTA,;, warunkujgcymi zwiekszong
produkcje LTB, (87-89). W 4-tygodniowym pilotazowym badaniu
pacjentdw po zawale serca z potwierdzong obecnoscig jednego z w/w
wariantow gendow, leczonych inhibitorem biatka aktywujgcego
lipoksygenaze (FLAP) (DG031), uzyskano znaczacg redukcje stezenia biatka
C reaktywnego (CRP), amyloidu A, mieloperoksydazy i rozpuszczalnej
formy ICAM-1 (90). U 28 o0sdéb (6%), biorgcych udziat w badaniu Los
Angeles Atherosclerosis Study, bedacych nosicielami dwéch zmutowanych
alleli w obrebie regionu promotorowego genu 5-lipoksygenazy,
stwierdzono istotne pogrubienie kompleksu intima-media w tetnicach
szyjnych oraz dwukrotnie wyzsze stezenia biatka C-reaktywnego
w poréwnaniu z nosicielami allelu prawidtowego (91, 92). U kobiet
polimorfizm genetyczny regionu promotorowego syntazy LTC,, polegajacy
na zamianie adenozyny na cytozyne, opisany po raz pierwszy przez Marka
Sanaka i wsp. (93), zwigzany byt z wiekszym odsetkiem zwapnien
w tetnicach wiencowych oraz wyzszym wskaznikiem intima-media
w tetnicach szyjnych (94). Blokowanie syntezy LTs preparatami MK-886
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oraz BAYx1005 (inhibitory FLAP) hamowato proces powstawania blaszek
miazdzycowych u myszy pozbawionych genéw dla apolipoproteiny E oraz
receptora dla LDL (95, 96). Réwniez zastosowanie inhibitora rec. CysLT; —
montelukastu — w tym samym modelu zwierzecym powodowato podobny,
chod stabiej wyrazony efekt kliniczny (97). Prowadzone byty takze badania
kliniczne (Il i lll fazy) z obiecujgcymi wstepnymi wynikami, dotyczace
preparatu DGO031 (veliflapon, BAYx1005 — jeden z inhibitoréw FLAP)
i DGO51 (inhibitor hydrolazy A;) nad mozliwoscig ich zastosowania
w chorobie wieficowe] w prewencji wtdrnej zawatu serca i udaru mozgu
(2,54,90). Przypuszcza sie, iz leki przeciwleukotrienowe znajda
zastosowanie w terapii schorzen uktadu krazenia (7, 98-100).
Przestankami tego przypuszczenia s3: niepodwazalna rola LTs
w etiopatogenezie miazdzycy oraz dtuga tradycja bezpiecznego
stosowania tych preparatéw w terapii astmy oskrzelowej.
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2. ZAtOZENIA | CELE PRACY

Leukotrieny sg silnymi mediatorami prozapalnymi, powstajgcymi
z kwasu arachidonowego, na szlaku 5-lipoksygenazy. W S$Scianach
miazdzycowo zmienionych tetnic obecne sg wszystkie niezbedne do ich
syntezy enzymy oraz ich receptory, a podczas koronarografii i plastyki
naczyn wiencowych dochodzi do zwiekszonej generacji leukotrienéw.

Dla receptoréw CysLT, szczegdlnie wysokg ekspresje stwierdzono
na komodrkach widkien Purkinjego uktadu przewodzacego serca,
kardiomiocytach zwfaszcza prawego przedsionka i lewej komory,
w miesnidowce gtadkiej naczyn wiencowych oraz na komdrkach
srodbtonka. Funkcja i znaczenie receptoréw dla leukotrienow
cysteinylowych w uktadzie przewodzgcym serca nie byty dotagd badane.
W modelach zwierzecych wykazano, iz inhibitory 5-LO redukujg
Smiertelno$¢, ograniczajg strefe zawatu, zmniejszajg wyrzut enzymoéw
sercowych i wystepowanie groznych arytmii komorowych, ale zwigzanych
z ostrym niedokrwieniem i zjawiskiem reperfuzji (101). W kontekscie
prozapalnego dziatania leukotriendw oraz zywo dyskutowanych teorii
zapalnych lezgcych u podtoza choroby wiencowej czy migotania
przedsionkdw, rodzi sie podstawowe pytanie - czy farmakologiczne
hamowanie biosyntezy leukotriendw moze wywiera¢ wptyw na czynnosc
elektryczng serca u tych chorych. Odpowiedz bytaby o tyle interesujaca,
ze dysponujemy lekami przeciwleukotrienowymi, ktére od lat
z powodzeniem stosowane sg w terapii astmy oskrzelowej, a ktore
w przysztosci byé moze znajdg zastosowanie rowniez w leczeniu schorzen
uktadu krazenia.

Celem badania byta:
Ocena wptywu farmakologicznego hamowania 5-lipoksygenazy na
generacje leukotriendw i czynnos¢ elektryczng serca:

a) u chorych na stabilng chorobg niedokrwienng serca
poddawanych koronarografii z ewentualng przezskérng
angioplastyka tetnic wiedcowych

b) u chorych z utrwalonym migotaniem przedsionkéow
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3. BADANI

Badanie przeprowadzono w dwdch czesciach. W pierwszej, wzieli
udziat chorzy na stabilng chorobe wiecowa, z zatokowym rytmem
w zapisie EKG.

W drugiej czesci, chorzy z utrwalonym migotaniem przedsionkdw.
Wszyscy pacjenci wyrazili Swiadomg zgode na udziat w badaniu. Protokét
badania uzyskat aprobate Komisji Bioetycznej Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Czesc | badania:

Do badania wtaczono 103 chorych (36 kobiet i 67 mezczyzn)
w wieku od 30 do 75 lat z udokumentowang stabilng chorobg
niedokrwienng serca. Pacjentow rekrutowano sposrdd  oséb
przyjmowanych do Oddziatu Interny i Chordb Serca Il Katedry Chordb
Wewnetrznych CMUJ w celu wykonania planowego zabiegu koronarografii
z ew. angioplastykga i implantacjg stentu. Rozpoznanie choroby wiencowej
ustalane byto na podstawie typowego wywiadu, dodatniego wyniku testu
wysitkowego i/lub wczesniej stwierdzonych angiograficznych cech
miazdzycy naczyn wiencowych.

Stabilng chorobe wiencowg zdefiniowano w oparciu o wytyczne
European Society of Cardiology z 2006 roku (102).

Kryteria wtaczenia do badania:

e Chorzy z rozpoznang chorobg niedokrwienng serca kierowani do
planowej diagnostyki koronarograficznej

e Wiek od 30-75 lat

e Rytm zatokowy w zapisie elektrokardiogramu

e Brak przeciwwskazan do leczenia inwazyjnego

e Pisemna zgoda pacjenta na udziat w badaniu

20



Kryteria wykluczajace z udziatu w badaniu:

Zawat serca w okresie ostatnich 3 miesiecy badZz niestabilna
dusznica bolesna

Wszczepiony rozrusznik serca

Zaburzenia rytmu serca o typie migotania/trzepotania przedsionkéw
lub czestoskurczu przedsionkowego z blokiem AV

Astma oskrzelowa

Zaostrzenie POChP

Objawy ostrej infekgji

Przewlekfa choroba nerek (stadium 3)

Niewydolnos¢ watroby

Niewydolnosc¢ serca (FW < 50%)

Inne schorzenia o ciezkim przebiegu

Brak zgody na badanie

Schemat | czesci badania (Ryc. 4):

1.
2.

Czas badania dla kazdego chorego wynosit ok. 48 godzin.

W dniu przyjecia do szpitala, po uzyskaniu swiadomej, pisemnej
zgody u wszystkich pacjentdéw spetniajgcych kryteria witgczenia do
badania, przeprowadzono petne badanie lekarskie obejmujace
wywiad, badanie fizykalne oraz echokardiograficzne serca.
Nastepnie wykonywano spoczynkowy 12 — odprowadzeniowy zapis
EKG oraz pobierano prébki krwi w celu wykonania badan
laboratoryjnych (morfologia krwi, elektrolity, stezenie glukozy,
mocznika i kreatyniny, aktywnos¢ AST i ALT, stezenie bilirubiny,
petny lipidogram, CRP metoda o wysokiej czutosci oraz poziom
troponiny I).

. Chorych nastepnie randomizowano do grupy badanej, otrzymujgcej

inhibitor  5-lipoksygenazy  (Zileuton) (n=54) w  dawce
4 x 600mg/dobe lub do grupy kontrolnej, otrzymujacej placebo
(n=49). Lek Zyflo (zileuton) zakupiono w firmie Cornerstone
Therapeutics Inc., Cary NC, USA. Poniewaz czas badania wynosit
ok. 48 godzin, chorzy tacznie otrzymywali 10 dawek zileutonu lub
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ChNS
n=103

placebo, w tym 5 przed i 5 po zabiegu. Bezposrednio po przyjeciu
pigtej dawki leku vs placebo chorych kierowano do Pracowni
Angiografii w celu wykonania koronarografii z ew. angioplastyka.

U pacjentow kwalifikujgcych sie do leczenia przezskérnego,
bezzwtocznie  po  koronarografii,  wykonanywano  zabieg
angioplastyki wieicowej z implantacjg stentu.

. Probki moczu w celu oznaczenia LTE, pobierano dwukrotnie

w pierwszej dobie hospitalizacji (24 godziny oraz 2 godziny przed
zabiegiem) i dwukrotnie w drugiej dobie (dwie godziny oraz
24 godziny po zabiegu).

Przed i po zabiegu u wszystkich chorych prowadzono 24-godzinne
monitorowanie EKG metodg Holtera.

W 12 godzinie po zabiegu pobierano probke krwi w celu oznaczenia
poziomu troponiny .

W trakcie hospitalizacji chorzy otrzymywali standardowe leczenie
obejmujgce: aspiryne, tiklopidyne Ilub klopidogrel, beta-bloker,
inhibitor konwertazy angiotensyny i statyne. Preparaty oraz dawki
lekdw pozostawaty niezmienione przez caty okres prowadzenia
badania (patrz tabela 3).

24 h 24 h
HRsr,
EKG metodg Holtera EKG metodg Holtera SVE, VE,
HRV (SDNN),
2h 2h PQ, QRS,
QTc, ST
— zileuton zileuton ﬂ zileuton
‘ n= 54 I l ¢ l
LTE4 LTE4 LTE4 LTE4
R]
| placebo‘ placebo N CA placebo
n=49 ! I I | |
LTE4 LTE4 LTE4 LTE4

Rycina 4. Schemat | czesci badania.

CA (PCl) — koronarografia z ew. przezskornq angioplastykq tetnic wiericowych, R — randomizacja,

LTE, -

leukotrien E,, EKG metodq Holtera - 24-godzinne monitorowanie EKG metodqg Holtera,

HR Sr. — srednia czestotliwos¢ rytmu zatokowego serca dla catej doby, SVE — dobowa ilos¢ pobudzen
dodatkowych pochodzenia nadkomorowego, VE - dobowa ilos¢ pobudzenn dodatkowych pochodzenia
komorowego, HRV (SDNN) — zmiennos¢ rytmu (zatokowego) serca, PQ — odstep PQ [ms], QRS — czas
trwania zespotu QRS [ms], QTc — czas trwania skorygowanego odstepu QT [ms], ST — odcinek ST.
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Czes¢ Il badania:

Do Il czesci badania wigczono 49 chorych (14 kobiet i 35 mezczyzn)
w wieku od 35 do 80 lat z udokumentowanym utrwalonym migotaniem
przedsionkdw hospitalizowanych w Oddziale Interny i Choréb Serca
Il Katedry Choréb Wewnetrznych CMUJ.

Utrwalone migotanie przedsionkéw  zdefiniowano w oparciu
o wspdélne wytyczne American College of Cardiology (ACC), American
Heart Association (AHA) oraz European Society of Cardiolgy (ESC)
dotyczace postepowania w tej arytmii z 2006 roku (103).

Kryteria wtaczenia do badania:

e Chorzy z rozpoznanym utrwalonym migotaniem przedsionkéw
(trwajgcym > 12 miesiecy)

e Wiek od 35-80 lat

e Migotanie przedsionkdw w zapisie elektrokardiogramu

e Pisemna zgoda pacjenta na udziat w badaniu

Kryteria wykluczajace z badania:

e Niewydolnosc serca w okresie dekompensacji

e Zawat serca w okresie ostatnich 3 miesiecy, badz niestabilna
dusznica bolesna

e Obecnos¢ skrzepliny w jamach serca

e \Wszczepiony rozrusznik serca

e Astma oskrzelowa

e POChP

e Objawy ostrej infekcji

e Przewlekta choroba nerek (stadium 3)

¢ Niewydolnos¢ watroby

e Inne schorzenia o ciezkim przebiegu

e Nadczynno$é tarczycy

e Brak zgody na badanie
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Schemat Il czes$ci badania (Ryc. 5):

1. Czas badania dla kazdego chorego wynosit ok. 48 godzin.

2. W dniu przyjecia do szpitala, po uzyskaniu $wiadomej, pisemne;j
zgody u wszystkich chorych spetniajgcych kryteria wtgczenia
do badania, przeprowadzono petne badanie lekarskie obejmujace
wywiad, badanie fizykalne oraz echokardiograficzne serca.
Nastepnie wykonywano spoczynkowy 12 — odprowadzeniowy zapis
EKG oraz pobierano probki krwi w celu wykonania badan
laboratoryjnych obejmujgcych morfologie, INR, APTT, d-dimery,
fibrynogen, stezenie glukozy, mocznika, kreatyniny, sodu, potasu,
enzymy watrobowe, poziom troponiny | oraz stezenie biatka CRP
i TSH.

3. Wszyscy chorzy otrzymywali zawsze w pierwszej dobie pobytu
placebo (1 tbl. co 6 godzin), a w drugiej dobie zileuton w dawce
4 x 600 mg.

4. Probki moczu w celu oznaczenia LTE; pobierano dwukrotnie
w trakcie pobytu (pierwszego i drugiego dnia hospitalizacji — zawsze
o tej samej godzinie).

5. U wszystkich pacjentow prowadzono dwukrotnie 24-godzinne
monitorowanie holterowskie EKG (w pierwszej i drugiej dobie
hospitalizacji).

6. W trakcie hospitalizacji chorzy otrzymywali dotychczasowe
standardowe leczenie (104, 105). Preparaty oraz dawki lekow
pozostawaty niezmienione przez caty okres prowadzenia badania.
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24 h 24 h

EKG metodg Holtera EKG metodg Holtera
utrwalone _
migotanie placebo > zileuton ———
przedsionkéw l l
n=49 LTE4 LTE4

Rycina 5. Schemat Il czesci badania.

HRsr, HRmin,
HRmaks. VE,
QRS, epizody
brady- i
tachykardii,
pauzy

LTE, — leukotrien E, EKG metodq Holtera - 24-godzinne monitorowanie EKG metodq Holtera,
HR sr. — srednia czestotliwos¢ rytmu komor serca dla catej doby, HR max. — maksymalna czestotliwos¢
rytmu komdr serca dla catej doby, HR min. — minimalna czestotliwosc rytmu komor serca dla catej doby,
VE - dobowa ilos¢ pobudzer dodatkowych pochodzenia komorowego, QRS — czas trwania zespotu QRS

[ms], QTc — czas trwania skorygowanego odstepu QT [ms].
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4. METODY

4.1 Koronarografia

W pierwszej czeSci badania wszyscy chorzy poddawani byli
zabiegowi koronarografii w Pracowni Angiografii |l Katedry Chordb
Wewnetrznych CM UJ. Zabiegi byly przeprowadzanewane zawsze
w drugim dniu hospitalizacji o podobnej porze dnia (miedzy godzing 12:00
a 16:00). Koronarografie wykonywano technikg Seldingera, standardowo
z naktucia prawej tetnicy udowej, z zastosowaniem znieczulenia
miejscowego. Podczas zabiegu stosowano koszulki tetnicze oraz cewniki
diagnostyczne i prowadzgce 6F. Wszystkim chorym podawano jeden
rodzaj kontrastu, tj. niskoosmolarny i niskojonowy kontrast Ultravist 370.
Bezposrednio po  koronarografii  wyniki  poddawano  analizie
angiograficznej, na podstawie ktérej chorych kwalifikowano do leczenia
przezskdrnego. U wszystkich chorych zakwalifikowanych do w/w leczenia,
wykonywano jednoczasowo angioplastyke wieicowg z implantacjg stentu.
Rodzaj stentu, jego S$rednica i dtugos¢ byty dobierane na podstawie
wynikéw pomiaréw QCA - cyfrowej angiografii iloSciowe] (angiograf
Integris HM — 3000, oprogramowanie komputerowe ACA DCI, Philips).
Po predylatacji cewnikiem balonowym stenty implantowano cisnieniem
nominalnym i doprezano cisSnieniem od 2—6 atmosfer powyzej cisnienia
nominalnego. Po zabiegu wykonywano ponowng angiografie w celu
dokumentacji uzyskanego wyniku. Cato$¢ badan angiograficznych byta
archiwizowana na dyskach CD.
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4.2 24-godzinne monitorowanie elektrokardiogramu
metoda Holtera

W obu czesciach klinicznych badania, u wszystkich chorych,
dwukrotnie  prowadzono 24-godzinne  monitorowanie i  zapis
elektrokardiogramu (EKG) metodg Holtera, przy uzyciu 3-kanatowowego
zestawu rejestrujgcego (Aspel, HolCARD 24 W, Poland). Kazdorazowo,
po zakonczeniu badania dane zapisane na przenosnej karcie pamieci
zestawu rejestrujgcego wczytywano do pamieci komputera stacjonarnego,
a nastepnie poddawano automatycznej analizie przy uzyciu
oprogramowania dostarczonego przez producenta rejestratora EKG.
Kazdy uzyskany automatycznie wynik podlegat edycji i weryfikacji jego
poprawnosci przez lekarza oraz ostatecznie reanalizie. W przypadku
stwierdzenia ztej jakosci technicznej zapisu EKG lub zapisu krétszego niz
22 godziny, chorzy byli wytgczani z badania. Warunki zapisu i aktywnosé
fizyczna pacjentéw byly podobne w trakcie obu 24-godzinnych
holterowskich zapiséw EKG.

Przy ocenie parametréw holterowskich postugiwano sie ustalonymi
przez producenta sprzetu definicjami dla rytmu dominujgcego i zaburzen
rytmu serca. Oceniano: s$rednig (HR $r.), maksymalng (HR max.)
i minimalng (HR min.) czestotliwos¢ rytmu serca, dobowg liczbe
dodatkowych pobudzen pochodzenia komorowego (VE) i nadkomorowego
(SVE) (wspdtczynnik przedwczesnosci wynosit 25%), dobowg liczbe
epizodédw tachykardii (minimalna czestotliwo$é rytmu na poczatku
epizodu >125/min, a maksymalna na koncu 100/min), bradykardii
(maksymalna czestotliwo$é¢ rytmu na poczatku epizodu <45/min,
a minimalna na koncu >55/min) i pauz (brak zespotéw QRS w okresie
dtuzszym niz 2380 ms po zespole komorowym, 1800 ms po zespole
nadkomorowym, 2000 ms po zespole dominujgcym), obnizenia
i uniesienia odcinkéw ST (odcinki ST usredniano z 32 sekund rytmu
podstawowego, graniczna warto$¢ uniesienia i obnizenia ST w 60 ms za
punktem J wynosita 1 mm, minimalny czas trwania epizodéw zmian ST
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wynosit 60 sekund) oraz czas trwania odstepow QTc i dyspersje QT
w wybranych przedziatach czasu.

Dodatkowo, w pierwszej czesci badania, oceniano dobowa
zmiennos¢ rytmu serca (HRV) wykorzystujgc parametry analizy czasowej
(badanie czasu trwania kolejnych odstepédw NN, czyli odstepéw miedzy
pobudzeniami zatokowymi oraz rdznic miedzy nimi) i czestotliwosciowej
(badanie widma cyklicznie wystepujacych zmian czasu trwania kolejnych
odstepéw NN) w wybranych przedziatach czasu. Sposrédd parametrow
analizy czasowej oceniano SDNN (standard deviation of NN — odchylenie
standardowe czasow trwania wszystkich odstepow NN w badanym okresie
czasu, oznaczane W ms) z cafosci zapisu z pierwszego i drugiego dnia
badania oraz z okresu jednej godziny bezposrednio przed i pierwszej
godziny po zabiegu koronarografii z ew. angioplastykg. Dodatkowo
z okresu jednej godziny przed i pierwszej godziny po zabiegu oceniano:
SDANN (standard deviation of averaged NN intervals — odchylenie
standardowe srednich wartosci odstepow NN, mierzonych w kolejnych
krétkich przedziatach (5-minutowych) dtuzszego okresu — w tym
przypadku jednej godziny - oznaczane w ms), SDNNI (SDNN index —
wskaznik SDNN; srednia z odchylen standardowych kolejnych odstepow
NN z kolejnych 5-minutowych okreséw badania, oznaczany w ms,
z danego przedziatu czasu) oraz pNNs, (perecentage of NN intervals —
odsetek odstepodw NN rdznigcych sie od sasiednich o ponad 50 ms
wzgledem liczby wszystkich odstepéw NN w badanym okresie). Z tego
samego okresu czasu wykonano analize czestotliwosciowg HRV, ktérg
przeprowadzono metodg tzw. szybkiej transformacji Fouriera (fast Fourier
transformation). Wyniki tej analizy obejmowaty dane dotyczace czterech
pasm w widmie zmiennosci rytmu serca (ULF - ultra low frequency -
pasmo w widmie zmiennos$ci rytmu serca o najnizszej czestotliwosci,
tj. <0,0033 Hz, VLF - very low frequency - pasmo w widmie zmiennosci
rytmu serca o bardzo niskiej czestotliwosci tj. 0,0033-0,04 Hz, LF - low
frequency - pasmo w widmie zmiennosci rytmu serca o niskiej
czestotliwosci tj. 0,04-0,15 Hz, HF - high frequency - pasmo w widmie
zmiennosci rytmu serca o wysokiej czestotliwosci tj. 0,15-0,4 Hz) oraz
stosunku LF/HF. Dodatkowo w obu czesciach klinicznych badania
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mierzono czas trwania zespotéw QRS, a w pierwszej czesci badania takze
czas trwania odstepéw PQ, w pierwszej i ostatniej godzinie kazdego
24-godzinnego zapisu EKG.

4.3 Echokardiografia przezklatkowa

W obu czesciach badania wykonywano przezklatkowe badanie
ultrasonograficzne serca (aparat Vivid 7, firmy GE, gtowica 3,5 MHz).
W trakcie badania wykorzystywano klasyczne techniki obrazowania,
tj.. jednowymiarowg (TM), dwuwymiarowg (2D) i dopplerowska.
Wszystkie pomiary dokonywane byly w czterech podstawowych
projekcjach przekroju serca (przymostkowe;j, koniuszkowej,
podmostkowej i nadmostkowej). Wykonywano pomiary wielko$ci jam
serca, oceniano kurczliwos¢ globalng i odcinkowg, funkcje skurczowg
i rozkurczowg lewej komory serca oraz oceniano morfologie i funkcje
aparatu zastawkowego. Pole powierzchni lewego przedsionka mierzono
w projekcji koniuszkowej czterojamowej (norma wielkoéci 18-20 cm?).
Frakcje wyrzutowg lewej komory wyliczano wg metody Simpsona (metody
dyskoéw). U wszystkich chorych USG serca wykonywata ta sama osoba.

4.4 Oznaczanie stezenia LTE; w moczu w | i Il czesci
badania

Stezenia LTE; w moczu oznaczane byty w laboratorium Il Katedry
Chordéb Wewnetrznych dwoma metodami tj. LC/MS i ELISA.

W pierwszej czesci klinicznej badania postuzono sie metodg LC/MS,
czyli  spektrometrii  mas z  wykorzystaniem  wysokosprawnego
chromatografu cieczowego. W tym celu uzyto spektrometr masowy LCQ

Advantage (Thermo Finnigan) ze zZrédtem jondw typu electrospray
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i putapka jonowa jako analizatorem oraz wysokosprawny chromatograf
cieczcowy z odwréconym uktadem faz —z pompg LC Pump Surveyor
(Thermo Finnigan) i kolumng Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent
Technologies, USA).

Pobrane od chorych préobki moczu przechowywano w temperaturze
-80°C do czasu wykonywania oznaczen. Bezposrednio po rozmrozeniu,
w celu usuniecia strgtdbw moczanowych, prébki poddawano wirowaniu
(4000 obrotéw/ minute, przez 10 min). Odwirowany mocz w objetosci
25 ml mieszano z 25 ml roztworu soli fizjologicznej buforowanego
fosforanami (PBS - phosphate buffered saline) o pH=7,2 (nawazka PBS,
Eurolmmun). Tak przygotowang mieszanine moczu i PBS umieszczano
w stozkodennych probowkach polipropylenowych o pojemnosci 50 ml
(Falcon lub Saerstedt) i dodawano standard wewnetrzny w ilosci 2500 pg
ds-[20,20,20]-LTE, (Biomol) oraz 150 pL zawiesiny mikroczasteczek
sefarozy  optaszczonych  mysimi  przeciwciatami  monoklonalnymi
(Cysteinyl-Leukotriene Affinity Sorbent, Cayman Chemical). Cato$¢é reakcji
immunoadsorpcyjnej pozostawiano na 20 minut w temperaturze 37°C,
nastepnie przez kolejne 40 minut mieszano mieszadtem rolkowym,
a po tym czasie — w celu sedymentacji czgstek adsorpcyjnych — wirowano
przez 5 minut (500 g). Nadsacz zlewano, a osad adsorbenta przenoszono
do probdéwek polipropylenowych o pojemnosci 2,5 ml. Materiat ptukano
roztworem PBS i ponownie wirowano przez 5 minut (500 g) w celu
sedymentacji adsorbentu. Po przemyciu, immunosorbent zawieszano
w schtodzonym do - 15°C metanolu czystosci HPLC (J. T. Baker). Catos$é
mieszano przez 5 minut przy uzyciu mieszadta wirowego i ponownie
odwirowano (10 minut, 4500 obrotéw/ minute). Nadsgcz metanolu, ktory
wyptukiwat z immunosorbentu zwigzane z przeciwciatem leukotrieny,
zbierano do probdowek typu Eppendorfa. Ptukanie schtodzonym
metanolem powtarzano jeszcze dwukrotnie. Metanol, zebrany po elucji
leukotrienu, odparowywano pod zmniejszonym cisnieniem (CentriVap,
Labanco) do objetosci 40-50 pl. Przed ostateczng analizg w uktadzie LC/MS
probki wirowano, aby unikng¢ wprowadzenia do petli strzykowej
ewentualnych pozostatosci sefarozy. Rejestracje widm masowych
wykonywano w trybie monitorowania pojedynczego jonu SIM (Single lon
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Monitoring) w zakresie m/z = 439,0 — 444,0. Zakres taki obejmowat
zarowno analit jak i wzorzec wewnetrzny: dla LTE; m/z = 440,1 — 440,4;
dla d3-LTE, m/z = 443,1 — 443,4. Analize widm masowych przeprowadzano
programem Xcalibur 1.1 (Thermo Finnigan). Zawartos¢ LTE,; wyznaczano
poréwnujac intensywnosci integralne pikdw chromatograficznych dla
wzorca i analitu. Uzyskang wartos¢ dzielono przez objeto$é moczu, z ktérej
ekstrahowano analit oraz stezenie kreatyniny w moczu. Stezenie
kreatyniny w analizowanych prébkach moczu badano aparatem VITROS
250 (Johnson & Johnson, USA). Wyniki oznaczenia ulLTE, wyrazano
w postaci stezenia leukotrienu E; w pg na miligram kreatyniny
[P8/MEireatyninyl-

W drugiej czesci klinicznej badania, stezenia leukotrienu E,
w poszczegodlnych prébkach moczu oznaczano metodg
immunoenzymatyczng przy uzyciu komercyjnych zestawéw EIA (Cayman
Chemical’s, USA). Na wynik tego oznaczenia wptywaja nie tylko LTE,, ale
takze — cho¢ w znacznie mniejszym stopniu - LTC,;, LTD, oraz kilka
metabolitow leukotriendw cysteinylowych. Praktycznie, w moczu obecny
jest gtdwnie LTE,. Z tego wzgledu w niniejszej pracy dla uproszczenia
uzywano okreslenia LTE,.

Zebrany mocz pacjentéw rozporcjowywano do probdwek typu
Eppendorfa i mrozono w temperaturze — 80°C do czasu dalszych oznaczen.
Tuz przed badaniem pozioméw LTE, w moczu, prébki rozmrazano
i wirowano z predkoscig 4000 obrotow/min w temp. 4°C. Dodatkowo
z tych samych prébek moczu oznaczano poziomy kreatyniny
w analizatorze Vitros 350 (Johnson & Johnson, USA). Mocz przed
natozeniem na pitytke do ELISA, rozcieiczano czterokrotnie,
co uwzgledniano w pdzniejszych obliczeniach. Wszystkie czynnosci
zwigzane z nastawianiem ptytki byty wykonywane zgodnie z zamieszczong
w zestawie instrukcjg obstugi. Stezenie LTE, badano w nastepujacy
sposob: do ptytek z zestawu dodawano krélicze poliklonalne przeciwciato
przeciwko LTE,, okre$long ilos¢ kompleksu LTE4;-acetylocholinesteraza
(LTE4-AChE) oraz badang prébke moczu (lub standard). LTE, znajdujace sie
w badanej probce konkurowaty z kompleksami LTE,-AchE o wigzanie
z przeciwciatami poliklonalnymi. Przeciwciata poliklonalne zwigzane z LTE,
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lub kompleksami LTE,-AchE wigzaty sie z ptytka poprzez mysie przeciwciata
(przeciwko kroliczym I1gG), ktérymi byta ona optaszczona. Po 18 godzinach
inkubacji w temperaturze pokojowej, niezwigzane z ptytkg reagenty
wyptukiwano. Nastepnie do tak przygotowanej ptytki dodawano substrat
dla acetylocholinesterazy. W wyniku reakcji enzymatycznej powstawat
zwigzek silnie pochtaniajgcy s$wiatto o dtugosci fali 412 nm. Odczyt
absorbancji badanych probek na ptytce przeprowadzano w czytniku
kolorymetrycznym ELx 800 (BIO-TEK Instruments, USA). Stopien absorpcji
Swiatfa byt odwrotnie proporcjonalny do stezenia LTE, w badanej probce,
ktére to wyrazano w pg/mgyreatyniny-

Z uwagi na uzycie w pierwszej i drugiej czesci klinicznej badania
réznych technik oznaczania ulTE, wynikow nie mozna ze sobg
bezposrednio porownywaé. Wyniki oznaczen ulLTE, metoda ELISA s3
zwykle wyisze od tych wuzyskiwanych metodg LC/MS. ELISA daje
wiarygodne wyniki gtéwnie dla zawartosci ulLTE, przekraczajgcych 150
pg/ml (106). Dla nizszych wartosci bardziej wiarygodna i precyzyjna jest
metoda spektrometrii masowej. Metoda LC/MS jest wysoce swoista dla
LTE,, podczas gdy ELISA, szeroko stosowana w badaniach klinicznych, poza
LTE, wykrywa takze niektdre inne metabolity 5-lipoksygenazy.

4.5 Oznaczenia laboratoryjne

Krew pobierano za pomocg zestawu z systemem prézniowym firmy
Becton-Dickinson do probdwek z wersenianem potasu, cytrynianem sodu
oraz bez antykoagulantu. Nastepnie prébki cytrynianowe i ,na skrzep”
wirowano z predkoscig 3500 obrotéw/min przez 10 min w temperaturze
4°C i wykorzystywano do dalszych oznaczen.

Z prébek z wersenianem potasu oznaczano morfologie krwi petnej
przy uzyciu automatycznego analizatora hematologicznego Sysmex K-1000
(ICN, Japonia). W surowicy krwi oznaczano poziomy elektrolitéw, stezenie
glukozy, mocznika i kreatyniny, aktywnos¢ AST i ALT, stezenie bilirubiny

oraz lipidogram przy uzyciu analizatora Vitros 350 (Johnson & Johnson,
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USA). Dodatkowo w surowicy pacjentdw oznaczano poziomy CPR metoda
nefelometryczng o wysokiej czutosci (Dade Behring, Niemcy) oraz poziomy
troponiny | w analizatorze MiniVIDAS (BioMerieux, Francja). Fibrynogen
oznaczano W o0soczu pacjentdw przy uzyciu aparatu CA-500 (Sysmex,
Japonia).

4.6 Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu
STATISTICA wersja 8 (StatSoft Inc, Tulusa, OK., USA). W charakterystyce
wyjsciowej grup zastosowano test x2 (zmienne kategoryczne) lub test
t-studenta dla zmiennych niezwigzanych (zmienne ciggte). W pierwszej
fazie analiz dane testowano pod wzgledem zgodnosci z rozktadem
normalnym (test Kolmogorova-Smirnova). Stezenia LTE; w moczu,
ze wzgledu na brak normalnosci rozktadu w obrebie badanych grup,
logarytmowano przed wykonywaniem dalszych obliczen. Serie danych
spetniajgce kryterium rozktadu normalnego analizowano testem
t-studenta lub w modelu ANOVA (wariant z powtarzanymi pomiarami).
Dane nie spetniajgce kryterium rozktadu normalnego poréwnywano
testami nieparametrycznymi (test U Manna-Whitneya w | czesci badania
lub test Wilcoxona w Il czesci badania). Dane o rozktadzie normalnym
przedstawiono w tekscie i tabelach jako s$rednie +SD (odchylenie
standardowe), a na wykresach kolumnowych lub punktowych jako srednie
+SEM (bfad standardowy). Serie danych z rozktadem réinym
od normalnego przedstawiano w tekscie i na wykresach jako mediany
i przedziat miedzykwartylowy [25-75% w nawiasie kwadratowym].
Do oceny stopnia korelacji zmiennych o rozktfadzie normalnym i n>30
zastosowano model regresji liniowej. W pozostatych przypadkach
zastosowano wariant nieparametryczny (korelacja rang Spermana).
Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto p<0,05.
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5. WYNIKI BADAN | CZESCI KLINICZNEJ

Wptyw  farmakologicznego hamowania  5-lipoksygenazy
na generacje leukotriendw i czynnos¢ elektryczng serca
u chorych na stabilng choroba niedokrwienng serca
poddawanych koronarografii z ewentualng przezskorng
angioplastyka tetnic wienicowych

5.1 Porownanie grupy otrzymujacej inhibitor
5 — lipoksygenazy (zileuton) z grupa otrzymujgca placebo

W badaniu wzieto udziat 103 chorych na stabilng choroba
wiencowy, zrekrutowanych sposrdd 348 chorych kolejno przyjetych
do Oddziatu Interny i Chordéb Serca Il Katedry Chorob Wewnetrznych
CMUIJ miedzy listopadem 2006 a grudniem 2007 roku, w celu wykonania
planowej koronarografii z ew. angioplastykg i implantacjg stentu.
W wyniku przeprowadzonej randomizacji 54 osoby zostaty przydzielone
do grupy otrzymujacej przez czas trwania badania (ok. 48 godzin) lek
(zileuton), a 49 oséb do grupy otrzymujacej placebo.

Pordwnywane grupy nie rdznity sie istotnie pod wzgledem cech
demograficznych, wystepowania czynnikow ryzyka choroby
niedokrwiennej serca ani wynikdw biochemicznych krwi (LDL-cholesterol,
CRP). W obu grupach nie byto chorych z niewydolnoscia nerek ani
laboratoryjnymi cechami uszkodzenia watroby (tabela 2).
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Tabela 2. Charakterystyka kliniczna chorych.

Parametry kliniczne i laboratoryjne Zileuton (n=54) Placebo (n=49) P
Wiek (lata £ SD) 60+7,4 59,1+7,9 NS
Ptec: kobiety (%)/mezczyini (%) 20 (37%)/34 (63%) | 16(32,7%)/33(67,3%) | NS
Nadcisnienie tetnicze 52 (96,3%) 42 (85,7%) NS
Hipercholesterolemia 47 (87%) 44 (89,8%) NS
Przebyty zawat serca 12 (22,2%) 12 (24,5%) NS
Przebyty udar mézgu 2 (3%) 2 (4%) NS
Miazdzyca tetnic konczyn doinych 5(9,3%) 3(6,1%) NS
Cukrzyca 11 (20,4 %) 9 (18,4%) NS
Niewydolno$¢ nerek 0 (0%) 0 (0%) NS
Niewydolno$¢ watroby 0 (0%) 0 (0%) NS
Palenie papieroséw 35 (64,8%) 31 (63,3%) NS
Frakcja wyrzutowa LK serca 56t5 57t4 NS
CRP [mg/I] 1,32 1,9 NS
LDL —C [mmol/1 ] (+ SD) 2,64 +0,8 2,74 1,08 NS

Wyniki przedstawiono jako liczebnosci (%), Srednie (+ SD), mediany (w przypadku CRP). LK —lewa komora
serca; CRP — biatko C-reaktywne, LDL-C — cholesterol frakcji lipoprotein o matej gestosci.

Chorzy nie rdznili sie istotnie pod wzgledem przyjmowanych lekdow.

(aspiryne
lub tiklopidyng) oraz prawie wszyscy otrzymywali

Wszyscy stosowali podwdjng terapie przeciwptytkowa
z klopidogrelem
inhibitory konwertazy angiotensyny, betablokery i statyny (tabela 3).
Srednia oszacowana dobowa dawka betablokeréw w przeliczeniu na
dawke propranololu (pod wzgledem sity dziatania beta-adrenolitycznego)

wynosita ok. 120 mg (107- 109).

35




Tabela 3. Poréwnanie grupy chorych otrzymujacych zileuton z grupa otrzymujaca
placebo pod wzgledem przyjmowanych lekéw w chwili wigczenia do badania.

Grupy lekéw Zileuton (n=54) Placebo (n=49) p
Aspiryna n (%) 54 (100) 49 (100) NS
Klopidogrel lub
opIcog n (%) 54 (100) 49 (100) NS
tiklopidyna
Inhibitory konwertaz
otory V' lnw) 53 (98) 49 (100) NS
angiotensyny
Betablokery n (%) 52 (96,3) 48 (98) NS
Antagonisci kanatéw
8 n (%) 10 (18,5) 7 (14,3) NS
wapniowych
Nitraty n (%) 13 (24,1) 12 (24,5) NS
Statyny n (%) 54 (100) 48 (98) NS

Wyniki przedstawiono jako liczebnosci (%).

5.2 Poréwnanie danych angiograficznych w badanych
grupach

Chorzy z obu grup nie rdznili sie istotnie pod wzgledem wynikow
badan angiograficznych oraz objetosci uzytego podczas badania kontrastu.
W grupie otrzymujacej zileuton u 16 chorych wykonano zabieg
angioplastyki z implantacjg stentu, w grupie otrzymujgcej placebo
u 11 chorych. W obu grupach po 38 pacjentéw poddanych byto jedynie
koronarografii bez dodatkowej interwencji wewnatrznaczyniowej. Wsrod
0sOb trzymujacych placebo stwierdzono wyziszy, cho¢ nieistotny
statystycznie, odsetek chorych z bardziej zaawansowanymi zmianami
miazdzycowymi (zwezenia w trzech tetnicach nasierdziowych),
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kwalifikowanych nastepnie do operacji pomostowania aortalno-
wiencowego (tabela 4).

Nie odnotowano zadnych powaznych powiktan zwigzanych
z podwaniem leku (zileuton) ani z samym zabiegiem koronarografii wsrdd
wszystkich chorych, podczas trwania hospitalizacji.

Tabela 4. Poréwnanie danych angiograficznych i objetosci podanego podczas zabiegu
kontrastu w grupach chorych otrzymujacych zileuton lub placebo.

Charakterystyka angiograficzna Zileuton (n=54) Placebo (n=49) P
Bez istotnych zwezen w

IStOTNYCh ZWez n (%) 29 (53,7 %) 22 (44,9 %) NS
tetnicach nasierdziowych
Choroba 1- naczyniowa n (%) 16 (29,6 %) 10 (20,4 %) NS
Choroba 2 — naczyniowa n (%) 5(9,3 %) 6 (12,25 %) NS
Choroba 3 — naczyniowa n (%) 4 (7,4 %) 11 (22,45 %) NS
Zabieg angioplastyki z
~ableg angloplasty n (%) 16 (29,6 %) 11 (22,4 %) NS
implantacja stentu
Objetos¢ kontrastu [ml] 153,14 165,9 NS

Wyniki przedstawiono jako wartosci bezwzgledne z odsetkami, w przypadku objetosci uzytego kontrastu
jako wartosci srednie. Jako istotne zweZenia tetnic nasierdziowych traktowano zmniejszenie Srednicy
Swiatta naczynia o >70%.

5.3 Stezenie LTE; w moczu przed i po zabiegu
koronarografii z ew. angioplastyka

W obu grupach wyjsciowe stezenia LTE; w moczu byly podobne.
Wsrdd chorych otrzymujacych zileuton obserwowano na 2 godziny przed
zabiegiem obnizenie $redniego stezenia LTE, w moczu o 26,02%
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(p<0,0001), podczas gdy w grupie otrzymujacej placebo synteza LTE, przed
zabiegiem pozostawata na niezmienionym poziomie. Koronarografia z ew.
angioplastykg powodowaty zwiekszenie s$redniego wydalania LTE,
z moczem o ok. 200 % (w stosunku do wartosci wyjsciowych) w obu
grupach. Podawanie zileutonu jak réwniez sam rodzaj zabiegu nie miaty
wptywu na powyzisze zjawisko, choé¢ w grupie otrzymujgcej placebo
obserwowano wyrazniejszy wzrost wydalania LTE, (p<0,05) (Rycina 6). Nie
stwierdzono korelacji miedzy wzrostem stezenia LTE; w moczu a stopniem
zaawansowania miazdzycy w tetnicach nasierdziowych jak rdéwniez
objetoscig uzytego podczas badania kontrastu, czy stezeniem CRP lub
LDL-C. Podwyzszone wartosci LTE, powracaty do wartosci wyjsciowych
w ciggu kolejnych 24 godzin po zabiegu (tabela 5).

Tabela 5. Wptyw zabiegu koronarografii z ew. angioplastyka i implantacjg stentu oraz
podawania zileutonu na stezenie LTE; w moczu.

Zileuton (n=54) Placebo (n=49)

24 godziny przed
. 86,46 [26,17 — 187,58] 91,29 [30,35-162,63]
zabiegiem

2 godziny przed zabiegiem | 51,96 [19,59 — 154,38]# ** 90,81 [24,94 — 247,93]

2 godziny po zabiegu 131,47 [29,22 — 375,92]# * 161,84 [60,0 — 330,49]#

24 godziny po zabiegu 75,83 [17,35 —239,94]# 85,57 [26,18 — 167,39]#

Stezenie LTE, w moczu wyrazono w pg/mg kreatyniny oraz przedstawiono jako mediany [5-95 percentyl].
Zmiany stezenia LTE, w czasie i wplyw zabiegu koronarografii; # p<0,0001 w pordwnaniu
do stezenia LTE, w poprzedniej probce moczu. Efekt podawania zileutonu, *p<0,05 i **p<0,01
w poréwnaniu z placebo, w danym punkcie czasowym. Do analizy uzyto testu ANOVA dla uktadéw
z powtarzanymi pomiarami na danych zlogarytmowanych, ktore nastepnie poddano analizie post hoc
z uzyciem testu Newmana-Keulusa. Za poziom istotnosci przyjeto p<0.05.
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Rycina 6. Wykres przedstawia zlogarytmowane wartosci $rednich steien LTE,
w moczu przed i po zabiegu koronarografii z ew. angioplastykg i implantacja stentu
w grupach chorych otrzymujacych placebo lub zileuton. Zmiany stezenia LTE,
w czasie i wptyw zabiegu koronarografii.

# p<0,0001 w porownaniu do stezenia LTE, w poprzedniej probce moczu. Efekt podawania zileutonu,
*p<0,05 i **p<0,01 w poréwnaniu z placebo, w danym punkcie czasowym.
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5.4 Srednia czestotliwo$¢ rytmu zatokowego serca przed
i po zabiegu

Zarbwno sam zabieg koronarografii jak i hamowanie
5-lipoksygenazy wywieraty wptyw na czestotliwos¢ rytmu serca. W grupie
otrzymujgcej zileuton S$rednia dobowa czestotliwos¢ rytmu  serca,
mierzona za pomocg 24-godzinnego monitorowania EKG metoda Holtera,
byta o ok. 7,1% nizsza przed zabiegiem i o ok. 4,3% nizsza po zabiegu
w poréwnaniu z grupg otrzymujgca placebo (ANOVA, p=0,027; tabela 6,
rycina 7). Ten sam efekt obserwowano poréwnujac $rednig czestotliwos¢
rytmu serca z krétszego okresu tj. jednej godziny bezposrednio przed i tuz
po zabiegu (p=0,017).

Sama procedura koronarografii z ew. angioplastykg i implantacja
stentu takze powodowata zwolnienie rytmu serca, lecz w tym przypadku
wyniki byty nieistotne statystycznie (p=0,056).

Tabela 6. Srednia czestotliwosé rytmu zatokowego serca przed i po zabiegu.

p . ., Z okresu Z okresu Z okresu
Srednia czestos¢ . Z okresu . . .
24 godzin . 1 godziny tuz 1 godziny
rytmu serca 24 godzin po i )
. przed . przed bezposrednio
[1/min]tSD Lo zabiegu o .
zabiegiem zabiegiem po zabiegu

Placebo (n=49) 68,08+10,13 | 67,67+10,91 71,16%14,81 69,12+12,56

Zileuton (n=54) 63,2618,11* | 64,79+8,24* 65,9149,25* 64,42+7,52**

Poréwnanie sredniej dobowej czestotliwosci rytmu zatokowego serca (przed i po zabiegu) oraz sredniej
czestotliwosci rytmu serca z okresu jednej godziny bezposrednio przed i po zabiegu w poréwnaniu grupy
otrzymujqgcej placebo z grupq otrzymujqgcq zileuton. Do analizy uzyto testu ANOVA dla uktadow
z powtarzanymi pomiarami, ktére nastepnie poddano analizie post hoc z uzyciem testu Newmana-
Keulusa. Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto p<0.05. **- p<0,01, * - p<0,05.
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Rycina 7. Wykres przedstawia wartosci srednich dobowych czestotliwosci rytmu
zatokowego serca przed i po zabiegu koronarografii z ew. angioplastyka i implantacjg
stentu w grupach chorych otrzymujacych placebo lub zileuton.

* - p<0,05.

5.5 Zmiennos¢ rytmu serca przed i po zabiegu

Procedura koronarografii z ew. interwencjg wewnatrznaczyniowg
wywierata niekorzystny wptyw na dobowg zmiennos¢ rytmu serca (HRV —
heart rate variability) przedstawiang jako SDNN (standard deviation of NN
— odchylenie standardowe czaséw trwania wszystkich odstepéw NN
w ciggu doby, oznaczane w ms) powodujac jej zmniejszenie w obu
badanych grupach (ze 123,23+33,9 do 115,78%£37,3 ms, ANOVA, p=0,02).
W grupie otrzymujacej zileuton obserwowano jednak nieco wyzsze, choé
nieistotnie statystycznie, wartosci SDNN srednio o 11,2 % przed i 9 % po
zabiegu (p=0,075).
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Badajac poszczegdlne parametry analizy czasowej HRV z krotszych
przedziatdw czasu (tj. ostatniej godziny przed i pierwszej godziny
po zabiegu) wykazano iz, zmniejszenie wartosci w trakcie badania
dotyczyto gtéwnie SDNN (standard deviation of NN) i SDANN (standard
deviation of averaged NN intervals), zas§ SDNNI (SDNN index) i pNNsg
(perecentage of NN intervals) pozostawaty bez zmian. Po zastosowaniu
tzw. analizy post hoc, najwyisze SDANN stwierdzono w grupie
otrzymujacej zileuton w okresie przed koronarografig (64,0£21,6 ms,
p=0,026); po zabiegu parametr ten ulegat obnizeniu do wartosci
obserwowanych u chorych otrzymujgcych placebo (~50£24 ms). Poddajac
ocenie parametry analizy czestotliwosciowej zmiennosci rytmu serca
z tego samego okresu czasu, zauwazono, iz zileuton oddziatywat gtéwnie
na dwa z czterech pasm widma HRV tj. na pasmo o bardzo niskiej
(VLF - very low frequency) i najnizszej (ULF - ultra low frequency)
czestotliwosci. Moc widma zmiennosci odstepow NN w zakresie VLF byta
wyzsza w grupie otrzymujacej zileuton $rednio o 33,2 % przed i 0 26,7 %
po zabiegu (p=0,016) i analogicznie moc widma w zakresie ULF byta
odpowiednio 0 39,2 % i 17,7 % wyzsza niz w grupie otrzymujacej placebo
(p=0,035) (rycina 8).

Koronarografia powodowata zmniejszenie wzglednej mocy widma
zmiennosci odstepdw NN w zakresie HF (HF — high frequency) (wyrazonej
w procentach) w grupie otrzymujgcej placebo z 56,8%+10,1 przed
zabiegiem do 53,7%%9,6 po zabiegu (p=0,026). Zjawiska tego nie
obserwowano w grupie otrzymujgcej zileuton, w ktérej wzgledna moc
widma HF pozostawata na niezmienionym poziomie w trakcie badania
(odpowiednio 51,8%+7,4 i 51,5%%9,3). Odwrotng zalezno$¢, obserwowano
w przypadku wzglednej mocy widma zmiennosci odstepow NN w zakresie
LF (LF — low frequency), a mianowicie jej wzrost w grupie otrzymujacej
placebo z 43,2%%9,6 przed koronarografiag do 46,3%+10,1 po zabiegu
(ANOVA, p=0,019), podczas gdy w grupie otrzymujgcej zileuton parametr
ten nie ulegat zmianie (48,1%+8,5 przed i 48,5%+9,8 po zabiegu).
Po wyliczeniu stosunku LF/HF parametr ten po zabiegu wzrést w grupie
otrzymujgcej placebo o ok. 12 %, zas w grupie chorych otrzymujgcych
zileuton spadt o 3,4 % (p=0,024). Te same zmiany wskaznika LF/HF
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obserwowano w grupie chorych poddawanych angioplastyce z implantacjg
stentu jak i w grupie oséb poddawanych jedynie samej koronarografii

(rycina 8).
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Rycina 8. Wykresy przedstawiajg parametry analizy czestotliwo$ciowej zmiennosci
rytmu serca z okresu jednej godziny bezposrednio przed i jednej godziny tuz
po koronarografii z ew. angioplastyka w grupach chorych otrzymujacych placebo lub
zileuton. Wykres A przedstawia zmiany mocy widma zmiennosci odstepow NN
w zakresie VLF i ULF wyraione w [msz]. Wykres B przedstawia zmiany wzglednych
mocy widm wyrazonych w procentach (%) w zakresie HF i LF (wzgledna moc widma
HF=HF/LF+HFx100%, wzgledna moc widma LF=LF/LF+HFx100%).
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5.6 Czas trwania odstepow PQ, QTc i zespotéw QRS
przed i po zabiegu

Zaréwno zabieg koronarografii, jak i hamowanie syntezy
leukotriendw wptywaty na czas trwania odstepu PQ w zapisie EKG.
W grupie otrzymujgcej placebo odstepy PQ w pierwszej i 24 godzinie
przed zabiegiem byty podobne (odpowiednio 157,1£26,6 i 158,8+29,3 ms),
ulegajac przejsciowemu wydtuzeniu w pierwszej godzinie po zabiegu o ok.
15,2% (181,0£31,7 ms), aby nastepnie powrdci¢ do wartosci wyjsciowych
w 24-tej godzinie po zabiegu (161,8+25,7 ms). PrzejsSciowego wydtuzenia
odstepow PQ nie obserwowano w grupie otrzymujacej zileuton, w ktorej
chronologicznie utozone wyniki czasu trwania PQ wynosity 164,4124,5,
162,8+25,3, 162,5£23,6, 161,0+22,3 ms (rycina 9). Analiza wariancji
wskazuje na wysoce istotny statystycznie efekt zabiegu koronarografii
(p<0,001) jak réwniez na interakcje z zileutonem (p<0,001) w omawianym
wyzej zjawisku.

Umiarkowane wydtuzenie czasu trwania zespotu QRS obserwowano
u wszystkich chorych w pierwszej godzinie po zabiegu (p<0,01),
niezaleznie od podawania zileutonu (rycina 9).

Czas trwania Sredniego QTc z catej doby w obu grupach nie réznit sie
w pierwszym i drugim dniu badania. Mierzac czas trwania QTc z okresu
jednej godziny przed i jednej godziny po zabiegu koronarografii
obserwowano jego wydtuzenie w grupie otrzymujgcej placebo o ok. 5,6%
(z 434,9442,4 do 459,11£41,2 ms) (p<0,001), podczas gdy parametr ten nie
zmieniat sie w tym czasie w grupie otrzymujgcej zileuton (445,8+36,2
przed i 441,2+49,9 ms po zabiegu) (rycina 9). A zatem, podawanie
zileutonu wykazywato tendencje ochronng przed wydtuzeniem QTc
powodowanym samym zabiegiem (p=0,07). Ani procedura koronarografii,
ani podawanie zileutonu nie wptywato na dyspersje odstepu QT.
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Rycina 9. Wykresy przedstawiajg czasy trwania odstepéw PQ, QTc i zespotéw QRS
w pierwszej godzinie bezposrednio przed, pierwszej godzinie tuz po i w 24-tej
godzinie po zabiegu koronarografii z ew. angioplastykag. Wykres A: czasy trwania
odstepow PQ [ms]. Wykres B: czasy trwania zespotéw QRS [ms]. Wykres C: czasy
trwania QTc.

Zabieg koronarografii istotnie statystycznie zwiekszat liczbe
pobudzen dodatkowych pochodzenia komorowego (p<0,01), pozostajac
bez wptywu na liczbe pobudzen dodatkowych pochodzenia
nadkomorowego w obu badanych grupach.

Nie obserwowano istotnego statystycznie wptywu zileutonu
na liczbe pobudzen dodatkowych pochodzenia nadkomorowego,
komorowego czy na czas trwania epizodéw obnizen lub uniesien
odcinkow ST.
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6. WYNIKI BADAN Il CZESCI KLINICZNE!

Wptyw  farmakologicznego hamowania  5-lipoksygenazy
na generacje leukotriendw i czynnos¢ elektryczng serca
u chorych z utrwalonym migotaniem przedsionkéw

6.1 Charakterystyka kliniczna badanej grupy

W badaniu wzieto udziat 49 oséb (14 kobiet i 35 meziczyzn)
w srednim wieku 67,4 + 9,8 lat, z utrwalonym migotaniem przedsionkow.
U wiekszosci chorych stwierdzono nadcisnienie tetnicze
i hipercholesterolemie. 5 z 7 pacjentéw z przebytym w przesztosci udarem
mozgu byto dodatkowo po zawale serca, badz miato rozpoznang
miazdzyce tetnic konczyn dolnych. Wszystkie osoby z miazdzycg tetnic
koczyn dolnych byty natogowymi palaczami tytoniu. Wsréd osob
z cukrzycg 28 % chorych przebyto w przesztosci zawat serca; w grupie
chorych bez cukrzycy 17 %. W obu w/w grupach rdéwnie czesto
stwierdzano przebyty udar mézgu (po 14 %); w grupie oséb bez cukrzycy
czesciej stwierdzano miazdzyce tetnic koficzyn dolnych (20 % vs 7 %).
Wsrdd badanych nie byto chorych z istotng niewydolnoscig nerek ani
laboratoryjnymi cechami uszkodzenia watroby. Srednia frakcja wyrzutowa
lewej komory serca mierzona podczas przezklatkowego badania
echokardiograficznego wynosita 49,3 % + 12,9; u wszystkich chorych
stwierdzono powiekszony lewy przedsionek serca (tabela 7).
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Tabela 7. Charakterystyka kliniczna badanej grupy.

Parametry kliniczne, echokardiograficzne i laboratoryjne (n=49)
Wiek (lata £ SD) 67,4+9,8
Pte¢: kobiety (%)/mezczyini (%) 14 (28,6 %)/35 (71,4 %)
Nadcisnienie tetnicze 34 (69,4 %)
Hipercholesterolemia 43 (87,7 %)
Przebyty zawat serca 10 (20,4 %)
Przebyty udar mézgu 7 (14,3 %)
Miazdzyca tetnic konczyn doinych 8 (16,3 %)
Cukrzyca 14 (28,6 %)
Niewydolnos¢ nerek 0 (0 %)
Niewydolnos$¢ watroby 0 (0 %)
Palenie papieroséw 19 (38,7 %)
LDL —C [mmol/I ] (+ SD) 2,72 0,9
CRP [mg/I] 3,41
Fibrynogen [g/I] 39+1,3
Frakcja wyrzutowa LK (%) 49,3+12,9
Powierzchnia LP [cm?] 29,45 + 5,94

Wyniki przedstawiono jako srednie + SD, mediany (w przypadku CRP), ew. liczebnosci (%). LK — lewa
komora serca, LP — lewy przedsionek serca.

Wszyscy chorzy w trakcie badania kontynuowali leczenie
przeciwkrzepliwe (heparyng drobnoczasteczkowg podawang podskdrnie
lub doustnymi antykoagulantami). Wiekszo$¢ chorych, sposréd lekéw
zwalniajacych rytm serca, stosowata betabloker (79,6 %), blisko potowa
chorych glikozydy naparstnicy i ok. 16 % blokery kanatu wapniowego.
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Amiodaron zazywaty 3 osoby (tabela 8). Srednia oszacowana dobowa
dawka betablokeréw w przeliczeniu na dawke propranololu (pod
wzgledem sity dziatania beta-adrenolitycznego) wynosita
ok. 100 mg (107-109).

Tabela 8. Charakterystyka grupy badanej pod wzgledem przyjmowanych lekéw
w chwili wtaczenia do badania.

A Chorzy z utrwalonym migotaniem przedsionkéw
Grupy lekéw
(n=49)
Betablokery n (%) 39 (79,6 %)
Blokery kanatow
Y n (%) 8 (16,3 %)
wapniowych
Glikozydy naparstnicy | n (%) 23 (46,9 %)
Amiodaron n (%) 3(6,1%)
Inne leki
. n (%) 0 (0 %)
antyarytmiczne

Wyniki przedstawiono jako wartosci bezwzgledne z odsetkami.

6.2 Stezenie LTE; w moczu u chorych z utrwalonym
migotaniem przedsionkéw w pierwszym i drugim dniu
badania

U chorych w drugim dniu badania (w trakcie podawania zileutonu)
obserwowano nizsze $rednio o 43 % stezenia LTE, w moczu (rycina 10).
Zmniejszenie wydalania LTE; z moczem byto wysoce znamienne
statystycznie (445 pg/mg kreatyniny [291,5 — 759,0] vs 325 pg/mg
kreatyniny [203 — 533,5]) (p<0,0001). Wyjsciowe stezenia LTE, jak réwniez
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ich procentowy spadek w moczu nie korelowaty ze stezeniami CRP,
fibrynogenu ani LDL-C w osoczu jak réwniez frakcja wyrzutowa lewej
komory serca czy powierzchnig lewego przedsionka. Wartosci te nie
zalezaty takze od wieku ani pfci badanych oséb. W  trakcie badania
nie odnotowano u chorych powaznych dziatan niepozgdanych zwigzanych
z podawaniem zileutonu.
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Rycina 10. Wykres przedstawia zlogarytmowane wartosci $rednich steien LTE,
w moczu w pierwszym i drugim dniu badania. W pierwszym dniu chorzy otrzymywali
placebo, w drugim dniu zileuton.

** oznacza p<0.0001.
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6.3 Wptyw zileutonu na czynnos¢ elektryczng serca
u chorych z utrwalonym migotaniem przedsionkéw

U chorych w drugim dniu badania (w trakcie podawania zileutonu)
obserwowano nizszg $rednig dobowg czestotliwos¢ rytmu komér serca,
mierzong podczas 24-godzinnego monitorowania EKG metodg Holtera,
Srednio o ok. 3,18 uderzen/minute (83,59 vs 80,41 uderzen/minute)
(p<0,0001). Podobny efekt obserwowano w odniesieniu do maksymalnej
(127,02 vs 123,82 uderzen/minute) i minimalnej (50,41 vs 49,65
uderzenn/minute) dobowej czestotliwosci rytmu komor serca, cho¢ wyniki
te nie byty istotne statystycznie (rycina 11). Dziesieciu sposréd 49 chorych,
ktérzy zostali wigczeni do badania, nie zazywato betablokerdw.
Po dokonaniu odpowiedniej analizy statystycznej, w tak wyodrebnionej
grupie, pomimo jej niewielkiej liczebnosci, rowniez obserwowano wysoce
istotne statystycznie (p=0,021) zwolnienie sredniej czestotliwosci rytmu
komor o ok. 3,4 uderzenia/minute, a takze maksymalnej i minimalnej.

Srednia dobowa maksymalna dobowa minimalna dobowa
czestotliwos¢ rytmu serca czestotliwos$¢é rytmu serca czestotliwos$¢ rytmu serca
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Rycina 11. Wykresy przedstawiajg wartosci srednich, maksymalnych i minimalnych
dobowych czestotliwosci rytmu komoér serca w pierwszym i drugim dniu badania.
W pierwszym dniu chorzy otrzymywali placebo, w drugim dniu zileuton.

** oznacza p<0.0001.
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W drugim dniu badania stwierdzono mniej - $rednio o 31,24 % -
epizodow tachykardii (194,6 vs 133,8 epizoddéw tachykardii/24 h) (p<0,01)
oraz sktonnos¢ do wiekszej ilosci epizodéw bradykardii (28,4 vs 33,02
epizodéw bradykardii/24 h) i pauz (65,36 vs 88,81 epizodow pauz/24 h)
(p=NS) (rycina 12).
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Rycina 12. Wykresy przedstawiaja dobowe liczby epizodéw tachykardii, bradykardii
i pauz (trwajacych powyiej 2 sekundy) w pierwszym i drugim dniu badania.
W pierwszym dniu chorzy otrzymywali placebo, w drugim dniu zileuton.

** oznacza p<0.001.

Ponadto, w dniu podawania zileutonu obserwowano mniej (Srednio
0 22 %) pobudzen dodatkowych pochodzenia komorowego. Wynik ten nie
byt jednak znamienny statystycznie (p=0,06) (rycina 13).
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Rycina 13. Wykres przedstawia dobowe liczby pobudzen dodatkowych pochodzenia
komorowego w pierwszym i drugim dniu badania. W pierwszym dniu chorzy
otrzymywali placebo, w drugim dniu zileuton.

Nie obserwowano wptywu zileutonu na czas trwania zespotéw QRS,
skorygowanego odstepu QT, dyspersje QT ani obnizen czy uniesien
odcinkow ST.

Powyzsze wyniki elektrokardiograficzne, uzyskane w trakcie
24-godzinnego monitorowania EKG metodg Holtera, nie korelowaty
z wyjsciowymi stezeniami LTE, w moczu, ani rdznicg pozioméw LTE,
W moczu miedzy pierwszym a drugim dniem obserwacji. Nie zalezaty takze
od wyjsciowego stezenia CRP, fibrynogenu ani parametréow
echokardiograficznych, wspétistniejgcych schorzen czy pici chorych.

52



7. DYSKUSJA

Dysponujemy obecnie do$¢ obszerng literaturg, omawiajgcq udziat
leukotriendw w etiopatogenezie miazdzycy i ostrych incydentéw sercowo-
naczyniowych. W  $cianach miazdzycowo zmienionych tetnic,
na komoérkach s$rdédbtonka i kardiomiocytach wykazano obecnos$é
wszystkich rodzajow receptoréw dla leukotrienéw. Podejmowane s3
pierwsze proby wdrozenia lekdow przeciwleukotrienowych do terapii
choroby wiencowej w prewencji wtérnej zawatu serca, a takze
w prewencji udaru mézgu (7, 8).

Opisano wysokg ekspresje receptorow  CysLT, na komodrkach
wtdkien Purkinjego ukfadu przewodzgcego serca (10). Funkcja i znaczenie
tych receptorow w ukfadzie przewodzacym serca, jak réwniez
na kardiomiocytach nie byty dotad badane.

Niniejsza praca jest pierwszg probg oceny wptywu leukotriendéw
na czynnos¢ elektryczng serca cztowieka.

Badanie przeprowadzone zostato w dwodch czesciach klinicznych.
Do pierwszej, wybrano chorych na stabilng chorobe niedokrwienng serca
i z rytmem zatokowym w zapisie EKG, poddawanych planowej
koronarografii z ewentualng przezskdrng angioplastyka tetnic wiencowych
i implantacjg stentéw; do drugiej czesci - chorych z utrwalonym
migotaniem przedsionkdéw. W obu czesciach badania chorym podawano
w standardowych dawkach inhibitor 5-lipoksygenazy — zileuton. Wyboér
leku podyktowany byt tym, iz nie istnieje dotad selektywny inhibitor
receptorow CysLT, (8), zdecydowano sie wiec na hamowanie
5-lipoksygenazy, bedacej drogg powstawania wszystkich leukotriendw.
Przez okres 48 godzin prowadzono monitorowanie EKG metodg Holtera,
potgczone z rownolegty obserwacja stezen LTE, w moczu.

Gtéwne wyniki badania podsumowa¢ mozina nastepujgco:
zastosowany lek hamowat biosynteze leukotriendw oraz wywierat
korzystny wptyw na czynnos¢ elektryczng serca, zwitaszcza poprzez
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zwolnienie $redniej dobowej czestotliwosci rytmu serca, zwiekszenie
parametréw zmiennosci rytmu (HRV) i poprawe przewodzenia impulsu
elektrycznego przez uktad przewodzacy serca u chorych poddawananych
planowym zabiegom wewnatrznaczyniowym. Nie wptywat natomiast na
wystepowanie arytmii ani na niedokrwienie miesnia sercowego.

W pierwszej czesci badania wszyscy chorzy mieli wykonang planowg
koronarografie, a 26% z nich dodatkowo, jednoczasowo, zabieg
angioplastyki z implantacjg stentu do tetnicy wieicowej. Przeprowadzone
badanie byto zaprojektowane jako randomizowane (chorzy byli losowo
przydzielani do grupy otrzymujacej zileuton lub placebo) z podwdjnie
Slepa proba.

Po raz pierwszy w tej pracy wykazano, ze przejsciowy wzrost syntezy
LTs obserwowany w 2-giej godzinie po zabiegu, dotyczy nie tylko - jak do
tej pory sgdzono - chorych, u ktérych wykonywana jest koronarografia
z angioplastyka (83), ale takze chorych, u ktérych wykonywana jest tylko
diagnostyczna koronarografia. Po angioplastyce, stwierdzono nieco
wyzsze, choc nieistotnie statystycznie, wydalanie LTE, z moczem,
w porédwnaniu z samg koronarografig (dane nie przedstawione). Aktywacja
szlaku 5-lipoksygenazy po interwencji wewnatrznaczyniowej byfa
krétkotrwata (do kilku godzin) i podwyzszone stezenia LTE, w moczu
wracaty do wartosci zblizonych do wyjsciowych w 24-tej godzinie
po zabiegu.

Przedtuzong aktywacje szlaku 5-LO, nawet do kilku miesiecy,
opisano dotad jedynie u chorych z ostrymi zespotami wiencowymi, w tym
z niestabilng dtawicg piersiowg (niezaleznie od sposobu leczenia,
tj. farmakologicznie czy inwazyjnie); dane w pismiennictwie wydajg sie by¢
w tym wzgledzie zgodne (80, 110, 111).

Brezinski i wsp., wykazali u chorych na stabilng dtawice piersiowa
wzrost stezen LTC,i LTD, we krwi pobranej z tetnicy wieicowej dystalnie
od miejsca poddanego angioplastyce, bezposrednio po deflacji
balonu (112). Ten przejsSciowy wzrost syntezy LTs ttumaczony byt
najczesciej uszkodzeniem sciany naczynia w obrebie zmiany miazdzycowej,
powstatym podczas inflacji balonu, peknieciem blaszki i odstonieciem
rdzenia lipidowego oraz znajdujacych sie w niej licznych komodrek
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zapalnych, gtéwnie makrofagéw (112). Spanbroek i wsp. wykazali,
iz komorki te, a takze komorki piankowate i dendrytyczne cechuje wysoka
ekspresja 5-LO i to witasnie one moga odpowiada¢ za zwiekszong
generacje LTs po uszkodzeniu blaszki miazdzycowej inflacja cewnika
balonowego (9). Brezinski i wsp. nie obserwowali podobnego zjawiska, gdy
powtodrzyli inflacje balonu w modelu niepokrytego srédbtonkiem naczynia
wykonanego z Gore-texu, perfundowanego petng krwig. Miato to
wskazywac na istotny udziat w biosyntezie LTs nie tyle chwilowej okluzji
naczynia, co witasnie komadrek zapalnych pochodzacych ze zmiazdzonej
blaszki miazdzycowej. Niemniej jednak, w kolejnym eksperymencie,
na tym samym modelu naczynia z Gore-texu wykazano, iz juz samo
dodanie do krwi petnej ptynacej przez naczynie agonistow aktywujgcych
neutrofile i ptytki krwi powodowato wzrost syntezy produktow
lipoksygenazy, w tym takze 5-S,12-SdiHETE, uwazanych za markery
tzw. przezkomorkowej syntezy LTs. Wynik ten mogtby wskazywac¢ na
istnienie  przynajmniej jeszcze jednego, obok komodrek blaszki
miazdzycowej, dodatkowego zrddta LTs podczas angioplastyki. Co wiecej,
Rosolowsky i wsp., udowodnili, ze juz samo uszkodzenie $rdodbtonka
naczynia, nie tylko w obrebie segmentu zwezonego przez blaszke
miazdzycowq, ale rowniez w obrebie zdrowego segmentu, powoduje
uruchomienie interakcji miedzy ptytkami krwi, neutrofilami i komoérkami
Srodbtonka i prowadzi do znacznego wzrostu syntezy produktéw szlaku
LO. W zmienionych miazdzycowo segmentach naczyn obserwowano
wyzsze stezenia badanych eikozanoidow (113). Wyniki obu cytowanych
powyzej prac wydajg sie nawzajem uzupetnia¢ i mogg stanowié logiczne
wyttumaczenie obserwowanej przez nas zwiekszonej generacji LTs juz
w trakcie samej koronarografii. Podczas angiografii tetnic wieincowych
bodZce takie, jak uszkodzenie tetnicy udowe] przez jej naktucie,
uszkodzenie srédbtonka przez przemieszczajacy sie w Swietle naczynia
cewnik, a takze samo podanie kontrastu (114, 115) do tetnic wiericowych
mogg aktywowa¢ w/w interakcje miedzykomérkowe i prowadzié
do uruchomienia tzw. przezkomérkowej syntezy LTs (25, 116), stanowigc
istotne Zzrddto LTs podczas interwencji wewngatrznaczyniowych.
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W wiekszosci z cytowanych powyzej prac (80, 83, 110, 111) nie
opisano jednak wzrostu syntezy LTs, ani u chorych poddawanych jedynie
diagnostycznej koronarografii, ani u chorych poddawanych dodatkowo
angioplastyce. Logicznym wyttumaczeniem tego zjawiska, wydaje sie fakt,
iz w badaniach tych materiaty w celu oznaczenia LTs (osocze lub mocz)
pobierane byty po raz pierwszy dopiero w 24 godzinie po zabiegu, a wiec
w momencie kiedy chorzy byli juz poza szczytem ich uwalniania.
W pilotazowym badaniu przeprowadzonym w |l Katedrze Chordb
Wewnetrznych (83) wykazano, iz w drugiej godzinie po PCl wzrasta
wydalanie LTE; z moczem, za$ juz w czwartej godzinie po zabiegu ulega
ono obnizeniu do wartosci wyjsciowych. W tym badaniu, nie
obserwowano jednak istotnego statystycznie wzrostu wydalania LTE,
u chorych poddawanych samej koronarografii. Wynikato to zapewne
z duzo mniejszej liczebnos$ci przebadanej grupy chorych (19 oséb), a takze
z uzycia mniej czutej metody detekcji LTs w moczu tj. metody ELISA.
W niniejszej pracy stezenia LTE, oznaczane byly wysoce swoistg dla LTE,
metodg LC/MS (106). Jak wiadomo, chorzy na stabilng chorobe wiericowa
charakteryzujg sie nie podwyzszonymi stezeniami LTs w surowicy
i w moczu (80, 110) i bardziej wiarygodng metodg oznaczen w tych
przypadkach jest spektrometria mas (106). A zatem, mozna przyj3c,
iz krotkotrwata aktywacja szlaku 5-lipoksygenazy u chorych na stabilng
chorobe wiencowg dotyczy zaréwno chorych  poddawanych
diagnostycznej koronarografii jak i koronarografii z angioplastyka tetnic
wiencowych.

Zastosowany w standardowych dobowych dawkach inhibitor
5-lipoksygenazy (zileuton) tylko czesciowo blokowat biosynteze
leukotriendw. Stopien zahamowania syntezy LTs $rednio o 26 %
w pierwszej czesci badania i o ok. 43 % w drugiej czesci jest zgodny
z danymi literaturowymi (117), i wynikami wczesniejszych eksperymentéw
(66). Kilkunastoprocentowa réznica moze wynika¢ z uzycia dwéch réznych
metod oznaczen LTE, w moczu, jak i odmiennych grup chorych badanych
w obu czesciach pracy.

Leczenie zileutonem nie zapobiegato przejsciowemu zwiekszeniu
generacji LTs podczas interwencji wewnagtrznaczyniowej; w grupie
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otrzymujacej placebo obserwowano istotnie wyzszy wzrost wydalania LTE,
z moczem. Zjawisko to mozna ttumaczy¢ stabg farmakokinetykag leku
z kréotkim, bo zaledwie do kilku godzin, czasem jego dziatania. Lek byt
dobrze tolerowany przez chorych, nie obserwowano Zzadnych dziatan
niepozadanych w trakcie badania.  Nie wykazano tez korelacji miedzy
wyjsciowym stezeniem LTE, w moczu, ani wzrostem jego stezenia
po zabiegu, a stopniem zaawansowania miazdzycy w tetnicach
nasierdziowych, jak rowniez objetoscia uzytego podczas badania
kontrastu, czy stezeniami CRP lub LDL-C. Wyniki te wydaja sie by¢ zgodne
z wczesniejszymi obserwacjami (80, 110).

Drugim i najwazniejszym celem niniejszego badania byfa ocena
ew. wptywu leukotriendw na czynnos¢ elektryczng serca. Wykazano,
iz hamowanie biosyntezy LTs powoduje zwolnienie Sredniej dobowej
czestotliwosci rytmu serca (zarowno u chorych z rytmem zatokowym jak
i z utrwalonym migotaniem przedsionkdw), korzystnie wptywa
na parametry dobowej zmiennosci rytmu serca oraz chroni przed
przejsciowym wydtuzeniem odstepdéw PQ i QTc bezposrednio po
zabiegach interwencji wewnatrz naczyn wiencowych. Te same zmiany
w zapisie EKG obserwowano (w pierwszej czesci klinicznej badania)
zarowno gdy wykonano jedynie diagnostyczng koronarografie jak
i wowczas gdy dodatkowo wykonano zabieg angioplastyki z implantacja
stentu.

Leukotrienom cysteinylowym przypisuje sie role w uszkodzeniu
miesnia sercowego w przebiegu niedokrwienia i reperfuzji (82, 118, 119).
Na podstawie wynikdw pojedynczych eksperymentéw na modelach
zwierzecych sugerowano, ze zmiany niedokrwienne w EKG wywotywane
sg przez leukotrieny cysteinylowe, powodujgce skurcz naczyn wiencowych
(101). Istnieje zaledwie kilka prac, w ktérych na modelach zwierzecych,
wykazano, ze preparaty przeciwleukotrienowe redukujg $miertelnosé
i wystepowanie groznych arytmii komorowych, ale zwigzanych z ostrym
niedokrwieniem i zjawiskiem reperfuzji miesnia sercowego (101, 120 -
122). Podobnie, na podstawie wynikéw kilku eksperymentow
na izolowanych sercach zwierzecych opisano kardioprotekcyjny efekt
preparatéw przeciwleukotrienowych, przeciwdziatajgcych powstawaniu
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arytmii komorowych, inicjowanych toksycznymi dawkami
digoksyny (123 -125).

W niniejszej pracy nie obserwowalismy u chorych istotnego
statystycznie wptywu hamowania syntezy LTs na dobowg liczbe pobudzen
dodatkowych pochodzenia komorowego (cho¢ w drugiej czesci klinicznej
badania obserwowano pewien trend w kierunku ich redukc;ji), ani wptywu
na czas trwania obnizen odcinkdw ST. Nalezy jednak zauwazy¢, ze
wszystkie cytowane powyzej prace dotyczyly zjawiska arytmii
komorowych w przebiegu ostrego niedokrwienia miesnia sercowego lub
jego intoksykacji glikozydami naparstnicy. W niniejszej pracy badano
wptyw leukotriendw na czynnos¢ elektryczng serca, ale u chorych
na stabilng chorobe wiencowga. Mozna zatem przypuszcza¢, iz LTs dopiero
w szczegblnych okolicznosciach doswiadczalnych mogag potencjalnie
nasila¢ wystepowanie arytmii komorowych. Nalezy takze pamietac,
iz uzyty w badaniu lek (zileuton) nie blokowat catkowicie syntezy LTs, lecz
jedynie obnizat ich stezenie o ok. 30-40%. Byé moze zastosowanie
mocniejszych preparatéw przeciwleukotrienowych, lub selektywnego
inhibitora receptoréow cysLT,, pozwolitoby zauwazyé ich wyrazniejsze
dziatanie antyarytmiczne, réwniez u chorych na stabilng chorobe
wiencowa.

Interesujgce wydaje sie zwolnienie sredniej dobowej czestotliwosci
rytmu serca w obu czesciach badania, zwigzane z farmakologicznym
hamowaniem biosyntezy leukotriendw. Powyzsze zjawisko nie jest w petni
jasne. Vigorito i wsp. (126) opisywali chwilowe przyspieszenie
czestotliwosci rytmu serca u 15 zdrowych ochotnikdw po jednorazowym
podaniu LTC, dozylnie, badz LTD,, bezposrednio do tetnic wiencowych.
Byto to jednak spowodowane wcze$niejszym spadkiem cis$nienia
tetniczego krwi, z nastepowym wzrostem w surowicy stezen epinefryny
i norepinefryny, ktore wracaty do wartosci wyjsciowych w ok. 10-20 minut.
Przyspieszenie rytmu serca u tych oséb ttumaczyé nalezy przede
wszystkim wtérnym do hipotonii pobudzeniem uktadu sympatycznego
i reakcjg serca na aminy katecholowe. Brak obserwacji reakcji serca na
dtuzej utrzymujgce sie wyzsze stezenia we krwi cysLTs nie pozwala na
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podstawie powyzszego doswiadczenia na przypisanie cysLTs dziatania
chronotropowego dodatniego.

Analizujagc  wyniki niniejszej pracy, nalezy pamietaé takze
o mozliwosci interakcji zileutonu z innymi lekami, zwiaszcza
betablokerami. Zileuton zwieksza stezenie we krwi propranololu i nasila
jego dziatanie (71). Poniewaz w pierwszej czesci badania prawie wszyscy
chorzy leczeni byli betablokerami nie mozna byto wykluczyé¢ potencjalnego
wpltywu wspomnianych interakcji na zwolnienie $redniej dobowej
czestotliwosci rytmu serca. Wyniki drugiej czesci badania wydajg sie
jednak rozwiewal te watpliwosci, gdyz ten sam efekt kliniczny
obserwowano zarobwno u chorych  zazywajgcych  betablokery
jak i u chorych nie otrzymujacych tych lekéw. Chorzy nasi (w pierwszej
czesci badania) nie byli leczeni preparatami naparstnicy, o ktdrych
donoszono, iz mogg wchodzi¢ w interakcje z lekami blokujgcymi receptory
leukotrienowe (123). Fizjologicznie czestotliwos¢ rytmu serca jest
wypadkowg witasnego automatyzmu wezta zatokowo-przedsionkowego
(u oséb z rytmem zatokowym) oraz wptywu uktadu autonomicznego
na serce, stad nie sposdéb ustali¢ na ile potencjalny dodatni efekt
chronotropowy LTs zalezny bytby od bezposredniego ich oddziatywania
na wezet SA, a naile na autonomiczny uktad nerwowy.

Kolejng istotng obserwacjg byt korzystny wptyw zileutonu
na parametry zmiennosci rytmu serca (HRV) u chorych na stabilng chorobe
wiencowy poddawananych przezskdrnym interwencjom
wewnatrznaczyniowym.

Zmiennos¢ rytmu serca jest skutkiem autonomicznej i humoralnej
regulacji rytmu w odpowiedzi na bodice docierajgce do uktadu
nerwowego ze S$rodowiska (stresy emocjonalne i umystowe) lub
z organizmu. Zalezy ona przede wszystkim od napiecia nerwu btednego,
choé nie jest to zaleznos¢ liniowa. Na widmo zmiennosci periodycznej
w pasmach LF i HF dodatkowo wptywa wrazliwos¢ baroreceptorow
w tetnicach szyjnych, a na widmo w pasmie VLF takze aktywnos¢ uktadu
renina-angiotensyna (127). Przesuniecie modulacji autonomicznej
w kierunku przewagi uktadu przywspdiczulnego z jednoczesnym
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zwiekszeniem HRV, ze wzgledu na potencjalnie korzystne dziatanie
ochronne, jest reakcjg bardzo pozadang (128).

Pomiary HRV od wielu lat wykorzystywane byty w ocenie ryzyka
nagtego zgonu sercowego u chorych po zawale serca oraz stuzyty ocenie
modulacji wspodtczulno-przywspotczulnej (129 -131). Bigger i wsp.
zauwazyli, iz zwiastunami catkowitej umieralnosci i zgondéw sercowych
u chorych w drugim tygodniu po przebytym zawale serca, s3 zmniejszona
catkowita moc widma, jak i moc kazdego z czterech pasm. Najsilniejszy
zwigzek z umieralnoscia odnotowano dla mocy w pasmach ULF i VLF.
Dodatkowo zauwazono, iz moc widma VLF bardziej wigze sie z ryzykiem
zgonu zwigzanego z komorowymi zaburzeniami rytmu (130).

W naszej pracy obserwowalismy, iz chorzy poddani planowej
koronarografii z ew. angioplastyka, ktérzy otrzymywali zileuton cechowali
sie wiekszg zmiennoscig rytmu serca w pordwnaniu z chorymi
otrzymujgcymi placebo, tak przed jak i po zabiegu. W pierwszej godzinie
po interwencji wewnatrznaczyniowej odnotowano zmiany HRV bardziej
nasilone w grupie otrzymujacej placebo. Najwyrazniejsze zmiany HRV
skorelowane byty w czasie ze wzrostem syntezy LTs po interwencji
wewnatrzwiencowej, a rownoczes$nie czesciowo zapobiegato im
podawanie zileutonu.

Wydaje sie, iz niepowiktana stabilna choroba wieicowa nie ma
istotnego wptywu na zmienno$¢ rytmu serca (132). Natomiast epizodom
ostrego niedokrwienia w chorobie wiencowej, zwykle towarzyszy spadek
zmiennosci rytmu. Ten spadek HRV wyprzedza w czasie (o kilka
lub kilkanascie minut) obnizenie odcinka ST w EKG (127). Wielu badaczy
podkreslato, iz incydenty niedokrwienne s3 rzeczywiscie poprzedzone
stopniowym zmniejszaniem sie mocy widma HF w okresie 20 do 2 minut,
a nastepnie mocy widma LF w czasie od 4 do 2 minut przed wystgpieniem
niedokrwienia (133 -135). Wyniki te sugerujg, iz wczedniejszy spadek mocy
widma HF w stosunku do epizodu niedokrwiennego, a wiec zmniejszenie
napiecia przywspotczulnego (byé moze ze wspodtistniejgcym wzrostem
napiecia wspotczulnego) jest jednym z elementédw zwiastujgcych
niedokrwienie serca u chorych z miazdzycg tetnic wiencowych (127).
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Same zabiegi koronarografii jak i angioplastyki wiencowej u chorych
na stabilng chorobe wiencowg réwniez wptywajg na parametry HRV.
W trakcie angioplastyki pewne znaczenie moze odgrywaé przejsciowe
niedokrwienie podczas inflacji balonu, a takze odruch poprzez nerw
btedny z rozciggniecia naczyn wiedcowych przez balon (136).
Nie wiadomo, co powoduje tzw. pdine i diugotrwate zwiekszenie
parametrow HRV po PCl; logicznym wydaje sie poprawa ukrwienia
W obszarze poszerzanej tetnicy i poprawa kurczliwosci serca (134, 137).
Dotychczasowe doniesienia na temat ewentualnej zaleznosci miedzy
lokalizacjg zwezenia w tetnicy wiecowej a wartosciami HRV po PCl s3
rozbiezne (138, 139). Keeley i wsp. nie obserwowali zwigzku miedzy
poszerzang tetnicg, a parametrami HRV. Potwierdzili natomiast, iz nie
tylko angioplastyka, ale takze sama koronarografia moze miec przejsciowy
wptyw na HRV. Zauwazyli oni, iz w okresie pierwszych 30 minut po zabiegu
PCl dochodzi do zmniejszenia HRV zaréwno w zakresie parametrow
analizy czasowej (SDNN, pNN50, rMSSD) jak i czestotliwosciowej (log LF,
log HF). Po zabiegu samej koronarografii obserwowat gtdwnie spadek log
HF oraz nieistotne statystycznie zmniejszenie pozostatych parametrow
HRV (SDNN, pNN50, rMSSD, log LF) (139). Obserwacje te sg podobne
do wynikdéw naszego badania w grupie chorych otrzymujacych placebo,
z wyjatkiem odmiennego zachowania sie mocy widma LF. Wzrost mocy
widma LF po interwencji wewngtrzwiencowej obserwowano m.in. podczas
plastyki prawej tetnicy wiericowej (138).

W niniejszej pracy farmakologiczne hamowanie biosyntezy
leukotriendw czesciowo chronito przed niekorzystnym zmniejszeniem
zmiennosci rytmu serca u chorych poddawanych interwencjom
wewnatrzwiencowym. By¢é moze hamowanie syntezy LTs przez zileuton,
zapobiegajgc skurczowi tetnic wieicowych, poprawiato ukrwienie serca
i jego kurczliwos¢ (49) i tym samym wptywato korzystnie na parametry
zmiennosci rytmu serca. Inng mozliwg przyczyng tego zjawiska mogtby by¢
wpltyw LTs na uktad autonomiczny (spadek napiecia nerwu btednego
i zmniejszenie HRV).

Istotne wydtuzenie czasu trwania odstepu PQ, QTc w pierwszej
godzinie po zabiegu na tetnicach wiencowych, obserwowano jedynie
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w grupie otrzymujacej placebo. Zileuton wydawat sie chronié serce przed
w/w  zmianami. Etiologia zaburzen przewodnictwa w weizle
przedsionkowo-komorowym, poprzez peczek Hisa, jego odnogi i wtdkna
Purkinjego a takze zaburzen depolaryzacji i repolaryzacji komoér nie sg do
korica jasne. Wiadomo, iz byly one skorelowane w czasie z podaniem
kontrastu do naczyn wiencowych, ale takze z obserwowanym wzrostem
generacji leukotriendw po interwencjach wewnatrzwiencowych. Mozliwg
przyczyng tych zmian moze by¢ samo podanie kontrastu i jego toksyczny
wplyw m.in. na witdkna Purkinjego. Juz wczesniej bowiem opisywano
pokontrastowe wydtuzenie PR, QRS, QTc oraz bradykardie, w stopniu
zaleznym od rodzaju uzytego kontrastu (140 - 146). Niemniej jednak
W grupie otrzymujgcej zileuton nie obserwowalismy w/w wptywu
kontrastu na uktad przewodzacy serca. By¢ moze zileuton chronit przed
toksycznym uszkodzeniem serca przez kontrast. Poniewaz receptory
cysLT, znajdujg sie w uktadzie przewodzacym serca oraz w mniejszych
ilosciach na kardiomiocytach mozna przypuszczaé, iz zmiany w EKG s3 po
czesci wynikiem dziatania samych leukotrienéw, lub tez, iz LTs poteguja
toksyczny wptyw kontrastu na serce, przed czym chroni farmakologiczne
blokowanie ich syntezy. Problem wydaje sie by¢ jednak jeszcze bardziej
ztozony. Nie sposéb bowiem w tym miejscu zapomniec takze o zmianach
czynnosci uktadu autonomicznego po interwencjach
wewnatrznaczyniowych i ich bezposredniego oddziatywania na w/w
parametry EKG.

Podanie jednoznacznego wyttumaczenia dla powyzszych rozwazan
w chwili obecnej wydaje sie trudne. Nasze obserwacje korzystnego
wptywu hamowania biosyntezy leukotriendw na czynnos¢ elektryczna
serca rzucajg nowe swiatto na role cysLTs w organizmie. Dobra odpowiedz,
przy jedynie czesciowym zahamowaniu ich syntezy, sugeruje mozliwos¢
uzyskania bardziej spektakularnego efektu przy zastosowaniu bardziej
specyficznych lekdow.

W tym miejscu nalezy zauwazy¢, iz niniejsza praca posiada jednak
kilka ograniczen. Podstawowym jest niemoznos¢ uzycia selektywnego
inhibitora receptoréw cysLT,, ktéry nie zostat dotad zsyntetyzowany.
Zileuton dziatajgc poprzez hamowanie 5-lipoksygenazy blokuje synteze

62



wszystkich rodzajéw LTs, stad brak absolutnej pewnosci, iz wywotany
efekt kliniczny zalezny jest od dziatania poprzez receptory cysLT,. Ponadto,
zileuton jako lek o stabej farmakokinetyce hamuje synteze LTs jedynie
w 30-40%. Nie sposdb poming¢ takze faktu obecnosci receptorow
dla cysLTs w ukfadzie autonomicznym oraz ich przypuszczalnej roli
w modulacji wspodtczulno-przywspodiczulnej, co dodatkowo utrudnia
interpretacje uzyskanych wynikéw. Co wiecej, chorzy zazywali wiele
lekdw, rowniez wptywajacych na rytm serca i jego uktad przewodzacy,
ktore mogty wchodzi¢ w interakcje z zileutonem. Krétki czas obserwaciji
(bo jedynie 48 godzin) nie pozwala na ocene wptywu hamowania syntezy
LTs na rokowanie odlegte. Nadal brakuje danych na temat rozmieszczenia
i roli odkrytego niedawno trzeciego typu receptora dla leukotrienow
cysteinylowych (cysLT;), ktérego zahamowanie réwniez moze wptywaé
na nasze wyniki. | na koniec, na trudnosci w interpretacji wynikow
z holterowskiego zapisu EKG z pierwszej godziny po zabiegu, wptywajg
niewatpliwie czynniki zakfdcajgce, jak: czynnosci zwigzane z samg
procedurg zabiegu, stres okofozabiegowy, stosowana premedykacja,
podawany kontrast oraz osobnicza reakcja na bdél. Pomimo w/w
ograniczen wyniki badania wydajg nam sie byc¢ interesujace i zachecaja
do kontynuacji i zgtebiania przedstawionych tutaj zagadnien. Do ustalenia
pozostaje Zzrédto komoérkowe leukotrienow, zas badania
elektrofizjologiczne powinny poméc w wyjasnieniu mechanizmu opisanych
zjawisk.
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8. WNIOSKI

1) U chorych na stabilng chorobe wieicowg, poddawanych
koronarografii lub koronarografii z angioplastykg i implantacja
stentu do tetnicy wiencowej, dochodzi do krotkotrwatej
aktywacji szlaku 5-lipoksygenazy i wzrostu syntezy leukotrienow
cysteinylowych.

2) Farmakologiczne hamowanie biosyntezy leukotriendw u chorych
na stabilng chorobe wiencowa, zastosowane na krotko przed
interwencjg wiencowa, lub u chorych z utrwalonym migotaniem
przedsionkdw — odstania swoiste dziatanie leukotrienéw na uktad
przewodzacy serca.

3) Farmakologiczne hamowanie 5-lipoksygenazy, pierwszego
ogniwa w biosyntezie leukotriendw, powoduje:

a) zwolnienie S$redniej dobowej czestotliwosci rytmu
serca,

b) zwiekszenie swoistych parametréw zmiennosci rytmu
serca (HRV),

c) poprawe przewodzenia impulsu elektrycznego przez
uktad  przewodzacy u chorych  poddawanych
wewnatrznaczyniowym zabiegom na tetnicach
wiencowych.

4) Hamowanie 5-lipoksygenazy nie wptywa natomiast na
wystepowanie arytmii nadkomorowych badz komorowych,
ani na stopien niedokrwienia serca.
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9. STRESZCZENIE

Leukotrieny nalezg do grupy biologicznie czynnych pochodnych
kwasu arachidonowego, powstajgcych na szlaku 5-lipoksygenazy.
S3 silnymi mediatorami prozapalnymi uczestniczagcymi w powstawaniu,
progresji a takze destabilizacji blaszek miazdzycowych. W S$cianach
miazdzycowo zmienionych tetnic obecne sg wszystkie niezbedne do ich
syntezy enzymy oraz ich receptory, a podczas angioplastyki naczyn
wiencowych dochodzi do zwiekszenia ich generacji. Wykazano wysokg
ekspresje receptorow CysLT, na komodrkach widkien Purkinjego uktadu
przewodzgcego serca i kardiomiocytach, zwtaszcza prawego przedsionka
i lewej komory. Funkcja i znaczenie receptoréow dla leukotrienéw
cysteinylowych w uktadzie przewodzgcym serca nie byly dotad badane.
Niniejsza praca jest pierwszg probg oceny oddziatywania leukotriendw na
uktad przewodzacy serca.

Celem pracy byta ocena wptywu farmakologicznego hamowania
5-lipoksygenazy na generacje leukotriendw i czynnos¢ elektryczng serca
u chorych na stabilng chorobg wieficowg poddawanych planowej
koronarografii z ewentualng przezskdrng angioplastyka tetnic wiencowych
i u chorych z utrwalonym migotaniem przedsionkow.

Badanie przeprowadzone zostato w dwdch czesciach. W pierwszej
czesci badaniem randomizowanym, z podwdjnie $lepg proba objeto 103
chorych na stabilng chorobg wiencows i z rytmem zatokowym w zapisie
EKG, poddanych planowym interwencjom wewngatrzwiencowym. 54 osoby
losowo wybrane, zostaty przydzielone do grupy otrzymujacej przez czas
trwania badania (ok. 48 godzin) inhibitor 5-lipoksygenazy (zileuton),
a 49 osob do grupy otrzymujgcej placebo. Do drugiej czesci badania
wigczono 49 chorych z utrwalonym migotaniem przedsionkdw; wszyscy ci
chorzy w pierwszym dniu badania zawsze otrzymywali placebo,
zas w drugim dniu zileuton.

W obu czesciach badania zileuton podawany byt w standardowych
dobowych dawkach (4x600 mg/dobe). Przez okres 48 godzin prowadzono
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monitorowanie EKG metodg Holtera, potgczone z rownolegtym pomiarem
stezen LTE, w moczu. W pierwszej czesci badania stezenie LTE; w moczu
oznaczano metodg LC/MS (spektrometrii mas z wykorzystaniem
wysokosprawnego chromatografu cieczcowego) w czterech punktach
czasowych tj. w 24 i 2 godzinie przed oraz w 2 i 24 godzinie po interwencji
wewnatrzwiencowej. W drugiej czesci badania stezenie LTE, w moczu
oznaczano metodg ELISA tylko dwukrotnie tj. w pierwszym i drugim dniu
hospitalizacji — zawsze o tej samej porze.

W pierwszej czesci badania chorzy mieli wykonang koronarografie
oraz 26% dodatkowo zabieg angioplastyki z implantacjg stentu.
U wszystkich chorych w 2-giej godzinie po zabiegu obserwowano
przejsciowe zwiekszenie Sredniego wydalania LTE; z moczem o ok. 200%.
Aktywacja szlaku 5-LO po interwencji wewnatrznaczyniowej byta
krotkotrwata i podwyzszone stezenia LTE; w moczu wracaty do wartosci
zblizonych do wyjsciowych w 24-tej godzinie po zabiegu. Leczenie
zileutonem zmniejszato biosynteze leukotrienéw s$rednio o ok. 26 %
w pierwszej czesci badania i nie zapobiegato zwiekszeniu generacji LTs
podczas interwencji wewnatrznaczyniowej. W  grupie chorych
otrzymujgcych zileuton srednia dobowa czestotliwos¢ rytmu serca byta
o ok. 7,1% nizsza przed zabiegiem i o ok. 4,3% nizsza po zabiegu
w poréwnaniu z grupg otrzymujacag placebo (ANOVA, p=0,027). Ten sam
efekt obserwowano poréwnujgc sSrednig czestotliwos¢ rytmu serca
z okresu jednej godziny bezposrednio przed i tuz po zabiegu (p=0,017).
Procedura koronarografii z ew. PCl powodowata zmniejszenie SDNN
(z okresu 24 godzin) w obu badanych grupach (ze 123,23%£33,9
do 115,78+37,3 ms, ANOVA, p=0,02). Wyzsze parametry analizy czasowej
i czestotliwosciowej zmiennosci rytmu serca obserwowano u chorych
otrzymujgcych inhibitor 5-LO, w ostatniej godzinie przed i pierwszej
godzinie po zabiegu. Zileuton oddziatywat gtéwnie na VLF i ULF. Moc
widma HRV w zakresie VLF byta wyzsza w grupie otrzymujgcej zileuton
$rednio 0 33,2 % przed i 0 26,7 % po zabiegu (p=0,016) i analogicznie moc
widma w zakresie ULF byta odpowiednio 0 39,2 % i 17,7 % wyzsza niz
w grupie otrzymujacej placebo (p=0,035). W grupie otrzymujacej zileuton,
w odrdznieniu od grupy otrzymujacej placebo, moc widma HF i LF nie
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ulegata istotnym zmianom. Przejsciowe wydiuzenie odstepéw PQ
(ze 157,1 ms do 181 ms) i QTc (z 434,9 ms do 459,1 ms) obserwowano
bezposrednio po zabiegu tylko w grupie otrzymujacej placebo, za$s
wydfuzenie czasu trwania zespotu QRS obserwowano u wszystkich
chorych, niezaleznie od podawania zileutonu (p<0,01). Te same zmiany
w zapisie EKG obserwowano zaréwno u chorych, u ktérych wykonano
jedynie diagnostyczng koronarografie jak i u tych, u ktérych dodatkowo
wykonano zabieg PCI.

W drugiej czesci badania podawanie inhibitora 5-LO zmniejszato
wydalanie LTE; z moczem S$rednio o ok. 43%. U chorych w trakcie
podawania zileutonu, obserwowano nizszg srednig dobowg czestotliwosc¢
rytmu komor serca, Srednio o ok. 3,18 uderzen/minute (83,59 vs 80,41
uderzern/minute) (p<0,0001) oraz s$rednio o 31,24 % mniej epizodéw
tachykardii (194,6 vs 133,8 epizoddéw tachykardii/24 h) (p<0,01).
W podgrupie chorych nie otrzymujacych betablokerow, réwniez
obserwowano istotne statystycznie (p=0,021) zwolnienie sredniej dobowej
czestotliwosci rytmu komoér o ok. 3,4 uderzenia/minute. W drugim dniu
badania obserwowano wolniejszg, cho¢ nieistotnie statystycznie,
maksymalng (127,02 vs 123,82 uderzeri/minute) i minimalng (50,41 vs
49,65 uderzen/minute) dobowg czestotliwo$s¢ rytmu komdr serca
i sktonnos¢ do wiekszej ilosci epizodédw bradykardii (28,4 vs 33,02
epizodéw bradykardii/24 h) i pauz (65,36 vs 88,81 epizoddéw pauz/24 h)
(p=NS). Nie obserwowano istotnego statystycznie wptywu hamowania
syntezy LTs na dobowg liczbe pobudzen dodatkowych pochodzenia
nadkomorowego (w pierwszej czesci badania), komorowego (choc
w drugiej czesci badania obserwowano pewien trend w kierunku ich
redukcji), ani wptywu na czas trwania obnizen odcinkéw ST.

Podsumowujac, wykazano, iz u chorych na stabilng chorobe
wiencowq poddawanych koronarografii lub koronarografii z angioplastyka
i implantacjg stentu do tetnicy wiencowej, dochodzi do krétkotrwatej
aktywacji szlaku 5-lipoksygenazy i wzrostu syntezy leukotrienow
cysteinylowych. Farmakologiczne hamowanie biosyntezy leukotrienow
u chorych na stabilng chorobe wiencowy, poddawanym interwencjom
wewnatrzwiencowym, lub u chorych z utrwalonym migotaniem
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przedsionkdw powoduje: zwolnienie sredniej dobowe] czestotliwosci
rytmu serca, zwiekszenie parametrow zmiennosci rytmu (u chorych
z rytmem zatokowym serca) oraz poprawe przewodzenia impulsu
elektrycznego  przez uktad przewodzgcy podczas interwencji
wewnatrzwiencowych. Hamowanie 5-lipoksygenazy nie wptywa natomiast
na wystepowanie arytmii, ani na stopien niedokrwienia serca.
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SUMMARY

Leukotrienes are a group of biologically active derivates
of arachidonic acid, produced via 5-lipooxygenase pathway. They are
potent proinflammatory mediators, which participate in the creation,
progression, and destabilization of atheromatous plaques. All the enzymes
and receptors essential in their synthesis are present in the walls
of atherosclerotic arteries, and during coronary angioplasty their
production increases. A high expression of CysLT, receptors has been
detected in Purkinje fibers of the heart conduction system and
in cardiomyocytes, especially in the right atrium and left ventricle.
The function and significance of cysteinyl leukotriene receptors of the
heart conduction system have not yet been studied. The hereby research
is the first attempt to evaluate the action of leukotrienes on the heart
conduction system.

The aim of this study was to assess the effect of pharmacological
inhibition of 5-lipooxygenase on leukotriene production and the cardiac
electrical activity in patients with stable coronary heart disease subject to
elective coronary angiography with possible percutaneous angioplasty and
in patients with permanent atrial fibrillation.

The study comprised two parts. The first, randomized double-blind
trial included 103 patients with stable coronary heart disease and sinus
rhythm in ECG, subject to elective intracoronary interventions.
54 randomized patients were assigned to a group which received
an inhibitor of 5-lipooxygenase (zileuton) throughout the whole period of
the examination (about 48 hours), and 49 patients were assigned to
a group with placebo. The second part of the study included 49 patients
with permanent atrial fibrillation — all of these patients received placebo
on the first day of the study, and zileuton on the second day.

In  both trials zileuton was applied in standard daily
dosage (4x600 mg/day). ECG Holter recording was performed for the first
48 hours along with consecutive measurements of urine LTE,

concentrations. In the first trial the urine LTE, concentrations were
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examined by LC/MS (mass spectrometry using high performance liquid
chromatography) at four time points — 24 and 2 hours before and 2 and 24
hours after the intracoronary intervention. In the second trial the urine
LTE, concentrations were evaluated by ELISA only twice — on the first and
second day of hospitalization, always at the same time.

In the first trial the patients underwent coronary angiography and
26% of them required additional angioplasty with stent implantation. In all
the patients in the second hour after the procedure there was a transient
increase of the urinary excretion of LTE,; by about 200%. The 5-LO pathway
activation  after intracoronary intervention was only brief,
and the elevated LTE4 urine concentrations returned close to initial values
in the 24th hour after the procedure. In the first trial zileuton treatment
decreased the leukotriene biosynthesis by an average of 26% and it did
not prevent the intensified generation of LTs during intravascular
procedures. The group of patients receiving zileuton had mean values
of 24-hour heart rate lower by about 7,1% before the procedure
and by about 4,3% following the procedure, compared to the patients
receiving placebo (ANOVA, p=0,027). The same effect was observed
analyzing the mean heart rate about an hour before and immediately
following the procedure (p=0,027). Cardiac angiography with or without
PCl caused a decrease in SDNN (over a 24 hour period) in both groups
(from 123,33+33.9 to 115,78+37.3 ms, ANOVA, p=0,02). Higher values
in the analyzed time and frequency variability of heart rhythm were
observed in patients receiving 5-LO inhibitor in the last hour before
and the first hour after the procedure. Zileuton affected mainly the VLF
and the ULF. The HRV spectrum power within VLF was higher in the group
treated with zileuton by an average of 33,2% before and 26,7% following
the procedure (p=0,016), and analogically the spectrum power within
the ULF was higher by 39,2% and 17,7% respectively, among patients
receiving placebo (p=0,035). In the group receiving zileuton, as opposed to
the placebo group, the HF and LF spectrum power did not alter
significantly. Transient prolongation of the PQ interval (from 157,1 to 181
ms) and QTc (from 434,9 ms to 459,1 ms) were observed directly after
the procedure only among patients receiving placebo, however in all
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patients, regardless of zileuton treatment, QRS time prolongation was
noted (p<0,01). The same alterations in ECG were observed in patients
who underwent only coronary angiography as well as patients who also
had PCI.

In the second trial of this study, the administration of 5-LO inhibitor
decreased the urine LTE4 excretion by an average of about 43%. Patients
treated with zileuton had a mean 24-hour heart rate lower by about
3,18 beats per minute (83,59 vs. 80,41 beats per minute) (p<0,0001)
and about 31,24% less episodes of tachycardia (194,6 vs. 133,8 episodes
of tachycardia per 24 hours) (p<0,01). The subgroup which was not
treated with beta-blockers also had statistically significant (p=0,021)
reduction in the mean 24-hour heart rate by about 3,4 beats per minute.
On the second day of the trial there was a slower, however statistically
insignificant, maximum (127,02 vs. 123,82 beats per minute)
and minimum (50,41 vs. 49,65 beats per minute) 24-hour heart rate
and a tendency to more episodes of bradicardia (28,4 vs. 33,02 episodes
per 24 hours) and pauses (65,36 vs. 88,81 pauses per 24 hours) (p=NS).
There were no statistically significant effects of the inhibition of LTs
synthesis on the amount of supraventricular extrasystoles (in the first part
of the study), ventricular extrasystoles (although in the second part
of the study there was a certain tendency to their reduction),
nor the impact on the duration of ST depression.

Reassuming, it has been shown that in patients with stable coronary
heart disease who have coronary angiography or coronary angiography
with angioplasty with stent implantation performed, there is a transient
activation of the 5-lipooxygenase pathway and increased synthesis
of cysteinyl lukotrienes. Pharmacological inhibition of leukotriene
biosynthesis in patients with stable coronary heart disease subject to
intracoronary interventions or patients with permanent atrial fibrillation,
causes: reduction of the mean 24-hour heart rate, increase in parameters
of rhythm variability (in patients with sinus rhythm), and an improvement
in the conduction of electrical impulses in the conduction system during
intracoronary procedures. Inhibition of 5-lipooxygenase does not affect
the incidence of arrhythmia, nor the degree of heart ischaemia.
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