CESKA STOMATOLOGIE A PRAKTICKE ZUBNI LEKARSTVi 1/2019
4 PUVODNI PRACE

FARMAKOTERAPIE RECIDIVUJiCi AFTOZNi STOMATITIDY
U PACIENTU S GENETICKY PODMINENOU SNiZENOU
SCHOPNOSTI METABOLIZOVAT KYSELINU LISTOVOU

— PILOTNI STUDIE

Pavodni prace - experimentalni klinicka studie

PHARMACOTHERAPY OF RECURRENT APHTHOUS STOMATITIS
IN PATIENTS WITH GENETICALLY IMPAIRED ABILITY TO

METABOLIZE FOLIC ACID
- PILOT STUDY

Original article - experimental clinical study

Borilova Linhartova P." 2, Fassmann A.’, Linhartova J." 3, Izakovi€ova Holla L. 2
'Stomatologicka klinika, Lékarska fakulta Masarykovy univerzity

a Fakultni nemocnice u sv. Anny, Brno

2(Jstav patologické fyziologie, LékaFska fakulta Masarykovy univerzity, Brno

3Lékarna Plumlov, s. r. 0., Plumlov

SOUHRN

Uvod a cil: Pi terapii recidivujici aftézni stomatitidy (RAS)
se doporucuje tzv. Skachova kura, pFi které pacienti uzi-
vaji kyselinu listovou a vitamin B,. Kyselina listova je v or-
ganismu vyuZitelnd pouze ve formé aktivniho folatu (vita-
min B,); v metabolické pfeméné sehrava dlleZitou Glohu
enzym methylentetrahydrofolat reduktaza (MTHFR), jehoz
funkcnost je zasadné ovlivnéna genovymi polymorfismy.
Cilem prace bylo ovéfit predpoklad, Ze podani aktivni for-
my kyseliny listové spolu s vitaminy B, a D, miZe pozitiv-
né ovlivnit etnost vysevu aft i pribéh jejich hojeni u pa-
cientl s RAS.

Metody: V ramci pilotni studie jsme klinicky vy3etfili deset
pacientl, u nichZ jsme analyzovali haplogenotypy v genu
MTHFR. Podminky pro zarazeni pacientl s RAS byly: vék
18-50 let, Ceska narodnost, geneticky podminéna snizena
schopnost metabolizovat kyselinu listovou (Spatny meta-
bolizdtor - PM nebo intermediarni - IM) a nepfitomnost
systémového onemocnéni (Crohnova choroba, Behcetova
choroba, onemocnéni ledvin a dalsi nemoci). Farmako-
terapie v upraveném designu dvojité zaslepené zkrizené
studie (cross-over design) probihala od jara 2018 v délce
trvani tfi mésicl. Pacientdm byl ve tfifazovém schématu
podavan aktivni folat (glukosaminova sul 5-methylfolatu),
vitaminy B, a D, po dobu terapie nesméli uzivat zadné ji-
né potravinové dopliky. Vedli si denni zaznamy o svém
zdravotnim stavu a moznych rizikovych faktorech RAS
a byli v mésicnich intervalech klinicky i laboratorné vyset-
feni. Zaznamenali jsme jak subjektivni hodnoceni efektu

terapie pacienty, tak i ziskana laboratorni data, ktera byla
vyhodnocena statistickym softwarem Statistica v.13.
Vysledky: Do studie jsme zafadili tfi muze a sedm Zen
s RAS ve véku 28 az 47 let; tfi z nich byli podle genového
profilu MTHFR definovani jako PM a sedm jako IM kyseli-
ny listové. Podle subjektivniho hodnoceni jedna pacient-
ka udala zhorSeni stavu, dva pacienti nepozorovali béhem
terapie zménu svého zdravotniho stavu a sedm osob bylo
spokojeno, nebot u nich doSlo k méné ¢astému/zadnému
vysevu aft a/nebo doba hojeni byla vyznamné kratsi. Sub-
jektivni hodnoceni terapie pozitivné korelovalo s objektiv-
nim klinickym nalezem (r = 0,993, p < 0,001). Z laboratorni
analyzy vyplynulo, Ze podanivitaminu D, signifikantné zvy-
Silo sérové koncentrace 25-OH D, z nizkych/limitnich na op-
timalni hodnoty. Median koncentraci pfed zahajenim stu-
die byl 54,2 nmoll", tésné pred podanim 68,1 nmoll* ver-
sus mésic po podani 96,6 nmoll' (norma: 50-175 nmoll "),
(p < 0,01). Dalsi sledované parametry, jako koncentrace
kyseliny listové v séru, homocysteinu, ALT, AST a krevni
obraz, byly u pacientd ve fyziologickém rozmezi pred te-
rapii i po ni.

Zavér: Navrzena modifikace Skachovy vitaminové kury se
zda byt vhodna pro Iécbu pacientl s RAS, u kterych je ge-
neticka predispozice ke snizené funkci enzymu MTHFR,
nebot béhem naseho pozorovani doslo u 70 % pacientd
k subjektivnimu i objektivnimu zlepSeni stavu.

Klicova slova: onemocnéni sliznice dutiny uGstni, farma-
kogenetika, metabolismus, kyselina listova, vitamin D



SUMMARY

Introduction, aim: When treating recurrent aphthous
stomatitis (RAS), a so-called Skach's therapy, in
which patients are administered folic acid and vita-
min B, is recommended. The human body can pro-
cess folic acid only in the form of active folate (vita-
min B,);, methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
plays an important role in metabolic transformation,
function of this enzyme is fundamentally influenced by
gene polymorphisms.

The aim of the study was to verify the assumption
that administration of the active form of folic acid together
with vitamins B, and D, can positively affect the frequency
of aphthae/ulcers eruption and the course of their healing
in patients with RAS.

Methods: In the pilot study, we clinically examined ten
patients in whom we analyzed haplogenotypes in the
MTHFR gene. Conditions for inclusion of patients with
RAS were: age 18-50 years, Czech nationality, genetically
impaired ability to metabolize folic acid (poor metaboli-
ser - PM or intermediate - IM) and the absence of sys-
temic disease (Crohn's disease, Behget's disease, kidney
disease and other diseases). Pharmacotherapy in a mo-
dified double-crossed blind study (cross-over design) ran
from spring 2018 and lasted three months. Patients were
treated with active folate (glucosamine salt 5-methylfola-
te), vitamins B, and D, in the three-phase regimen, they
were not allowed to use any other food supplements du-
ring the therapy. They kept daily records of their health
status and possible risk factors for RAS and were exami-
ned clinically and in the laboratory at monthly intervals.
We recorded both the subjective evaluation of the effect
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of the therapy by patients and the obtained laboratory
data, which were evaluated by statistical software
Statistica v.13.

Results: The study was comprised of three men and
seven women with RAS, aged 28 to 47 years; accor-
ding to the MTHFR gene profile, three were defined
as PM and seven as IM of folic acid. Based on the sub-
jective assessment, one patient reported a deterio-
ration, two patients did not observe a change in their
health state during therapy, and seven were satis-
fied because they had a lower or no aphthae eruption
and/or healing time was significantly shorter. Subjecti-
ve evaluation of therapy positively correlated with ob-
jective clinical finding (r = 0.993, P < 0.001). The labora-
tory analysis showed that administration of vitamin D,
significantly increased serum concentrations of 25-OH D,
from low/limit to optimal values, median of concentrations
prior to study was 54.2 nmoll”, just before administration
68.1 nmoll" vs. month after administration 96.6 nmoll”’
(norm: 50-175 nmoll"), (P < 0.01). The other studied pa-
rameters, such as concentration of folic acid in serum,
homocysteine, ALT, AST, and blood count, were within the
physiological range before and after therapy.
Conclusion: The proposed modification of Skach's vita-
min therapy seems to be appropriate for the treatment
of patients suffering from RAS with genetic predisposition
for reduced MTHFR function as during our observation,
70% of patients experienced subjective and objective
improvement of their state.

Key words: oral mucosa disease, pharmacogenetics,
metabolism, folic acid, vitamin D
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UvoD

Kauzalni Iécba RAS dosud neexistuje, v sou-

Recidivujici aftézni stomatitida (RAS) je
chronické onemocnéni sliznice dutiny Ustni
s dosud nejasnou etiopatogenezi, které po-
stihuje az 25 % populace [1]. Jsou znamy pou-
ze rizikové faktory, mezi které se fadi gene-
ticka predispozice [2], imunopatologické re-
akce a pritomnost infekéniho agens, endo-
krinni i psychické vlivy (stres), nutri¢ni deficien-
ce (zelezo, kyselina listova, vitaminy skupi-
ny B) a lokalné pulsobici faktory (pfikusova-
ni, poranéni pfi stomatologickém oSetfeni
a jiné). Aftdm podobné ulcerace jsou symp-
tomem mnoha systémovych onemocné-
ni, napf. Crohnovy choroby (CD), Behgetovy
choroby (BD), ulcerézni kolitidy, celiakie, neu-
tropenie a dalSich.

Casnosti mame k dispozici pouze symptoma-
tickou terapii. Jednim z lécebnych pristup(
je podéani tzv. Skachovy vitaminové kury [3]
s raznymi modifikacemi (délka a opakovani
terapie). Podavaji se pfi ni preparaty obsahu-
jici kyselinu listovou (Acidum folicum 2x den-
né 1 tbl), vitaminy B, (Pyridoxin 3x denné
1 thl.) a B, (intramuskularné& 300 pg obden),
a to nikoliv kontinualné, ale intermitentné
s pauzami, napriklad ve schématu: tfitydenni
kura - tfi tydny pauza - tfitydenni kdra - Sest
tydnu pauza - tfitydenni kura.

Na podani Skachovy vitaminové kury
vsak pozitivné nereaguji vSichni pacien-
ti s RAS, coZ mlze byt dano snizenou schop-
nosti jejich organismu metabolizovat nékteré
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z jejich slozek. Kyselina listova je v organismu
vyuzitelnd pouze ve formé aktivniho fola-
tu (L-5-methylfolat, vitamin B,); v metabolic-
ké preméné sehrava dulezitou Ulohu enzym
methylentetrahydrofolat reduktaza (MTHFR).
Snizené koncentrace 5-methylfolatu jsou po-
zorovany u pacientd s diabetem mellitem, CD,
atrofickou gastritidou, hyperhomocysteinemii
a jinymi chorobami. Za rizikové faktory spoje-
né s nedostate¢nou koncentraci L-methylfo-
latu je povaZzovana obezita i malnutrice, kou-
feni, expozice tézkym kovim a toxindm, uzi-
vani alkoholu a nékterych léciv (oralni kon-
traceptiva, oralni antidiabetika, antikonvulzi-
va, metotrexat) a také polymorfismy v genech
kédujicich enzymy zapojené v metabolizaci
kyseliny listové. Z nich je nejvice studovana va-
riabilita v genu pro methylentetrahydrofolat
reduktazu, konkrétné funkcni varianty C677T
(rs1801133, Ala222Val) a A1298C (rs1801131,
Glu429Ala).

PFitomnost minoritni alely T C677T v se-
kvenci genu MTHFR vede pfi jeho expresi ke
vzniku termolabilniho enzymu. Také polymor-
fismus A1298C v genu MTHFR byl asociovan
se snizenou aktivitou enzymu, se zménou dis-
tribuce intraceluladrniho foladtu a koncentraci
homocysteinu [4]. U heterozygotd C677T
ahomozygotli AA A1298C (+-/-- haplogenotyp)
je aktivita enzymu MTHFR mirné vyssi (pfibliz-
né 65%) nez u heterozygotl pro obé varianty
(priblizné 50%), proto byl A1298C polymorfis-
mus popsan jako faktor pfispivajici k vysled-
nému fenotypu [5]. Po analyze genotypl obou
variant Ize jednotlivym kombinacim (haploge-
notypdm, v tomto pfipadé diplotyplm) pfira-
dit miru ztraty funkce enzymu neboli teoretic-
ky fenotyp (tab. 1).

Vitamin D, (cholekalciferol) je vyznamnym
imunoregulatorem, nebot ma jak protiinfekc-
ni a imunopotenciacni, tak také imunosupre-
sivni tcinky. Vzhledem k tomu, Ze je u pacien-
td s RAS i BD Casto pozorovana deficience vi-
taminu D [6], zda se mit jeho suplementace
potencial v 1é¢bé i profylaxi téchto stavl [7].

Cilem prace bylo ovérit predpoklad, ze po-
dani aktivni formy kyseliny listové spolu s vi-
taminy B, a D, mdZe pozitivné ovlivnit cet-
nost vysevu aft i prlbéh/rychlost jejich hojeni
u pacientl s RAS, ktefi maji snizenou aktivitu
enzymu MTHFR.

METODIKA

Studované osoby

Podminky pro zafazeni pacientl s RAS by-
ly: vék 18-50 let, ceskd narodnost, nepfitom-
nost systémového onemocnéni (CD, BD, one-
mocnéni ledvin a dalSich chorob) a geneticky

podminéna snizena schopnost metabolizo-
vat kyselinu listovou (Spatny metabolizator -
PM nebo intermediarni metabolizator - IM).
Pacienti s alergii na laktézu nebyli do studie
zafazeni vzhledem k tomu, Ze podavany pfi-
pravek obsahoval lakt6zu.

Podepsany informovany souhlas byl schva-
len etickou komisi FNUSA Brno. Pacienti
nebyli financné ani jinak za Gcast ve studii
odménéni.

Klinické vySetfFeni a laboratorni analyza

PFed zarazenim do studie byli pacienti de-
tailné vySetreni zkuSenym zubnim lékarem.
Nemocni se podrobili i klinickému a labora-
tornimu imunologickému vy3etfeni v Usta-
vu klinické imunologie a alergologie FNUSA
v Brné, kde byly sledovany zejména parame-
try k potvrzeni/vylouc€eni systémovych one-
mocnéni, jako je CD, BD, ulcerézni kolitida, ce-
liakie a dalsi, které jsou spojované s tvorbou
aftam podobnych ulceraci nejenom na sliznici
dutiny Ustni.

V pribéhu studie byly pacientim prove-
deny odbéry Zilni krve podle protokolu pred
zahajenim prvni faze a po jejim ukonceni
a po druhé a treti fazi (celkem ctyFi odbéry).
Ve stejnych Casech byli pacienti opakované vy-
Setfeni zubnim Iékafem a byl jim podan indi-
vidualné vyrabény lécCivy pfipravek (IVLP), na
zaCatku druhé faze i tableta s vitaminem D,.
Po ukonceni studie vSichni pacienti obdrze-
li zavérecnou zpravu o vysledcich vy3etfeni.
V laboratofi FNUSA v Brné byly standardnimi
metodami analyzovany nasledujici paramet-
ry: krevni obraz + diferencial, glomerularni fil-
trace, koncentrace Ca?', kreatininu, homocys-
teinu, kyseliny listové, vitaminu B_, ALT, AST
a25-0HD,.

12!

Izolace DNA a geneticka analyza

Pfed zafazenim do studie jsme z 9 ml Zilni
krve odebrané do zkumavky s EDTA izolovali
DNA pacientl standardni izopropanol-fenol-
-chloroformovou metodou s vyuZzitim protei-
nazy K.

V Ustavu patologické fyziologie LF MU jsme
analyzovali polymorfismy C677T (rs1801133)
a A1298C (rs1801131) v genu MTHFR meto-
dou qPCR s fluorescen¢né znacenymi TagMan
sondami (C__1202883_20 a C__850486_20,
ThermoScientific, Grand Island, NY, USA) na
pristroji ABI PRISM 7000, Applied Biosystems,
USA. Data byla vyhodnocena softwarem SDS
version 1.2.3, Applied Biosystems, USA.

Podle dostupné literatury byl urcen pred-
pokladany fenotyp pacienta odpovidajici jeho
haplogenotypovému profilu MTHFR.
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Tab. 1 Pfedpoklddana funkce enzymu MTHFR podle haplogenotypu C677T a A1298C variant genu
MTHFR. Definice fenotypu studovanych pacientl s RAS a jejich vysledné subjektivni hodnoceni terapie.

Tab. 1 Predicted function of MTHFR enzyme by haplogenotype composed from MTHFR C677T and A1298C
variants. Definition of phenotype of studied patients with RAS and their final subjective evaluation of therapy.

A1298C MTHFR (rs1801131)

MAF (C) =34 %

genotyp AA AC cC
funkce enzymu MTHFR 100 % 80-100% | 60 %
frekvence v EUR populaci | 43 % 45 % 12%
ccC -/-- --/+- --/++
100 % 100 % 80 % 60 %
46 % EM EM IM
Pt
CT +-/-- +-/+- +-/++
C677T MTHER 65 % 65 % 50 % 30%
[EEITEE) 44 % M IM PM
MAF (T) =31 % 0
(n=31% RN
T +4/-- +H/+- +H/++ haplogenotyp
20-30 % <30% <30% <10% funkce enzymu MTHFR
10 % PM PM PM predpokladany fenotyp
’I‘ * f osoby s RAS v nasi studii

Osoby s aktivitou enzymu MTHFR 30-65 %
jsou povazovany za IM a pacienti s nizsi funkci
(<30 % normalni aktivity enzymu) byli oznace-

ni fenotypem PM.

Vyroba IVLP

Celkem jsme v I|ékarné vyrobili deset
sad po tfech balenich s 28 tobolkami s bi-
lou sypkou hmotou (840 prdhlednych to-
bolek). Kazdy pacient obdrzel na zacatku
kazdé faze jeden Sroubovaci plastovy keli-
mek popsany jeho jménem, cislem faze, da-
tem vyroby a spotfeby IVLP a mistem vyro-
by s podpisem odpovédné osoby. Celkem
560 tobolek obsahovalo pouze 0,5 g lactosum
monohydricum a 280 tobolek obsahovalo
60 mg pyridoxinum hydrochloricum se 400 pg
glukosaminové soli 5-methylfolatu a lactosum
monohydricum g.s.

Design terapie

Osoby zarazené do nasi studie v pribéhu
tfi mésicl v obdobi jara 2018 podstoupily
tfifazovou terapii, ktera byla navrzena jako
dvojité zaslepena (double-blinded) zkFiZzena
studie (cross-over design) s modifikaci. Pfi
standardni zkfizené studii pacient v rando-
mizovaném poradi dostane postupné obé
terapie, mezi nimi je wash-out perioda, kte-
ra musi byt dostatecné dlouha na to, aby vy-
sledek druhé lécby nebyl ovlivnén uzivanim

pfipravku v prvni terapii. Modifikace obvyk-
Iého designu spocivala v tom, Ze studie pro
vSechny pacienty probihala ve schématu, kdy
po kontrolni fazi nasledovala faze terapeutic-
ka a jako posledni probéhla sledovaci faze.

Neporovndvali jsme pritom dvé terapie,
ale obdobi bez uzivani vitaminovych dopli-
kG a Ucinek navrZzené vitaminové kury a je-
ji efekt. OSetfujici zubni IékaF ani pacient ne-
méli informaci o tom, v jaké fazi jsou vitaminy
v IVLP obsazeny. Kazda faze trvala 28 dni a bé-
hem ni pacienti kazdy den uzivali jednu tobol-
ku a denné zaznamenavali do jednoduchého
papirového archu, Ze tobolku vzali, zda méli/
neméli vysev aft a jejich pfipadnou lokalizaci,
pritomnost stresu, jiného onemocnéni, kou-
feni, pfijem alkoholu (i jeho druh), pfitomnost
dalsich rizikovych faktor( (potravin, navstévy
zubniho |ékafe, mechanické podrazdéni a ji-
né), a Zeny uvadeély i dobu menstruace.

V prvni (kontrolni) fazi pacienti uZivali 0,5 g
lactosum monohydricum, na zacatku dru-
hé (terapeutické) faze byl pacientlim v ordi-
naci podan vitamin D, s postupnym uvolfo-
vanim po dobu 12 tydn( (Vitamin D, Axonia
30 000 UI/1 tbl., vyrobce Pharma Patent kft.
Budapest, Madarsko - obvykle pfedepisova-
no jako mésicni davka), adenné uzivali tobolku
s obsahem 60 mg pyridoxinum hydrochlori-
cum s 400 pg glukosaminové soli 5-methylfo-
latu a lactosum monohydricum q.s.
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+ minoritni alela;

- majoritni alela;

SNP - jednonukleotidovy
polymorfismus;

MAF - frekvence minoritni
alely;

EM - normalni metabolizétor;
IM - intermediarni
metabolizator;

PM - Spatny

metabolizator;
modra/Cernéd/Cervend osoba,
pozitivni/neutralni/negativni
hodnoceni terapie subjektem

Pozn.: Alelické a genotypové
frekvence pro evropskou
populaci jsou uvedeny podle
NCBI databéze.

+ minor allele;

- major allele;

SNP - single nucleotide
polymorphism;

MAF - minor allele frequency;
EM - extensive (normal)
metaboliser;

IM - intermediate metaboliser;
PM - poor metaboliser;

blue/black/red person, positive/
neutral/negative evaluation
of therapy by a subject

Note: Allelic and genotype
frequencies for the European
population are listed

according to the NCBI database.
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Pozn.: Chybi Ctyfi hodnoty
koncentrace v r(izném Case

u raznych pacientl

z ddvodu selhani

laboratorni analyzy.
Hodnoceno Wilcoxonovym
parovym testem.

Stav pred zafazenim do
sledované skupiny pacient(

s RAS nebyl do analyzy zahr-
nut, jelikoZ stanoveni nebylo
u pacientl provedeno ve stej-
ném ro¢nim obdobi a vysledky
by byly zavadgjici.

Modra oblast znazorfiuje
normu sérové koncentrace
25-OH D, (50-175 nmoll).

modra/cerna/cervend osoba,
pozitivni/neutralni/negativni
hodnoceni terapie subjektem

Osa x:

1 - stav pfed zafazenim do
sledované skupiny;

2 - stav

pred 1. (kontrolni) fazi;

3 - stav pred 2. (terapeutickou)
fazi, po odbéru krve byla
podéna tableta vitaminu D,
4 - stav po 2. fazi;

5 - stav

po 3. (sledovaci) fazi

Note: In different patients, four
concentration values are missing
at different times due to a failure

of laboratory analysis.

The blue area shows the serum

concentration of 25-OH D,
(50-175 nmolL™).

blue/black/red person, positive/
neutral/negative evaluation of
therapy by a subject

AXis x:

1 - status prior to inclusion in
the monitored group;

2 - status before

the 1st (control) phase;

3 - status before

the 2nd (therapeutic) phase,
after vitamin D,administration;
4 - status after the 2nd phase;
5 - status after

the 3rd (tracking) phase

Sérova koncentrace 25-OH D5 [nmoll™]

220 T . :
L P<0.01
2001 1 podani o4
180 | | vitaminu Ds P<0,01 /
160
140
120
100 | J pacientl
—=— pacient 2
80 —o— pacient 3
—&— pacient 4
60 r —— pacient 5
0 —=— pacient 6
—— pacient 7
20 —— pacient 8
—— pacient 9
0 . —#— pacient 10
0 1 2 3 - 5 6 B median

Graf 1 Sérové koncentrace 25-OH D, u pacient(i s RAS pred terapif, v jejim priibéhu a pFi ukonceni terapie
Grapf 1 25-OH D, serum levels in patients suffered by RAS before, during and after the therapy

Pfed podanim vitaminu D, byla laborator-
né zkontrolovana funkce ledvin a koncent-
race Ca?* a kreatininu, nebot hyperkalcemie
i onemocnéniledvin jsou podle souhrnu tda-
j0 o pripravku (SPC) kontraindikaci jeho pou-
Ziti. Ve treti (sledovaci) fazi byl podavan IVLP
shodny s prvni fazi.

Statisticka analyza

Ke statistickému hodnoceni bylo vyuZito
zejména neparametrickych testd (Wilcoxo-
ndv parovy test, Spearman(v korela¢ni test).
Za hladinu vyznamnosti byla zvolena p-hod-
nota < 0,05. Data byla vyhodnocena statistic-
kym softwarem Statistica v.13.

VYSLEDKY

Do studie jsme zaradili tfi muze a sedm Zen
s RAS ve véku 28 az 47 let, tFi z nich byli pod-
le genového profilu MTHFR definovani jako
PM a sedm jako IM kyseliny listové. TFi Zeny
uvedly, Ze koufi, a to tfi aZ deset cigaret den-
n€, ostatni pacienti byli nekuraci. TFi pacienti
jsou léCeni alergici.

VSech deset osob trpélo podle klinického
vySetfeni pfed zahajenim terapie na afty ty-
pu minor s frekvenci vysevu minimalné je-
denkrat za tfi mésice v poctu tfi a vice afekci.
Celkem 50 % téchto osob pred zacatkem te-
rapie uvedlo, Ze ulcerace na sliznici dutiny
Ustni ma prakticky permanentné. U poloviny

osob ze souboru dochdzelo k difuznimu vy-
sevu aft, u dalsich se jednalo o rlizné lokaliza-
ce: v oblasti patrovych oblouk(, v horni a/ne-
bo dolni ¢elisti vestibularné, na vnitini sliznici
dolniho rtu, v podjazykové krajiné a na bukal-
nich sliznicich. Obvykla doba hojeni aft byla
u tfi osob do deseti dni a u sedmi osob del-
§{ neZ 14 dni. Zadny z pacientd neuvadél pfi-
tomnost ulceraci jinde nez na sliznici dutiny
Ustni. Median véku, kdy se pacientovi poprvé
objevila afta, byl 15 let (12-18 let, kvartil 25 %
az kvartil 75 %). Dva pacienti (20 % ze soubo-
ru) uvedli, Ze RAS trpii jejich rodi¢ a/nebo po-
tomek. Jako nejcastéjsi rizikové faktory pacien-
ti zminovali infekéni onemocnéni, psychicky
stres a mechanické podrazdéni.

Pfed zafazenim do studie 70 % osob pra-
videlné uzivalo vitaminy skupiny B. Pfi pri-
marnim screeningu u nich byl median
sérové koncentrace 25-OH D, 61,8 nmoll"
(46,8-67,3 nmoll"); norma je 50-175 nmoll™.
Tento odbér viak probéhl v rlznych rocnich
obdobich, proto nebyl statisticky dale hod-
nocen. Pred prvni (kontrolni) fazi byl median
sérové koncentrace 25-OH D, u pacien-
td 54,2 nmoll" (20,8-75,1 nmoll"), tésné
pfed podanim vitaminu D, 68,1 nmoll’
(53,0-81,4 nmoll"). Mésic po jeho podani byl me-
dian sérové koncentrace 25-OH D, 96,6 nmoll”
(89,2-122,0 nmoll')apo 56 dnech 108,6 nmoll
(73,5-124,8 nmoll"). Po podani vitaminu D,
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Pocet dmi s vysevem aft béhem terapie
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Graf 2 Pocet dnl s vysevem aft béhem terapie
Graph 2 Number of days with aphthae during therapy

se signifikantné zvySila sérova koncentrace
25-OH D, (p < 0,01, hodnoceno Wilcoxono-
vym parovym testem), viz graf 1. U pacientky
¢.2bylakoncentrace pfiukonceniterapienad
normu (193,17 nmoll") a u pacientky ¢. 10 by-
lai pFes podanivitaminu D, diagnostikovana
snizena koncentrace 25-OH D..

Z laboratorni analyzy vyplynulo, Ze hod-
noty krevniho obrazu, koncentrace homo-
cysteinu, kyseliny listove, ALT, AST i dalSich
parametrd byly u vySetfovanych osob ve
fyziologickém rozmezi pred terapii i po ni.
U jedné pacientky byl pred zahajenim te-
rapie zaznamenan zvySeny pocet trombo-
cytl, a to i pfi opakovaném vysetfeni (az
506 10° I, kdy norma je 150-400 10° I'7),
a proto byla Zena odeslana na specializova-
né hematologické oddéleni.

Celkem 90 % pacientd pfi dennich
zaznamech uvedlo, Ze v prdbéhu druhé
(terapeutické) faze mélo nejméné dnl s vy-
sevem aft (medidn 3,5 dne [0-16 dni])
oproti prvni (kontrolni) a tfeti (sledovaci)
fazi (mediany deset dn0 [7-17 dn(]
a 10,5 dne [4-18 dnU], p = 0,08 a p = 0,05,
hodnoceno Wilcoxonovym parovym testem),
viz graf 2. Pocet dnU s vysevem aft
pozitivné koreloval mezi viemi tfemi fa-
zemi (korelac¢ni koeficenty = 0,792 a 0,765
a 0,905, p < 0,01, hodnoceno Spearma-
novym korelaénim testem). Zaznamy pa-

—+— pacient 10
4 - median

cientl odpovidaly klinickému nalezu pfi vy-
Setfenich.

Podle subjektivniho hodnoceni udala pa-
cientka €. 2 zhor3Seni stavu, pacienti ¢. 7 a 10
nepozorovali béhem terapie zménu svého
zdravotniho stavu a sedm osob bylo spoko-
jeno, nebot u nich doSlo k méné castému/
zadnému vysevu aft a/nebo doba hojeni byla
vyznamné kratsi (graf 1). Subjektivni hodno-
ceni terapie pozitivné korelovalo s objektiv-
nim klinickym nalezem v prabéhu druhé (te-
rapeutické) faze (korelacni koeficent = 0,993,
p < 0,001, hodnoceno Spearmanovym kore-
lacnim testem). U pacientky ¢. 2, ktera bez-
prostfedné po terapii uvedla nespokoje-
nost s terapii, byl po dvou mésicich od ukon-
Ceni terapie klinicky nalez bez vysevu aft.
trace vitaminu B,, z celé sledované skupiny
(161-197 pmoll'; norma je 145-569 pmoll").
U pacienta €. 7, ktery je PM a nepozoroval bé-
hem terapie zménu v souvislosti s RAS, bylo
uvedeno, Ze byl celé tfi mésice permanent-
né ve stresu a témé&r permanentné (77 dni
z 84) mél difuzni vysev aft. Tento muz uved|,
Ze vice nez kazdy druhy den pozival alkohol.
Pacientka ¢. 10 méla pfi vSech méFenich sé-
rové koncentrace 25-OH D, pod dolni hranici
normy, pouze v pfipadé odbé&ru mésic po po-
dani suplementu byla stanovena hodnota
50,2 nmoll-.

PUVODNI{ PRACE

cernd/cervena osoba,
neutralni/negativni
hodnoceni terapie
subjektem

Osa x:

1 - stav v pribéhu

1. (kontrolni) faze;

2 - stav v pribéhu

2. (terapeutické) faze;
3 - stav v pribéhu

3. (sledovaci) faze

black/red person, neutral/
negative evaluation of therapy
by a subject

AXIs X:

1 - status during

the 1st (control) phase;

2 - status during

the 2nd (therapeutic) phase;
3 - status during

the 3rd (tracking) phase

9
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PUVODNI PRACE

DISKUSE

Vitamin D a folat reguluji Fadu mecha-

nisma, které slouzi jako ochrana organismu
pfed potencidlnimi environmentalnimi stre-
sory. Nedavné poznatky, které shrnula pra-
ce Jones a kol. [8], ukazuji na interakce mezi
UV zarenim, typem klze, vitaminem D,, fola-
ty a variabilitou v genech kéduijicich receptor
pro vitamin D a enzymy zapojené do folatové-
ho cyklu. Existuje hypotéza nazvana ,vitamin
D-folat”, podle které se zbarveni klze vy-
vinulo jako vyrovnavaci mechanismus pro
udrZeni koncentraci obou vitaminG [8, 9].
UV zareni na jedné strané stimuluje produkci
vitaminu D v k{Zi, ale také mUze zpUsobit de-
gradaci folatu pfi jeho absorpci a/nebo oxida-
ci volnymi radikaly.
Soucasna doporuceni pro podavani vitaminu
D a kyseliny listové jsou vyuzivana predevsim
v prevenci Fady onemocnéni, nebot jejich de-
ficit je spojovan s rizikem a nastupem mno-
ha chronickych stav(, jakymi jsou kardiovas-
kuladrni nemoci, diabetes mellitus a nadorova
onemocnéni. Koncentrace zejména vitami-
nu D je odlisna v rdznych rocnich obdobich,
se proto, Ze nami navrZzenou terapii pacienti
s RAS podstoupi jednotné na jare.

Sohledem na genetickou predispozicike sni-
Zenéfunkcienzymu MTHFR u osob zafazenych
do studie jsme pacientdm podavali aktivni fo-
l&t, konkrétné glukosaminovou stl 5-methyl-
folatu, ktera je oproti predchozi generaci fola-
th (vapenné soli 5-methylfolatu) dlouhodobé
stabilni, ma vysokou rozpustnost ve vodé, lep-
Si biologickou dostupnost a bezpecnost. Ne-
pripravili jsme glukosaminovou sdl 5-methyl-
folatu a vitaminem B, spolu s vitaminem D,
do jedné Iékové formy nejenom kvili jejich
odliSnym chemickym vlastnostem (stabilita by
nebyla optimalni), ale i proto, Ze jsme nejprve
museli laboratorné ovérit (koncentrace Ca?
a funkce ledvin), Ze pacientlim bude mozné
vitamin D, podat. Lactosum monohydricum
jsme zvolili kvlli jeho vlastnostem a proto-
Ze je jako pomocna latka obsazen v podava-
né tableté s vitaminem D,. Vitamin B,, jsme
pacientlim neaplikovali jednak z ddvodu
nutnosti podavani obden (intramuskuldrné
300 pg), ale také proto, Ze koncentrace tohoto
vitaminu byla pred terapii u vSech osob v nor-
meé (i po terapii byly hodnoty u viech pacientl
ve fyziologickém rozmezi).

Prvni (kontrolni) fazi jsme do terapie zafa-
dili proto, abychom eliminovali tzv. carry-over
effect, neboli prenos IéCebného efektu lécby
z predchoziho obdobi. Toto mési¢ni obdobi
by se dalo nazvat i ,wash-out” fazi vylouceni

vitaminovych preparatd z organismu. Pacienti
proto vysadili potravinové doplriky a neuZiva-
li jiné vitaminové preparaty nez ty, které jsme
jim pfi terapii podali.

Zvoleny metodicky pfistup je vhodny pouze
pro studium chronickych, Zivot neohroZujicich
onemocnéni, jako je napfiklad RAS. Vyhodou
tohoto designu studie je, Ze Ize porovnavat
obdobi bez uzivani vitaminovych preparatl
s UCinkem terapie u stejné osoby. Tento pfi-
stup vyZaduje mensi pocet respondentl nez
studie, pfi které jedna skupina obdrzi placebo
a druha skupina lécivy preparat. Obvyklou ne-
vyhodu tohoto pfistupu, Ze Ize studovat jen
kratkodobé ucinky 1écby, jsme eliminovali za-
Fazenim sledovaci faze. Zadny z pacientl ne-
odstoupil v prlibéhu terapie ze studie, coz
mUZe ukazovat na jejich dlvéru v osettujiciho
zubniho |ékare a u vétSiny i spokojenost s te-
rapii a zlepsenim stavu v prlbéhu druhé faze.

Za jeden z dUlezitych faktor( v etiopatoge-
nezi RAS je povazovana také psychika pacien-
td. Pozitivné mohla byt ovlivnéna uz samot-
nou Ucasti ve studii a péci, ktera jim byla vé-
novana. Na druhou stranu je vSak mozné i jeji
negativni plsobeni a vyvolani urcité miry stre-
su, dané opakovanymi navstévami zubni ordi-
nace s odbéry Zilni krve i nutnosti podrobné
vyplhovat zaznamové archy. Expozici stresu
v pribéhu terapie pacienti subjektivné hod-
notili a zaznamenavali; vysledky jsou velmi
variabilni (0-28 dni v kazdé z fazi, minimum-
maximum).

U 80 % pacientl s RAS byla sérova koncen-
trace 25-OH D, pfi ukonceni terapie v normé
(graf 1), coz mohlo byt disledkem jednak roc-
niho obdobi s fadou slunnych dn( (jaro/Iéto),
ale také podani suplementu vitaminu D,. Ve
druhé (terapeutické) fazi byl v celé sledova-
sevem aft (graf 2) a 70 % osob subjektivné
pozorovalo zlepSeni svého zdravotniho sta-
vu (tab. 1). Terapii RAS s pouzitim modifi-
kované Skachovy kury tak Ize povaZovat za
Uspésnou. Pouze u pacientky €. 2 byla tera-
pie nelspésna. Jeji stav se v prlbéhu léceb-
né faze zhorsil (graf 2), a to jak subjektivné,
tak i na zakladé objektivnich vySetfeni. Séro-
va koncentrace 25-OH D, se po podani table-
ty tohoto vitaminu v nasledujicim mésici sni-
Zila a v dalSim obdobi skokové zvysila nad
normu (graf 1). DGvody nejsou jasné, jednim
z moznych vysvétleni mdze byt i chyba pri la-
boratorni analyze. Nicméné tato pacientka
je nyni (dva mésice) po ukonceni studie ob-
jektivné bez nového vysevu aft. U pacienta
C. 7, ktery je PM, se stav nezménil. Ackoliv
doslo k mirnému zlepSeni v pribéhu druhé



(terapeutické) faze, forma a frekvence vyse-
vu aft je u néj stale zavazna, coz mize byt
i disledkem jeho Zivotniho stylu (permanent-
ni stres, alkohol). Pacientka ¢. 10, ktera tera-
pii hodnotila neutralné, neméla vysev aft ve
druhé (terapeutické) fazi, ale subjektivné ne-
pozorovala zlepSeni. Jeji sérové koncentrace
25-OH D, jsou i po suplementaci na spodni
hranici normy.

Vsem pacientdm zafazenym do studie
jsme doporucili, aby vzhledem ke své gene-
tické predispozici ke snizené aktivité enzymu
MTHFR v uZivani aktivniho folatu a vitaminu
B, pokracovali, a budeme je dale sledovat. Do-
mnivame se, Ze je vhodné u nich kontrolovat
také koncentraci vitaminu D, v séru a pfi jejim
poklesu podat vitaminovy suplement.

Pilotni projekt planujeme rozsifit o dal-
& pacienty s RAS. Modifikovanou Skacho-
vu vitaminovou kuru by bylo vhodné vy-
zkouset v rliznych Casovych (pfipadné dav-
kovych) schématech. Vitamin D, by mo-
hl byt podavan i pacientdm, ktefi jsou nor-
malni metabolizatofi kyseliny listové (EM),
pfi  snizenych sérovych koncentracich
25-OH D, a za nepfitomnosti kontraindikaci.
NavrZeny terapeuticky pristup neni kauzalni
[écbou, mlze vSak byt povazovan za persona-
lizovanou profylaxi. Pro pochopeni etiopato-
geneze onemocnéni RAS a naslednou optima-
lizaci 1éCby je nutny dalSi vyzkum.

ZAVER
Navrzend modifikace Skachovy vitamino-
vé kury se zda byt vhodna pro lé¢bu pacientt
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s RAS, u kterych je geneticka predispozice ke
snizené funkci enzymu MTHFR, nebot béhem
naseho pozorovani doslo u 70 % pacientl
k subjektivnimu i objektivnimu zlepSeni stavu.
Doporucujeme zvazit provedeni analyzy varia-
bility v genu MTHFR se snahou docilit indivi-
dualizace |é¢ebného postupu zejména u pa-
cientd s RAS, ktefi na standardné podavanou
terapii neodpovidaji.
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