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ABSTRAKT

Kombina¢ni farmakoterapie raznych typi plicni hypertenze

Plicni hypertenze je skupina onemocnéni charakterizovana zvySenym stfednim
tlakem v plicnici. Zvlasté u skupiny 2, ktera je asociovana se srde¢nimi chorobami
a je nejprevalentngjSi ze vSech typd, a u skupiny 3, asociované s plicnimi
chorobami, nebyla doposud vyvinuta zadnd dostatecné efektivni 1écba krom 1éCby
zédkladniho  onemocnéni, coz je viadé¢  pifipadi = problematické.
Dehydroepiandrosteron sultat (DHEA S)a statiny maji v nékterych ohledech
rozdilné mechanismy fungovani na plicni hypertenzi, nabizela se tedy otazka
efektivity jejich kombinace na plicni hypertenzi oproti kazdé z latek samostatng.
Abychom tuto hypotézu ov¢tili, vyvolali jsme plicni hypertenzi u dospélych samcti
potkani tfitydenni expozici hypoxii (10 % O2) a 1¢cili je simvastatinem (60 mg/l)
a DHEA S (100 mg/l) v pitné vod¢, a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci. Jak
simvastatin, tak DHEA S sniZily stfedni tlak v plicnici (z primérné hodnoty + s.d.
344 + 44 na 27,6 £ 5,9 a 26,7 £ 4,8 mmHg), jejich kombinace vSak nebyla
ucinngjsi (26,7 = 7,9 mmHg). Rozdily ve stupni oxidac¢niho stresu (indikované¢ho
koncentraci malondialdehydehydplazmy),mife produkce superoxidu (elektronova
paramagnetickda  rezonance) nebo hladindch oxidu dusnatého v krvi
(chemiluminiscence) nevysvétlovaly nedostateCnou aditivitu u€inku DHEA S a
simvastatinu na plicni hypertenzi. Navrhujeme, Ze hlavnim mechanismem
pusobeni obou 1é¢iv na plicni hypertenzi by mohl byt jejich inhibi¢ni ucinek na 3-
hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A reduktdzu, ¢imZ by se vysvétlovalaabsence
adititivty jejich €inku.

Rozvoj plicni hypertenze mize byt i nezadoucim efektem 1¢kti podavanych pro
1é¢bu jinych onemocnéni. Jednim z novych typi 1&¢iv, jejichZ mechanismus Ucinku
ma spolecné prvky s mechanismy plicni hypertenze, jsou stabilizatoryfaktori

indukovatelnych hypoxii (HIF), vyvijené pro pouziti pii anémiich. Proto jsme
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testovali hypotézu, ZevedlejSim ucinkem roxadustatu z této skupinymiize byt
plicnih  hypertenze. Pouzili jsme izolované, bezbunénym roztokem
perfundovanéplice laboratorniho potkana. Zjistili jsme, Ze plicni cévni odpor
(méteny jakovztah perfuzniho tlaku a pritoku)je roxadustatem zvySen, a to uz po
kratké expozici, kdy se jeSté neprojevil vliv roxadustatu na hematokrit. Riziko
plicni hypertenze pii 1é€bé roxadustatem, je tedy realné (byt’ nikoliv enormni) aje
na mist¢ ho sledovat. Vazokonstrik¢éni reaktivita na akutni hypoxické podnéty
nebyla roxadustatem signifikantné ovlivnéna. HIF se tedy asi pfili§ neuplatiiuji

v mechanismu hypoxické plicni vazokonstrikce.

Z divodu vysoké prevalence plicni hypertenze asociované se srde¢nim
onemocnénim, kterd je navic malo prozkoumand, a to z¢asti 1 kvili naroc¢nosti
dostupnych experimentalnich model, bylo tfetim cilem prace vytvofit a
charakterizovat technicky jednoduchy model tohoto typu plicni hypertenze.
Podstata metody spociva vtom, Ze se zmenSeni prufezu vzestupné aorty
nedosahuje zevni svorkou (jako v dosavadnich technikdch vyzadujicich otevieni
hrudniku), nybrz casteCnou intravaskularni obstrukci pouhym povrchovym
pfistupem pres a. carotis(tedy bez otevieni hrudniku).Zaslepena hadic¢ka se touto
cestou zavede tésné nad aortalni chlopeni laboratorniho potkana, kde zvySuje odpor
v aort¢ a tedy afterload levé komory. Ukazali jsme, Zze tato procedura je nejen
pomérné snadnd, ale takeé Ze po trech tydnech od zavedeni hadi¢ky skute¢né puisobi
tlakové ptetizeni levého srdce (tlak v levé sini na konci diastoly 1,3 = 0,2mmHg,
oproti 0,4 £ 0,3 mmHg u kontrol, P<0,0001). Pfitomnost plicni hypertenze byla
dokumentovana métenim tlaku v plicnici katetrizaci in vivo (22,3+2,3 vs. 16,94+2,7
mmHg, P=0,0282) a detekci hypertrofie pravé komory a zvySené muskularizace
perifernich plicnich cév. Podil vazokonstrikce a prekapilarniho cévniho segmentu
na zvySené plicni cévni rezistenci byl prokazan normalizaci rezistence pomoci
vazodilatatoru, nitroprusidu sodného, a technikou arteridlni okluze v izolovanych
plicich. Intravaskularni ¢aste¢na obstrukce aorty tak nabizi nenaro¢ny model plicni

hypertenze vyvolané onemocnénim levého srdce, ktery ma vazokonstrikéni a
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prekapilarni slozku. Jde tedy o novy prakticky model plicni hypertenze 2. typu
s jasnou prekapilarni komponentou, ktery muze byt vyuzit pro dalsi studium
mechanismi a moznych intervenci u této klinicky nejobvyklej$i formy plicni

hypertenze.

Klicova slova

Plicni hypertenze, statin, dehydroepiandrosteron, hypoxii-inducibilni faktor,
pietizeni levé komory srdecni, potkan, skupina 2 plicni hypertenze, srdecni selhani

se zachovalou ejekeni frakci, plicni vaskularni reaktivita



ABSTRACT

Combination pharmacoterapy of different types of pulmonary hypertension

Pulmonary hypertension is a group of diseases characterized by increased mean
pulmonary artery pressure. Especially in group 2, which is associated with heart
disease and is the most prevalent of all types, and in group 3, associated with lung
disease, no sufficiently effective treatment has yet been developed beyond the
treatment of the underlying disease, which is problematic in many cases.
Dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA S) and statins have different mechanisms
of action on pulmonary hypertension in some respects, so the question of the
effectiveness of combining them on pulmonary hypertension versus either agent
alone has been offered. To test this hypothesis, we induced pulmonary
hypertension in adult male rats by three weeks of exposure to hypoxia (10% O2)
and treated them with simvastatin (60 mg/L) and DHEA S (100 mg/L) in drinking
water, either alone or in combination. Both simvastatin and DHEA S reduced mean
pulmonary artery pressure (from a mean =+ s.d. value of 34.4 £+ 4.4 to 27.6 £ 5.9 and
26.7 £ 4.8 mmHg, respectively), but their combination was not more effective
(26.7 = 7.9 mmHg). Differences in the degree of oxidative stress (as indicated by
malondialdehydedehydplasma concentration), the degree of superoxide production
(electron  paramagnetic  resonance) or blood nitric oxide levels
(chemiluminescence) did not explain the lack of additivity of the effect of DHEA S
and simvastatin on pulmonary hypertension. We propose that the main mechanism
of action of both drugs on pulmonary hypertension could be their inhibitory effect
on 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase, thus explaining the

absence of additivity of their action.

The development of pulmonary hypertension may also be a side effect of drugs
administered for the treatment of other diseases. One of the new types of drugs

whose mechanism of action shares common elements with those of pulmonary
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hypertension are hypoxia-inducible factor (HIF) stabilizers being developed for use
in anemias. Therefore, we tested the hypothesis that a major effect of roxadustat
from this group may be pulmonary hypertension. We used isolated, cell-free,
solution-perfused lungs from a rat. We found that pulmonary vascular resistance
(measured as the ratio of perfusion pressure to flow) was increased by roxadustat,
even after a short exposure when the effect of roxadustat on haematocrit had not
yet become apparent. The risk of pulmonary hypertension with roxadustat
treatment is therefore real (although not enormous) and should be monitored.
Vasoconstrictor reactivity to acute hypoxic stimuli was not significantly affected
by roxadustat. Thus, HIFs are probably not very involved in the mechanism of

hypoxic pulmonary vasoconstriction.

Because of the high prevalence of pulmonary hypertension associated with heart
disease, which is also poorly studied, partly due to the difficulty of the available
experimental models, the third aim of the study was to develop and characterize a
technically simple model of this type of pulmonary hypertension. The essence of
the method is that the reduction of the cross-sectional area of the ascending aorta is
achieved not by an external clamp (as in previous techniques requiring opening of
the chest) but by partial intravascular obstruction by a mere superficial approach
through the a. carotis (i.e. without opening the chest). A blinded tube is introduced
by this route just above the aortic valve of the laboratory rat, where it increases the
resistance in the aorta and thus the afterload of the left ventricle. We have shown
that this procedure is not only relatively easy, but also that three weeks after
insertion of the tube, it actually causes pressure overload in the left heart (left atrial
pressure at end diastole 1.3 + 0.2 mmHg, compared to 0.4 £ 0.3 mmHg in controls,
P<0.0001). The presence of pulmonary hypertension was documented by
measurement of pulmonary artery pressure by in vivo catheterization (22.3+2.3 vs.
16.9+2.7 mmHg, P=0.0282) and detection of right ventricular hypertrophy and
increased muscularization of peripheral pulmonary vessels. The contribution of

vasoconstriction and the pre-capillary vascular segment to increased pulmonary
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vascular resistance was demonstrated by normalizing resistance using the
vasodilator, sodium nitroprusside, and the arterial occlusion technique in isolated
lungs. Thus, intravascular partial aortic obstruction offers an uncomplicated model
of pulmonary hypertension induced by left heart disease that has a vasoconstrictive
and precapillary component. Thus, it is a new practical model of type 2 pulmonary
hypertension with a clear precapillary component that can be used to further study
the mechanisms and potential interventions for this most clinically common form

of pulmonary hypertension.

Keywords

Pulmonary hypertension, statin, dehydroepiandrosterone, hypoxia-inducible factor,
left ventricular overload, rat, group 2 pulmonary hypertension, heart failure with

preserved ejection fraction, pulmonary vascular reactivity



1. UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1  Plicni hypertenze
Definice, patofyziologie a klasifikace

Plicni hypertenze (PH) je skupina onemocnéni charakterizovana zvySenym plicnim
arterialnim tlakem (PAP) a plicni cévni rezistence (PVR) vedouci ke zvyseni
afterloadu pro pravou srde¢ni komoru, kterd adaptivné hypertrofuje, nicméné
postupem casu byva tento adaptacni mechanismus vycerpan a dochazi k selhani
pravého srdce a smrti (Simonneau et al., 2019). Z bunék cévni stény se na rozvoji
onemocnéni podili endotelie, bunky hladkého svalstva i fibroblasty. Excesivni
plicni  vazokonstrikce je povaZzovana za nejCasnéjSi  udalost celého
patofyziologického procesu a souvisi s dysfunkci endotelu charakterizovanou
snizenou produkei vazodilatanénich substanci (oxid dusnaty, prostacyklin) spolu s
nadmérnou expresi vazokonstriktorti (endotelin-1, tromboxan,...). Abnormalni
proliferace bun¢k hladkého svalstva je nej¢asnéjSim  mikroskopicky
pozorovatelnym rysem vaskuldrni remodelace, vedouci k hypertrofii medie
perifernich plicnich tepen. SoubéZzné dochazi k zanétlivé reakci s rozvojem fibrozy
intimalni vrstvy cév. V pozdnim stadiu progrese nékterych typt PH vede tvorba
plexiformnich 1ézi a in situ trombo6zy k okluzi lumen cév. Klinicka klasifikace déli
PH do 5 skupin podle jejich podobného klinického projevu, patologickych nélezi,
hemodynamickych charakteristik a lécebné strategie. Ve skupin€ 1 je plicni
arterialni hypertenze (PAH, dfive téZ zvana primarni PH), ve skupiné 2 je PH
v disledku postizeni levého srdce, ve skupiné 3 PH v disledku plicnich
onemocnéni a/nebo hypoxie, ve skupiné 4 chronicka trombembolicka PH a jiné
obstrukce plicnich tepen a ve skupiné 5 PH znezndmych pfi¢in a/nebo

s multifaktoridlnim mechanismem vzniku (Simonneau et al., 2019).
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1.2 Experimentalni l1é¢ba plicni hypertenze

Recentné bylo identifikovano nékolik klicovych molekuldrnich, bunéénych a
genetickych abnormalit, které jsou zasadni pro vaskularni remodelaci u PH.
Terapeutické ptistupy zamétené na plicni arteridlni homeostazu a proliferaci, zanét,
deficienci signalizace receptoru kostniho morfogenetického proteinu 2 (BMPR2),

mitochondrialni/metabolickou dysfunkci a ptes ovlivnéni transkripénih faktorh

mohou byt obzvlasté slibn¢ (Obr. 1)

Vaskuldarni dysfunkce BMPR2 deficience Proliferace Zanét Metabolické poruchy Inhibice transkirpce
VIP
Apelin BMPR2 signalizace - RhoA/ROCK T NF-kB signalizace ROS T ROS T
5-HT T TGF-B signalizace T TK signalizace T LTB4 biosyntéza DHEA | DHEA
EPCs
vip BMP9 | Fasudil | (BBardoxolone methyl e DHEA ) o6 ‘
Apelin HESRY G Imatinib | Bestatin J | Statin

5-HT receptorovy antagonista | -
EPC cilena terapie

Obr. 1 Experimentalni 1é¢ba plicni hypertenze - bilé bloky jsou doloZené poruchy u PH; rGzové bloky
odpovidaji intervencim, které se v experimentu osvédcily.

Apelin je endogenni peptid, ktery ma vasodilatatni efekt na plicni cévy
prostfednictvim regulace endotelidlniho NO a NO syntézy (Kim, 2014). Studie
s apelinem na preklinickych animalnich modelech, prokazaly preventablitu PH po

jeho podani (Alastalo et al., 2011; Falcao-Pires et al., 2009).

Serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT). 5-HT je uvolnovan z endotelu a stimuluje
proliferaci hladké svaloviny a konstrikci cév pies 5-HT receptory (Liu et al., 2013;
Morecroft et al., 2005). Lécba antagonisty 5-HTs receptorti redukovala 5-HT
indukovanou plicni vazokonstrikci u laboratornich potkant s PH vyvolanou 2-

tydenni expozici hypoxii (Morecroft et al., 2005).

Vasoaktivni intestindlni peptid (VIP) je neuropeptidovy hormon, ktery inhibuje

proliferaci hladké svaloviny, agregaci desti¢ek, zachycuje reaktivni kyslikové
11



radikaly a indukuje vasodilataci aktivaci receptori VPACI1, VPAC2 a PACI
(Laburthe et al., 2002). Suplementace VIP nebulizaci prokazateln¢ zlepsila
hemodynamiku u pacinetit s PAH, vedouci ke sniZeni PVR a zlepSeni 6MWD
(Archer et al., 2010).

Aktivace BMPR 2 signalizace je G¢innd v prevenci plicni vaskularni remodelace a

snizuje rozsah plicni vaskularni proliferace (Long et al., 2015; Reynolds et al.,

2007).

Rho kinazy RhoA/ROCK signalizace se podili na patogenezi PH prostfednictvim
remodelace a vazokonstrikce (Oka et al., 2008; Robertson et al., 2003, 2000).
Fasudil je prvnim inhibitorem ROCK a jeho podavani bylo spojeno se zlepSenim
patologickych parametri PH a remodelace plicnich arterii u hypoxickych a

monokrotalinovych modelt PH u potkani (Abe et al., 2006, 2004; Li et al., 2007).

Nuklearni faktor kappa B (NF-xB) je zéasadni v patogenezi PAH skrze aktivaci
proinflamacnich a prolifera¢nich stimuli v hladké svaloviné plicnich arterii a je
zodpovédny za uvolilovani vazokonstricné ptisobiciho ET-1 (Wort et al., 2009).
Farmakologickd blokada NF-kB u potkani s experimantdlné¢ navozenou

monokrotalini PH byla efektivni a vedla k poklesu PH.

......

receptorového antagonisty vedlo k redukci hypertrofie PK u monokrotalinového

modelu PH u potkanti (Tian et al., 2014).

Objevila se tada studiji se statiny, potvrzujici jejich schopnost alespon castecné
zabranit rozvoji plicni hypertenze u nékolika experimentalnich modeli u potkani,
véetné chronické hypoxie (Girgis et al., 2003; Murata et al.,, 2005),
monokrotalinového (Guerard et al., 2006; Laudi et al., 2007; Rakotoniaina et al.,
2006; Satoh and Satoh, 2009; Sun and Ku, 2008), SU5416 v kombinaci s hypoxii
(Taraseviciene-Stewart et al., 2006). Krom¢ prevence plicni hypertenze na
zvitecich modelech bylo opakované ukazano, Ze statiny snizuji jiz rozvinutou

plicni hypertenziu monokrotalinovych (Jasinska-Stroschein et al., 2014; Nishimura
12



et al., 2003; Pei et al., 2011; Satoh and Satoh, 2009) a hypoxii indukovanych
(Girgis et al., 2007) potkanich modeli.

Dehydroepiandrosteron (DHEA) je piirozené¢ se vyskytujici steroidni hormon
odvozeny od cholesterolu (Labrie et al., 2001). V¢tSina efekth DHEA je
zprostiedkovana skrze jeho sulfatovanou formou (DHEA S) (Celec and Starka,
2003). Membranovy potencial bunék hladké svaloviny je regulovan zejména
kanaly propustnymi pro K+, konkrétn¢ hlavné BKC, kanaly (Peng et al., 1997) K,
kanaly (Chauhan-Patel and Spruce, 1997; Michelakis et al., 2000) a KCNQ kanlay
(Joshi et al 2009). DHEA je aktivator BKc, kanali (Arlt et al., 1999; Peng et al.,
1997) a potentni antioxidacni agens (Iwasaki et al., 2004). Svym uc¢inkem
zpusobuje hyperpolarizaci membran bunék hladké svaloviny plicnich arteriol
s jejich naslednou relaxaci, rezultujici ve vazodilataci. V nékolika studiich bylo
prokdzano, ze 1écba DHEA / DHEA S ¢astecné zabrafiuje rozvoji a je schopna
zvratit experimentalné navozenou plicni hypertenzi (Bonnet et al., 2003; Dumas de
la Roque et al., 2013; Hampl et al., 2003; Oka et al., 2007; Zhang et al., 2019,
2019).

Inhibitor translace HIF-2o (C76). Jak HIF-1a (hypoxii indukovany faktor-1a), tak
HIF-2a jsou dtlezitymi regulatory reakce plicniho ob&hu na hypoxii (Semenza,
2012; Shimoda and Semenza, 2011). Ball a jeho kolegové prokazali, ze geneticka
delece HIF-1a v buiikach hladkého svalu u mysi redukuje RVSP a tloustku stény
plicni tepny v reakci na chronickou hypoxii (Ball let al., 2014), naopak ,,gain-of-
function® mutace HIF-2a jsou asociovany s téZkou PH u pacientt (Gale et al.,
2008). Sugen5416/hypoxického a MCT experimentalniho potkaniho modelu
prokazala ucinnost tohoto prepardtu ve zvraceni remodelace plicnich arterii,

inhibici pravostranného srde¢niho selhani a prodlouzeni pteziti (Dai et al., 2018).
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1.3 Animalni modely skupiny 2 PH
Zvireci modely PH v dusledku onemocnéni levého srdce (skupina 2)

Dostupné modely pouzivané ke studiu PH2 pouzivaji jednu ze tii hlavnich strategii
(Boucherat et al., 2022). Jednou z nich je cilené poranéni levé komory, které vede
k jejimu selhani. Piikladem je infarkt myokardu navozeny podvazem koronérni
tepny (Jasmin et al., 2004, 2003) nebo experimentalni metabolicky syndrom (Lai et
al., 2016). Tyto modely vérn€ napodobuji konkrétni klinické situace, ale u¢inky na
plicni obéh mohou byt zkreseleny jinymi UCinky primarniho experimentalniho
inzultu. Dal$im pfistupem je pifimé zvySeni tlakového pfetizeni levé komory
zvySenim odporu vytokového traktu levé komory. Toho se dosahuje CasteCnym
vnéj$im zasvorkovanim nebo podvazanim vzestupné aorty u mySi (Chen et al.,
2012; Rockman et al., 1991) nebo cast&ji u potkanli (suprakoronarni aortilni
bandaz) (Dai et al., 2004; Hentschel et al., 2007; Hunt et al., 2013; Kerem et al.,
2010; Lambert et al., 2021; Ranchoux et al., 2019). Tieti moZnosti je Castecné
zasvorkovani velkych plicnich Zil, nicméné tento pfistup byl popsan pouze u
vétSich zvitat (prasat) (Aguero et al., 2014; Pereda et al., 2014; van Duin et al.,
2019).

1.4 Léky navozena PH

V roce 1968 vzrostl mezinarodni zdjem o PH z divodu velkého nartistu poctu
pacienti s PH ve Svycarsku, Némecku a Rakousku (Gurtner, 1979; Gurtner et al.,
1968) v kontextu uzivani v t€ dobé nového preparatu na lécbu obezity, aminorexu
fumaratu. Umrtnost byla vysoka, pfi¢emz téméf polovina osob s aminorexem
indukovanou PH zemfiela do 10 let od stanoveni diagnozy (Greiser, 1973). Léky a

toxiny navozena PH ma dnes v klasifikaci PH své specifické misto.

Interferony (IFN) byly vyvinuty jako 1é¢ba riiznych imunologickych onemocnéni a

malignich procest (George et al., 2012). V poslednich péti letech se objevily

ptipady, které spojuji uzivani IFN s rozvojem PAH a vyvolaly obavy o bezpecnost.
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tykajici se pouzivani téchto latek v klinické praxi (Fruehauf et al., 2001; Jochmann

et al., 2005).

Desatinib Inhibitory tyrozinkinazy jsou kli¢ovou lécbou pro chronickou myeloidni
leukémii, hematologickou malignitu zplsobenou chromozomalni translokaci
(BCR/ABL), ktera vede ke vzniku patogenniho tyrozinkinazového proteinu
(Montani et al., 2010). Navzdory terapeutickému piinosu dasatinibu u pacientli s
CML, Cetné studie nyni ukazaly, Ze dasatinib mize vést k rozvoji PAH (Montani et

al., 2010; Weatherald et al., 2017).

Mitomycin C se pouziva jako chemoterapeutikum pii 1é¢bé riiznych malignit
(Ragonese et al., 2016). V poslednich letech byl ale identifikovdn jako moZzny

rizikovy faktor pro plicni venookluzivni nemoc (Gagnadoux et al., 2002).

Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI) jsou léky primarné
uréené k lé€beé deprese, nicmeéné nékteii ze zastupcu této skupiny jsou uZzivani
v 1écbé obezity. Fenfluramin zvySuje hladinu cirkulujiciho serotoninu a
hydroxytyraminu (5-HT) uvolnénim z desti¢ek interakei s 5-HT transportérem (5-
HTT) (Fristrom et al., 1977; Martin and Artigas, 1992). Elevovany 5-HT nasledné
pusobi vazokonstrikci malych plicnich arterii pies pres SHT;, receptory (Morecroft
et al.,, 1999) a zvySenou proliferaci hladké svaloviny (Pitt et al., 1994).
Metamfetamin je vysoce navykove neurostimulans se systémovymi Uc¢inky, které
mohou mit za ndsledek organovou dysfunkci a smrt (Gotway et al., 2002).
Molekularni struktura je podobna aminorexu a fenfluraminu, které jsou asociovany
s léky navozenou PH (Fishman, 1999). Asociace mezi PAH a uZivanim

metamfetaminu byla prokazana (Chin et al., 2006; Schaiberger et al., 1993).
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2. CILE A HYPOTEZY

Primarnim cilem prace bylo ovéfit predpoklad, Ze kombinace dvou latek, z nichz
kazda se osvédc¢ila (minimalné v experimentu) jako ¢aste¢nd 1écba PH, bude pro
1écbu PH ucinnéjsi nez pouziti kazdé z téchto latek samostatné. Konkrétné jsme
oveéfovali kombinaci DHEA S a simvastatinu vic¢i chronické hypoxické PH
(3.skupina PH). Nasledn¢ jsme ovétovali de facto opacny scénai — ze latka, ktera
muize byt viaci néjakému jinému onemocnéni uzitecna, bude na zakladé svych
vlastnosti potencidln¢ problematickd vici plicni cirkulaci (jako se to v minulosti
ukézalo napt. pro fenfluramin a dalsi). Konkrétné jsme se zaméfili na stabilizator
HIF roxadustat, vhodny pro lé¢bu anémii. A konec¢né, pii védomi, Ze vzhledem
k pocttu pacientil, které¢ postihuje PH, je mnohem castéjsi PH skupiny 2, nez
skupiny 3, pfipravili jsme a charakterizovali jednoduchy animalni model PH
skupiny 3 jako predpoklad mozného budouciho testovani dalSich lécebnych
moznosti vhodnych této formy PH. Celkem jsme tedy ve 3 studiich testovali 3

hlavni hypotézy:

Hypotéza 1: Ulinky simvastatinu a dehydroepiandrosteron sulfitu proti

hypoxické plicni hypertenzi jsou aditivni.

Hypotéza 2: Stabilizator HIF roxadustat zvySuje plicni cévni rezistenci.
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Hypotéza 3: Intrvaskularni casteCna obstrukce vzestupné aorty vyvola u
potkani levostranné objemové pretiZeni a ,,reaktivni plicni hypertenzi (tj.

PH s komponentou zvySené plicni arterialni rezistence).
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3. MATERIAL A METODY

Ucinky simvastatinu a dehydroepiandrosteron sulfitu proti hypoxické plicni

hypertenzi nejsou aditivni

U dospélych samcli potkanii kmene Wistar jsme vyvolali plicni hypertenzi
ttitydenni hypoxickou expozici (10 % 0O2) a 1&Cili je simvastatinem (60 mg/l)
(skupina HS) a DHEA S (100 mg/l) (skupina HD) v pitné vodé, a to bud
samostatn¢, nebo v kombinaci (skupina HDS), nasledné jsme skupiny porovnavali
s normoxickymi (NC) a hypoxickymi kontrolami bez 1écby (HC). Predmétem
méfeni byl mPAP (katetrizacni technikou), srde¢ni vydej (UZ sondou), relativni
hmotnost srde¢nich komor a hodnoceni oxida¢niho stresu (oxid dusnaty a jeho

oxidacni produkty, NOx, a malondialdehyd).
Aktivator HIF zvysuje plicni cévni rezistenci

Jedna skupina byla 1é¢ena roxadustatem po dobu 2 tydnl (skupina Rox2w, n=9),
dalsi dostala roxadustat pouze jednou a byla zkoumana o 48 h pozdéji, aby mohly
byt ovlivnény ptipadné plicni vaskularni mechanismy tizen¢ HIF, ale ucinek na
hematokrit se jesté¢ neprojevil (Rox2d, n=9). Kontrolni skupina byla lé¢ena stejné
jako Rox2w s tim rozdilem, Ze ji bylo aplikovano rozpoustédlo bez roxadustatu
(n=8). Pro ovéfeni mozného vlivu samotného rozpoustédla byla zatazena skupina,
ktera nebyla nijak 1é€ena (skupina bez 1&€by, 0Tx, n=5). Pro porovnani vysledki se
situaci ptirozené zvySené hladiny HIFs byla posledni skupina léCena identicky jako
kontrolni, s tim rozdilem, Ze byla vystavena chronické hypoxii (10 % O,) po dobu

dvou tydnti, béhem kterych ji bylo injikovano rozpoustédlo (skupina CH, n=6).

Plicni vazoresistivni vlastnosti byly hodnoceny analyzou vztahu perfuzniho tlaku a
prutoku (P/Q) v izolovanych plicich perfundovanych ex vivo pii 40 ml/min/kg
télesné hmotnosti bezbunéénym Krebsovym roztokem se 4 % albuminu (aby se
vyloucil zavad¢jici vliv zmén hematokritu) a ventilovanych vzduchem + 5 % CO,
pi1 60 desich/min s koncovym vydechovym tlakem +2 ¢cmH,O (Belohlavkova et

al., 2001; Herget and Chovanec, 2010). Pfed izolaci plic byli potkani anestezovani
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thiopentalem (30 mg/kg BWi.p.) a punkci srdce jim byl odebran vzorek krve k
méfeni hematokritu. Vztah P/Q byl stanoven métenim tlaku pfi perfuzi, ktera byla
nejprve na ~ 30 s zastavena a poté navysena na 36 ml/min/kg té€lesné hmotnosti ve
3 rovnomérnych krocich (vzdy ~ 30 s). Protoze se vztah P/Q v tomto rozsahu jevil

jako blizky linearnimu, byl vyhodnocen pomoci linearni regrese (R*> 0,8925).
Novy experimentalni model LSS u potkanii

U anestezovanych spontanné dychajicich potkanil byla zptistupnéna prava karotida
a malym fezem v jeji sténé byla do vzestupné aorty antegradné zavedena distalng
zaslepend polyethylenova hadicka (vngjsi primér - O.D. 0,96 mm, délka 25 mm)
uzaviena na distalnim konci a posunuta tak, aby jeji konec byl tésn¢ nad aortalni
chlopni. Proximalni konec hadic¢ky byl poté piipevnén ke kréni tepné pomoci
stehu. Pouzili jsme 2 interven¢ni skupiny: skupina PAO byla v normoxickém
prosttedi a skupina PAO-H byla vystavena hypoxii (FiO2- 0,1). Dalsi 2
neintervencni skupiny byly skupina C jako normoxickd kontrola a skupina H
vystavena hypoxii. Po 3 tydnech byla zjiStovana ptitomnost tlakového ptetiZzeni
levého srdce métfenim enddiastolického tlaku levé komory piimou punkci.
Ptitomnost plicni hypertenze byla zkouména méfenim tlaku v plicni tepné
katetrizaci in vivo. Podil zvySené plicni arterialni rezistence a pasivniho pienosu
zyvseného tlaku levého srdce na PH, stejné jako vazokonstrikce byly zjistovany na
izolovanych plicich. Nasledné¢ byla stanovena mira hypertrofie pravé komory
vazenim preparatu a muskularizace perifernich plicnich cév histologickymi fezy

s prislusnym barvenim.
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4. VYSLEDKY

4.1 U&inky simvastatinu a dehydroepiandrosteron sulfatu proti hypoxické

plicni hypertenzi nejsou aditivni

Hmotnost pravé komory a pomér jeji hmotnosti k hmotnosti levé komory
s interventrikularnim septem byly signifikantné vyssi u vSech hypoxickych skupin
oproti normoxickym kontroldm, nicméné hypoxické se mezi sebou neliSily
Hematokrit se zvysil ve vSech hypoxickych skupinach, coz naznacuje, Ze uinky
terapie na plicni vaskularni rezistenci a mPAP nebyly zplsobeny zménami
viskozity krve. Srde¢ni vydej ani srde¢ni index se mezi skupinami neliSily. Podle
piedpokladl se nariist mPAP zplisobeny chronickou hypoxii redukoval (ptiblizné
na polovinu) pii 1é¢bé samotnym DHEA S. Podobné 1 1é¢ba samotnym
simvastatinem vyznamné snizZila mPAP ve srovnéani s hypoxickymi kontrolami;
ucinek snizujici mPAP pii 1ecbé statinem byl piiblizné stejny jako pti 1é€bé DHEA
S (obr. 2a). V rozporu s nasi hypotézou ale nevedla soucasna 1écba obéma 1é¢ivy
(DHEA S + statin) k Zadnému dalS§imu sniZeni mPAP (obr. 2a). PVRI, ktery byl u
hypoxickych kontrol vyznamné zvySen, se u zddné z lé¢enych skupin (HD, HS a
HDS) vyznamné neliSil od normoxickych kontrol a v obou skupindch lécenych
simvastatinem (HS a HDS) byl vyznamné niZ§i neZ u hypoxickych kontrol (obr.

2b).

[Y
(=2

40 T . * 800- T
Lo 3
— —_ £
304 £ 6001
£ E
[®)]
z 201 T T 400+ e
£ |1+ £ T
c = T
104 ¥ 2004 [
>
o
0 T T 0 T T
NC (15) HC (5) HD (10) HS (8) HDS (6) NC (14) HC (5) HD (7) HS (7) HDS (5)

20



Obr. 2 Stiedni plicni arterialni tlak (mPAP, a) a index plicni cévni rezistence (PVRI, b), zvySené

chronickou hypoxii, jsou snizeny 1écbou DHEA-S, simvastatinem a jejich kombinaci.

*p<0,002 vs. NC; 1p=0,005 vs. NC; **p<0,013 vs. HC; 11p<0,045 vs. HC

Plazmatickd koncentrace NOx byla vyznamné zvySena chronickou hypoxii.
Hodnoty byly podobné u hypoxickych kontrol a u potkant 1écenych v hypoxii
samotnym DHEA S nebo samotnym simvastatinem. U potkant Iécenych
kombinaci DHEA S + simvastatin se hodnoty NOx vyznamné& neliSily (p=0,064)
od hodnot u normoxickych kontrol, ale také se vyznamné neliSily (p=0,313) od

hypoxickych kontrol.

Plazmatickd koncentrace malondialdehydu, markeru oxida¢niho stresu, byla v nasi
studii jednou z mala proménnych ovlivnénych rozpoustédlem, které potkani pili
(voda vs. 0,5% ethanol). Hladiny malondialdehydu byly vyznamné vyssi u zvitat
pijicich tento slaby roztok ethanolu ve srovnani se stejné lé€enymi konzumujicimi
vodu. Bylo tomu tak u normoxickych kontrol a v mensi mife u potkana 1é¢enych
DHEA S v hypoxii. Stejny trend existoval 1 u hypoxickych kontrol, kde jsme
ovSem méfeni provedli pouze u dvou potkanti, ktefi pili etanol. V tomto piipadé

tedy nejsou udaje prikazné.

4.2  Aktivator HIF zvySuje plicni cévni rezistenci

Chronicka, ale nikoli akutni 1é€ba roxadustatem zvySila hematokrit ve srovnani s

kontrolni 1 nelé¢enou skupinou, ale ne tak vyrazné jako chronické hypoxie.

Vychozi perfuzni tlak v izolovanych plicich byl vyssi ve skupiné Rox2d (9,8+1,6
mmHg) nez v kontrolni skupiné (7,9+1,8, P=0,0364). Ve skupin¢ CH byl jesté

vyssi (13,042,0), a to jak ve srovnani s kontrolami a nelécenymi (P<0,0001), tak s
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obéma skupinami s roxadustatem (P < 0,0011). Ve skupiné¢ Rox2w ¢inil 9,2+1,9

mmHg.

Sklon regresnich kiivek P/Q se mezi skupinami neliSil (tj. kiivky byly
rovnobézné), zatimco prisecik s tlakovou osou byl ve srovnani s kontrolni
(2,6+1,4mmHg) a neléCenou (1,5+0,8) skupinou (které se navzijem neliSily)
roxadustatem zvysSen jiz po 2 dnech (4,2+1,5) a po 2 tydnech se dale neménil
(3,9+£1,5). Prisecik s tlakovou osou byl jesté vyssi ve skupiné CH (7,6+1,1,
P<0,0001 oproti vSem ostatnim skupindm). Tento parametr odpovida kritickému

uzaviracimu tlaku plicniho cévniho feciste.

V souladu s tim se hodnota na které se ustalil perfuzni tlak pti zastaveni perfuze,
neliS§ila mezi kontrolni (0,1£0,6 mmHg) a neléCenou (-0,2+0,5, P=0,6737)
skupinou, ale byla podobné zvySena (P<0,05) ve skupindch R2d (0,8+0,4) a R2w
(0,8+0,6) a jesté¢ vice ve skupiné CH (2,1+1,3, P<0,0028). Tlak pii zastaveni
prutoku odrazi kriticky uzaviraci tlak (pokud by byl kriticky uzaviraci tlak nulovy,
pak by se tlak na strané pfitoku mé¢l vyrovnat s tlakem na strané odtoku -2 cm

H20).
4.3 Novy experimentalni model levostranného srdec¢niho selhani u potkant

Nas postup c¢astecné intravaskularni okluze vzestupné aorty pies kréni tepnu u
potkanll je snadny. Provedeni trvd ~10 minut a mortalita je ~10 % u mladych
dospélych potkant (hmotnost <250 g). Tii tydny Caste¢né obstrukce aorty vedly ke
ztraté ~ 10 % télesné hmotnosti. Jak se ofekavalo, chronické vystaveni hypoxii
rovnéZ snizilo t€lenou hmotnost (o0 ~ 20 %, vyznamné vice nezZ v piipad¢ skupiny s
PAO). Tento ucinek chronické hypoxie byl dale zvyraznén soucasnou c¢aste¢nou

obstrukci aorty.
Studie A - potvrzeni selhani levé komory

Indukce tlakového pretizeni levého srdce naSim postupem casteCné aortalni

obstrukce byla potvrzena zvySenym end-diastolickym tlakem levé komory ve
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skupin¢€ s PAO ve srovnani s kontrolami. Srdec¢ni frekvence byla vyssi ve skupiné
PAO nezZ u kontrol.

Studie B - zjiStovani pritomnosti plicni hypertenze

mPAP byl po 3 tydnech ¢asteCné obstrukce aorty vyznamné vysSSi nez u
kontrolnich potkant. V souladu s tim se zvySila hmotnost pravé komory, a to jak

ve vztahu k télesné hmotnosti, tak k hmotnosti levé komory plus septa (LV+S).
(Obr. 3)
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Obrazek 3: Stfedni plicni arterialni tlak in vivo (A) a hmotnostni index pravé a levé srde¢ni komory (B)

jsou zvyseny castecnou aortalni obstrukci, chronickou hypoxii a jejich kombinaci.

PAP = plicni arterialni tlak, RV/LV+S = hmotnost pravé komory vzhledem k levé komote a septu.
Oznaceni skupin na vodorovné ose viz legenda k obrazku 2. Kolecka ptredstavuji jednotlivé hodnoty,
vodorovné ¢ary jsou pruméry a SD. *P = 0,0282 (v A) nebo 0,0186 (v B) oproti skupiné C; **P< 0,0001
oproti skupiné C; 1P< 0,0001 (v A) nebo P = 0,0058 (v B) oproti skupin€¢ PAO; 1P = 0,0045 vs. skupina
PAO; Skupina PAO+H vs H: P =0,1989 (v A) nebo 0,9692 (v B).

Expozice chronické hypoxii zvySila mPAP (a hmotnost RV) vice nez Céstecna
aortalni obstrukce. Hypertrofie srdce vyvolana ¢asteCnou okluzi aorty byla zcela
reverzibilni. Na konci tfitydenniho obdobi zotaveni po odstranéni obturac¢ni kanyly
ze vzestupné aorty, kde byla po dobu 3 tydnt, byl pomér hmotnost LV+S/BW 1,64
+0,13 x 10-3 ve srovnani s 1,71 0,01 x 10-3 u kontrol (P = 0,3256; n = 8 a 6).
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Pomér hmotnosti RV/BW se rovnéz normalizoval (0,47+0,08 x 10-3vs0,48+0,06 x
10-3; P = 0,6568), stejn¢ jako pomér RV/LV+S (0,29+0,06 vs. 0,28+0,03; P =

0,9026). Tento "reverzni postup" m¢l nulovou mortalitu.
Studie C - podil plicnich tepen na plicni hypertenzi

Vychozi perfuzni tlak byl po 3 tydnech ¢astecné obstrukce aorty vyznamné vyssi
nez u kontrolnich potkani. Kombinace castecné aortalni obstrukce s chronickou
hypoxii déale nezvysSila vychozi perfuzni tlak v izolovanych plicich oproti

hodnotam zjiSténym ve skupinach PAO a H.
Studie D - role vazokonstrikce

Céaste¢na obstrukce aorty vedla ke zvySenému sklonu kiivky (resp. regresni
piimky) zavislosti tlaku na pritoku v izolovanych plicich. Chronickd hypoxie
zvysila jeji podobné jako CasteCna aortalni obstrukce. PriiseCik regresni ptimky s
tlakovou osou se mezi skupinami nelisila, s vyjimkou PAO+H, kde byl vyss§i nez u

kontrol (5,8 + 3,8 vs. 2,8 £ 3,6 mmHg, P = 0,0074; n = 7/skupinu).
Studie E - strukturalni zmény malych prealveolarnich cév

Parcialni obstrukce aorty vedla 3 tydny po zékroku k vyrazné zvySené
muskularizaci prealveolarnich plicnich cév (74.2 + 3.0 % perifernich cév

s muskularizovanou sténou oproti 24.8 £+ 1.8 % u kontrol, P <0.0001).
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5. DISKUZE

5.1 U¢inky simvastatinu a dehydroepiandrosteron sulfatu proti hypoxické

plicni hypertenzi nejsou aditivni

Hlavnim zjisténim této studie je, ze 1écba potkanit kombinaci DHEA S a
simvastatinu je pfiblizn¢ stejné UCinna pi1 snizovani plicni hypertenze v
hypoxickém modelu potkant jako kazda z téchto 1é¢ebnych metod samostatné.

Po prvni zpravé, ze léCba statiny mulize snizit experimentalné navozenou plicni
hypertenzi (Nishimura et al., 2002), byla v fad¢ studii popsdna schopnost riznych
statinli ¢astené zabranit rozvoji plicni hypertenze na nékolika modelech potkanii,
vcetné chronicke hypoxie (Girgis et al., 2003; Murata et al., 2005), monokrotalinu
(Guerard et al., 2006; Laudi et al., 2007; Pei et al., 2011; Rakotoniaina et al., 2006;
Satoh and Satoh, 2009; Sun and Ku, 2008), blokady receptoru pro vakuolarni
endotelidlni rastovy faktor v kombinaci s hypoxii (Taraseviciene-Stewart et al.,
2006), intransgennich potkanli s nadmérnou expresi reninu (DeMarco et al., 2009)
a u potkantl s plicni hypertenzi v disledku plicni fibrozy vyvolané neomycinem
(Schroll et al., 2013). N4&S potkani model plicni hypertenze vyvolané chronickou
hypoxii dobfe odpovida situaci pacienti s CHOPN, u nichZ je hlavni pfic¢inou

vzniku plicni hypertenze jejich chronicky hypoxemicky stav.

DHEA/DHEA S ma antioxidac¢ni aktivitu spojenou s inhibici syntézy NADPH
(Schwartz and Pashko, 2004), stimuluje uvoliiovani NO (Liu and Dillon, 2002;
Simoncini et al., 2003) a BKCa kanalti (Bonnet et al., 2003; Farrukh et al., 1998;
Peng et al., 1999), které zprostiedkovavaji vazodilataci v plicnim ob&hu (Hampl et
al., 1995; Yuan, 1995). DHEA také inhibuje nap&tové fizené Ca2+ kanaly typu L,
¢imz napodobuje jednu dutlezitou vétev zavedené terapie plicni hypertenze.
Vzhledem k t€émto vlastnostem a vzhledem k tomu, ze jehoexogenni podavani je u
lidi dobfte tolerovdno, je DHEA (nebo DHEA S) atraktivni jako potencialni 1écba
plicni hypertenze.
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Pro¢ nejsou uc€inky simvastatinu a DHEA S na plicni hypertenzi aditivni? Jednim z
rozdill v mechanismu Uc¢inku statini a DHEA je jejich vliv na rizné K kanaly,
které fidi membranovy potencidl bun¢k hladkého svalstva plicnich arterii, a tim 1
jejich napéti. DHEA aktivuje Kc,kanaly (Farrukh et al., 1998), konkrétné na
charybdotoxin citlivy BKcy(KCal.l)(Bonnet et al., 2003; Peng et al., 1999).
Mozné aktivace Ky kanali DHEA byla rliznymi autory potvrzena (Bonnet et al.,
2003) 1 vyloucena (s moznou vyjimkou Ky1.3)(Peng et al., 1999). Vliv statinli na
aktivitu BKc;kanali nebyl zaznamenéan, ackoli mohou aktivovat Kckandly s
malou vodivosti (McNeish et al., 2012). Zda se tedy, Ze DHEA disponuje
mechanismem plicni vazodilatace (aktivace kanali BK¢,), ktery statiny postradaji.
To by mélo vést k aditivnimu U¢inku na plicni hypertenzi. Nedostatek aditivity
muze znamenat, ze ucast otevieni BKckanalu v mechanismu uc¢inku DHEA na
plicni hypertenzi neni zasadni. Alternativné mohou statiny aktivovat kandly BKc,
nepiimo, prostfednictvim své zname podpory aktivity NO. NO pisobi plicni

vazodilataci aktivaci BK¢,kanali (Hampl et al., 1995).

Dalsi mozné vysvétleni nedostatecné aditivity DHEA S a statinli v jejich ucinku
proti PH by mohlo souviset s tim, Ze cholesterol je prekurzorem syntézy DHEA. Je
tedy mozné, ze 1écba simvastatinem snizila endogenni produkci DHEA (a DHEA
S) a pridani exogenniho DHEA S k 1é¢b¢ statiny pouze obnovilo normalni hladinu
DHEA S, nikoliv Ze by ji zvySilo nad normdal. Metaanalyza studii u lidi totiz
ukazala, ze statiny snizuji hladiny DHEA u Zen se syndromem polycystickych
nikoli simvastatinem (Yang et al., 2019). Pokud by vSak DHEA S a statin
ovliviiovaly PH riiznymi mechanismy, stidle by se dalo ocekavat, ze ucinek
samotného simvastatinu (pravdépodobné s nizS§imi hladinami DHEA S) bude
mensi nez jeho ucinek s ptidinim DHEA S. V ptipadé, Ze by statin a DHEA S
ovlivilovaly PH riiznymi mechanismy, bylo by moZzné ocekéavat, Ze UcCinek
samotného simvastatinu bude mensi neZ jeho uCinek s pfidanim DHEA S. A

konecn€, DHEA se miize podobat statinlim svou schopnosti inhibovat 3-hydroxy-
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3-methyl-glutaryl koenzym A reduktazu (Pascale et al., 1995). To by znamenalo,
ze sniZzeni PH statiny nepatii mezi jejich pleiotropni u€inky nesouvisejici s inhibici
3- hydroxy-3-methyl-glutaryl koenzym A reduktdzy. To ostatné Girgis a spol.
vyvodili ze svych udajt, které ukazuji, ze utlumu PH simvastatinem lze zabranit
suplementaci produktu aktivity 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl koenzym A
reduktazy, mevalonatu (Girgis et al., 2007). Mechanismy, kterymi mulZze sniZzena
aktivita 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl koenzym A reduktdzy vést k mensi PH,

nejsou zndmy a zaslouzi si dals$i zkoumani.
5.2  Aktivator HIF zvySuje plicni cévni rezistenci

Tato studie ukazuje, Ze inhibice prolylhydroxylaz (a tedy aktivace HIF)
roxadustatem zvySuje kriticky uzaviraci tlak v plicnich cévach, a tim posouva tlaky
v rozsahu priatoklt k vys$§im hodnotdm. Tento ucinek je nezavisly na vlivu
roxadustatu na hematokrit, ale je mensi nez u zavedeného modelu PH pi1 chronickeé
chronické hypoxické PH dochazi béhem prvnich dnli expozice hypoxii (Hampl et
al., 2006), je ucinek roxadustatu na plicni obéh rychlejsi (jiz po 2 dnech) neZ na
hematokrit. Vzhledem k tomu, Ze jsme ucinek roxadustatu zjistili v plicich
perfundovanych bezbunéénym roztokem, je pravdépodobné, Ze in vivo, kde je
ptiznivy ucinek roxadustatu na hematokrit také ptitomen, bude jeho vliv na plicni
cévni rezistenci jeste vetsi.

Akutni plicni vazokonstrikéni reaktivita (na angiotenzin Il a 0 % O;) nebyla
roxadustatem ovlivnéna. To je ponckud piekvapive, protoze se uvadi, Ze roxadustat
snizuje regulaci cévnich receptortt AT, (Yu et al., 2021). Navic exprese a aktivita
Ky kanalt, které jsou diilezit¢ v mechanismu akutni hypoxické vazokonstrikce
(Archer et al., 2001), jsou ovlivnény HIF (Pullamsetti et al., 2020). Nase udaje

naznacuji, Ze tento vliv neni zvIast’ zdvazny.
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5.3 Novy experimentalni model levostranného srde¢niho selhani u potkant

Zavedli jsme novy snadny, minimalné invazivni a reverzibilni model PH vyvolané
tlakovym pfetizenim levého srdce u potkanii. Zmény hmotnosti srde¢nich komor
vyvolané timto postupem jsou pln¢ reverzibilni. Podobnd dynamika byla jiz dfive
zaznamendna u levé komory a celého srdce po odstranéni zevni bandéze ze

vzestupné aorty (Cho et al., 2014).

Kromé toho, Ze nase metoda zplsobuje tlakové pietizeni levého srdce (zvySeny
koncovy diastolicky tlak v levé komote), vyvolava také PH, o CemZ svédci
zvySeny PAP, zvétSena RV in vivo a zvySend cévni rezistence v izolovanych
plicich (zvySeny perfuzni tlak pfi konstantnim priitoku, zvySeny sklon ptimek tlak-
prutok). ZvySena cévni rezistence v izolovanych plicich (kde je eliminovéan faktor
zvySené¢ho odtokového tlaku) ukazuje, Ze tato PH neni jen pasivnim pienosem
tlakového pretizeni levého srdce proti proudu, ale Ze zahrnuje spiSe zmény

samotnych plicnich cév ("reaktivni" forma nebo stadium PH2).

Ve srovnani se zavedenym modelem plicni hypertenze skupiny 3, chronickou
hypoxii, zvySovala Caste€na aortilni obstrukce hodnoty PH bud’ ve stejné mire
(sklon tlaku a pratoku, stupent remodelace plicnich cév) nebo méné (pramérny
PAP, RV/LV+S). To odpovidd klinickym zkuSenostem, Ze PH u pacientd s
levostrannym srde¢nim selhdnim nebyva pftili§ téZka, zejména v klidu (Butler et

al., 1999; Lam et al., 2009; Maron et al., 2016).

Stupen remodelace plicnich cév (%DL) po ¢astetné obstrukci aorty nebyl v této
studii pfimo srovnavan se stupném remodelace po chronické hypoxii. Zda se vSak,
ze byl vyssi (74 %, oproti 25 % u kontrol) nez nami dfive uvadéné hodnoty u
hypoxickych potkanti (~35-60 %) (Chovanec et al., 2009; Hampl et al., 2003b;
Herget et al., 2003; Lachmanova et al., 2005)

Rozséhla remodelace plicnich cév u PH2 byla jiz diive popsana u potkani, mysi a

lidi (Chen et al., 2012; Delgado et al., 2005; Fayyaz et al., 2018; Hunt et al., 2013).
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Jistym nedostatkem tohoto modelu je nahly nastup pfetizeni levého srdce, ktery
neodrazi béznou klinickou situaci PH2, kdy se tlakové pietizeni levého srdce vyviji
postupn¢ a umoznuje srdci adaptovat se na zvySujici se tlak. Domnivame se, Ze to
je diivod, pro¢ ponékud paradoxné zavedeni hadicky stejné velikosti mnohem Iépe
snaSela mensi nez vétSi zvifata. Jejich nizky veék jim pravdépodobné umoznil

ucinngji kompenzovat nahlé zvyseni afterloadu.
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6. ZAVER

Tato prace se zabyva hledanim novych moznosti kombinac¢ni 1€cby PH, navozeni
experimentalni PH a zkoumanim potencialniho neZzadouciho U¢inku 1éka (rozvoje

PH) u 1€kt s potencialem pouziti z jiné indikace.

Ziskané vysledky potvrdily ptiznivy UCinek l1écby statiny a DHEA S na mPAP a
PVRI u PH. Zjistili jsme, ze kombinovand 1é¢ba obéma léky dohromady nema
aditivni U€inek na PH. Jednim z moZnych vysvétleni je, Ze kazdy z 1¢ka snizuje PH
piedev§im prostfednictvim svého inhibi¢niho UCinku na 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl koenzym A reduktazu. Statiny a DHEA S Ize u PH kombinovat, pokud je

to z n€jakych divodil pottebné ¢i vhodné.

Zavedli jsme novy, snadno proveditelny a pouzitelny model PH u potkani
vyvolany tlakovym pietizenim levého srdce zplisobenym ¢aste€nou intravaskularni
obstrukci vzestupné aorty. Tento model vykazuje jak zvySenou muskularizaci
perifernich plicnich cév, tak zvySeny cévni tonus s vyznamnym postiZenim
prekapilarni Casti plicniho cévniho fecisté. Diky své jednoduchosti a vlastnostem

muze byt uzitecny pro dalsi studium patofyziologie PH2 a potencidlni terapie.

Potvrdili jsme hypotézu, Ze riziko PH vyvolané stabilizdtory HIF je realné a stoji
za monitorovani, zejména proto, Ze PH je béZnou komplikaci chronického
onemocnéni ledvin i bez této 1éCby. Nastésti se u roxadustatu nevyskytuje zvySena
reaktivita plicnich vazokonstriktort, kterd by byla dal$im rizikovym faktorem. Zda

se, ze HIF nehraji vyznamnou roli v hypoxické plicni vazokonstrikci.
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7. SOUHRN

Plicni hypertenze (PH) je skupina onemocnéni charakterizovand zvySenym
sttednim tlakem v plicnici. Zvlasté u skupiny 2, ktera je asociovana se srde¢nimi
chorobami a je nejprevalentnéj$i ze vSech typli, a u skupiny 3, asociované
s plicnimi chorobami, nebyla doposud vyvinuta Zadna dostatecné efektivni 1écba
krom 1écby zékladniho onemocnéni, coz je v fad¢ piipadii problematické. Rozvoj
PH muze byt 1 nezddoucim efektem I1éki podavanych pro 1éEbu jinych
onemocnéni. Tato disertacni prace si dava za cil hledani hledani novych
terapeutickych kombinaci na PH, zkoumédnim vzniku PH jako nezadouciho uc¢inku
1eki podavanych z jiné indikace a hledani novych mozZnosti experimentéalniho
navozeni PH u potkant. Dehydroepiandrosteron sulfat a statin, maji v nékterych
ohledech rozdilné mechanismy fungovani a jednotlivé jiz byla ovétfena jejich
efektivita v prevenci rozvoje a 1€cbé jiz rozvinuté experimentalni hypoxicke PH.
Vysledky prokazaly, ze jejich kombinace v experimentu neni aditivni. Jednim
znovych typt 1é&Civ, jejichz mechanismus UCinku ma spole¢né prvky
s mechanismy PH, jsou stabilizatory faktorti indukovatelnych hypoxii plicni cévni
odpor (méfeny jako vztah perfuzniho tlaku a pritoku) je roxadustatem zvySen, a to
uz po kratké expozici, kdy se jesté neprojevil vliv roxadustatu na hematokrit.
Riziko PH pfi 1écbé roxadustatem, je tedy realné. PH skupiny 2 je
nejprevalentnéjSi a dosavadni experimentalni modely jsou technicky ndrocné.
Nové€ vyvinutd metoda katetrizacniho zavedeni zaslepené hadi¢ky do ascendentni
aorty s vyslednym zvySenim afterloadu a néslednym navozenim levostranného
srdec¢iho selhani je jednoducha ve smyslu provedeni a umozni dalsi experimentalni

zkoumani této skupiny PH.
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7. SUMMARY

Pulmonary hypertension (PH) is a group of diseases characterized by increased
mean pulmonary artery pressure. Particularly in group 2, which is associated with
heart disease and is the most prevalent of all types, and in group 3, associated with
lung disease, no sufficiently effective treatment has yet been introduced beyond the
treatment of the underlying disease, which is problematic in many cases. The
development of PH may also be a side effect of drugs given to treat other diseases.
This dissertation aims to search for new therapeutic combinations for PH,
investigating the development of PH as a side effect of drugs administered for
other indications, and by looking for new ways to experimentally induce PH in
rats. Dehydroepiandrosterone sulfate and statin, have in some respects different
mechanisms of action and individually their efficacy in preventing the
development and treating already developed experimental hypoxic PH has already
been verified. The results showed that their combination in the experiment is not
additive. One of the new types of drugs whose mechanism of action shares
common elements with those of PH are stabilizers of hypoxia-inducible factors
pulmonary vascular resistance (measured as the relationship between perfusion
pressure and flow) is increased by roxadustat, even after a short exposure, when
the effect of roxadustat on hematocrit has not yet become apparent. The risk of PH
with roxadustat treatment is therefore real. Group 2 PH is the most prevalent and
the experimental models to date are technically challenging. The newly developed
method of catheterizing a blinded tube into the ascending aorta with a resultant
increase in afterload and subsequent induction of left-sided heart failure is simple

in design and will allow further experimental investigation of this group of PH.
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