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Wykaz skrotow uzytych w pracy

ABI (ang.ankle-brachial index) — wskeanik kostka rany

ADC (ang.arginine decarboxylase) - dekarboksylaza argininowa

ADMA (ang.asymmetric dimethylarginine) - asymetryczna dimetyloarginina

ADP (ang.adenosine diposphate) — difosforan adenozyny

ALAT - aminotransferaza alaninowa

AMP (ang.adenosine monophosphate) — monofosforan adenozyny

ASPAT — aminotransferaza asparaginianowa

ATP (ang.adenosine triposphate) — trifosforan adenozyny

BH, (ang.tetrahydrobiopterin) - tetrahydrobiopteryna

BMI (ang.body massindex) — wskanik masy ciata

cGMP (ang.cyclic guanosine monophosphate) - cykliczny monofosforan guanidyny

ChC —cholesterol catkowity

ChP — chromanie przestankowe

cNOS - konstytutywna synteza tlenku azotu

CRP (ang.C reactive protein) - biatko C-reaktywne

DDAH — dimetyloaminohydrolaza dimetyloargininowa

DPB —dystans przégia do wywotania bolu

DPM - dystans przégia maksymalnego

EDCFs (angendothelium-derived contracting factors) - substancje o dziataniu
wazokonstrykcyjnym

EDHF (ang. endothelium-derived hyperpolarizing factor) - s$rodbtonkowy czynnik
hiperpolaryzujcy

EDRF (ang. endothelium-derived relaxing factor) - srodbtonkowy czynnik rozszerzgy
naczynia

ET-1 (ang.endothelin) - endotelina 1

FGF 2 (ang.fibroblast growth factor) — czynnik wzrostu fibroblastow

Hb (ang.hemoglobin) — hemoglobina

Hcy - homocysteina

HDL (ang.high density lipoprotein) — lipoproteiny osocza o dej gestasci

HOMA-IR (ang.homeostasis model of assessment - insulin resistance index) — wskanik

insulinoopornéci



ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule-l) — micdzykomdrkowa cgstka
adhezyjna 1

IL - interleukina

Km — stata Michaelisa-Menten

lizo-PC - lizofosfatydylocholina

LDL (ang.low density lipoprotein) — lipoproteiny osocza o mateggasci

NADP (ang. nicotinamide adinine dinucleotide phosphorous) - fosforan dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego

NO (ang.nitric oxide) — tlenek azotu

NOS (ang.nitric oxide synthase) - syntaza tlenku azotu

ONOO (ang.peroxynitrite) — anion nadtlenoazotynowy / nadtlenoazotyn

ox-LDL (ang.oxidized low density lipopoprotein) - utlenione casteczki lipoprotein

PAI-1 (ang.plasminogen activator inhibitor) - inhibitor aktywatora plazminogenu 1

PGl (ang.prostacyclin) — prostacyklina

PDECGF (ang. patelet-derived endothelial cell growth factor) - czynnik stymulujcy
proliferacg komoéreksrodbtonka

PDGF (ang.platelet-derived growth factor) - czynnik stymulujcy proliferacg fibroblastow i
miocytow

ROS (ang.reactive oxygen species) - reaktywne formy tlenu

SOD (ang.superoxide dismutase) - dysmutaza ponadtlenkowa

TAS (ang.total antioxidant status) - catkowity status / potencjat antyoksydacyjnpcza
TASC-Il (ang.Inter-Society Consensus for the Management of Peripheral Arterial Disease)
TG — triacyloglicerol

TGF-3 (ang.tumor growth factor beta) - czynnik wzrostowy beta

TNF-a (ang.tumor necrosis factor alpha) — czynnik martwicy nowotworu alfa

t-PA (ang.tissue plasminogen activator) — tkankowy aktywator plazminogenu

WKR — wskanik kostka — rans

WKR- P - wska&nik kostka — ramy, strona prawa

WKR- L - wskanik kostka — rang, strona lewa

VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion molecule-l) - czstka adhezyjna komorek
naczyniowych 1

VEGF (ang. \ascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostuérodbtonka naczyniowego



1. Wstp
1. 1. Chromanie przestankowe — definicja

Miazdzyca to choroba¢tnic, polegajca na powstaniu w blonie wewtrznej i
srodkowej wieloogniskowych zmian prowad¥ch do zmniejszenia elastycZobi zwezenia
ich swiatta. W konsekwencji ugtedzony zostaje przeptyw krwi, co powoduje niedalkemnie
w zaopatrywanych tkankach.

Czynnikami inicjupcymi  proces powstawania zmian @daycowych @
zmodyfikowane oksydacyjnie lipoproteiny o mategtpici (LDL) oraz uszkodzenie komoérek
srodbtonka naczyniowego [1,2lUszkodzeniesrédbtonka wywotuje odpowiedobronm o
charakterze przewlekiego procesu zapalno-prolifgnago [3,4,5,6].

Dlugotrwaty proces miadzycowy mae doprowadz rowniez do catkowitego
zamkngcia swiatta tnicy [7,8]. W zaleéncsci od umiejscowienia zmian nidzycowych,
moze dogé m.in. do ostrych zespotéw wieowych, zawatu serca, udaru mézgetniaka
aorty, zamknjcia naczyniadniczego kaczyny dolnej lub zakrzepicy innych naddw [9,
10,11].

W przewleklym miadzycowym niedokrwieniu kaczyn dolnych najwczmiejszym i
najczstszym objawem jest chromanie przestankowe (ChP).

Okreslenie ,chromanie przestankowetldudicatio intermittens) odnosi s do bélu
konczyny dolnej, o nateniu zmuszacym chorego do zatrzymaniagsiwywotywanego
wysitkiem fizycznym i usfpujacego w spoczynku, a spowodowanegoe¢zamiem lub
niedraznoscia tetnicy. Przyczym objawdéw Klinicznych jest podraienie receptoréw
bolowych produktami beztlenowej przemiany matedi, powstawania ktérych dochodzi
podczas pracy niedostatecznie ukrwionychesmi BOl ten jest w sposOb powtarzalny
wywotywany przez okrdony, taki sam wysitek fizyczny i ugbuje w cagu kilku minut
odpoczynku [12].

Schorzenie nasila iz wiekiem i wysgpuje czsciej u ngzczyzn (dotyczy 3-6%
mezczyzn w wieku okoto 60 lat) aiu kobiet (stosunek @aczyzn do kobiet wynosi w
réznych badaniach 3:1, 2:1) [13]. Pomima,adhromanie ostabia zdol&® poruszania sii
ogranicza w sposob istotny jakazycia, u wielu pacjentdw ma ono raczej stabilnygadny
przebieg. Tylko u okoto 5% chorych wagu 5 lat obserwacji konieczna jest przezskormu b
chirurgiczna rewaskularyzacja. Najejednak pamitac, iz chromanie przestankowe jest
wyznacznikiem bezobjawowej lub objawowej tdaycy tetnic. Nawet u 40-60% pacjentéw

dotknictych chromaniem stwierdzagschorole wiencowa, a u 26-50% pacjentéw chorpb



naczyi mozgowych [13]. W rezultacie pacjenci z chromanigmmzestankowym &
przynajmniej trzykrotnie bardziej nameni na wysipowanie zawatu serca, udaru mozgu i
smierci spowodowanej procesami raycowymi niz osoby w tym samym wieku bez
wystepowania tego objawu [14,15].

Dlatego widciwymi celami diagnostyki i terapii chorych z chramem
przestankowym powinno byzaréwno zapobieganie miejscowemu ppstvi choroby jak i
prewencja zdarzesercowo-naczyniowych. \Waa kwesth jest take poprawa jakei zycia

w tej grupie chorych.

1.2. Ocena kliniczna

Nasilenie i rodzaj objawdw klinicznych u chorychrezazdzycowym niedokrwieniem
konczyn jest zranicowany, poniewa zaleza one od umiejscowienia i rozlegim zmian
miazdzycowych oraz ogdélnej sprawfém pacjenta.
Biorac pod uwag anatomiczne rozmieszczenie zmian idigcowych w taysku

naczyniowym kaczyn dolnych, wyrénia sk:

® zmiany umiejscowione w dystalnym odcinku aorty Isznej i ttnic biodrowych (tzw.
zespot Leriche’a — zespdt objawow wynik@ych z niedranosci aortalno-dwuudowej,

wystepujacy np. w postaci chromania fladkowego, zaburzepotenciji itp.),
® niedraznos¢ udowo-podkolanow
® post& obwodows miazdzycy (najczsciej wyskpujaca w cukrzycy),

® zmiany wielopoziomowe.

W warunkach klinicznych powszechnie stosowana késdyfikacja zaproponowana
przez R. Fontanie’a [12,16]. Ukazuje ona etapy zemsowania przewlekiego niedokrwienia
konczyn. Jednym z elementéw tej skali jest @laeie dystansu prz&jia bez bolu w
jednakowych warunkach badania:
> | stopie@ — brak objawdw lub nieznaczne objawy klinicaneostaci mrowienia,

dtwienia kaczyny i zwkkszonej wraliwosci na zimno,
> |l stopien — lla - bl przy wysitku - chromanie przestankopowy.ej 200m,
— lIb - bél przy wysitku - chromaniezgstankowe ponej 200m,
> Il stopien — Illa — bol spoczynkowy - émienie na wysok&i kostek powyej 50mmHg,
— IlIb — bol spoczynkowy -saiienie na wysokii kostek poniej 50mmHg,

» |V stopien — owrzodzenie, zgorzel, martwica.



Prawidiowo przeprowadzona diagnostykazmiéowa pozwala bardzo precyzyjnie
odr&ni¢ miazdzycowa przyczyre bolu od innych patologii m.in. chromaniaylnego,
zakrzepicyzyt giebokich i/lub powierzchniowych, przewlektego zespaoisidlenia, choroby
Buergera. Doktadny wywiad z pacjentem, badaniagrzetowe, obejmujce m.in. badanie
palpacyjne ¢tha w miejscach typowych oraz oklenie dystansu chromania, zazwyczaj
umazliwiaja rozpoznanie i umiejscowienie zmian gtnicach oraz ich zaawansowanie.

Wedtug wytycznych TASC-II (angnter-Society Consensus for the Management of
Peripheral Arterial Disease) [13] u chorych z miadzycowym niedokrwieniem kczyn
dolnych wykonuje s takze rutynowe badania pomocnicze w celu wykrycia usnye
czynnikébw ryzyka miadzycy oraz chorob towarzyseych. Naleéa do nich podstawowe
badania hematologiczne i biochemiczne obejcryj

- petrp morfologie krwi obwodowej,

- glikemig na czczo i/lub hemoglob¢rglikowama HBALc,

- szczegOtowy lipidogram,

- skezenie kreatyniny w osoczu,

- badanie ogdlne moczu,

- badania dodatkowe w kierunku nadkrzepkeia hiperhomocysteinemii.

Wstgpne rozpoznanie kliniczne raga potwierdzi rowniez wykonugc nieinwazyjne
badania diagnostyczne, w tym pomiamnaen segmentarnych, pletyzmogrgfa w wybranych
przypadkach (np. planowanego leczenia inwazyjndga)ania obrazowe tj. dopplerowskie
badanie technik duplex, angiogradi i angiograf¢ rezonansu magnetycznego lub spialn
tomografe komputerow. Cennym i jednocZaie prostym badaniem jest pomiagrsenia w
tetnicach na poziomie kostki i ramienia oraz wyznaozevskénika kostka-rami (WKR).
Wskaznik ten stanowi iloraz énienia skurczowego w okolicy kostki i okolicy ramia po tej
samej stronie. Wargsi WKR ponizej 0,9 wskazuj na obecn& zmian miadzycowych w

uktadzie gtniczym kaiczyn dolnych [13].

1.3. Patogeneza blaszki miycowej

Patogeneza midzycy jest niezwykle zibona i nie do kaca wyjgniona. Przyjmuje
sig, ze tworzenie blaszki miazycowej jest wynikiem odpowiedzi naczynia krwignego na
diugotrwate dziatanie czynnikdw uszkadgajch medzy innymi hipercholesterolemii,
hiperhomocysteinemii, @mienia ttniczego, reaktywnych nadtlenkéw, toksyn, wirusow i
innych [9,17,18].



Wedtug aktualnie przyjej teorii patogenezy midzycy, pierwszym etapem
aterogenezy jest dysfunkcja komor@iddbtonka, ktéra prowadzi do nadmiernej ekspres;ji
czastek adhezyjnych (np. VCAM-1, ICAM-1, angasecular/intercellular adhesion molecule-

1) odpowiedzialnych za adhezjraz akumulagj monocytoéw i limfocytow T w btonie
wewrgtrznej naczynia. Ponadto w wyniku pobudzenia komdmedbtonka wzrasta ich
przepuszczalrig, co mae skutkowa nadmiernym gromadzeniemgdipoprotein o niskiej
gestasci - LDL (ang. low density lipoproteins) i lipoproteiny(a) w przestrzeni
podsrodbtonkowej, gdzie @ wiazane z proteoglikanami macierzy. Pozostawanie w tym
obszarze nava lipoproteiny na oksydatywmodyfikacg pod wptywem dziatania édych,
biologicznie aktywnych czynnikéw, &0d ktérych szczegdblne znaczenie inaplne rodniki
tlenowe i enzymy proteolityczne [1,2,17]. Najbagjzniebezpieczne dldrodbtonka §
minimalnie zmienione przez wolne rodnikiastki LDL (mmLDL — ang.minimally modified
LDL), ktére na zasadzie ,konia tragkiego” wprowadzaj do komorki produkty oksydaciji
cholesterolu i nienasyconych kwasow ttuszczowyatzelsztatlcone z monocytow w bionie
naczynia makrofagi majzdolng¢ usuwania na drodze fagocytozy wszelkich produktow
apoptozy komorek, a tak& patologicznie zmienionych lipoprotein. Nadmiazyswajanych
przez makrofagi oksydowanych form LDL (oxLDL) powgd utrat ich funkcji i
przeksztalcenie do tzw. komérek piankowatych zaajeych w cytoplazmie
charakterystyczne ztogi estrow cholesterolu [1ébWizone przez czynniki wzrostu komorki
migsni gtadkich ttnic produkua zwigkszone ildci czynnika martwicy guza alfa (TN&),
interleukiny-1b (IL-1b) oraz kolagenu i elastyny3][1

Typowa blaszka mialzycowa sktada gizatem z zewgtrznej pokrywy zbudowanej z
komdrek miocytow przegmictych wioknami kolagenu oraz z rdzenia, ktory stamow
komoérki piankowate. W wyniku togzych sé przewleklych zmian zapalnych w @bie
blaszki oraz wspdtistniggych czynnikow ryzyka, wod ktorych podkrdi¢ nalery
zaburzenia gospodarki lipidowej, wedof¢ do jej destabilizacji i gkniccia. Wykazanoze
ptytka miadzycowa predysponowana dogkmiccia charakteryzuje siduza zawartdcia
komorek zapalnych, w tym makrofagow i limfocytow[T,9]. Makrofagi stanowdi zrodto
enzyméw proteolitycznych nalgcych do grupy metaloproteinaz (kolagenazelatynaza i
stromolizyna), ktore trawi tkanke widknista w pokrywie blaszki miadzycowe).
Natomiast limfocyty T w niestabilnych blaszkach aaiaycowych wydzielaj interferony,
ktéry hamuje syntez kolagenu w miocytach. Pgaizenie dziatania obu tych czynnikéw
prowadzi do sci@éczenia zewetrznej warstwy blaszki, a naginie do powstawania szczelin i
peknie¢ [11,18].
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Peknigcie blaszki miadzycowej powoduje aktywagjptytek, ich adhezj w obrbie
miejsca uszkodzenia i uszczelnienie poprzez agyegaaz miejscowe tworzenie skrzepliny.
Agregupce piytki maj zdolnag¢ sekrecji tromboksanu oraz czynnikéw wzrostowych:
czynnika stymulujcego proliferagg komoédrek srodbtonka (PDECGF) i czynnika
stymulupcego proliferagj fibroblastow i miocytow (PDGF). Agregaty ptytkowskrzepliny
moag doprowadzt do catkowitego zamkacia swiatta &tnicy. W zaawansowanej nidzycy
czynnikiem wywotugcym uszkodzenie blaszki nidzycowej mae by silny skurcz nacay

badZ wysokie cénienie krwi [7,11].

1.4. Znaczeniérodbtonka naczyniowego w patogenezie idigcy

Jak zaznaczono, kluczawrolg w pocatkowej fazie aterogenezy przypisujeg Si
najbardziej wewetrznej warstwie btony wewgtrznej naczynia krwionimego —srodbtonkowi
(endothelium) [3,6,11,19].

Srodbtonek naczyniowy jest naidem parakrynnym i endokrynnym, odgrya@jm
istotmy role w utrzymaniu homeostazy organizmu [20]. Petni dalevakie funkcje: reguluje
miejscowy cyrkulacg krwi, wptywa na struktur sciany naczynia oraz procesy krzegmia
krwi poprzez wydzielanie wielu aktywnych biologiegnsubstanciji. Wydzielag substancje
rozkurczagce naczynia, takie jakrodbtonkowy czynnik polaryzagy (EDHF), bradykinina,
prostacyklina, tlenek azotu (NO) oraz kwoz naczynia takie jak: endotelina, angiotensyna Il
i tromboksan A2.srodbtonek kontroluje nagtie i przepuszczaldé sciany naczy [21].
Sekrecja regulowana jest przezneenie krwi, niedotlenienie, sity przeptywu orazeashdé
mediatoréw modulacych wydzielanie wymienionych substancji aktywnycRoprzez
bezpdredni jak i pdredni wptyw na procesy zapalne oraz immunologicanabrebie sciany
naczyniowej, proliferagj miocytow sciany ttnic, procesy prozakrzepowe i fibrynolityczne,
oksydacg lipidéw oraz adhezjmonocytow i makrofagow, a ta& adhezj i agregagj ptytek
krwi do swojej powierzchnisrédbtonek whczony jest w patogenemiazdzycy i zwiagzane z
miazdzyca powiktania sercowo-naczyniowe [17,22,23,24].

Zgodnie z definicj, miazdzyca charakteryzuje sim.in. upaledzeniem elastyczidoi
tetnic. Uwaza sk, ze obnzona zdolné¢ chorobowo zmienionych naazydo rozkurczu jest
konsekwengj niedostatecznego uwalniania prz&ddbtonek czynnikOw rozszeraaych
naczynia, w tym tlenku azotu i prostacykliny. Tlkna@zotu oprocz relaksacji gsniowki
gtadkiej naczy, ma take znaczcy wptyw na hamowanie rozwoju niidzycy praktycznie w
kazdym z jej etapOw. Zapobiega on przebudoweany naczynia poprzez hamowanie

proliferacji i migracji miocytow, agregacji ptytekrwi oraz ostabienie ekspresji gendw
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czastek adhezyjnych,takich jak VCAM-1 i MCP-1. Utrudniprzenikanie limfocytow,
makrofagow i lipoprotein dagrédbtonka, a take hamuje oksydatywanmodyfikacg LDL
[17,23].

Wiele danych wskazujeze przyczym niedoborow tlenku azotu w zmienionych
chorobowo naczyniach jest jego degradacja przeywald formy tlenowe i/lub jego
zmniejszona synteza przémdbtonek naczyniowy. Postulujegddrak substratu L-argininy,
niedobdér kofaktoréw, obnong ekspresj NOS, nadmiar endogennych inhibitorow NOS, w
tym szczegdlnie ADMA [25,26,27]. Dlatego skutecznysposobem przywrdcenia
prawidtowej funkcji wydzielniczejsrédbtonka wydaje si by¢ zwickszenie poday lub
zahamowanie degradacji czynnikbw pobudeggh syntez tego wazodylatatora oraz
obnizenie poziomdw inhibitorow NOS [28,29].

Uwaza sk, ze u chorych z miadzyca jednymi z najistotniejszych elementow
powodujcych obniona biodostpnas¢ NO obok zwegkszonej produkcji @ sa markery
dysfunkcji srédbtonka tj. asymetryczna dimetyloarginina (ADMA)homocysteina (Hcy)
[24,25,27].

1.4.1. Znaczenie tlenku azotu w dysfunkepidbtonka naczyniowego

Nie ulega watpliwosci, ze tlenek azotu petni niezwykle korzystrole w dziataniu
ochronnym na naczynia. Wiadomge dysfunkcjasrédbtonka naczyniowego zwzana jest
scisle z niskim s¢zeniem lub catkowitym brakiem tego zwku. Jego niedobory odnotowano
w przebiegu wielu chorob, m.in. w hipercholestemtlei innych zaburzeniach gospodarki
lipidowej, miadzycy, cukrzycy, nadéhieniu gtniczym, astmie oskrzelowej, chorobach
neurodegeneracyjnych [14,24,25,31,32,33,34,35,36,37

Tlenek azotu jest wolnym rodnikiem zaliczanym daktgwnych form azotu. Jest
zwiazkiem nietrwatym, bardzo reaktywnym, tatwo wytwgazgm wiazania kowalencyjne.
Tlenek azotu jest unieczynniany przez anionorogrokadtlenkowy @, ktéry natychmiast
utlenia NO do nadtlenoazotynu [38,39,40].

Naley zaznaczy, ze tlenek azotu nie dziata na drodze receptoroveg| bezpérednio

penetruje do wgtrza komoérek (Ryc 1).
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ENDOTOKSYNY ACETYLOCHOLINA
CYTOKINY BRADYKININA

SUBSTANCJA P
L-ARGININA INSULINA

Ryc 1. Mechanizm dziatania tlenku azotu na konad@icelova.

Dzigki ciagtej syntezie wsrdédbtonku naczy tlenek azotu zapewnia utrzymanie
statego napcia $cian ttnic 1 tetniczek. W neuronach nieadrenergicznych i
niecholinergicznych jest jednym z neurotransmiterdgdgrywaapcym podstawow role w
rozszerzaniu neknidwki gtadkiej [41,42]. Dziata przeciwagregacyjnievykazuje synergizm
z dziataniem prostacyklin. Jest réwhniprodukowany przez makrofagi, fibroblasty i inne
komorki jako ,odpowied’ na bodce zapalne lub mitogenne. W tych przypadkach petni
funkcje obronry przed patogenami.

Bardzo istota funkcja tlenku azotu jest udziat w mechanizmach obronnycprzez
cytostatyczny wptyw na proliferagjlimfocytéw T i hamowanie ekspresji limfocytow Thl
[43,44,45]. Ten toksyczny efekt wynika gtdwnie ziadania nadtlenoazotynu, ktory jest
produktem reakcji tlenku azotu z tlenem asteczkowym Iub anionorodnikiem
ponadtlenkowym. Nadtlenoazotyn inaktywuje szeregyermow m.in. nieodwracalnie hamuje
transport mitochondrialny elektronéw zmniejszajilos¢ ATP, utlenia lipidy, degraduje
weglowodany i uszkadza struktury DNA.

Zaburzenia wytwarzania tlenku azotu w uktadzie ®&wznaczyniowym zdaniem
wielu badaczy stanowi istotny czynnik patogenetyczny.a Stakze przyczym zmian
naczyniowych i nagdowych w ostrym oraz przewlektym niedotlenieniuniedokrwieniu
[46,47,48].
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Alternatywnym sposobem poprawy czysfteiosrédbtonka jest wzrost ki
biologicznie czynnego tlenku azotu. Jego sygtemzna nasilé przez wzrost dogpnasci
agonistow pobudzagych uwalnianie tlenku azotu do komor@ibdbtonka lub dostarczenie
substratu hdz kofaktora enzymu. Jak zaznaczono, zasadniczym tratds dla
srodbtonkowej izoformy syntazy tlenku azotu — eN@$t jaminokwas — L-arginina.

W badaniach in vitro stwierdzonae podanie tetrahydrobiopteryny (BH/lub L-
argininy zweksza dimeryzagj enzymu syntazy, co indukuje powstawanie tlenkutiazo
hamuje powstawanie jondw ponadtlenkowych [49].

Doniesienia naukowe potwierdzajrowniez korzysci ptynace ze stosowania
przeciwutleniaczy w celu wyeliminowania niekorzystulezaktywacji tlenku azotu. Terapia
antyoksydantami mdzy innymi witamia E oraz statynami wygaie poprawia stan
czynnaciowy srodbtonka zmniejszag¢ generagj reaktywnych form tlenowych [50,51].

Istnieja takze coraz liczniejsze dane wskamg na niekorzystny udziat tlenku azotu
np. w procesie kancerogenezy polagajna promowaniu rozwoju choroby poprzez inigacj
kancerogenezy, stymulacjprzerzutow i angiogenezy, a f#a&k supresy mechanizmow
obronnych [52,53,54].

1.4.2. Znaczenie L-argininy w biosyntezie tlenkotaz

Jedynym endogennym substratem do syntezy tlenktu azcorganizmie cztowieka
jest L-arginina. Podczas przemiany w L-cytrglih-arginina wraz z tlenem ggteczkowym
przy udziale enzymu syntazy tlenku azotu i licznyatfaktoréw reakcji (zredukowany
dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (NADPH), tetrahgiiopteryna (BH), mononukleotyd
flawinowy (FMN),tlen (Q) i protoporfiryna 1X) indukuje wytwarzanie NO (Ry).
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Ryc. 2. Przemiana L-argininy w L-cytrufirz wytworzeniem tlenku azotu.

Enzymy NOS istniejw trzech izoformach:

> typ I NOS (NOS-1) lub neuronalna NOS (nNOS) wysjepu neuronach ssodkowych i
obwodowych oraz niektérych tkankach nienerwowych,

» typ Il NOS (NOS-2) lub indukowana NOS (iNOS); elefja tej formy naspuje po
pobudzeniu makrofagéw przez produkty procesu zagalnWystpuje w komorkach
miegsni gladkich naczy, serca, jelit,

> typ Il NOS (NOS-3) luksrédbtonkowa (endotelialna) NOS (eNOS) byta zidektyfiana
jako pierwszy enzym wytwarzgly EDRF. Znajduje giw srodbtonku naczy, w ptytkach
krwi, w sercu.

Syntazy: NOS-1 i NOS-3 okfla sk mianem konstytutywnych NOS (cNOS). Obie
formy s stale obecnymi sktadnikami komérek. Formy kongigtune wytwarzag w sposob
pulsacyjny niewielkie iléci tlenku azotu, natomiast indukowalna NOS (i NG$htetyzuje
duze ilosci tlenku azotu w sposObagjty az do wyczerpania substratu [55,56,57].

Formy konstytutywne aszaleene od kompleksu wapkalmodulina. Regulatorami
ekspresji mMRNA dlarddbtonkowej NOS s sity $cinania (shear stress), liczni fizjologiczni
agonkci, np. estrogeny, dolz substancje farmakologicznie czynne takie jak statgzy
acetylocholina [59,60]. Mechanizm dziatania tlenkaotu zwizany jest ze stymulag
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cyklazy guanylowej, co zwksza stzenie cGMP, ktory rozkurcza giniowke gtadka
naczy, hamuje adhegji agregagj ptytek krwi oraz dziata antyproliferacyjnie [57].

Forma indukowalna jest niezala od jonéw wapnia. Tlenek azotu syntetyzowany
przez syntazindukowalmn, takze aktywuje cyklag guanylows, ale jego obecrié w wysokich
stezeniach powoduje inaktywagcjenzymow zawieragych metale grup przajiowych.
Tlenek azotu powstaje w wyniku enzymatycznego uwdl@a przez tlen csteczkowy (Q)
grupy iminowej reszty guanidynowej L-argininy coomptadzi do powstania L-cytruliny i
tlenku azotu [57,58,61,62], (Ryc.2).W komorkachdbtonka L-cytrulina reaguje z kwasem
L-asparginowym, co prowadzi do resyntezy L-arginiayproces ten jest hamowany przez

kwas L-glutaminowy63].

1.4.3. Znaczenie asymetrycznej dimetyloargininy

ADMA uwazana jest za gtowny endogenny inhibitor NOS (mnejgnaczenie ma
monometylo-L-arginina, czyli L-NMMA) [30]. ADMA jes tworzona po metylacji reszt
argininowych uwalnianych z hydrolizowanych biateMajprawdopodobniej ADMA jest
tworzona w sposob gity w czasie normalnego obrotu biatek, a jej akuanjilzapobiega
metabolizm przez dimetylohydrokazdimetylargininy (DDAH). Podwyszone poziomy
glukozy, ox-LDL oraz homocysteiny zgzaane g z obnzonymi poziomami DDAH. Ponadto
cze$¢ tradycyjnych czynnikbw ryzyka me obniaé aktywnad¢ tego enzymu przez
zwigckszenie stresu oksydacyjnego [64,65,66,67]. Fartogiczna inhibicja DDAH zwiksza
stezenie ADMA i zmniejsza produke¢jNO [68]. Zatem podwiszone poziomy ADMA w
roznych jednostkach chorobowych, m. in. w hipercheledemii, naddinieniu i cukrzycy
mog by¢ rezultatem zmian aktywiloi tego enzymu, a podanie egzogennej L-argininyrekt
odwraca kompetytywn inhibicie NOS mae zapobiec negatywnym efektom dziatania
asymetrycznej dimetyloargininy. Udowodnionae egzogenna L-arginina konkuruje z
endogena ADMA o przylaczenie s do NOS, dlatego wzrostegenia L-argininy mae
skutecznie przeciwdziatdhamowaniu syntazy tlenku azotu [30,61,69,70,71].

Coraz liczniejsze badania wskazuja korzystny wpltyw podawania egzogennej L-
argininy u osob z podwgzonymi poziomami ADMA, ale tak na popraw statusu
klinicznego wybranych grup pacjentow z chorobamiadk sercowo-naczyniowego, w
ktorych wykazano zwizek przyczynowy nedzy podwyszeniem poziomu ADMA i wieloma
czynnikami  ryzyka  takimi  jak: hiperhomocysteinemia, hipercholesterolemia,
insulinoopornéc i inne [25,26,72,73,74].
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Wykazano, ze poziomy ADMA w osoczu korelgj z zaburzeniami gospodarki
lipidowej (chorzy z hiperlipidemi map znacaco podwyszone poziomy ADMA w
poréwnaniu z osobami zdrowymi) oraz efektami dzietafarmakologicznego statyn
[25,72,73]. W badaniach Bogera i wsp. stwierdzamosimwastatyna nie poprawia zalego
od srodbtonka rozkurczu naczyu 0sob z podwisszonym sgzeniem ADMA, podczas gdy
wywiera takie dziatanie u pacjentéw z fizjologicemystzeniem ADMA. Natomiast
kombinacja simwastatyny z dousth-arginim istotnie statystycznie poprawia zahy od
srodbtonka rozkurcz nacayzarowno u oséb z niskim jak i wysokimeztniem ADMA.
Zdaniem badaczy nioa przypuszcza ze parednio NO-zalene mechanizmy mag
wywierat istotmp role w terapeutycznych efektach dziatania statyn, aigmog ADMA to
wazny czynnik, ktory mee na nie wptywa[75].

Obecnie ADMA uwaana jest przez niektérych badaczy za marker ryafi@aob
uktadu sercowo-naczyniowego [76,77,78]. Coraz legae doniesienia 0 zwikach
pomiedzy ADMA, a chorobami uktadu sercowo-naczyniowegogmpomaoc w wyjdnieniu,
dlaczego cz¢ pacjentéw nie obgizonych tradycyjnymi czynnikami ryzyka éleiadcza
epizodow sercowo-naczyniowych, podczas gdy inniciggleni chorzy nigdy ich nie

doswiadczaj.

1.4.4. Znaczenie homocysteiny

Liczne badania kliniczne potwierdaajsilny zwiazek pomédzy podwyszonym
poziomem homocysteiny, achorobami uktadu sercowo-naczyniowego [79,80,81,
82,83,84,85]. U 0s6b z wysokimiggeniami tego aminokwasu wygtuje prawie dwukrotnie
wyzsza umieraln& z powodu choréb uktadu sercowo-naczyniowego [86].

Niekorzystny wptyw homocysteiny przede wszystkimkaanorki srodbtonka naczy
krwionosnych ujawnia s, gdy jej poziom we krwi przez wiele lat przekradz30 pmol/l i
gdy wspotistnieg dodatkowe czynniki ryzyka chordb uktadu sercowoayaiowego. W
niektérych przypadkach homocysteina samoistnizenaywotywa niekorzystne zmiany
naczyniowe, mimoz nie ma ugruntowanej pozycji niezatego czynnika ryzyka. Wptyw
homocysteiny na naczynia jest zémy i nie do kaca wyjaniony [87]. Wkksza¢ obserwacii
to badania in vitro, ktore nie zostaly jak gibtpotwierdzone w warunkach in vivo [88,89].
Pomimo tego faktu uwa skt obecnieze najistotniejsze mechanizmy szkodliwego dziatania
homocysteiny na naczynia krwigim@ zwhzane § z:

a) cytotoksycznym wptywem na komorkiodbtonka - homocysteina ugledza metylag

biatka p21ras, czego konsekwengst zmniejszenie syntezy DNA i hamowanienie wizros
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oraz odbudowy uszkodzone€jciany naczynia, co z kolei me nasilé powstawanie
uszkodzé miazdzycowych [88,90];
b) upaledzaniem rozszerzalbéd tetnic zaleznej od srédbtonka - uszkodzeniérédbtonka
wynikte z przewlekle podwiszonego poziomu homocysteiny skutkuje ogranigzon
zdolnacia do wytwarzania tlenku azotu (NO) [89]. NO meoogranicza szkodliwe dziatania
Hcy poprzez tworzenie S-nitrozohomocysteiny (SNOHcy zwiazku pozbawionego
wiasciwosci utleniapcych, o widciwosciach wazodylatacyjnych i antyagregacyjnych [91].
Jednake jest to mato efektywny mechanizm ochronny, poaiepowstagce przy udziale
homocysteiny wolne rodniki inaktywajNO oraz obmiaja poziom tetrahydrobiopteryny
(kofaktora syntazy NO) [92].
Ponadto homocysteina olai syntez NO zwywajac prekursory tetrahydrobiopteryny
(tetrahydrofoliany - THF) we wilasnym metabolizmieran stymuluje powstawanie
asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA) [90,91,92]. rdétkotrwate oddziatywanie
homocysteiny stymuluje wydzielanie NO, natomiastugdkrwate, ogranicza jego
biodostpnas¢ w scianie naczf, co mae przyczynid sic do powstawania powikiaw
uktadzie sercowo-naczyniowym [88,89,93,94];
c) generowaniem stresu oksydacyjnego oraz zdolmm peroksydaciji lipidow - w badaniach
in vivo dowiedziono,ze homocysteina indukuje stres oksydacyjny, w ktoigtotra role
odgrywa nadtlenek wodoru {B-,) [88]. Powstaje on obok m.in. rodnika hydroksylowe
anionu ponadtlenkowego podczas autooksydacji gialpwych homocysteiny. Nadtlenek
wodoru w obecna&i jondw metali przéciowych tworzy bardzo reaktywne rodniki
hydroksylowe zdolne do zapatkowania peroksydaciji lipidow.
Wolnorodnikowe dziatanie homocysteiny przejawia sdwniez nasileniem toksyczrioi
reaktywnych form tlenu, poprzez zmniejszenie akty$enperoksydazy glutationowej (PG),
ktéra ma zdoln& redukcji nadtlenkéw lipidow oraz nadtlenku wod§89,95].

Homocysteina inicjuje tale proces utleniania frakcji lipoprotein o matejstsci
(LDL), co zwigksza ich aterogensé[87,89,95,97].
d) dzialaniem prozakrzepowym — podwggony poziom homocysteiny powoduje
potwierdzone w badaniach in vivo zmniejszenie zddaln wiazania antytrombiny Il na
powierzchnisroédbtonka, nasilog aktywacg, adhez i agregacj ptytek krwi oraz tworzenie
zakrzepdbw w miejscach uszkodzenseddbtonka, jak rownie zmniejszenie zdolrioi
wigzania tkankowego aktywatora plazminogenu z komork&mdbtonka oraz nasilenie

ekspres;ji genu inhibitora 1 tkankowego aktywatdeeminogenu (PAI-1) [88,89,96].
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Pierwszym badaczem, ktory zwrécit uwagna maliwy zwiazek pomegdzy
podwyzszonym sizeniem homocysteiny we krwi a nidzyca byt Kilmer McCully [98]. W
1969 r., u dwojga dzieci zmartych w wyniku powikiaomocystynurii — zespotu zabufze
metabolicznych objawiagych sé wysokim s¢zeniem homocysteiny we krwi (pogaizy 300
a 500umol/l) i w moczu, stwierdzit rozlegtzakrzepi¢ i zmiany miadzycowe ttnic. Na tej
podstawie sformutowat hipotezze skoro wysokie gkenie homocysteiny nie doprowadz
do smierci w wieku mtodziéczym z powodu powikia miazdzycowych, to jej umiarkowanie
podwyzszone s{zenia mog wywotywaé odpowiednio mniej nasilone zmiany, glzg istotne
objawy kliniczne po wielu latach (najgzxiej okoto czterdziestego rokiycia) [98,99].

Szereg badaklinicznych potwierdzito hipotezMcCully’ego. Obecnie wiemyzinie
tylko cigzka hiperhomocysteinemia, ale #a&k jej umiarkowana postazwigzana jest z
podwyzszonym ryzykiem mizdzycy tetnic, w tym miadzycowego niedokrwienia Kazyn
dolnych [79,80,81,82,83,84,85,100,101,102].

1.5. Farmakoterapia midzycowego niedokrwienia kazyn dolnych.

Chorzy z chromaniem przestankowym obarczergtesunkowo niewielkim ryzykiem
utraty kaczyny. Z tego powodu wiada forma leczenia jest terapia zachowawcza, w tym
nakierowana przede wszystkim na zmniejszenie ryzylatpienia granych powikta
uktadu sercowo-naczyniowegogdacych pochoda zmian miadzycowych w naczyniach
wiencowych i mézgowych. Dlatego gtéwnymi celami leczeahromania przestankowegp s
1) dziatania dorane, ktorych celem jest poprawa jakbzycia poprzez ztagodzenie bolu
konczyn dolnych podczas chodzenia, a tym samym whgdhe dystansu przaia
bezbdlowego i maksymalnego,

2) dziatania bezterminowe, ktérych celem jest zijsaenie ryzyka powikia uktadu sercowo-
naczyniowego, w tym zawatu gdnia sercowego oraz niedokrwiennego udaru mozgu.

Wymienione cele osgane § poprzez modyfikacje czynnikow ryzyka mdtycy, do
ktorych nalea:

* tzw. tradycyjne czynniki ryzyka [12]:

— nadcfnienie ttnicze;

— zwigkszone sizenie cholesterolu LDL w surowicy;

— otytds¢ z hiperinsulinems i zaburzon tolerancy glukozy;
— palenie papieroséw;

— brak aktywnéci fizyczne.

* tzw. nowe czynniki ryzyka [13]:
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— przerost lewej komory serca;

— hiperhomocysteinemia;

— hipertriglicerydemia i inne zaburzenia lipidowe;
— zwigkszona aktywn& biatka C-reaktywnego;

— nadmiar lipoproteiny (a) w surowicy;

— hiperfibrynogenemia.

Modyfikacja przede wszystkim tzw. tradycyjnych cmigdw ryzyka miadzycy jest
statym elementem terapii kdej postaci klinicznej mialzycy tetnic konczyn dolnych.
Bardzo istotnym elementem w leczeniu chromania gtexdkowego jest tak regularny
trening marszowy, ktéry powoduje wydknie dystansu przgjia bezbdolowego i rozwdgj
krazenia obocznego [103,104]. Jak gtbtnie dysponujemy jednak farmakotergpktorej
stosowanie w sposéb znacy wydluzatoby dystans przggia bezbdélowego u chorych.
Dotychczasowe proby kliniczne zadymi lekami pozwolity na wyrgnienie 3 podstawowych
grup lekéw (zgodnie z wytycznymi TASC |l FransAtlantic Inter-Society Consensus for the
Management of Peripheral Arterial Disease) [13]:

1) leki o udowodnionym, chioniewielkim korzystnym wptywie na chromanie:
* pentoksyfilina,
* naftydrofuryl,
* buflomedil;
* cilostazol.
2) leki o co najwyej minimalnym korzystnym wptywie na chromanie ptaggowe:
* leki przeciwptytkowe;
* leki rozszerzajce naczynia;
* ketanseryna;
» werapamil;
* hemodylucja izowolemiczna;
* aminofilina;
* witamina E;
« defibrotyd;
3) leki o potencjalnie korzystnym wptywie na chraneprzestankowe, ale niewystarcza)
przebadane:
* karnityna;
* prostaglandyny;

* naczyniowy czynnik wzrostérodbtonka,;
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* L-arginina.

Najszerzej stosowanym obecnie lekiem w leczeniwroania przestankowego jest
pentoksyfilina, ktéra midzy innymi poprawia wkiwosci reologiczne krwi, zmniejsza
zdolna¢ erytrocytow do adhezji i agregacji, a takzmniejsza zdolrsé do tworzenia
zakrzepoOw. Istnigj jednake doniesienia naukowe, ktére pochap skutecznéc tego leku w
wydtuzaniu dystansu przechodzenia bez bolu. Badanie iowane przez Dawsona i wsp.
to najwkksza randomizowana i prospektywna proba kliniczh@5]. Nie wykazata ona
istotnych statystycznie #aic w dystansie chromania przestankowego u chorych
przyjmujcych pentoksyfilig, w poréwnaniu z pacjentami przyjmaaymi placebo. Natomiast
odnotowano istotne statystycznie wyithunie dystansu przgja bezbdlowego u chorych
przyjmujcych cilostazol w poréwnaniu z wymienionymi grupami

Cilostazol jest inhibitorem fosfodiesterazy Illf0ky blokupc degradagj CAMP,
powoduje zmniejszanagregacj ptytek krwi i rozkurcz naczy krwionasnych [106,107]. W
kilku badaniach wykazano istotny wptyw cilostazaha wydtwenie dystansu przgia
bezbolowego (od 32 do 73% w poréwnaniu z grappzymupca placebo) w miadzycowym
niedokrwieniu kaczyn dolnych [108,109,110]. Mimo éodobrze poznanych mechanizméw
dziatania cilostazolu nadal brak jestzglah, randomizowanych baflaktére jednoznacznie
potwierdzityby wptyw leku na poprawkliniczna.

Innymi lekami o udowodnionym, jednak niewielkim korzystnym wplywie na
chromanie przestankowea snaftydrofuryl i buflomedil. Naftydrofuryl jest aagonisi
receptora serotoninowego i wptywa na popgametabolizmu tlenowego w w niedokrwionych
tkankach [111]. Buflomedil wykazuje dziatantel i a2 adrenolityczne, zmniejsza skurcz
naczyi. Wptywa na ptytki krwi, odksztalcaldé erytrocytow oraz ma stabe wWeawosci
antagonistéw wapnia [13].

Liczne préby kliniczne potwierdzity korzystne dzate w tagodzeniu objawow
chromania zarowno naftydrofurylu [112], jak i bufiedilu [113].

Kolejne leki o minimalnym korzystnym wptywie na comnanie przestankowe, do
ktorych nalea miedzy innymi leki przeciwptytkowe [114], leki rozszaace naczynia [115],
ketanseryna [116], werapamil [117] | witamina E&],.wymagag dalszych bada Poszukuje
si¢ substancji leczniczych o znacznie lepszym proBkutecznéci i bezpieczéstwa u
chorych z miadzycowym niedokrwieniem kiczyn dolnych. W tym celu zwracagsiwag;
szczegOlnie na substancje, ktérych abna synteza przyspiesza proggesimian
miazdzycowych. Naleéa do nich np. prostaglandyny oraz leki z grupy aotagtow

ptytkowych o widciwosciach wazodylatacyjnych. Potwierdzone badaniamizystne
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dziatanie prostaglandyny 12 i E2 w leczeniu krytyego niedokrwienia ki@zyn dolnych
przyniosto take obiecujce wyniki w terapii chromania przestankowego [129]1W innych
badaniach zaobserwowano,z ipodawanie metabolitbw stymuligiych metabolizm
niedokrwionego mesnia sercowego, do ktérych naje migdzy innymi propionylo-L-
karnityna, powoduje wydienie odcinka przégia bezbdlowego [121]. Kolejn grupe
substancji o potencjalnie korzystnym wptywie §radbtonek u chorych z midzycowym
niedokrwieniem kaczyn dolnych stanowimitogeny, m.in$roédbtonkowy czynnik wzrostu
(VEGF) oraz czynniki wzrostowe fibroblastow (b-FGIFGF-2). Mechanizm ich dziatania
opiera s¢ ha stymulacji proliferacji komorek naazkrazenia obocznego, co me korzystnie
wptywa¢ na perfuz niedokrwionych tkanek. Jednak niejednoznaczne wyniki bada
powazne dziatania niepadane podczas prob ich stosowania jakadiatie pozwolity na ich
wprowadzenie do terapii [122].

Brak skutecznego leku, ktéry przy zachowaniu kairzggo profilu bezpiecistwa w
sposoOb istotny wydkatby dystans przégia bezbdélowego u chorych z przewlektym
niedokrwieniem kaczyn dolnych, zmusza do agtego poszukiwania nowych substancji
leczniczych. Obiecafa substang wymienia, w dokumencie TASC i TASC Il jako
potencjalnie korzystn w miazdzycowym niedokrwieniu kfczyn dolnych ale
niewystarczajco przebadanjest L-arginina. Powanym argumentem przemawdaym za jej
stosowaniem jest faktzijest to naturalny substrat do produkcji silnegazedylatatora -

tlenku azotu.

1.6. L-arginina jako lek — historia i obecny staedezy

L-arginina to aminokwas cieszy sk od lat duym zainteresowaniem naukowcow, ze
wzgledu na wiele funkcji jakie pelni w organizmie oraza rpotencjalne maiwosci
zastosowania w wielu jednostkach chorobowych i @esh klinicznych.

Pocatki zainteresowania tym aminokwasemgsija 1886 r., kiedy to zostat on po raz
pierwszy wyodgbniony z kietkéw tubinu [123]. Jednak kluczowe dJpopularngci’L-
argininy wswiecie naukowym stato siodkrycie w 1904 r. arginazy — enzymutvobowego,
ktory hydrolizuje arginia do ornityny i mocznika. Dato to podwaliny dokogcia przez

Krebsa i Henseleita w 1932 r. cyklu ornitynowegamego te cyklem mocznikowym [124].
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Ryc. 3. Cykl mocznikowy.

Kolejnym waznym krokiem byto odkrycie i opisanie przez Furchigot Zawadzkiego
w 1980r., mechanizmu uwalniania i czydoosrodbtonkowego czynnika rozkurcaaggo
naczynia EDRF (ang. Endothelial Derived Relaxingactor) [125,126]. Czynnik ten,
nazywany pocgkowo endogennym nitratem, dki swej zdolndci do aktywacji cyklazy
guanylowej (cGMP) wcianie naczynia, warunkowat rozkurcz nacf¥27]. W 1987r. EDRF
zostat zidentyfikowany przez Moncad wsp. jako tlenek azotu (NO) uwalniany u ssakow
bezpdrednio w procesie oksydacji L-argininy [62,128].

L-arginina jest aminokwasem, @ziowo niezlgdnym w paywieniu. Zawiera w
budowie chemicznej @steczki cztery atomy azotu, co czyainajwickszym ndnikiem tego
pierwiastka w organizmie cztowieka. Jest syntetyaoavde novo z glutaminy, soli kwasu
glutaminowego i proliny, jednak jej endogennna biosynteza nie jest w petni wggtgca.
Metabolizm L-argininy (Ryc. 4) jest ztony. Oprdcz uwalniania tlenku azotu aminokwas ten
podlega cyklom przemian do:

- kreatyny, przez amidotransfegaarginina/glicyna, zlokalizowarw mitochondriach,
- biatek, przy udziale syntetazy arginylo- t-RNA,

- mocznika i ornityny, przez argingzzlokalizowamn w cytozolu i mitochondriach.
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Ornityna jest prekursorem syntezy poliamin, katalianej przez dekarboksykamrnitynows.
Przemiana do agmatyny przez dekarboksgy&gininows, zlokalizowam w mitochondriach
prowadzi do efektu hipotensyjnego o mechanizmiatdnia podobnym do klonidyny, giy
agmatyna reaguje z tymi samymi receptoramp-adrenoreceptorami i receptorami
imidazolowymi) w drodkowym uktadzie nerwowym [129,130,131,132]. Ni&ugzone,ze
agmatyna dzki obnizeniu napgcia ukladu wspéiczulnego jest metabolitem oy
odgrywa& wazna role w dziataniu wazodylatacyjnym L-argininy. Uwa Sk, ze dziatanie

hipotensyjne L-argininy jest wynikiem wpltywu agmayyna rdzeniowy godek regulaciji

Krazenia.
Kreatyna Biatka
N—metylotram Syntetaza
octanu guanidyny arginylo — t-RNA
Mitochondria Cytozol
Amidotransferaza
Arg : Gly
NOS
Agmatyna <«——e| L-ARGININA |e——» L-Cytrulina+ NO
Dekarboksylaza Cytozol
argininowa
Mitochondria
Arginaza
Cytozol (1)
Mitochondria (11)
L-Ornityna Mocz nik
Dekarboksylaza Aminotransferaza
ornitynowa ornitynowa
Cytozol Mitochondria
Poliaminy L-Prolina

Ryc. 4. Przemiany metaboliczne L-argininy w komatkasakow [48].

Jak weczéniej zaznaczono, poznanie metabolizmu argininy Wwlwwymocznikowym oraz
syntezie kreatyny unitiwito zastosowanie jej w zaburzeniach czy#éeio watroby
zwiazanych z nieprawidtowym przebiegiem cyklu mocznikgw, w zatruciach amoniakiem,
stanach astenicznych, niegwieniu, a take jako aminokwasu zwkszapcego odporn&
migsni na zngczenie w trakcie dlugotrwalego wysitku [133]. Btny preparat
chlorowodorku L-argininy znalazt zastosowanie jgh@parat zakwaszgy w skrajnych
zasadowicach metabolicznych [134].
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Chlorowodorek L-argininy mae by rowniez podawany we wlewie dginym w celu
podwyzszenia zapasu hormonu wzrostu u chorych z jegmhmém, a take w diagnostyce
wykrywania niedoboru hormonu wzrostu wzngch schorzeniach, rdzy innymi w
uogolnionym niedoborze hormondéw przysadki, kartaéet przysadkowej, gruczolaku
barwnikoopornym, pochirurgicznym czaszkogardlakuyciaciu lub urazie przysadki
[134,135,136,137].

Odkrycie szlaku metabolicznego arginin®lO ujawnito take caly szereg nowych
mozliwosci zastosowania L-argininy w farmakoterapii. Wiadgmie w przypadku wielu
choréb wystpuja istotne niedobory tlenku azotu. a8t tez poszukuje s mazliwosci
zastosowania takiego leku, ktory powodowatby wzribgéci tlenku azotu w miejscach
wystepowania jego niedoboru. Na podstawie obserwacjniddnych i wynikéw bada
naukowych wykazanoze istnieje maliwos$¢ substytucji endogennego NO przez podanie
substancji egzogennych, ktore go uwaki@onory NO, np. nitrogliceryna). Substratem dla
NO jest take egzogenny aminokwas L-arginina, pobualaajjego wydzielanie przez
aktywacy syntazy (eNOS). W warunkach fizjologicznych eN@St jwysycona L-argini
poniewa Km tego enzymu dla L-argininy wynosi 2,9 umol/l,sgzenie L-argininy w
komodrkachsrodbtonka waha si w granicach 1-2 mmol/l [138]. Ograniczony wptyw L
argininy na enzym powodujee zwkkszenie jej poday nie wywotuje zadnych zmian
produkcji NO [139,140,141].

Jednalke liczne badania naukowe wykaguje w niektorych sytuacjach podawanie L-
argininy powoduje wzrost produkcji NO i wazodylgtamaczy zalezna od srodbtonka.
Wystepujaca ,sprzeczn&” okreslana jest ,paradoksem” L-argininy. Aktualnie igtja kilka
hipotez probujcych wyjgnic¢ to zjawisko [139,140].

Wykazano, ze biatko nénikowe CAT-1, odpowiedzialne za transport L-argiin
wystepuje bardzo agto na powierzchni btonyaéznie z eNOS. Razem twarkompleks
odpowiedzialny za dostarczanie substratu w podtaigininy dla eNOS. Taki mechanizm
bezpdredniego kierowania pozakomorkowej L-argininy datsgy NO optymalizuje jego
wytwarzanie w komorkacBrodbtonka. Jest to rownieprzykiad mechanizmu, w ktorym
substrat reguluje aktywké zwiagzanego z jego przemiaenzymu [140,142,143].

Kolejna préla wyjasnienia paradoksu argininy jest uznanie roli ADMA tym
zjawisku [144]. Jest ona kompetycyjnym inhibitorexktywnaci NOS. Jak wspomniano
wczeniej, kluczows role w metabolizmie ADMA odgrywa dimetyloaminohydrolaza
dimetyloargininy (DDAH), ktérej zmiany aktywdoi wydap sie odpowiada za
podwyzszone poziomy ADMA. ADMA konkurac z L-arginih 0o wigzanie z eNOS
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kompetycyjnie hamuje jego aktyw§to Pozwala to przypuszozaiz dziatanie L-argininy
moze by korzystniejsze u pacjentdw z podggonymi poziomami ADMA, natomiast u
chorych z niskimi poziomami tego zyku, podanie L-argininy me wywier& jedynie

ograniczony wptyw na mechanizmy zate od NO (Ryc.5).

A. W badaniach wykazandag fizjologiczne poziomy L-argininy pozwalgna catkowite wysycenie
enzymu NOS i jego pedraktywna¢ w obecnéci fizjologicznie niskiego poziomu ADMA.

B. W przypadku podwiszonego poziomu ADMA nagiuje inhibicja enzymu skutkaga
upasledzonym wydzielaniem NO.

C. W takim przypadku dostarczenie nawet niewielkidbsci L-argininy mae skutkowa

przywroceniem wytwarzania NO do pierwotnego poziomu

A. L-arginina

N\

B. L-arginina

ADMA

NO = rozszerzenie naczi§

ADMA
C. Egzogenna L-arginina

v
L-arginina ADMA

o+
. o
SRS
o, o*
o+
o]
‘.
o

Ryc. 5. Paradoks L-argininy [145].

NQ =emwemse=e- » rozszerzenie naczi

NO — rozszerzenie naczi
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Innym wyjasnieniem paradoksu L-argininy jest przypuszczeigestniep nie odkryte
jak dotd inhibitory NOS, zmniejszage transport L-argininy do/lub gdzy komorkami
srodbtonka, hdz tez upasledzajce otrzymywanie L-argininy z L-cytruliny.

Liczne doniesienia naukowe wskaznp skuteczni i bezpieczastwo stosowania
L-argininy zwlaszcza w chorobach przebieggrh z dysfunke srodbtonka naczyniowego.
Dotychczasowe obserwacje kliniczne wykazaly,L-arginina jest skuteczna w leczeniu i w
prewencji choréb uktadu sercowo-naczyniowego [26,147], w leczeniu zaburzeerekciji
[148], chorob nerek [149] i mie by pomocna w przyspieszeniu gojenia ran [150].
Wykazano take jej efekty immunomodulacyjne [35,151,152].

Nadal poszukuje sinowych potencjalnych kierunkéw zastosowania kiinego tego
aminokwasu. Obecne badania koncentsig na probach jej zastosowania w nad@niu
tetniczym samoistnym, nadgiieniu ptucnym, stabilnej chorobie niedokrwiennejrca,
niewydolngci serca, miadzycy tetnic koaczyn dolnych, fenomenie Raynauda,
hipercholesterolemii, jaskrze, przewlektej niewydski nerek, prewencji restenozy po
pomostowaniu nacaywiencowych oraz prewencji udaréw mozgu [141,153,154].

W ostatnich latach pojawity sitakze prace wskazuage na koniecznig intensyfikacji
bada dotyczcych dziatania L-argininy, ze wzglu na niepgadane skutki jej dlugotrwatego
stosowania. W badaniu klinicznym VINTAGE MTle Vascular Interaction With Age in
Myocardial Infarction) u chorych po zawale rginia sercowego nie stwierdzono korzystnego
wptywu podawania L-argininy w dawce 3x3g/d@glirzez 6 miegcy na sztywn& naczy, a
nawet podejrzewano zgaek pomiedzy podawaniem tego aminokwasu, a kilkegmaami w
grupie badanej [155]. Natg takze br& pod uwag nieliczne doniesienia o mkwym
wpltywie tego aminokwasu na angioge@ev przebiegu choréb nowotworowych, a zakna
udziat L-argininy w wytworzeniu insulinooporém oraz maliwy mechanizm tolerancji tego
leku. Z wymienionych powodéw nalg zawsze rozwayé celowaé diugotrwatego
stosowania L-argininy u ludzi oraz przeprowdddalsze badania nad efektami takiej terapii
[156, 157,158,159].

1.7. Farmakokinetyka L-argininy

Fizjologiczne szenia L-argininy we krwi wahajsi¢ migdzy 95-250 pumol/L [160] i
réznia sic w zaleznosci od wieku, plci i stanu agwienia. W badaniach Mdller'a i wsp.
okreslono érednie poziomy L-argininy u os6b mtodych i w wiegadesztym. Wynosity one
odpowiednio: u mtodych giczyzn 81,6 + 7,3 umol/L i kobiet 72,4 + 6,7 umol/a,u
starszych n@zczyzn 113,7 + 19,8 umol/L i kobiet 88,0 + 7,8 urhdi61,162]. Zrodtem L-
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argininy w organizmie jest pokarm, weygtrekomorkowa degradacja biatek oraz jej
endogenna synteza.

Gitébwna synteza endogennej L-argininy z L-citrulingdbywa s¢ w kanalikach
proksymalnych nerek. Jest ona spamnim produktem cyklu mocznikowego Krebsa-
Henseleita. Prekursorami syntezy L-argininy Isornityna i L-citrulina. L-arginina jest
przeksztatcana do mocznika i L-ornityny przy pomacginazy. Cgs¢ L-argininy, ktéra nie
jest przeksztatcana do mocznikaagsi uktad kiizenia, ulega dystrybucji do #dych tkanek i
narzadéw organizmu i jest metabolizowana. NiewielkiesdioL-argininy s tworzone w
watrobie, z czego wksza¢ jest natychmiast metabolizowana i nieagsi uktadu kizenia
[163].

1.7.1 Wchifanianie

Zrodiem L-argininy w pokarmieasbiatka zwierzce i rglinne. Szczegdlnie bogate w
arginirg sa biatka rglinne. Dorosty cztowiek spiywa z diey prawie 5,4 g argininy na deb
[164]. Arginina dostarczona z pokarmem jest uwalaiz biatek w procesie trawienia i
wchianiana w jelicie cienkim. Gtéwnym miejscem gjsorpcji jest jelito kite i czcze. Ze
swiatta jelita cienkiego jest wchtaniana do entetéay przy pomocy transportu aktywnego.
Duza aktywnd¢ arginazy w jelicie cienkim powoduje; okoto 40% argininy pochodeej z
pokarmu jest tutaj degradowane, a pozostaié&cdzafia dozyty wrotnej.

Stezenie maksymalne we krwi agla po okoto 2 godzinach od podania doustnego. W
réznych badaniach daginacs¢ biologiczna argininy oscyluje muzy 21 +/- 4% (od 5 do 50%)
i 68 +/- 9% (od 51 do 87%) [165,166,167,168]. Pomiz powody tych rozbiznosci nie &
doktadnie poznane, nieMpliwie znaczna frakcja dawki doustne] jest metamavana
przeduktadowo (m.in. przez argirgzlub wydalana przez jelito, a pozostata trafia do
enterocytow przy pomocy transportu aktywnego. 5-1&%ininy w osoczu krwi dorostego
cztowieka stanowi arginina zsyntetyzowana endogenrmytruliny.

Biologiczny okres pottrwania @) L-argininy wynosi 1,5-2 h po doustnym podaniutégo
aminokwasu [166]. Przy zastosowaniuasgych dawek digylnych Ty sjest krotszy, co mae
by¢ spowodowane przez tzw. zjawisko ,przelewani&’ rsadmiaru L-argininy do moczu, w
sytuacji gdy zostanosagnicte jej skrajnie wysokie etenia w osoczu [168].

Po wlewie daylnym maksymalne gtenie L-argininy wysipuje srednio po 20-30
minutach i wedlug rinych bada wynosi odpowiednio: 0,8 mM po wlewie 6g L-arginjny
4,8 mM po wlewie 14g oraz 6,2 mM, 6,5 mM i 8,0 mM wlewie 30g L-argininy
[25,166,168]. Po podaniu doustnym 6g L-argininy syakalne sizenie w 0S0Czu wynosi

28



0,31 mM, a Tmax 90 minut [166], natomiast po pod&kig L-argininy maksymalneggenie
0,29 mM osigane jest w czasie Tmax wyngsym 60 minut [168]. Dane te sugetuj
nieproporcjonalnie maty wzrostegenia L-argininy w osoczu po podaniuzgtah dawek, co
wskazuje na jej znaczne wydalanie nerkowe po pazzleniu nerkowego progu reabsorpcji
[168].

1.7.2. Dystrybucja

We wretrzu enterocytow znaczna Z tj. okoto 60% argininy zostaje
zmetabolizowana, natomiast pozostale€zok. 40%) przechodzi do &renia wrotnego i jest
transportowana do atroby. ROwnieé w watrobie cz$¢ argininy jest metabolizowana,
natomiast pozostata niezmetabolizowaneg&nshga kizenie ogolne i jest transportowana
do r&nych tkanek i namddéw organizmu. L-arginina ulega dystrybucji do watkich tkanek

organizmu cztowieka.

1.7.3 Eliminacja

Poprzez hydrolig grupy guanidynowej arginazy L-arginina jest metedoovana w
watrobie do kreatyny, mocznika, L-cytruliny, L-ornity, L-proliny, L-glutaminy i poliamin
np. putrescyny [169,170].
Z L-argininy w reakcji dekarboksylacji katalizowanprzez dekarboksylaz argininowg
(ADC) powstaje CQi agmatyna [4-(aminobutyl)-guanina] [169,170,172]L
Ornityna bierze udziat w wielu szlakach metabolicdni anabolicznych -wtznie z cyklem
kwasu cytrynowego oraz poprzez fosfoenolopirognonimmaze by wiaczona w proces
syntezy glukozy [173].
W warunkach fizjologicznych wydalanie nerkowe nénp istotnej roli w eliminacji
L-argininy. Aminokwas ten jest filtrowany wdtduszkach nerkowych (>99%) i ulega prawie
calkowitej reabsorpcji w @&ci proksymalnej kanalikbw nerkowych oraz w e¢&d
wstepujacej ramienia gtli Henlego [169,173,174,175].
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1.8. L-arginina w zaburzeniach gospodarki lipidowejmiazdzycowym niedokrwieniu

konczyn dolnych

Tab. 1. L-arginina w zaburzeniach gospodarki lipidp- przeghd bada klinicznych.

Badanie Wyniki

przywrdcenie prawidiowego metabolizmu
Drexfer H. Lancet 199; 338: 1546-1550 [146]

cholesterolu u pacjentéw z hipercholesterolemia

wazodylatacja tetnic ramiennych u mezczyzn z
Chowienczyk PJ. et al. Lancet 1994, 344: 305-306 [176]
hipercholesterolemia

) ) hamowanie adhezji monocytow do srodbtonka naczyn
7sao PS. et al. Circulation 1994, 89: 2176-2182 [177]

u pacjentoéw z hipercholesterolemiq

Clarkson P. et al. J Clin Itig 1996; 97: 1989-1994[178]
Thorne S. et al. J Am Convesl| Cardiol 1998, 32: 110-116
[179]

poprawa zaleznej od srodblonka wazodylatacji tetnic

przedramiennych u chorych z hipercholesterolemia

o ) ) . wzrost dystansu przejscia bezbélowego i stezenia TAS
Checiriski P., Micker M. i wsp. Acta Angologica 2002; 8(4):

oraz NO u chorych z miazdzycowym niedokrwieniem
137-142 [180]

tetnic konczyn dolnych

poprawa funkcji Srédbtonka oraz obnizenie stezen
Kawano H. et al. Atherosclerosis 2002; 161: 375-380 [181] markerow stresu oksydacyjnego u chorych z
hipercholesterolemia

obnizenie poziomu homocysteiny w osoczu u chorych
West SG. et al. J Nutr 2005; 135: 212-217 [182]
z hipercholesterolemia

Coraz wegksza ilg¢ gromadzonych danych przemawia zazmgarola L-argininy,
jedynego endogennego substratu do syntezy NO wniamé ludzkim. Mechanizm jej
dziatania jest wielokierunkowy. Dziata jako bezmani substrat dla enzymu syntazy tlenku
azotu, a take parednio wykazuje dziatanie antyoksydacyjne [183,183gk wynika z
dotychczasowych badal-arginina w niedokrwionych tkankach ma protekgyjyvptyw na
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endoteliala syntaz tlenku azotu (eNOS), wptywa ta&k hamugco na uwalnianie rodnika
ponadtlenkowego zwkszajpc 0golm ilos¢ dostpnych przeciwutleniaczy [185]. Dziatanie
antyoksydacyjne L-argininy szczegdlnie widoczne jeshorych z hiperlipideri[184,186].
Do tej pory nie poznano w peini mechanizmow tegawigka. Przypuszczagsnatomiastze
egzogenne podanie tego aminokwasu hamuje efedd@aendogennego inhibitora NOS —
asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA), ktorej poduszone szenie obserwuje siu
pacjentow z hiperlipidemi[346,75,186,187].

Korzystny wptyw suplementacji L-arginirodnotowano w badaniu przeprowadzonym
u chorych miadzycowym niedokrwieniem kicczyn dolnych w Klinice Chirurgii Ogolnej i
Naczyh Uniwersytetu Medycznego im.K. Marcinkowskiego wzRaniu. Eksperyment ten
wykazat istotny statystycznie wzrost dystansu pgciej bezbolowego i maksymalnego u
chorych z chromaniem przestankowym po 28 dniachsth@jy suplementacji L-argiranw
dawce 12g/dob Odnotowano tate istotny statystycznie wzrostesenia tlenku azotu,
catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego osocza evarost aktywnéci enzymow stresu
oksydacyjnego tj. dysmutazy ponadtlenkowej i katalaZzdaniem autoréw L-arginina
wywotywata wyzej wymienione korzystne dziatanie nie tylko poprzestarczenie substratu
dla e-NOS, zwikszapc w ten sposob synteZNO, ale take poprzez paednie dziatanie
antyoksydacyjne, wyr@jace Sg& zmniejszeniem uwalniania anionu nadtlenkowego ze
srodbtonka [188].

Korzystne dziatanie L-argininy wykazano ftaku chorych z hipercholesterolemi
Dowiedzionoze L-arginina przywraca prawidtowy metabolizm chtdeslu [146], poprawia
funkcje srédbtonka oraz obna stzenie markerow stresy oksydacyjnego [181], wptywa na
obnizenie poziomu homocysteiny [182] oraz hamuje adheapnocytéw dosrédbtonka
[177].

Obiecupce wyniki licznych bada w ktérych L-arginina byta podawana chorym z
miazdzycowym niedokrwieniem kiczyn dolnych [183,185,188,189] oraz pacjentom z
zaburzeniami gospodarki lipidowej [178,184,187,1884sadniajcel prezentowanej pracy.
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2. Cel pracy

Celem pracy byla ocena skutecgcioi bezpieczéstwa dwumiesicznej doustnej
suplementacji L-argingu chorych z miadzycowym niedokrwieniem kiczyn dolnych w
zaleznosci od rodzaju zaburzegospodarki lipidowe.

Dla realizacji tego celu przeprowadzono:

1. Analizz wptywu 60-dniowej suplementacji L-arginima parametry gospodarki lipidowej u
chorych z miadzycowym niedokrwieniem kiczyn dolnych.

2. Ocer wptywu tak stosowanej L-argininy nagénie w 0soczu:

- tlenku azotu (NO),

- homocysteiny (HC),

- asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA),

- catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego osodzs)),

- insuliny.

3. Oszacowanie wptywu 60-dniowej suplementacji g#@ng na stan kliniczny chorych z
miazdzycowym niedokrwieniem kiczyn dolnych na podstawie wskaka kostka-ramy
(WKR) i dystansu przégia bezbdlowego.

4. Ocer bezpieczéstwa dwumiesicznej suplementacji poprzez analizvysipowania
dziataa niepaziadanych w czasie badania.

Hipotezy badawcze:

1. Dwumiestczna, doustna suplementacja L-arginiu chorych z miadzycowym

niedokrwieniem kaczyn dolnych wptywa korzystnie na parametry gospkidapidowej

chorych (TC, HDL-C, LDL-C oraz TG).

2. Istnieje zalenos¢ pomidzy parametrami gospodarki lipidowej a:

- popravy kliniczna,

- skzeniem tlenku azotu (NO),

- catkowitym potencjalem antyoksydacyjnym osockAS),

- skzeniem insuliny,

- czynnikami ryzyka choréb uktadu sercowo-naczyrege takimi jak asymetryczna
dimetyloarginina (ADMA) i homocysteina (HC).

3. Doustna suplementacja L-argigimie wywiera powanych dziata niepazadanych.
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3. Materiat i metodyka

3.1. Charakterystyka grup

Badanie wykonano w latach 2008-2010 u choryebatych pod opiek Poradni
Kliniki Chirurgii Ogodlnej i Naczy Szpitala Klinicznego Przemienienia 1i8&iego
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiegdoznaniu.

Do randomizwanego badania awtono 100 pacjentéw (62 ¢itzyzn i 38 kobiet)
powyzej 50-tego rz. z miadzycowym niedokrwieniem kiczyn dolnych w Il stopniu w skali

Fontaine’a.

Chorych podzielono losowo na dwie grupy:
Grupa I. Chorzy przyjmyggy L-arginirg w dawce 6g/dab(GB).
Grupa Il. Chorzy przyjmuagy placebo (grupa kontrolna GK).

W obu grupach wyodbniono chorych z:
a) hipertriacylogliceroleni

b) hipercholesterolenyj

c) hiperlipidema mieszaan.

Przygto nastpujace kryteria waczenia do badania:
1. Miazdzycowe niedokrwienie kiczyn dolnych w Il stopniu w skali Fontaine’a -
kwalifikacja na podstawie danych klinicznych.
Wiek powyzej 50 lat.
Wskaznik kostka - ramg w granicach 0,5 do 0,9.
Przyjmowanie simwastatyny w dawce 20mg/glob

a bk 0N

Wyrazenie pisemnejwiadomej zgody na udziat w badaniu.

Ustalono naspujace kryteria wy4czenia z badania:

» uszkodzenie wtroby (znacznie przekroczony poziom transaminaz
aminotransferaza alaninowa AIAT > 50 IU/l, aminosgraza
asparaginianowa AspAT > 47 1U/l);

» niewydolng¢ nerek (poziom kreatyniny w osoczu > 40§'ml);

> $wiezy zawal megsnia sercowego;

» choroba tarczycy;
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choroba nowotworowa czynnadz w wywiadzie;

udar mdézgu przebyty wagu ostatnich 6 miesty;
cukrzyca;

przyjmowanie lekéw &dacych donorami tlenku azotu;

czynna choroba wrzodowatadka i/lub dwunastnicy;

VvV V V V VYV V

przyjmowanie witamin antyoksydacyjnych, kwasu felego i witamin z
grupy B w dawkach leczniczych;

choroba psychiczna;

wywiad w kierunku uzaleienia od alkoholu i/lub lekéw;

istotne nieprawidtowsci w badaniach laboratoryjnych;

vV V V V

palenie tytoniu.

Obecna¢ ktéregokolwiek z powsszych kryteriow powodowata wadzenie pacjenta
z badania. Po uzyskaniu wyczergyjch informacji wszyscy uczestnicy badania wyrazili
pisemmn zgod: na udziat w badaniu. Szczegoty badania klinicznegstaty opisane przed
jego rozpoczciem w protokole badania, ktéry zostat przedstawiozaaprobowany przez
Komisje Bioetyczra Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (Nr 290/06).

Badanie miato charakter podwojriégpej préby.

W toku badania wykluczonych zostato z niego 13 stdkOw, z nasipujacych
przyczyn:
- niewystarczajca wspotpraca ze strony pacjenta (niesystematyezygmowanie preparatu,
zatajenie istotnych informacji,np.o paleniu tytgmiedotrzymywanie terminéw wizyt)-9os6b
- zdiagnozowanie ktéregae schorzé bedacych kryterium wygczenia z badania — 4 osoby.
Pacjenci ci nie zostali ¢fi w analizach statystycznych. Ostatecznie badaka@czyto 87
0s6b - 50 mzczyzn (57,47%) i 37 kobiet (42,53%).

Tab. 2. Podziat pacjentdw na podgrupy.

Liczba chorych Liczba chorych
przyjmujcychL-arginirg przyjmujcych placebo
Hipercholesterolemia 16 14
Hipertriacyloglicerolemia 13 11
Hiperlipidemia mieszana 17 16
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Charakterystyk kliniczna badanej grupy przedstawiono w tabeli 3.

Tab. 3. Wyjciowe wyniki bada laboratoryjnych pacjentow, ktorzy ukezyli badanie.

. Poziom

Zmienna EBM=AE CNR istotnosci
Wiek (lata) 58,74 + 7,46 60,19 £ 9,05 NS
Pte¢ n[M/K] 46 [26/20] 41 [24/17] NS
BMI (kg/m?) 24,32 +1,13 24,41 £ 1,49 NS
Hb (mmol/l) 9,19 + 0,67 9,02+0,78 NS
Kreatynina imol/l) 79,34 + 13,16 81,07 £12,76 NS
Mocznik (mmol/l) 4,79 +1,22 4,68 +1,31 NS
Alat (U/l) 27,17 11,30 29,41 £ 9,85 NS
Aspat (U/l) 24,56 £ 9,13 25,81 8,20 NS
CRP (mgl/l) 3,85+1,81 4,10+ 1,47 NS
Na' (mmol/l) 141,35 + 3,32 140,81 + 2,95 NS
K* (mmol/l) 4,17 £ 0,39 4,23 +£0,48 NS
Glukoza (mmol/l) 5,38 £ 0,59 5,41 + 0,57 NS
Insulina (ulu/ml) 24,57 £ 4,12 23,89 £5,15 NS

W zakresie parametréw, w tym wieku oraz BMI (Bodgdd Index) badane grupy nie
réznity sig istotnie statystycznie rulzy sol. W obu grupach dominowali ginczyzni (GB 26
mezczyzn, GK 20 mzczyzn) ale rénice te nie byly istotne statystycznie.

Wszyscy chorzy okgi badaniem posiadali mieszce seé w normach parametry
morfologii krwi obwodowej, gospodarki elektrolitoyveglukozy na czczo oraz wasm
cisnienia ttniczego krwi, poziomy CRP, kreatyniny i mocznika.

3.2. Wykonane badania.
W obu grupach przeprowadzono rasface badania w 0, 30 i 60 dniu suplementacji:
A.Badanie podmiotowe.
B.Badanie przedmiotowe:
- wskaznik kostka-ramg,
- badanie dystansu chromania nazhieuchome.
C.Badania biochemiczne krwi:
— szczegotowy lipidogram,
— stezenie tlenku azotu (NO),

— stkgzenie asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA),
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— calkowity potencjat antyoksydacyjny osocza (TAS),
— stgzenie homocysteiny,
— morfologia, stzenie glukozy,insuliny,

— stezenia mocznika i kreatyniny.

3.3. Metodyka badania

Krew do bada pobierano kadorazowo na czczo zyty tokciowej w ilosci 10 ml.
Pobran ilos¢ krwi rozdzielano po 2 ml do probéwek zEDTA (do oznacze ADMA i Hcy)
lub heparya (do oznacze NO i TAS).

W celu zminimalizowania wzrostu ¢genia homocysteiny spowodowanego jej
wytwarzaniem w krwinkach czerwonych oraz w celu mmalizowania strat nietrwatego
tlenku azotu, po pobraniu wszystkie probki umieancew lodzie, gdzie byly przechowywane
przed odwirowaniem. Naginie krew wirowano (RCF=1000 x g) z chtodzeniemeprd0
min, a probki przechowywano do momentu oznaczaria WAS, insuliny oraz ADMA w
temp. -70°C, a homocysteiny w temp. -20°C.

3.3.1. Dystans przgjia do wysipienia pierwszego bolu (DPB) i wskak kostka-ramg
(WKR)

Dystans chromania przestankowego mierzono na p@giobiezni ruchomej
Cambridge 9800 o przesuwigtay 3,5 km/h i lgcie nachylenia 12,

Wskaznik kostka-ramg okreslono mierac kazdorazowo dnienie skurczowe w
tetnicy ramiennej, a nastepnie wtrticach stopy (mankiet sfingomanometru zaktadano w
poblizu kostek) po tej samej stronie. Waétavskanika obliczano z ilorazu éienia z

obwodu ka@czyny dolnej i cdnienia na ramieniu.

3.3.2. Tlenek azotu (NO)

Tlenek azotu oznaczono w surowicy krwi zestawarstowymi firmy Oxis, przy
uzyciu mikroczytnika firmy Hyperion. Test ten opiesia na pdredniej metodzie ilsciowego
oznaczania azotynoéw w materiale biologicznym.

W roztworach wodnych tlenek azotu utleniany jest dmotandéw i azotynow. Po
enzymatycznej redukcji azotanéw do azotynow reduakdaotanow i zredukowana form
B-dwunukleotydu nikotynoamidoadeninowego dodaje sdczynnik Griessa. W reakcji
Griessa z azotynow powstaje NO, ktory reaguje zsemasulfanilowym, a powstaty fredni

produkt w reakcji z N-(1-naftyl)etylenodwuaminianesiaje rGowy produkt z maksimum
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absorpcji A=540 nm. Spektrofotometrycznie mierzona zmiana yeksji roztworu jest

proporcjonalna do atenia tlenku azotu. Waroi skzen badanych prob odczytywano z
krzywej wzorcowej absorpcji (540 nm) wzdem s¢zenia uM].

Badanie stzenia NO wykonano w Zakladzie Fizjologii UniwersyteMedycznego w

Poznaniu.

3.3.3. Catkowity potencjat antyoksydacyjny (TAS)

TAS w surowicy krwi oznaczono stogajtest NX 2332 firmy Randox. Zasada testu
polega na inkubacji ABTS (siarczanu 2,2’-azyno&hetylobenzotiazoliny]) z metmioglokin
i H,0, z wytworzeniem kationorodnika ABTS Rodnik ten posiada statniebiesko-zielog
barwe przy diugdci fali 600 nm. Antyoksydanty obecne w prébce zrjaziap nasilenie tej
barwy w stopniu proporcjonalnym do icleztnia. Test zawierat bufor fosforanowy (5 mmol/l
pH 7,4), metmioglobia (6,1 uM), ABTS" (610 pM) oraz HO, (250 pM). Aktywnosé
przeciwutleniajca okrgla stopién redukcji kationorodnika ABTS, wyznaczony na
podstawie poziomu spadku absorbancji przy ddogdali 600 nm w czasie 3 minut.
Odczytywano absorbancjpocatkowa, a nasipnie dokiadnie po 3 minutach absorbancj
kazdej probki spektrofotometrem Specord M-40 firmy l&ziss Jena.
Badanie sgzenia TAS wykonano w Zakitadzie Fizjologii UniwersyteMedycznego w

Poznaniu.

3.3.4. Homocysteina (Hcy)

Stezenie L-homocysteiny w 0soczu oznaczano za pameetody immunochemicznej
z pomiarem natenia fluorescencji wswietle spolaryzowanymH uorescence Polarization
Immunoassay — FPIA), przy ayciu analizatora IMx, stosgg komercyjne zestawy firmy
ABBOTT.

Obecne w probce osocza: homocysteina (forma uttepjo formy mieszane
dwusiarczku homocysteiny oraz homocysteinaazama z biatkami, uleg@jpod wptywem
dwutiotreitolu (DTT) redukcji do postaci wolnej hoeysteiny (HCY).

HCY-SS-HCY (homocysteina utleniona) DDT
R-SS-HCY (R - reszta tiolowa) > homocysteina zredukowana
Biatko-SS-HCY
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Nastpnie, catkowita ilé¢ wolnej homocysteiny przeksztatcana jest do S-azigdoe. -

homocysteiny (SAH) pod wptywem hydrolazy SAH i nadra adenozyny.

Hydrola3&H
HCY + Adenozyna >  SAH

SAH oraz znakowana fluorescei-adenozylo-L-cysteina konkugup miejsca wizania

na casteczkach przeciwciat monoklonalnych. &&nie spolaryzowanej fluorescencji jest
mierzone przez uktad optyczny FPIA.¢&nia homocysteiny w badanych probkach s
wyznaczane przyayciu krzywej kalibracyjne;j.

Badanie sgzenia homocysteiny wykonano w Zaktadzie Farmakolddinicznej Katedry
Kardiologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

3.3.5. Analiza chromatograficzna asymetrycznej dytoargininy (ADMA)

Analiza wykonana zostata na wysokosprawnym chrografie cieczowym (HPLC)
firmy Waters z pomp Waters 600 Controler, autosamplerem Waters 717 paz
detektorami: typu diode-array Waters PDA 996 oftamrescencyjnym Waters 474 Scaning
Fluorescence Detektor. Do oznatzeyto nasfpujacych odczynnikow:

- asymetryczna R N®-dimetylo arginina (ADMA) - Sigma Chemicals (Ste@im, Niemcy),
- dialdehydorto-ftalowy (OPA) - Sigma Chemicals (Steinheim, Niemcy

- kwas 3-merkaptopropionowy - Sigma Chemicalsi{B&m, Niemcy),

- etanol, metanol,

- acetonitryl czyst&ei do analiz HPLC — Merck (Darmstad, Niemcy),

- KoHPO, oraz KHPQO, - Merck (Darmstad, Niemcy),

- NaB4O4 - Merck (Darmstad, Niemcy),

- HCI — POCh, Gliwice.

Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej:

25 ul osocza (EDTA) mieszano z 2% lodowatego etanolu, naginie przechowano
w lodzie przez 10 minut, po tym czasie prlokiwirowano (10 000g) przez kolejne 10 minut.
Otrzymany supernatant zmieszano powtornie z pRSodowatego etanolu i procedur
powtérzono. Do 1Qul supernatantu dodano 40 buforu boranowego (pH 9,5) oraz 20
odczynnika derywatyzagego OPA; na kolumin chromatograficzp podawano 20ul tak

przygotowanej probki.
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Oznaczanie asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA) toda  wysokosprawnej
chromatografii cieczowe;.

Analize chromatograficzsm przeprowadzono wedtug procedury opublikowanej piZeanga i
Kaye [190].

Do rozdziatu chromatograficznegaytio kolumny Nova-Pak C18 (3,9 x 150 mm; 4 um) wraz
z prekolumna typu pBondaPak C18 (10um). Faza ruchoma zawiefata: 20 mM bufor
fosforowy o pH = 6,0 oraz B — mieszagimcetonitrylu, metanolu i wody w stosunku
objetosciowym 4/3/3. Szybk& przeptywu fazy ruchomej przez kolugmmstalono na 0,8

ml/min. Warunki rozdziatu chromatograficznego zasaezono w Tabeli 4.

Tab. 4. Warunki rozdziatu chromatograficznego.

Czas [min] A [%] B [%]
0-8 86 14
8-16 84 16
16-18 51 49
18-25 45 55
25-30 86 14

Oznaczenie iléciowe przeprowadzono metplrzywej wzorcowej.
Roztwor podstawowy wzorca ADMA przygotowano w 0,0HEI. Zakres stzen dla ADMA
wynosit 0,0 - 1,5 uM.
Chromatogramy rejestrowano przyyaiu detektora fluorescencyjnego przy diégjofali
wzbudzenia 350 nm i emisji 455 nm.
Badania HPLC wykonano w Katedrze Analizy Instrunaémgj Wydzialu Towaroznawstwa

Akademii Ekonomicznej w Poznaniu.
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3.3.6. Glukoza

Poziom glukozy oznaczono testem DimenSicBLU firmy Dade Behring Inc.
Stanowi ona adaptacjmetody opartej na zastosowaniu heksokinazy i delgghazy
glukozo-6-fosforanowe;j.

Heksokinaza (HK) katalizuje reakcjfosforylacji glukozy z udzialem ATP do
glukozo-6-fosforanu, ktory naginie w reakcji katalizowanej przez dehydrogenglukozo-
6-fosforanovq (G-6-PDH) zostaje utleniony do 6-fosfoglukonolakip przy jednoczesnej
redukcji NADP. Na kady mol obecnej poetkowo glukozy, przypada jeden mol NADP
zredukowanego do 1 mola NADPH. Zata od stzenia NADPH absorbancja roztworu jest
okreslana bichromatyczn(340 i 383 nm) technikpomiaru punktu kicowego.

HK
Glukoza + ATR——op  Glukozo-6-fosforan + ADP
Mg**
G-6-PDH
Glukozo-6-fosforan + NADR —» 6-fosfoglukonolakton + NADPH

Badanie sizenia glukozy wykonano w Zaktadzie Fizjologii Uniwsgtetu Medycznego w

Poznaniu.

3.3.7. Insulina

Stezenie insuliny w surowicy oznaczano metotmmunoenzymatyczn ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) w oparciu @ peslwojnego wizania (Sandwich
ELISA) przy wyciu zestawu DRG Insulin ELISA Kit (nr kat. EIA-29B firmy DRG
Instruments GmbH (USA). Jest to metoda oparta mhniee kanapkowej. Studzienki
mikroptytki optaszczone as monoklonalnym przeciwciatem przeciwko specyficzoem
miejscu na cgsteczce insuliny. Surowica pacjenta zawigaj endogenn insulirg jest
inkubowana w optaszczonych studzienkach z konjuggtezeciwciatlo — enzym. Konjugat
ten stanowi mysie przeciwciato przeciwko insulinig&viazane z biotya. Po inkubacji
niezwigzany konjugat jest wyptukiwany. Naphie do konjugatu przytza s¢ kompleks
enzymatyczny, w ktérego sktad wchodzi streptawidynperoksydaza chrzanowa. dto

zwiazanego kompleksu enzymatycznego jest proporcjonddnatzenia insuliny w probce.
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Po dodaniu substratu do reakcji enzymatycznej (TNdBjawia s¢ zabarwienie, ktérego
intensywnd¢ jest proporcjonalna doggenia insuliny w probce.

Wartcici referencyjne wynosity: 2-2plU/ml. Czutcé¢ oznaczeé = 1,76ulU/ml.

Badanie sizenia insuliny wykonano w Zaktadzie Fizjologii Univggtetu Medycznego w

Poznaniu.

3.3.8. Badania laboratoryjne

Badania laboratoryjne wykonano w Centralnym Lakmraim Szpitala Klinicznego
Przemienienia Rakiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
Morfologi¢ oznaczano na analizatorze ABZ Penta 120.

Badania biochemiczne wykonano przyciu analizatora Konelab 30i.

3.4. Analiza statystyczna

Statystyczn analiz wynikdbw przeprowadzono przy zastosowaniu programu
komputerowego CSS STATISTICA v.7.0 Firmy StatSoft.

Srednie arytmetyczne i odchylenia standardowe obtioz modutem statystyki
opisowej. Zgodn& rozktadu zmiennych z teoretycznym rozktadem nonyral oceniano za
pomoa testu Shapiro-Wilka. Ocenistotngci statystycznej rinic wartagci $rednich
przeprowadzono przy pomocy Testu t dla prob nemgch z oddziela ocera wariancji dla
rozktadu normalnego i przy pomocy Testu Manna-Wdyitndla rozktadu nienormalnego.

Poziom zalenosci liniowe] pomkdzy poréwnywanymi zmiennymi oceniano ha
podstawie wspotczynnika korelacji rang Spearmanazyastkie hipotezy weryfikowano na

poziomie istotnéci a = 0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Informacje ogdlne
W celu jasnego przedstawienia uzyskanych wynikészpoegoline podgrupy chorych

0znhaczono nagbujacymi skrétami:

a) GB - chorzy otrzymuggy L-arginirg n=46 (grupa badana)

— GBTg - chorzy z hipertriacyloglicerolembtrzymupcy L-arginirg n=13
— GBCh - chorzy z hipercholesterolenotrzymupcy L-arginire n=16

— GBLm - chorzy z hiperlipidemimieszan otrzymupcy L-arginirg n=17

b) GK - chorzy otrzymujcy placebo n=41 (grupa kontrolna)

— GKTg - chorzy z hipertriacyloglicerolemotrzymupcy placebo n=11
— GKCh - chorzy z hipercholesterolenutrzymupcy placebo n=14

— GKLm - chorzy z hiperlipidemimieszan otrzymupcy placebo n=16

4.2. Parametry gospodarki lipidowej

Réznice w parametrach gospodarki lipidowej staty podstavi zakwalifikowania
chorych do odpowiednich podgrup w badaniu, tj. ghbr z hipertriacyloglicerolemj
hipercholesterolemi badz hiperlipidemia mieszan. W wyrdznionych podgrupach nie
odnotowano znamiennych statystycznignié w badanych parametrach gospodarki lipidowej
w 0, 30 i 60 dniu badania (tabele 5 —9).
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Tab. 5.Srednie wartéci parametrow gospodarki lipidowej w grupie chonyatizymupcych

L-argining vs placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

Parametry_ GB n= 46 GKn=41 : P02|0fn.
gospodarki istotnosci
lipidowej
Dzien O
Ch 0 [mmol/L] 6,13 £ 0,94 [4,65+8,21] 6,12 + 0,90 [4,65+8,06] NS
LDL O [mmol/L] 3,53+0,62[2,20+5,03] 3,47 £ 0,63 [2,38+5,32] NS
HDL O [mmol/L] 1,15+ 0,29 [0,59+1,68] 1,17 +£0,25 [0,64+1,76] NS
Tg 0 [mmol/L] 2,12 +0,64[0,74+3,80] 2,14 +0,67 [1,19+3,80] NS
Dzien 30
Ch 30 [mmol/L] 6,09 £ 0,90 [4,61+8,00] 6,10 + 0,88 [4,68+8,10] NS
LDL 30 [mmol/L] 3,46 + 0,54 [2,19+4,79] 3,44 £ 0,58 [2,35+5,12] NS
HDL 30 [mmol/L] 1,15+0,27 [0,63+1,71] 1,15+ 0,24 [0,67+1,71] NS
Tg 30 [mmol/L] 2,11 +0,63[0,77+3,78] 2,15+ 0,67 [1,20+3,94] NS
Dzien 60
Ch 60 [mmol/L] 6,11 + 0,91 [4,59+8,03] 6,11 + 0,91 [4,71+8,06] NS
LDL 60 [mmol/L] 3,46 + 0,55 [2,20+4,83] 3,46 £ 0,64 [2,36+5,32] NS
HDL 60 [mmol/L] 1,16 +0,26 [0,72+1,68] 1,15+ 0,25 [0,64+1,76] NS
Tg 60 [mmol/L] 2,08 +0,64[0,75+3,80] 1,17 + 3,99 [1,19+3,80] NS

Tab. 6.Srednie s¢zenia cholesterolu catkowitego (Ch) w podgrupachrgtio otrzymugcych
L-argining vs placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

Grupa badana vs Srednie stezenia cholesterolu catkowitego (Ch)w  Poziom

Grupa kontrolna podgrupach [mmol/L] istotnosci
Dzien O

GBTg 0 vs GKTg 0 5,04 + 0,18 [4,65+5,21] 5,12 + 0,17 [4,65+5,26] NS

GBCh 0 vs GKCh 0 6,56 £ 0,79 [5,22+8,03] 6,34 £ 0,74 [5,22+7,90] NS

GBLmM 0 vs GKLmM 0 6,55 £ 0,75 [5,77+8,21] 6,60 £ 0,79 [5,80+8,06] NS
Dzien 30

GBTg 30 vs GKTg 30 5,05+ 0,18 [4,61+5,23] 5,10 + 0,17 [4,68+5,26] NS

GBCh 30 vs GKCh 30 6,55 +0,78 [5,24+8,00] 6,33 £ 0,68 [5,36+7,67] NS

GBLm 30 vs GKLm 30 6,46 + 0,69 [5,67+7,93] 6,59 £+ 0,78 [5,82+8,10] NS
Dzien 60

GBTg 60 vs GKTg 60 5,10 £ 0,91 [4,59+5,64] 5,09 £ 0,17 [4,71+5,31] NS

GBCh 60 vs GKCh 60 6,56 + 0,79 [5,22+8,03] 6,34 + 0,74 [5,22+7,90] NS

GBLm 60 vs GKLm 60 6,46 + 0,71 [5,69+7,96] 6,60 + 0,79 [5,80+8,06] NS
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Tab. 7.Srednie stzenia cholesterolu frakcji LDL w podgrupach choryttzymupcych L-
arginire vs placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

Grupa badana vs Srednie siezenia cholesterolu frakcji LDL w Poziom

Grupa kontrolna podgrupach [mmol/L] istotnosci
Dzien O

GBTg 0vs GKTgO0 3,13+0,17 [2,80+3,34] 3,05+ 0,27 [2,38+3,34] NS

GBCh 0 vs GKCh 0 3,28 + 0,37 [2,20+3,80] 3,26 + 0,14 [2,98+3,57] NS

GBLmM 0 vs GKLmM 0 4,07 = 0,65 [3,00+5,03] 3,94 +0,76 [2,64+5,32] NS
Dzien 30

GBTg 30 vs GKTg 30 3,13 +0,18[2,77+3,36] 3,03 + 0,29 [2,35+3,34] NS

GBCh 30 vs GKCh 30 3,28 +0,38[2,19+3,77] 3,29 + 0,22 [2,88+3,80] NS

GBLm 30 vs GKLm 30 3,89 + 0,60 [2,99+4,79] 3,86 + 0,69 [2,67+5,12] NS
Dzien 60

GBTg 60 vs GKTg 60 3,11 + 0,23 [2,78+3,57] 3,02 + 0,28 [2,36+3,36] NS

GBCh 60 vs GKCh 60 3,28 + 0,37 [2,20+3,80] 3,26 + 0,14 [2,98+3,57] NS

GBLm 60 vs GKLm 60 3,89 + 0,61 [2,89+4,83] 3,94 + 0,76 [2,64+5,32] NS

Tab. 8.Srednie s¢zenia cholesterolu frakcji HDL w podgrupach chorgttzymupcych

L-argining vs placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

Grupa badana vs Srednie siezenia cholesterolu frakcji HDL w Poziom

Grupa kontrolna podgrupach [mmol/L] istotnosci
Dzien O

GBTg0vs GKTgO0 1,26 £ 0,20 [0,96+1,56] 1,20 £ 0,14 [1,06+1,46] NS

GBCh 0 vs GKCh 0 1,22 £ 0,23 [1,00+1,68] 1,24 £ 0,20 [0,99+1,52] NS

GBLmM 0 vs GKLm 0 1,00 £ 0,35 [0,59+1,62] 1,09 £ 0,34 [0,64+1,76] NS
Dzien 30

GBTg 30vs GKTg30 1,26+0,18[1,01+1,54] 1,17 £0,11 [1,08+1,45] NS

GBCh 30 vs GKCh 30 1,20 +0,25[0,91+1,71] 1,22 + 0,21 [0,99+1,55] NS

GBLm 30 vs GKLm 30 1,02 +0,31[0,63+1,51] 1,09 + 0,31 [0,67+1,71] NS
Dzien 60

GBTg 60 vs GKTg 60 1,27 +0,19[0,99+1,52] 1,13 +0,13[0,97+1,42] NS

GBCh 60 vs GKCh 60 1,22 +0,23[1,00+1,68] 1,24 + 0,20 [0,99+1,52] NS

GBLm 60 vs GKLm 60 1,03 + 0,29 [0,72+1,55] 1,09 + 0,34 [0,64+1,76] NS
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Tab. 9.Srednie stzenia triacyloglicerolu (Tg) w podgrupach chorychzgtujacych

L-argining vs placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

Grupa badana vs
Grupa kontrolna

GBTgOvs GKTgO0
GBCh 0 vs GKCh 0O
GBLmM 0 vs GKLmM O

GBTg 30 vs GKTg 30
GBCh 30 vs GKCh 30
GBLm 30 vs GKLm 30

GBTg 60 vs GKTg 60
GBCh 60 vs GKCh 60
GBLm 60 vs GKLm 60

Srednie stzenia triacylogliceroli (Tg) w
podgrupach [mmol/L]

Dzien 0
2,44 + 0,48 [1,89+3,22]
1,52 + 0,25 [0,74+1,71]
2,44 + 0,60 [1,69+3,80]

Dzien 30
2,45 + 0,46 [1,83+3,19]
1,52 + 0,26 [0,77+1,73]
2,41 + 0,58 [1,67+3,78]

Dzien 60
2,38 + 0,51 [1,69+3,29]
1,52 + 0,25 [0,75+1,75]
2,38 + 0,62 [1,30+3,80]

4.3. Dystans przejcia bezbdlowego DPB

Tab. 10.Srednie wartéci dystansu przégia bezbélowego (DPB) w podgrupach chorych

2,40 + 0,57 [1,80+3,54]
1,49 0,19 [1,19+1,72]
2,53 + 0,59 [1,72+3,80]

2,41 + 0,57 [1,80+3,50]
1,51 + 0,19 [1,20+1,74]
2,53 + 0,62 [1,69+3,94]

2,41 + 0,55 [1,83+3,48]
1,49 + 0,17 [1,17+1,71]
2,48 + 0,91 [1,63+3,99]

otrzymupcych L-arginirg vs placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

Grupa badana vs
Grupa kontrolna

GBTgOvs GKTg 0
GBCh 0 vs GKCh 0O
GBLmM 0 vs GKLmM O

GBTg 30 vs GKTg 30
GBCh 30 vs GKCh 30
GBLm 30 vs GKLm 30

GBTg 60 vs GKTg 60
GBCh 60 vs GKCh 60
GBLm 60 vs GKLm 60

Srednie wartosci DPB w podgrupach [m]

Dzien O
95,75 + 23,85
96,37 + 18,17
94,45 + 16,06

Dzien 30
214,55 + 53,74
245,68 + 54,04
244,12 + 66,54

Dzien 60
357,26 £ 76,79
382,74+ 77,41
401,98 + 100,25
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101,00 + 22,04

Poziom
istotnosci

NS
NS
NS

NS
NS
NS

NS
NS
NS

Poziom
istotnosci

91,89 +19,81

95,21 + 22,32

134,78 + 39,29 p=0,00041
125,01 £41,81 p=0,00014
154,29 + 47,45 p=0,00125
171,19 + 48,53 p=0,00013
166,56 + 49,10 p=0,00014
204,31 + 61,03 p=0,00014
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Ryc. 6. Graficzne zestawienieednich wartéci DPB w grupie otrzymugej L-arginirg oraz
placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

W punkcie pocatkowym badania (dzie 0) wszystkie podgrupy byty jednorodne w
zakresie dystansu przeja bezbolowego. Brak istotnych statystycznieznié miedzy
podgrupami chorych otrzymagych L-arginik oraz megdzy podgrupami chorych
otrzymupcych placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

U wszystkich chorych otrzymagych L-arginig wyshpito natomiast znamienne
statystycznie wydtienie DPB w 30 i 60 dniu badania.

W grupie chorych otrzymagych placebo we wszystkich podgrupach DPB ulegitn&mu
statystycznie wydizeniu w 60 dniu badania (p=0,0001).
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4.4. Wskanik kostka —rami¢ WKR

Tab. 11.Srednie wartéci wskanika kostka rami dla strony prawej (WKR-P) w podgrupach
chorych otrzymujcych L-arginirg vs placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

g:ﬂg: Eggtégﬁlgs Srednie wartosci WKR-P w podgrupach [m] isFt)c())tZr:gQ::i
Dzien O

GBTgOvs GKTg O 0,71 £0,10 0,71+£0,12 NS

GBCh 0 vs GKCh 0O 0,68 £0,10 0,69+£0,11 NS

GBLmM 0 vs GKLm O 0,71 £0,10 0,70+£0,10 NS
Dzien 30

GBTg30vs GKTg30 0,73+0,10 0,72+0,12 NS

GBCh 30 vs GKCh 30 0,69 +0,10 0,69+0,12 NS

GBLm 30 vs GKLm 30 0,72 +0,11 0,71+£0,11 NS
Dzien 60

GBTg 60 vs GKTg60 0,75+0,10 0,74 £0,12 NS

GBCh 60 vs GKCh 60 0,70+0,10 0,70+£0,10 NS

GBLm 60 vs GKLm 60 0,74 £0,12 0,72+0,12 NS

Brak istotnych statystycznie 2dic w poprawie WKR-P u chorych otrzymajych L-
arginirg w 30 i 60 dniu badania we wszystkich podgrupach.
Brak istotnych statystycznie z0ic w poprawie WKR-P u chorych otrzymuaych placebo w
30 60 dniu badania we wszystkich podgrupach.

Tab. 12.Srednie wartéci wskanika kostka rami dla strony lewej (WKR-L) w podgrupach
chorych otrzymujcych L-arginirg vs placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

g:ﬂg: Eggtégﬁlgs Srednie wartosci WKR-L w podgrupach [m] isFt)c())tZr:gQ::i
Dzien O

GBTgOvs GKTgO0 0,69 +0,10 0,71+0,13 NS

GBCh 0vs GKCh 0O 0,68 +0,10 0,69+0,10 NS

GBLmM 0 vs GKLm O 0,71 +£0,10 0,70+ 0,10 NS
Dzien 30

GBTg 30vs GKTg30 0,70+0,10 0,71 £0,13 NS

GBCh 30 vs GKCh 30 0,69 0,10 0,69 £0,10 NS

GBLm 30 vs GKLm 30 0,72 0,11 0,71+£0,12 NS
Dzien 60

GBTg 60 vs GKTg60 0,72 +0,10 0,72 +0,13 NS

GBCh 60 vs GKCh 60 0,71 +0,10 0,70+ 0,10 NS

GBLm 60 vs GKLm 60 0,74 £0,12 0,71+0,12 NS
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Brak istotnych statystycznie mic w poprawie WKR-L u chorych otrzymagych L-
argining w 30 i 60 dniu badania we wszystkich podgrupach.
Brak istotnych statystycznie mdic w poprawie WKR-L u chorych otrzymugych placebo w
30 i 60 dniu badania we wszystkich podgrupach.

4.5. Tlenek azotu NO

Tab. 13.Srednie s¢zenia tlenku azotu (NO) w podgrupach chorych otrzjeych L-argining

vs placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

g:ﬂg: Eggtigﬁlgs Srednie siezenia NO w podgrupach [pumol/L] islzt)gtzr:ggi
Dzien O

GBTg 0 vs GKTg 0 1,34 +0,21 1,36 + 0,19 NS

GBCh 0 vs GKCh 0 1,29 + 0,25 1,25+0,19 NS

GBLmM 0 vs GKLm 0 1,30+ 0,24 1,25+0,22 NS
Dzien 30

GBTg 30 vs GKTg 30 4,54 +1,08 1,36 £ 0,22 p=0,00015

GBCh 30 vs GKCh 30 4,06 +1,02 1,25+0,19 p=0,00013

GBLm 30 vs GKLm 30 4,01 +1,01 1,27 £ 0,25 p=0,00012
Dzien 60

GBTg 60 vs GKTg60 5,46 +£1,15 1,40 £0,19 p=0,00015

GBCh 60 vs GKCh 60 5,10 + 1,26 1,28 £ 0,20 p=0,00013

GBLmM 60 vs GKLm 60 5,00 + 1,39 1,35+£0,24 p=0,00012

U chorych otrzymujcych L-arginire nasapit istotny statystycznie wzrostegenia NO

w 30 i 60 dniu badania. Roice medzy podgrupami (GBTg, GBCh, GBLm.) byly nieistotne

statystycznie w 0, 30 i 60 dniu badania.

U chorych otrzymujcych placebo nie nagiit istotny statystycznie wzrostegenia NO w

trakcie badania.
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Ryc. 7. Graficzne zestawienieednich stzen NO w grupie otrzymuijcej L-arginirg oraz

placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

4.6. Catkowity potencjat antyoksydacyjny osocza (T8)

Tab. 14 Srednie stzenia TAS w podgrupach chorych otrzymmyjch L-arginirg vs placebo w

0, 30 60 dniu badania.

Grupa badana vs
Grupa kontrolna

GBTgOvs GKTg O
GBCh O0vs GKCh O
GBLmM 0 vs GKLmM O

GBTg 30 vs GKTg 30
GBCh 30 vs GKCh 30
GBLm 30 vs GKLm 30

GBTg 60 vs GKTg 60
GBCh 60 vs GKCh 60
GBLm 60 vs GKLm 60

Srednie skezenia TAS w podgrupach [mmol/L]

1,02 +0,11
1,00+ 0,12
1,00+0,11

1,32+0,11
1,24 +£0,14
1,22 + 0,16

1,40+ 0,16
1,34+0,14
1,27 £ 0,17

Dzien O

Dzien 30

Dzien 60
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0,99+0,11
0,99+0,10
1,01+0,14

0,99 +£0,10
1,00 £ 0,10
0,99+0,11

1,01 +0,10
1,04 +0,10
1,03+0,13

Poziom
istotnosci

NS
NS
NS

p=0,00013
p=0,00017
p=0,00075

p=0,00013
p=0,00014
p=0,00029
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Ryc.8. Graficzne zestawiendeednich stzen TAS w grupie otrzymuycej L-arginirg oraz

placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

U chorych otrzymujcych L-arginire nasgpit istotny statystycznie wzrostegen TAS
w 30 i 60 dniu badania. Roice medzy podgrupami (GBTg, GBCh, GBLm.) byly nieistotne
statystycznie w 0, 30 i 60 dniu badania.
U chorych otrzymujcych placebo nie nagdit istotny statystycznie wzrostegen TAS w
trakcie badania wadnej z podgrup.

4.7. Homocysteina (Hcy)

Tab. 15. Srednie s¢zenia Hcy w podgrupach chorych otrzymmjch L-arginig w 0, 30 i 60

dniu badania.
Grupa badana Srednie skzenia Hey [umol/L]
Dzien O Dzien 30 Dzien 60
GBTg 16,18 + 3,11 16,02 + 3,15 15,82 + 3,00
GBCh 15,61 +2,74 15,42 + 2,93 14,67 £ 3,24*
GBLm 17,51 + 3,23 16,92 + 3,15* 16,10 + 2,71

" statystycznie istotne #dice (p<0,05)
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Tab. 16.Srednie s¢zenia Hcy w podgrupach chorych otrzymuyjch L-arginirg vs placebo w

0, 30i 60 dniu badania.

g:ﬂg: Eggtigﬁlgs Srednie siezenia Hey w podgrupach [umol/L] isFt)c?tZr:ggc]:i
Dzien O
GBTg 0 vs GKTg 0 16,18 +£ 3,11 16,46 £ 3,09 NS
GBCh 0vs GKCh 0 15,61 + 2,74 16,11 + 3,31 NS
GBLM 0 vs GKLm 0 17,51 + 3,23 15,65 + 2,28 NS
Dzien 30
GBTg 30 vs GKTg 30 16,02 + 3,15 16,12 + 2,69 NS
GBCh 30 vs GKCh 30 15,42 +2,93 16,27 + 3,20 NS
GBLm 30 vs GKLm 30 16,92 + 3,15 16,13 £ 2,68 NS
Dzien 60
GBTg 60 vs GKTg 60 15,82 + 3,00 16,11 + 3,03 NS
GBCh 60 vs GKCh 60 14,67 + 3,24 16,10 + 3,19 NS
GBLmM 60 vs GKLm 60 16,10 +2,71 16,15 + 2,50 NS
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Ryc. 9. Graficzne zestawienieednich s¢zen Hcy w grupie otrzymuijcej L-arginirg oraz
placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.
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W grupie otrzymujcej L-arginire nasipito istotne statystycznie obm@nie s¢zenia
Hcy u chorych z hipercholesterolemilipidemia mieszan (GBCh, GBLm) w 30 i 60 dniu
badania. W grupie GBTg nie zaobserwowano istotrségfystycznie obnenia s¢zenia Hcy.
U chorych otrzymujcych placebo nie nagiito istotne statystycznie obi@nie sg¢zenia Hcy

w trakcie badania.

4.8. Asymetryczna dimetyloarginina (ADMA)

Tab. 17 Srednie stzenia ADMA w podgrupach chorych otrzymaych L-arginirg w 0, 30 i
60 dniu badania.

Grupa badana Srednie siezenia ADMA [pmol/L]

Dzien O Dzien 30 Dzien 60
GBTg 0,40 + 0,06 0,40 + 0,07 0,38 £ 0,07
GBCh 0,42 £ 0,07 0,36 £ 0,05 * 0,35+0,04 *
GBLm 0,43 £ 0,09 0,41 £ 0,09 0,39 £ 0,09 *

" statystycznie istotne #dice (p<0,05)

Tab. 18.Srednie sgzenia ADMA w podgrupach chorych otrzymaych L-arginire vs
placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

g:ﬁg: Esgta:gﬁq;s Srednie sigzenia ADMA w podgrupach [pumol/L] isFt)thnlgg?:i
Dzien O

GBTg 0 vs GKTg 0 0,40 £ 0,06 0,39 £ 0,09 NS

GBCh 0vs GKCh 0 0,42 £ 0,07 0,41 £ 0,08 NS

GBLmM 0 vs GKLm 0 0,43 + 0,09 0,44 + 0,07 NS
Dzien 30

GBTg 30 vs GKTg 30 0,40 = 0,07 0,38 +£0,10 NS

GBCh 30 vs GKCh 30 0,36 £ 0,05 0,41 £ 0,07 p=0,0483

GBLm 30 vs GKLm 30 0,41 +0,09 0,45 £ 0,07 NS
Dzien 60

GBTg 60 vs GKTg 60 0,38 + 0,07 0,40 £ 0,09 NS

GBCh 60 vs GKCh 60 0,35+ 0,04 0,40 £ 0,07 p=0,0396

GBLm 60 vs GKLm 60 0,39 +0,09 0,44 £ 0,07 p=0,0437
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Ryc. 10. Graficzne zestawieniieednich stzen ADMA w grupie otrzymugcej L-arginirg

oraz placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

Odnotowano istotne statystycznie otamie s¢zenia ADMA u chorych z
hipercholesterolemi(GBCh) i lipidemi mieszan (GBLm) otrzymujacych L-arginire w 30 i
60 dniu badania. U chorych z hipertriacyloglicenoig (GBTg) otrzymugcych L-arginirg
mimo braku istotnych statystyczniezric wystpit trend spadkowy.

W grupie chorych otrzymagych placebo nie wykazano istotnych statystyczibigic w
stezeniach ADMA w 0, 30 i 60 dniu badania.

4.9. Insulina

W grupie pacjentow przyjmagych L-arginie (n=46), u 56,5% (n=26) chorych
stwierdzono istotny statystycznie wzrostzehia insuliny. U 37,0% (n=17) zaobserwowano
istotne statystycznie obt@nie s¢zenia insuliny, natomiast u 6,5% (n=3) nie np8a istotna
zmiana tego parametru w 60 dniu badania. Nie wykaZstotnych statystycznie zateosci
pomkdzy zmianami szenia insuliny a parametrami gospodarki lipidowej. Yvupie
pacjentow otrzymucy placebo nie odnotowano istotnych statystycznieiam stzenia

insuliny pomedzy 0 a 30 i 60 dniem badania.
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Tab. 19. lldciowe przedstawienie chorych przyjracych L-arginirg, u ktérych nasipity
istotne statystycznie zmianysénia insuliny w 60 dniu badania.

Liczba chorych u ktérych nasgpita istotna statystycznie (p=0,05)
zmiana sezenia insuliny w 60 dniu badania

G_rupa badana Wazrost stzenia insuliny Obniz_enie_ stzenia Bgz V\_/p’f_ywu na
n=46 insuliny stezenie insuliny
Dzien 60

n=26 (56,5%) n=17 (37,0%) n=3 (6,5%)
GBTgOn=13 8 5 0
GBChOn=16 7 7 2
GBLmMOn=17 11 5 1

4.9.1. Wskanik insulinoopornosci HOMA-IR

Tab. 20. Wartéci wskanika insulinoopornéci HOMA-IR w grupie chorych przyjmagych

L-argining oraz placebo w 0, 30 i 60 dniu badania.

Zmienna GB n= 46 GKn=41 isFt)c?tZr:ggT:i
Dzien O
HOMA —IR <= 2 18 (20,7%) 19 (21,9%) NS
HOMA-IR > 2 28 (32,2%) 22 (25,3%) NS
Dzien 30
HOMA —IR <= 2 18 (20,7%) 19 (21,9%) NS
HOMA-IR > 2 28 (32,2%) 22 (25,3%) NS
Dzien 60
HOMA —IR <= 2 16 (18,4%) 18 (20,7%) NS
HOMA-IR > 2 30 (34,5%) 23 (21,8%) p=0,048

Z badanej populacji chorych insulinoopostiowyrazona wartascia wskanika
HOMA-IR >2 stwierdzono w 0 dniu badania u 50 patjan (57,4%), w tym u 28 chorych
(32,2%) w grupie badanej i 22 (25,3%) w grupie koinej. W 60 dniu badania
insulinooporné¢ stwierdzono u 53 pacjentéw (60,9%) ale nie byldstotna statystycznie
roznica. Natomiast istotne zdice wystapity w wartéciach HOMA-IR w 60 dniu badania w

grupie pacjentéw z insulinooporitia przyjmupcych L-arginire.
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4.10. Korelacje

4.10.1. Korelacja ADMA vs Hcy

Tab. 21. Wspotczynniki korelacji rang SpearmandARMA vs Hcy)

Grupa R
badana Dzien O Dzien 30 Dzien 60
0,8131 0,8005 0,8363
EECn p = 0,0001 p = 0,0010 p = 0,0004
GBLM 0,6679 0,6442 0,7892
p = 0,0034 p = 0,0053 p = 0,0002
GBTg 0,4021 0,2861 0,5418
p = 0,1226 p = 0,2827 p = 0,0302

W grupie chorych z lipidemimieszan oraz hipercholesterolemotrzymupcych L-
arginire istnieje silna dodatnia korelacja ¢dzy stzeniami ADMA i Hcy w 0, 30 i 60 dniu
badania.

W grupie chorych z triacyloglicerolemiotrzymupcych L-arginire dodatnia korelacja na

granicy istotnéci statystycznej (p<0,05) wygtita w 60 dniu badania.

GB Lm (Dzien Dwnkres rozeutu: ADMA wvs Hoy
Ho=3821+31 9527 A0 A
Korelacja: r= 06573 p = 0,003

HC [pmalL]

0,20 0,34 0,28 0,42 0,46 0,50 0,54 0,58 0,62
ADMA [pmoliL]

Ryc. 11. Graficzne przedstawienie korelacji ADMA vs Hcy wugie GB Lm w 0 dniu
badania.
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GB Lm (Dzien 200 vwkres rozrzuty: ADMA ws Hoy
Hoy=3,995+29 527 Al A
Karelacja: r= 06442 p=0,0052

HC [pmalil]

0,26 0,32 0,35 0,44 0,50 0,56 062
ADMAL [pmoliL]

Ryc. 12. Graficzne przedstawienie korelacji ADMA vs Hcy wugre GB Lm w 30 dniu
badania.

GB Lm (Dzien 607 vnkres rozrzuty: ADMA ws Hoy
Hoy=5 9429+ 26,817 AD A
Karelacja: r= 10,7292 p=0,0002
249

Hey [pmolil]

0,26 0,30 0,34 0,28 0,42 0,46 0,50 0,54 0,58
ADMA [pmoliL]

Ryc. 13. Graficzne przedstawienie korelacji ADMA kMcy w grupie GB Lm w 60 dniu
badania.
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GB Ch(Dzien 07 - wykres mozzutu: ADMA vs Hoy
Hoy=0,118+39,9337 A0 A
Korelacja: r= 02131 p = 10,0001
26

24 |

22

20

12

16

Hey [pmolil]

19 b

12

10 - : : . : :
0,26 0,30 0,39 0,38 0,42 0,496 0,50 0,54

ADMA [pmoliL]

Ryc. 14. Graficzne przedstawienie korelacji ADMA vs Hcy wugie GB Ch w 0 dniu
badania.

GB ChiDzien 300 - wnkres rozzuty @ ADMA vz Hoy
Hoy=Z2 ,2965+34, 1367 A0 A
Karelacja: r= 02005 p = 0,001
26

Hesy [pmoliL]

10 . . . . : . .
0,24 0,28 0,32 0,36 0,40 0,44 0,43 0.52 0,56

ADMA [pmaliL]

Ryc. 15. Graficzne przedstawienie korelacji ADM#&Rcy w grupie GB Ch w 30 dniu
badania.
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3B Ch(Dzien 607 - wnkres rozrzuty: ADMA vs Hoy
Hoy=0 580+ 028" Alhd A
Korelacja; r= 0,2832632 p = 0,000:3

HC [pmalil]

0,26 0,20 0,34 0,28 0,42 0,46 0,50 0,54
ADMA [pmoliL]

Ryc. 16. Graficzne przedstawienie korelacji ADMA vs Hcy wgie GB Ch w 60 dniu
badania.

GB Tg(Dzien 00 - wkres mozzutu: ADMA vs Hoy
Hoy=0,118+39 98237 A0MA
Korelacja: r= 029131 p = 0,0001
26

29 F

22

20

12

Hey [pmolil]

16 |
19 |

12

10 s : : : : -
0,26 0,30 0,34 0,38 0,42 0,46 0,50 0,54

ADMA [pmaliL]

Ryc. 17. Graficzne przedstawienie korelacji ADMA vs Hcy wupgie GB Tg w 0 dniu
badania.
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=B TgDzien 300 - nykres rozzutu - ADMA T vs Hey
Hoy=2, 296+34, 1357 A0 A
Karelacja: r=0,2005 p = 0,001
26

Hey [pmolil]

10 . . . : : . :
0.24 0,28 0,32 0,36 0,40 0,44 0,42 0.52 0,56

ADMA [pmoliL]

Ryc. 18. Graficzne przedstawienie korelacji ADM#&Rcy w grupie GB Tg w 30 dniu
badania.

3B Ta(Dzien 607 - niykres rozzutu: ADMA vz Hoy
Hoy=0,52d+ 0297 ALhds
Kaorelacja: r=0,8262 p = 0,0003

HC [prmaliL]

0,26 0,30 0,34 0,35 0.4z 0,46 0,50 0,54
ADMA [pmoliL]

Ryc. 19. Graficzne przedstawienie korelacji ADMA vs Hcy wpgie GB Tg w 60 dniu
badania.
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Nie odnotowano istotnych statystycznie korelacjicomy badanymi parametrami
gospodarki lipidowej (Ch, HDL, LDL, TG) a DPB, WKR-i WKR-L, poziomami TAS i
ADMA we wszystkich podgrupach otrzymaglych L-arginig oraz placebo w 0, 30 i 60 dniu
badania.

W grupie otrzymujcej L-arginire u pacjentow z hipercholesterolem{GBCh) i
hiperlipidema mieszan (GBLm) stwierdzono istotne statystycznie korelagjed, 30 i 60
dniu badania mdzy stzeniami NO a parametrami gospodarki lipidowej wynmoaymi w
tabelach 201 21:

Tab. 22. Wspdtczynniki korelacji rang Spearmana (NO vs Ch, LDL) dla os6b z
hiperlipidemi mieszan otrzymupcych L-arginirg(GBLm).

o NO
arametr Dzieh 0 Dzieh 30 Dzieh 60
- -0,5980 -0,6765 -0,7426
p= 00112 p= 0,0029 p= 0,0088
oL -0,4847 -0,4994 -0,5171
p = 0,0486 b= 0,0410 o= 0,0335

Tab. 23. Wspoitczynniki korelacji rang Spearmana (NO vs Ch, LDL) dla osob z
hipercholesterolemiotrzymupcych L-argini (GBCh).

o NO
arametr Dzieh 0 Dzieh 30 Dzieh 60
- .0,3758 -0,4246 .0,7714
p=0,1514 p= 01301 p= 00012
oL -0,3188 -0,5176 -0,5919
p= 0,2287 p= 00579 p= 00258
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5. DYSKUSJA

Gtownym celem pracy byta préba oklenia skuteczriei 60-dniowej suplementacji
L-argininy w miadzycowym niedokrwieniu kfczyn dolnych u chorych z #aymi
zaburzeniami gospodarki lipidowe] poprzez amralimian parametrow Klinicznych (DPB,
WKR-L, WKR-P) i biochemicznych (poziomy NO, TASci#H ADMA, insuliny) oraz ocena
profilu bezpieczastwa stosowania tego aminokwasu.

Kluczowe dla realizacji celu pracy statoe suiznanie zasadniczej roli dysfunkcji
srodbtonka naczyniowego w patogenezie adigcy i jej klinicznych manifestaciji, w tym
miazdzycy konczyn dolnych.

Komérki érodbtonka, jako najbardziej wewtnzna warstwa btony wewirznej
odgrywaj decydujca role w aktywnej miejscowej regulacji przeptywu krwi, sam
srodbtonek wytwarzagcy czynniki aktywne uznany zostat za najkézy organ wydzielania
wewretrznego u cztowieka [191]. Uwvia sk, ze miazdzyca charakteryzuje esmigdzy innymi
ograniczorn zdolngcia naczynia do rozkurczu zaleego od endotelium [2,4,5,9]. Dlatego
przewlekte dziatanie czynnikdw uszkadgajch prowadzi do niedoczyném srodbtonka,
ktéra cechuje zwikszone wydzielanie mediatoréow kugcych naczynia (m.in. wolnych
rodnikbéw, endotelin, tromboksanu srédbtonkowego czynnika kurgzego), zw¢kszona
wrazliwos¢ na dziatanie katecholamin, nasilenie proliferacjizrost potencjatu
prozakrzepowego i prozapalnego oraz dgdvenie uwalniania miejscowych czynnikow
rozszerzajcych naczynia, do ktorych nate m.in. prostacyklinasrodbtonkowy czynnik
hiperpolaryzujcy (EDHF) i tlenek azotu (NO) [21]. Do najwaejszych zmian funkcji
wydzielniczej naley zmniejszenie syntezy i/lub biodgphaici NO. Uwalnianie tlenku azotu
hamup lizofosfatydylocholina (lizo-PC) i ox-LDL. Ox-LDlzmniejszaj rowniez ekspresj
eNOS [19,49]. Reasumag, dysfunkcjasrédbtonka manifestuje sizaburzeniem wydzielania
NO oraz obnieniem jego biodogpndsci, a take zahamowaniem wazodylatacji zalej od
srodbtonka, co prowadzi do catej kaskady niekorzystnzjawisk proaterogennych, w tym
miazdzycy konczyn dolnych. W prezentowanej pracy dla oceny znfiarkcji srédbtonka
wykonano oznaczenia NO, TAS, Hcy, ADMA, a do ocekiyicznej DPB oraz WKR.
Dodatkowo w catej populacji chorych zbadanezshie insuliny oraz insulinooporf®

wyrazong wartascia wskanika HOMA-IR.
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Za wiarygodny kliniczny wyktadnik funkcgrédbtonka w chromaniu przestankowym
uwazany jest dystans pragja bezbolowego (DPB). Doniesienia naukowe na tempaywu
L-argininy na DPB g niejednoznaczne, ¢gto sprzeczne.

Jako jedni z pierwszych przeciwbélowe dziatanierghainy opisali w latach 90-tych
ubiegtego stulecia badacze japoy po podaniu 30 g dglnych wlewow L-argininy chorym
skarzacym sk na przewlekie béle “mego pochodzenia. Odnotowali oni uclkszaci
pacjentow ztagodzenie bdélu oraz uczucie ciepta atckl piersiowej, a tak w dolnych i
gornych kaiczynach [192]. Take w naszym badaniu chorzy oprocz obiektywnej popraw
klinicznej zgtaszali popragcieptoty nk i ndg, a u kilku pacjentow zanotowano popgaw
libido.

Wydaje sg, ze kluczowym czynnikiem decydigym o skuteczrixi suplementacji
jest czas podawania. Polscy badacze ze S&kivh i wsp. uzyskali obiecage wyniki
podajpc L-arginie w dawce 12,4g/dabwe wlewie daylnym. Po tygodniu badacze ci
odnotowali wydtienie dystansu przechodzonego bez bolugksziony przeptyw krwi przez
migsnie podudzia oraz poprawparametrow biochemicznych m.in. wzros¢zehia cGMP
[193]. Wyniki te znalazly potwierdzenie w kolejny¢tadaniach opublikowanych niespetna
dwa lata paniej, prowadzonych przez Jabtackwsp. oraz Mickera i wsp. ktGre wykazaty
znamienne statystycznie wydknie dystansu przajia bezbdlowego u pacjentéw ciespych
na miadzycowe niedokrwienie kiczyn dolnych suplementowanych L-argipw dawce 6 i
12g/dole w 28 dniu eksperymentu [185,188]. Przeciwnie, vddmach Wilsona i wsp. u
chorych z chromaniem przestankowym stwierdzono, mimo istotnie statystycznego
wydtuzenia dystansu przgia do wywotania pierwszego bolu, jak i dystanszepcia
maksymalnego w grupie otrzymaggj L-arginire w dawce 3g/dob przez 6 miescy,
otrzymano wyniki mniej korzystne w poréwnaniu daupgy placebo [156]. W badaniach
wilasnych zaréwno pacjenci otrzymay L-arginire jak i placebo osagreli istotnag
statystycznie popragv dystansu przégia bezbdélowego (p=0,0001) w 60 dniu badania,
jednake u chorych suplementowanych tym aminokwasem paprawita istotnie
statystycznie lepsza w poréwnaniu z placebo (p£fL,RMBY maze r&nice mog wynikat z
faktu, z w badaniach wtasnych podawano pacjentom dwukrotgigsza dawke aminokwasu
(6g/dok) niz Wilson i wsp. Alternatywnym wytlumaczeniem wydae by¢ odnotowane
rowniez przez innych badaczy zjawisko ,tolerancji” wystijace przy dtugotrwatym
podawaniu L-argininy.

Pojawiap si¢ doniesienia, 4 dtugoterminowe podawanie L-argininy nie tylko nie

poprawia dystansu prZeja u chorych z chorebnaczyi obwodowych ale mae pogorszy
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ich wydolna¢ najprawdopodobniej poprzez nigadane dziatanie na ,reaktywfionaczy”
[145,156]. Wyniki te nie potwierdzajwczeniejszych licznych doniesieo korzystnym
wptywie krétkotrwatego podawania L-argininy u chonyz miadzyca konczyn dolnych
[146,185,188]. Przyczynpoprawy reaktywnii naczy jest prawdopodobnie metabolizm L-
argininy do tlenku azotu, czego bezpmnim skutkiem jest wzrostegenia we krwi tego
ostatniego oraz cGMP-drugiego przehika w procesie wazodylatacji [194]. A zatem u
pacjentow z miadzycowym niedokrwieniem kiczyn dolnych poprawie powinien ulec
przeptyw krwi w kaczynach oraz wydolé czynndciowa, co czsciowo znalazio
potwierdzenie w naszych obserwacjach w postaci wrgdlia DPB. Natomiast wadnej z
badanych grup nie zaobserwowaly zmiany wartéci WKR, ktory jest bardzo czutym i
swoistym testem w prognozowaniu pgmt choroby i skuteczsoi leczenia zaréwno
zachowawczego jak i inwazyjnego. Wzrost jego waito 0,1 zgodnie z wytycznymi TASC
Il $wiadczy o istotnej poprawie ukrwienia iazyn [13]. Wyniki uzyskane w badaniu
wlasnym § sprzeczne z wcépiejszymi wynikami prac Mickera oraz Synowca, kiorz
uzyskali znamienny statystycznie wzrost WKR dlamsyr prawej i lewej (p=0,0001) w 28
dniu badania poda¢ odpowiednio L-arginig@ w dawce 6 i 12g/dap[188,195]. By maze
préba wyjasnienia ré@nic pomedzy wynikami DPB oraz WKR m& by coraz szerzej
badana w ostatnich latach NO-zala stymulacja angiogenezy i rozwojui&nia obocznego.
Procesy te odgrywajniezwykle istota role w adaptacji ngsnia do wykonywanej pracy.
Zaobserwowano bowiem,z i takie regulatory angiogenezy jak czynniki wzrostow
fibroblastow (m.in. FGF-2) orazrodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) dziadajza
posrednictwem EDRF [196,197,198,199]. A zatem angiegen mae by regulowana
zmianami biodosgpnaici tlenku azotu czyli mze zalee¢ od ilosci dostpnej L-argininy.
Oprocz dziatania proproliferacyjnego, tlenkowi argprzypisuje si takze hamowanie
angiostatyny, endogennego antagonisty angioger#&j.[ Stymulacja wytwarzania nowych,
drobnych naczy krwionosnych mae znaczco zwkkszy¢ zaopatrzenie niedokrwionych
migsni w tlen, polepsz§ich toleranag wysitku oraz ztagodziobjawy chromania. To ostatnie
dziatanie wywierane jest rowriepoprzez trening marszowy. Badacze wykazali kormgyst
wptyw wysitku fizycznego na zwkszenie ekspresfirédbtonkowej syntazy tlenku azotu w
tetnicach zaopatragych mesnie szkieletowe, co razem z dostarczaniem substrangininy
moze przynig¢ dodatkowe korz§ci w tagodzeniu objawow niedokrwienia [196,201]. Na
podstawie uzyskanych wynikoéw mmua stwierdz, ze podanie L-argininy w dawce 6g/dob
przez 60 dni niezalmie od typu zaburzegospodarki lipidowej wydia dystans przé&gia

bezbdlowego.
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W licznych badaniach odnotowano wzroskzehia tlenku azotu po podaniu
egzogenne] L-argininy. W badaniach Mickera i Synawwykazano np. znamienny
statystycznie (p=0,0001) wzrostan tlenku azotu w grupach pacjentéw otrzyamyich L-
arginirg juz w 7 oraz w 28 dniu badania [188,195]. Podptandeng} , chocia o mniejszym
nasileniu zaobserwowano w prezentowanym badaniuwgégstkich grupach przyjmagych
L-argining nastapit istotny statystycznie wzrostz&nia NO w 30 i 60 dniu badania, w
przeciwigistwie do grupy otrzymuggej placebo. Wydaje &i ze przyczymg réznic nalery
poszukiwa we wplywie tego aminokwasu na sarstruktue naczy. Tlenek azotu, jako
wazodylatator, obza cénienie krwi i poprawia elastycziosciany naczyniowej. Hipoteza
ta sprawdza sijedynie przy krétkotrwatym podawaniu L-argininy. Zada Schulmana
wynika, ze wysoki poziom L-argininy w surowicy powoduje zkszenie aktywnsri
indukowalnej syntazy tlenku azotu oraz arginazynta skutkowa& wzrostem sztywriei
naczyi i zwicksza ryzyko wysgpienia zawatu menia serca [155, 202].

Wobec prawdopodobnych zmian naczyniowych, a szdaegddysfunkcji srédbtonka
naczyniowego w przebiegu nmgzycy koaczyn dolnych wydaje gj ze dos¢pnas¢ dla syntaz
tlenku azotu i wchtanianie L-argininy mpgy¢ w takich warunkach ugtedzone. Z danych
z pismiennictwa wynikaze pozakomorkowe @tenia L-argininy § gltdwnym determinantem
wewmntrzkomorkowej dosfpndasci L-argininy dla eNOS. W przypadku dysfunkgjodbtonka
dochodzi do obrenia transportu L-argininy do komérek [136,203]o&kwiec L-arginina
konkuruje z innymi aminokwasami o transport do koekOprzy pomocy specyficznych
nosnikow  biatkowych, suplementacja L-arginin maze prowadat do wzrostu
wewmntrzkomorkowego poziomu L-argininy. Osoby z dyslgiela map réwniez
podwyzszone osoczowe poziomy ADMA, a w takich okolicariach, suplementacja L-
argining moze poprawd wytwarzanie tlenku azotu przez eNOS.

Inne mechanizmy poprawy biodeghasci tlenku azotu dzki suplementacji L-arginip sa
istotnie zr@nicowane i dyskusyjne. L-arginina ma begganie dziatanieantyoksydacyjne
poprzez wptyw na TAS [183,184], co potwierdzono adaniach wiasnych. Skuteczdo
mechanizméw antyoksydacyjnych w organizmie obrazugatkowity potencjat
antyoksydacyjny, rozumiany jako wypadkowa zdeétnbadanego uktadu do przeciwdziatania
okreslonej reakcji utleniania. Na waké TAS zasadniczo wplywaj nieenzymatyczne
niskocasteczkowe antyoksydanty [204]. Wawo TAS otrzymane w badaniu byly na
pocatku eksperymentu (dzieO) istotnie obnione w catej grupie chorych i rosty u chorych
przyjmujcych L-arginire oshgajcC istotne statystycznie #dice w poréwnaniu do grupy

placebo w 30 i 60 dniu badania. Wyniki te Zjodne z odnotowanym przez Jabteckvsp.
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korzystnym wptywem L-argininy na wykladniki stresaksydacyjnego u chorych z
miazdzycowym niedokrwieniem kicczyn dolnych, ktérym podawano L-arginiw dawce 6 i
12g/dole przez 4 tygodnie [185]. Podawanie egzogennej linarg i co za tym idzie
zwickszenie szenia tlenku azotu nie powodowa wickszy udziat tego ostatniego w
unieczynnianiu ROS oraz hamowaniu peroksydacjidéipi, nie upéledzapc przy tym
wazorelaksacji [31,181,205,206]. Reasusoyj60-dniowe podawanie L-argininy powoduje
istotne statystycznie wzrostyesénia NO oraz calkowitego potencjatu antyoksydaaygne
osocza (TAS).

Oprocz dziatania antyoksydacyjnego, L-arginina stgne uwalnianie histaminy
przez komorki tuczne, co prowadzi do wazodylatagfiniza aktywnd¢ noradrenaliny, co
nasila skutki dziatania endogennych wazodylatatortakich jak tlenek azotu [207,208].
Wydaje s¢, ze u czsci pacjentdbw te mechanizmy mogly zadecydéwa wydtuzeniu
przegcia dystansu bezbolowego w przebiegu chromaniespankowego. Mma uzné, iz u
tych pacjentébw mechanizmami odpowiedzialnymi zaaldmie L-argininy byly: poprawa
funkcji wazomotorycznycKrodbtonka, potwierdzony w badaniach wtasnych wzeysttezy
NO w naczyniach, prawdopodobnie atemie aktywnéci endoteliny-1 i angiotensyny I,
poprawa wspotczynnika L-arginina:ADMA, olieinie stresu oksydacyjnego prezentowane w
niniejszej pracy oraz poprawa viligvosci na insulir.

Obserwacje te potwierdzajdoniesienia Loscalzo [209], ktéry wskazuje potahng
mechanizmy, poprzez ktére L-arginina poprawia fyakoodbtonka naczyniowego.aShimi:
zwigkszony transport do komorki i zgkszone poziomy L-argininy w komorce,
kompetytywny antagonizm wobec ADMA, dziatanie armyydacyjne, stymulowanie
uwalniania histaminy przez komoérki tuczne, otemie aktywnéci noradrenaliny, zmiany
wewntrzkomorkowego pH i przekaictwa zalenego od pH oraz wzrost wydzielania
insuliny.

Insulina jest stabi fizjologicznie nieistota substang naczyniorozkurczow istotnie
wzmachniagca wazodylatacyjny efekt zatay od srodbtonka indukowany acetylochadin
Wydaje s¢, ze kluczowe znaczenie dla tego dziatania ma uktatdinina- tlenek azotu —
prostacyklina oraz wspotczulny uktad nerwowy. Tetatni zweksza swaj aktywna¢ pod
wptywem hiperinsulinemii i — jak wskazujbadania déwiadczalne — jest to raczej efekt

pierwotnego dziatania insulinynpobudzenia metabolizmugglowodandw [210].
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Ryc. 20. Wptyw insuliny na nagtie sciany naczyniowej [211].

U o0so6b szczuptych nawet niewielki wzrost osoczowsg@enia insuliny wywotuje
znacaca aktywacg uktadu wspétczulnego [210,212] w przecinséwie do 0sOb otytych, u
ktérych obserwuje s8i updledzenie pobudzenia uktadu wspoiczulnego na skutek
Ta updedzona

wspotistniejcej insulinooporngci i towarzysacej przewlektej hiperinsulinemii [213,214].

hiperinsulinemii. reaktywnid@ wspoétczulna mioe by efektem
Jak wczéniej wspomniano, jeeli efektem zalenego od insuliny pobudzenia wspétczulnego
uktadu nerwowego, przynajmniej weskzi, jest dziatanie naczynioskurczowe, to istniejelav
danych wskazuypych, ze insulina pobudza przeptyw krwi i zmniejsza opaczyniowy w
migsniach szkieletowych, co me wyjaniaé korzystny wptyw suplementacji L-arginima
wydtuzenie dystansu przaia bezbolowego u badanych pacjentéw. Z danyémipnnictwa
wynika, ze podanie NGmonometyl-L-argininy (L-NMMA) - specyinego inhibitora syntaz

tlenku azotu, znosikuaz

prowadez do zahamowania uwalniania tlenku azotu,
naczyniowy stymulowany insukin[215,216]. Stwierdzono ponadtge insulina wywiera
dziatanie naczyniorozkurczowe poprzez gwgzenie zawartwi w komodrkach mysni
gtadkich naczg cyklicznego monofosforanu guanozyny (cGMP) w metiraie zalenym
od tlenku azotu, aktywsg transport L-argininy oraz syntaflenku azotu [217,218]. Innym
mozliwym mechanizmem poprawy funkcji srédbtonka

jest zmniejszenie stresu
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oksydacyjnego, stenia produktéw glikacji, matychegtych castek LDL, a take podatnéci
na oksyda@ krazacych castek LDL i zwhzana z tym wiksza biodosfpncs¢ egzo- i
endogennych nitratéw [219,220,221,222]. Ponadtowagi na znam wrazliwos¢ procesu
lipolizy na insulig, sugerowany jest tak udzial wolnych kwasow tluszczowych w
mechanizmie poprawy funkcfirodbtonka [223] Poza tym, L-arginina podawana w formie
chlorowodorku mee zmieni& korzystnie wewatrzkomorkowe pH, co wpltywa na poziomy
wapnia i aktywaegj eNOS oraz stymuluje nieenzymatygzedukcg azotynu do tlenku azotu
[224]. Jak wynika z wielu doniegie- L-arginina wzmaga uwalnianie insuliny, ktora
wywotuje wazodylataegj[215,216,225]. To ostatnie dziatanie nie potwierdg u wszystkich
pacjentdw uczestnigeych w prezentowanym badaniu. Wzrost wydzielaniauliny po
podaniu L-argininy obserwowano w badaniach wiasny&1% pacjentow. Wszyscy pacjenci
z hiperinsulinemy mieli jednoczénie hiperglikem¢, mimo ze do badania zakwalifikowano
osoby z prawidtowym poziomem glukozy w surowicy kréwiadczy to maze o tendencji
do rozwoju insulinooporrii w tej grupie chorych. Odmienne wyniki zaprezevabw maju
2012r Monti i wsp. obserwag po 18 miesicach podawania L-argininy (w dawce 6,4g/¢lob
chorym z upéledzory tolerancy glukozy oraz chorym z zespotem metabolicznym,tigto
statystycznie popragvolerancji glukozy w obu grupach [226].

Podsumowujc, 60-dniowe podawanie L-argininy w dobowej dawcg ®@ptywa na
zréznicowanie metaboliczne przejawdgeg st korzystnym, obajtnym kadz niekorzystnym

dziataniem na insulinoopori@
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Z kolei wykluczy nie mana wptywu prozapalnych cytokin (nie ocenianych w
badaniach wiasnych) na wytwarzanie tlenku azoturzez® zahamowanie aktyw$m
srodbtonkowej syntazy NO i braku efektu wazodylajaego u czsci badanych pacjentow.
Niektére cytokiny prozapalne takie jak czynnik maacly nowotworu alfa (TNF), a take
angiotensyna Il (Angll) i wolne kwasy tluszczoweFf&) hamuj aktywna¢ kinazy - PI3
(PI3K) i stymulupc MAP — kinaz przyczyniaj sic do obkurczania nasnidwki gtadkiej
naczy.

Wiadomo rownie, ze rozkurcz naczy zalezny od srédbtonka pogarsza csiz
wiekiem, co potwierdzaj badania na ludziach. Wykazano wzrost pozioméw ADMA
wiekiem oraz bardzo sinzaleznosé¢é miedzy podwyszeniem stzenia ADMA 1 ostabieniem
wazodylatacji zalenej odsrodbtonka niezaleie od obcizenia chorobami uktadu sercowo-
naczyniowego [228].

Kolejni badacze znah roOwniez zaleznosci pomidzy podwyszonymi stzeniami
ADMA a chorobami uktadu sercowo-naczyniowego. Potszgne szenia asymetrycznej

68



argininy odnotowywuje si m.in. w chrobie wigcowej i hipercholesterolemii [229,230].
Potwierdzonorowniez dodatni korelacg pomiedzy sizeniem cholesterolu frakcji LDL
(LDL-C) a ADMA [25]. Dlatego te terapia statynami u pacjentéw z hipercholesteraiem
moze powodowa obnizenie stzenia ADMA chocia mechanizmy tego zjawiska pozostaj
niejasne [231].

Badanie WOSCOPSWest of Scotland Coronary Prevention Sudy), w ktérym
pacjenci z hipercholesterolegnotrzymywali prawastatyn40mg/doba wykazato obtenie
ryzyka ostrego incydentu wieowego w poréwnaniu z placebo niezale od wyfgciowego
stezenia LDL-C [232]. Badanie ASCOT-LLAAnglo-Scandinavian Cardiac Outcomes Trial-
-Lipid Lowering Arm) wykazato, & terapia atorwastatyn(10mg/dok) redukuje ryzyko
zdarzés sercowo-naczyniowych u pacjentbw z nadmniem i co najmniej trzema
czynnikami ryzyka bez wzgllu na wygciowe parametry gospodarki lipidowej [233]. Z kolei
Nishiyama i wsp. potwierdzit istognkorelacg pomidzy terapi statynami a obteniem
stezenia ADMA oraz obnieniem s¢zenia cholesterolu frakcji LDL u pacjentéw z udarem
niedokrwiennym [234]. W naszym badaniu nie zaobsemlismy istotnej statystycznie
korelacji pom¢dzy ADMA a LDL-C.

Nie wiadomo zatem czy korzystny wptyw na poziomy MR jest zaleény od
plejotropowego dziatania statyn czy wynika z dlemia s¢zenia LDL-C przez te zwkki.
Najprawdopodobniej trudsoi z odpowiedz na to pytanie mag by¢ spowodowane
niejednorodnym doborem badanych grup w@znidami mkedzy charakterystyk profili
lipidowych badanych populacji. Jedri@k mimo # mechanizm korzystnego dziatania statyn
na dysfunkaj srédbtonka nie jest do Kma wyjaniony, bezsporny wydaje esfakt, iz efekt
ten zwhzany jest z przywréceniem ufjedzonej biodogpnasci tlenku azotu [235]. Bardzo
waznym postulowanym mechanizmem dzialania statyn jbsizpdrednia regulacja
aktywnaici eNOS. Wykazano, zi stosowanie statyn poprawia przeptyw w naczyniach
mobzgowych, redukuje rozmiar niedokrwienia oraz p@pa wyniki badé neurologicznych
zwierzt z prawidtowym cholesterolem [236]. Podobnie, atstatyna redukuje rozmiar
niedokrwienia u normocholesterolemicznych myszy achanizmie niezalmym od wptywu
na poziomy cholesterolu [237]. Posgze badania sugeayjiz efekt wywierany przez statyny
w zaburzeniach miglzycowych, w tym incydentach niedokrwiennych, zady¢ wyjasniony
wplywem na przywrdocenie biodepinaici NO, a zatem dzialaniem poprzez mechanizm
niezaleny od efektu hipolipemizagego statyn. W naszym badaniu zaréwno grupa badana
jak i kontrolna przyjmowata simwastatyw dawce 20 mg/dapw celu wykluczenia wptywu

statyn na wyniki eksperymentu. Odnotowany istottatystycznie wzrost stenia tlenku
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azotu i spadek stenia ADMA oraz Hcy w 30 i 60 dniu terapii L-argiminv porownaniu z
placebo wydaje sidowodzé korzystnego wplywu wkmie tego aminokwasu na badane
parametry.

Kolejnym powodem obubnej biodosfpncici tlenku azotu w badanej populacji
chorych z miadzycowym niedokrwieniem kiiczyn dolnych mae by wpltyw wyjsciowego
podwyzszonego stenia homocysteiny (Hcy). Jak wspominano wors, homocysteina
generuje wolne rodniki, ktére reagajz endoteliainym NO ob#éja jego dosgpnas¢ [238].
Efekt ten mae by wzmocniony przez kolejny mechanizm oparty na daeégatkorelacji
pomidzy Hcy a ADMA. Zatem wptyw Hcy na biodegincs¢ tlenku azotu mize by
modulowany przez poziomy ADMA [239]. Wiele badgotwierdzito zwazek pomedzy
poziomami ADMA a stresem oksydacyjnym. Jak wspommiaiczéniej ADMA powstaje w
komdrkach organizmu po metylacji reszt argininowpchlczas rozpadu biatek. Jest to proces
fizjologiczny. Metylowane reszty argininowey svydalane z moczem, lub w przypadku
ADMA i L-NMMA metabolizowane przy udziale enzymu ndetylohydrolazy
dimetylargininy (DDAH) [240]. Aktywné¢ tego enzymu jest kluczowa w regulacji
metabolizmu ADMA i zapobieganiu jego akumulacji.dételialna aktywn& DDAH jest
redukowana przez Hcy, ktora przgta s¢ do zmodyfikowanego w warunkach stresu
oksydacyjnego enzymu hamajjego aktywné¢ [64,65,241]. W badaniach wtasnych nie
dokonywano pomiaréw bezfrednio pozioméw DDAH ale odnotowano silrdodatni
korelacg (p=0,0001) pomeidzy Hcy i ADMA oraz ujema korelacg pomidzy Hcy, ADMA a
poziomami TAS oraz NO co zdajecsipotwierdzé wyniki uzyskane przez innych
naukowcow.

Opierapc sk na licznych doniesieniach naukowych jak i na baatan wiasnych
mozna stwierdz, iz efekty dziatania L-argininy zate od wielu czynnikéw, dlatego ie
niezlzdne jest okrdenie warunkow i wyselekcjonowanie grup pacjentowdrky mog
odnies¢ najwicksze korzyci z suplementacji tym aminokwasem. Najprawdopodgbn
suplementacja L-argininjest najskuteczniejsza w sytuacjach Klinicznychupnsledzory
endoteliala przemiam L-arginina — NO, ktéra zostaje przywrécona po podssubstratu.
Takie sytuacje magmie¢ miejsce gdy naspuje zwkkszona utrata L-argininy (podczas
dializ), podczas zwkszonego metabolizmu L-argininy przez mechanizmy-mizalene
(indukcja arginazy) lub najegciej przez obecnd podwyzszonych pozioméw ADMA
[242,243,244,245]. Wydaje i ze podawanie L-argininy skutkuje znacznie lepszymi
rezultatami u pacjentow we wczesnej fazie ateroggngdy zmiany funkcjonalneageszcze

odwracalne, ri u 0séb z zaawansowanymi zmianami strukturalnyrozyra Z bada wynika
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rowniez, ze niektore leki (m.in. ACE-inhibitory, blokery rgu®ra AT;) stosowane we
wtornej prewencji zawatu serca i innych choréb eex-naczyniowych nie tylko wpltywa|

na popraw naczyniow ale réwnig mog obniza¢ poziomy ADMA [246]. Zatem pacjenci
poddani terapii wielolekowej potencjalnie stabieyge reagowd na podawanie L-argininy.

Niektére wyniki bada poddaj w watpliwos¢ zasadn& dlugoterminowe;j
suplementacji L-arginih ze wzgkédu na maliwosé wytworzenia insulinooporrici oraz
tolerancji na ten aminokwas.

Reasumujc, zr&nicowanie metabolicznego dziatania L-argininy narapaetry
gospodarki lipidowej i wglowodanowej uniemdiwia wyodrebnienie subpopulacji chorych z
miazdzycowym niedokrwieniem kicczyn dolnych w Il stopniu skali wg Fontaine’a, ktgr
odnios korzysci z 60-dniowej suplementaciji L-arginirw dobowej dawce 6g.
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6. Wnioski

1. Wykazanoze 60-dniowe podawanie L-argininy chorym z sotaycowym niedokrwieniem
konczyn dolnych, niezafmie od rodzaju towarzyseych zaburzé gospodarki lipidowej,
wydtuza dystans przégia bezbolowego, powoduje wzrostezgnia tlenku azotu oraz

zwicksza zdolné¢ antyoksydacyjm osocza.

2. W grupie pacjentow z hipercholesterolemhiperlipidemia mieszan odnotowano istotne
statystycznie obmenia stzenia Hcy i ADMA w osoczu w 60-dniu badania co sugger
zréznicowanie korzyci z przyjmowania L-argininy w zateosci od rodzaju zaburze
gospodarki lipidowej. Dodatkowo, zmjicowanie metabolicznego dziatania L-argininy,
przejawiajce st korzystnym, obajtnym kadz niekorzystnym wptywem na insulinoopodo
oraz wybrane parametry gospodarki lipidowej sprawianie ma@na jednoznacznie wskaza
subpopulacji chorych z zaburzeniami gospodarkidtpiej, ktéra odniostaby rzeczywiste

korzysci z takiej suplementacji.

3. Potwierdzono dobry profil bezpiedmtwa 60-dniowego stosowania L-argininy w dawce
6g/dol.
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7. Streszczenie

Dysfunkcja $rédbtonka naczyniowego odgrywa kluczpwole w patogenezie
miazdzycy i jej klinicznych manifestacji, mdzy innymi w chorobie niedokrwiennej serca,
rozwoju niewydolnéci serca, udarach mézgu czy adaycy koaczyn dolnych. Manifestuje
si¢ ona zaburzeniem wydzielania NO oraz dbniem jego biodogpncici, a take
zahamowaniem wazodylatacji zahej od srodbtonka, co razem z towarzysym stresem
oksydacyjnym prowadzi do catej kaskady niekorzysknyjawisk proaterogennych, w tym
miazdzycy konczyn dolnych. Mimo i wspoiczesna farmakoterapia przeciwidigycowa
obejmuje leki o uznanym dziataniu hipolipemigmym oraz plejotropowym, nadal
poszukiwane $ substancje o innych punktach uchwytu muEy korzystnie wptywa na
czynna¢ srodbtonka. Nalgy do nich L-arginina, aminokwas ktorego protekcyjmgtyw na
endotelium poparty zostat wieloma badaniami.

Wsrdéd poznanych mechanizméw dziatania L-argininy maeniony miadzycowo
srodbtonek wymienia gi migdzy innymi popraw jego funkcji wazomotorycznych, wzrost
syntezy tlenku azotu w naczyniaabhnizenie aktywnéci endoteliny-1 i angiotensyny I,
wptyw na insulinooporn&, obnizenie stresu oksydacyjnego oraz antagonistyczndadiga
wzgledem asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA).

Cel pracy: okreslenie skuteczngi i bezpieczéstwa 60-dniowej suplementacji L-argininy w
miazdzycowym niedokrwieniu kfczyn dolnych u chorych z #dymi zaburzeniami
gospodarki lipidowej poprzez anajizmian parametréw klinicznych (DPB, WKR-L, WKR-
P) i biochemicznych (poziomy NO, TAS, Hcy, ADMA,suliny). Analiza ta miata na celu
udzielenie odpowiedzi na pytanie, czy istnieje zabé¢ pomikdzy odpowiedz kliniczng i
biochemiczn, a rodzajem gospodarki lipidowej w tej grupie glubr.

Materiat i metodyka. Do randomizowanego badaniagazono 100 pacjentéw (62¢iczyzn

i 38 kobiet) powyej 50-tego rz. z miadzycowym niedokrwieniem kitcczyn dolnych w Il
stopniu w skali Fontaine’a. Ostatecznie badanienckgto 87 osob (50 giczyzn i 37
kobiet). Badanie miato charakter podwdjsliepej proby. Uczestnikéw podzielono losowo na
dwie grupy: GB - chorzy przyjmagy L-arginirg w dawce 6g/doy GK - chorzy przyjmujcy
placebo (grupa kontrolna). W obu grupach wybdiono chorych z hipertriacyloglicerolegni
(TG), hipercholesteroleri(Ch) oraz hiperlipidemimieszan (Lm).

Srednia wieku pacjentéw w GB wynosita 58,74 + 7,4 a w GK 60,19 + 9,05 lata,
a BMIw GB 24,32 + 1,13 i GK 24,41 + 1,49. W zakeepowyzszych parametrow grupy
byly jednorodne. W obu grupach dominowalicatzyzni (GB 26 ngzczyzn, GK 20

mezczyzn) ale ranice te rownie nie byly istotne statystycznie. Warunkiemaeaenia do

73



badania byty prawidlowe wardoi parametréow morfologii krwi obwodowej, gospodarki
weglowodanowej, elektrolitowej oraz poziomy CRP, kyaény i mocznika. Zarébwno grupa
badana jak i kontrolna przyjmowata simwastatyndawce 20 mg/dapw celu wykluczenia
wptywu statyn na wyniki eksperymentu.

W obu grupach w 0, 30 i 60 dniu eksperymentu paepdzono petne badania
podmiotowe, badania przedmiotowe wahki&a kostka-ramd (WKR), dystansu przégia
bezbbélowego na bimi ruchomej (DPB) oraz badania biochemiczne krwiejotujace
szczegOtowy lipidogram, @tenie tlenku azotu (NO), @&tenie asymetrycznej
dimetyloargininy (ADMA), catkowity potencjat antyskdacyjny osocza (TAS), ¢ienie
homocysteiny (Hcy), morfologj stzenie glukozy, insuliny, mocznika i kreatyniny. Do
oceny zmian funkcjsrodbtonka wybrano oznaczenie NO, TAS, Hcy, ADMAd@a oceny
klinicznej DPB oraz WKR. Dodatkowo w catej populaghorych oznaczono ¢tenie
insuliny oraz insulinooporri® wyrazona wartdscia wskanika HOMA-IR. Statystyczap
analiz wynikbw przeprowadzono przy zastosowaniu prograkamputerowego CSS
STATISTICA v.7.0 Firmy StatSoft.

Wyniki. W badaniu stwierdzonagge zar6wno pacjenci otrzymugy L-arginirg jak i placebo
osiagreli istotna statystycznie popraywdystansu przégia bezbélowego (p=0,0001) w 60 dniu
badania, jednae u chorych suplementowanych L-argininpoprawa byta istotnie
statystycznie wisza (p=0,0001) i wyspita juz w 30 dniu badania. Natomiast ¥adnej z
badanych grup nie zaobserwowano zmian wartdVKR, ktéry jest bardzo czutym i
swoistym testem w prognozowaniu pgmi choroby i skuteczsoi leczenia zaréwno
zachowawczego jak i inwazyjnego. We wszystkich galip przyjmujcych L-arginirg
nastapit istotny statystycznie wzrostzgnia NO oraz TAS w 30 i 60 dniu badania, w
przeciwigistwie do grupy otrzymagej placebo co potwierdza jej ggednie i bezpé&rednie
dziatanie antyoksydacyjne. Ponadto odnotowanozetakstotne statystycznie olienie
stezenia ADMA oraz Hcy w podgrupach chorych z hiperestérolemy i lipidemia mieszan
(GBCh, GBLmM) w 30 i 60 dniu terapii L-arginirw poréwnaniu z placebo, co wskazuje na
korzystny wptyw L-argininy na poprawfunkcji srodbtonka. U 37,0% (n=17) chorych
zaobserwowano istotne statystycznie abnie s¢zenia insuliny, a u 6,5% (n=3) nie ngsta
istotna zmiana tego parametru w 60 dniu badaniao$Vavydzielania insuliny po podaniu L-
argininy odnotowano u 56,5% (n=26) pacjentow i vesxypacjenci z hiperinsulinemmieli
jednoczénie hiperglikem¢, mimo, ze do badanizakwalifikowano osoby z prawidtowym

poziomem glukozy w surowicy krwiSwiadczy to maze o tendencji do rozwoju
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insulinoopornéci w tej grupie chorych. Nie wykazano istotnychtygsycznie zalenosci
pomiedzy zmianami szenia insuliny, a parametrami gospodarki lipidowej.

Whioski. 60-dniowe podawanie L-argininy chorym z @daycowym niedokrwieniem
konczyn dolnych niezalaie od rodzaju towarzyseych zaburze gospodarki lipidowej
wydtuza dystans przégia bezbolowego, powoduje wzrostezgnia tlenku azotu oraz
zwicksza aktywné¢ antyoksydacyjm osocza. Odnotowane w grupie pacjentéw z
hipercholesterolemii hiperlipidemia mieszan obnizenie s¢zenia Hcy i ADMA w osoczu w
60-dniu badania sugeruje zrocowanie korzyci z przyjmowania L-argininy w zateosci od
rodzaju zaburzegospodarki lipidowej. Dodatkowo, zndicowanie metabolicznego dziatania
L-argininy, przejawigice s¢ korzystnym, obgajtnym ladz niekorzystnym wplywem na
insulinooporné¢ oraz wybrane parametry gospodarki lipidowe] spsawk nie mana
jednoznacznie wskagasubpopulacji chorych z zaburzeniami gospodarkidtipej, ktora
odniostaby korzsci z takiego leczenia. Potwierdzono dobry profizjpieczéstwa przy 60-
dniowym podawaniu L-argininy w dawce 6g/a@obVnioski te mog stanowé¢ rekomendag
dla przeprowadzenia dalszych badead zastosowaniem klinicznym L-argininy u chorych
miazdzycowym niedokrwieniem kicczyn dolnych w zalenosci od braku hdz towarzyszcej

insulinoopornéci.

Summary

Endothelial dysfunction plays the crucial role iathmpgenesis of ischemic heart
disease, cerebral ischemia and atheroscleroseved llimbs. The dysfunction manifests with
disrupted nitric oxide secretion, its decreasedawability and endothelium-dependent
vasodilatation as well. Along with oxidative strefgese mechanisms lead to proatherogenic
cascade. Despite of hypolipemic or pleiotropic mations in atherosclerosis treatment, there
is still need for new molecules which would impraredothelium functioning. One of them is
L-arginine, which protective influence on endothelihas been shown in many trials.
It has been stated, that L-arginine improves ereli@hvasomotoric functions, increases nitric
oxide synthesis, reduces oxidative stress, actfitgndothelin 1 and angiotensin Il. It also
has a beneficial effect on insulin resistance awts antagonistically to asymmetric
dimethylarginine (ADMA).
Aim of the study. The aim of the study was to assess the efficacysafety of L-arginine
supplementation for sixty days in patients withdidysregulation and with peripheral arterial
disease of lower limbs. L-arginine efficacy was swad with clinical parameters such as

pain-free walking distance and ankle-brachial in{&RI) and as a repeated laboratory tests
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with nitric oxide, insulin, ADMA, total antioxidantstatus (TAS) and homocysteine
evaluations. The assessment of association betelgéral and laboratory parameters during
L-arginine administration and sort of lipid disoraeas primary aim of the study.

Materials and methods One hundred patients (62 men and 38 women) wetaded into
randomized, double-blind trial. All patients werbose 55 years old and suffered from
peripheral arterial disease of lower limbs, stdge Fontaine scale. 87 patients completed the
study (50 men and 37 women). Participants werearaized into group obtaining 6 g of L-
arginine daily (GB group) and control group withaggbo (GK group). Both groups were
further divided into subgroups of patients with éspglyceridemia (Tg),
hypercholesterolemia (Ch) and mixed hyperlipidetara).

Mean patients’ age was 58,74+7,46 in GB group aimd%-9,05 in GK group. Mean BMI
value in GB group was 24,32+1,13 and 24,41+1,4&k group. There were no significant
differences between groups regarding age and BNlevan both groups men were in
prevalence, however these differences were nonfisignt.

Before the beginning of the study every participamierwent laboratory tests which assured
that the results of complete blood count, glucesss;trolytes, urea, creatinine and C-reactive
protein were within limits. Tests were repeateerattirty and sixty days.

Full physical examination, ABI and pain-free wallsidistance assessment were performed at
day 0, 30 and 60, accompanied by laboratory tedtsh included Tg, Ch, LDL, HDL, nitric
oxide, ADMA, TAS and homocysteine concentrationa@fpes of NO, ADMA, Hcy and TAS
were chosen as indicators of endothelial functigni@linical changes were evaluated by
comparing ABI and pain-free walking distance resuldditionally, insulin and insulin
resistance as HOMA-IR were measured in every patkarticipants in both groups were
administered 20 mg simvastatin daily in order tolade its influence on results. Statistical
analysis was performed using CSS STATISTICA 7.0t software.

Results. The patients in both groups improved significarttigir pain-free walking distance
after 60 days of treatment, however in GB grouprowpment was higher than in GK group
(p=0,0001) and occurred already after 30 daysthiein L-arginine, nor in placebo group
changes in ABI were observed. NO and TAS conceatratincreased significantly in GB
group after 30 and 60 days. ADMA and Hcy levelsevdecreased in GB subgroups with
hypercholesterolemia and mixed hyperlipidemia.

A significant decrease in insulin release was okeerin 37,0% (n=17) of patients. No
changes in hormone output were observed in 6,5@aténts (n=3) after 60 days. Increased

insulin release was proved in 26 patients (56,53 every patient with hyperinsulinemia
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had also hyperglycemia, although at the beginninp® study the results were within range.
No association between changes in insulin concgorisaand lipid balance was found.
Conclusions.60-day L-arginine supplementation of patients witlkripheral arterial disease
of lower limbs improved pain-free walking distancecreased NO and TAS levels,
independently from the accompanying lipid disordédecreased concentration of ADMA
and Hcy in patients with hypercholesterolemia amdeoh hyperlipidemia after 60 days of
L-arginine administration suggests that the berafeffect of L-arginine differs according to
underlying lipid disorders. Observed differencesmetabolic effect of L-arginine on lipid
profile and insulin resistance make it impossibkethe moment, to decide in which subgroup
of patients with lipid disorders L-arginine admingtion could be favorable. The good safety
profile of 60-day L-arginine supplementation in asd of 6g/day was confirmed. These
conclusions can provide a recommendation for funtbgearch to clinical application of
L-arginine in patients with peripheral arterial ehse of lower limbs, depending on the

absence or presence of insulin resistance.
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