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Abstrakt

Chronické poskozeni plicnich cév vede k plicni hypertenzi (PH). Rtzné formy PH jsou pomérné Casté a jsou

vvvvv
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odstranit jeji pficinu je$té pfed ireverzibilnim poSkozenim plicntho cévniho fecisté. U nemocnych, u kterych
odstranéni vyvoldvajici pfi¢iny neni moZné nebo u kterych je pfiina nezndmd, je terapie zaméfena na sniZeni
plicniho cévniho odporu a zlepSeni kardidlni a cirkulani odpovédi na tlakové pfetizeni pravé komory srde€ni.
Jednou z moznosti 1écby PH je ovlivnéni metabolismu cyklického guanosinmonofosfatu (GMP), ktery je druhym
poslem oxidu dusnatého a navozuje cévni vazodilataci. Cyklicky GMP je degradovan fosfodiesterdzami (PDE
5).

V klinické ¢4sti jsme testovali hypotézou, zda akutni inhibice PDESA sildenafilem poskytne selektivnéj$i plicni
vasodilataci neZ podani vysokych ddvek prostaglandinu E; (PGE,). Studie prokdzala, Ze vazodilata¢ni G¢inky
sildenafilu jsou u plicnfho obé&hu zfetelngjsi neZ u obéhu systémového a Ze sildenafil mél vyssi schopnost odhalit
reverzibilni prekapilarni komponentu PH z diivodu pokrocilého chronického srde¢niho selhdni nez PGE;.

Cilem naseho sledovéani v experimentalni praci bylo ovéfit hypotézu, zda dlouhodobé podavani kombinace L-
argininu, ktery je prekurzorem oxidu dusnatého, a sildenafilu pfinese aditivni efekt na zlepSeni
hemodynamickych parametrit v malém ob¢hu, sniZzeni remodelace plicnich arteriol a hypertrofie pravé komory
srde¢ni u zvitectho modelu hypoxické PH. NaSe price prokdzala pfiznivy efekt kombinovaného poddvani L-
argininu a sildenafilu, doslo k poklesu tlakil v arteria pulmonalis za sou¢asného ovlivnéni remodelace perifernich
plicnich cév. Kombinované podavani L-argininu a sildenafilu bylo vyhodnéj$i nez samotné poddvani pouze
sildenafilu ¢i L-argininu, protoZze doSlo k potenciaci intracelularniho efektu cyklického GMP diky zvySené

tvorbé€ a inhibici jeho odbourdvéni.

Abstract

Chronic damage to pulmonary vessels leads to pulmonary hypertension (PH). Different forms of PH are quite
frequent and are associated with significant morbidity and mortality. The treatment of PH is most successful, if
its cause can be identified and removed before irreversible damage to the pulmonary vascular bed occurs. For
patients, in whom the elimination of the underlying cause is not possible or where the cause is unknown, the
treatment is aimed at reduction of pulmonary vascular resistance and improvement of cardiac and circulatory

response to pressure overload of the right ventricle. One option for the PH treatment is modification of



metabolism of cyclic guanosine monophosphate (GMP), which is the second messenger of nitric oxide and
induces vascular vasodilation. Cyclic GMP is degraded by phosphodiesterases (PDE 5).

In the clinical part, we tested the hypothesis that acute inhibition of PDES by sildenafil provides more selective
pulmonary vasodilation than high doses of prostaglandin E1 (PGE1). The study showed that the vasodilator
effects of sildenafil on pulmonary circulation is more pronounced than in the systemic circulation and that
sildenafil had a greater ability to detect reversible component precapillary PH due to advanced chronic heart
failure than PGE].

The aim of our experimental work was to test the hypothesis that chronic administration of a combination of L-
arginine, which is a precursor of nitric oxide, and sildenafil brings an additive effect on hemodynamic
parameters in a pulmonary circulation, remodeling of pulmonary arterioles and right ventricular hypertrophy in
animal models of hypoxic PH. Our study demonstrated a beneficial effect of combined administration of L-
arginine and sildenafil as they lowered pulmonary artery pressures and decreased the peripheral pulmonary
vascular remodeling. Combined administration of L-arginine, and sildenafil was better than only the use of
sildenafil alone or L-arginine, because there was additional effect of intracellular cyclic GMP due to increased

production and inhibition of its degradation.



Uvod

Plicni hypertenze je syndrom zvysSeného krevniho tlaku v plicnici, zvySeného plicniho cévniho odporu,
anebo obou (1,2). Idiopatické plicni arteridlni hypertenze (vyvoldvajici pfi€ina je nezndma) je relativné vzacné
jako napft. kardiovaskuldrniho ¢i plicniho onemocnéni, jehoz prognézu dale zhorSuje.

Posledni WHO sympézium z roce 2008, klasifikuje plicni hypertenzi do péti skupin : plicni arteridln{
hypertenzi, plicni hypertenzi pfi srde¢nich onemocnénich, plicni hypertenzi pfi respiracnich onemocnénich,
chronickou tromboembolickou plicni hypertenzi a plicni hypertenzi z jinych pii¢in. Plicni hypertenze je
definovéna jako zvySeni stfedniho tlaku v plicnici > 25 mm Hg v klidu (3,4)

V soucasné dob¢ nejvice poznatkti o vzniku plicni vazokonstrikce u hypoxie, kterd se povazuje za
nejdulezitéjsi funkeéni zménu pti vzniku plicni hypertenze (5). Tlakova odezva plicnich cév na hypoxii ma dvé
komponenty akutni a chronickou. Akutni faze zahrnuje vazokonstrikci pfedevs§im malych plicnich arteriol, ktera
za¢ind s minutou nastupu hypoxie. Chronicka faze zahrnuje nejen vazokonstrikci, ale také morfologické zmény
v malych artériich.

Poskozeni stény perifernich plicnich cév vede k vazokonstrikci, a pozdéji k muskularizaci plicnich
tepének az do periférie.

Klicovou ulohu pfi vasodilataci ma endotel. Endotelova buiika je stimulovana fadou riznych podméta k
produkci endotelového relaxa¢niho faktoru ( Endothelium-Derrived Relaxing Factor, EDRF), latky, kterd byla
identifikovana jako oxid dusnaty. Oxid dusnaty je syntetizovédn z L-argininu reakci katalyzovanou NO syntézou
(NOS). Jsou zndmy tii izoformy tohoto enzymu- NOS 1, kterd se nachdzi v nervovém systému, NOS 2
vyskytujicich se v makrofdzich a jinych bufikdch imunitniho systému a NOS 3 je pfitomen v endotelovych
buitkdch. NOS 1 a NOS 3 jsou aktivovany latkami, které zvySuji intraceluldrni koncentraci Ca 2, vcetn¢
vazodilatacnich latek acetylcholinu a bradykininu. NOS 2 v imunitnich buikdch neni aktivovdana Ca 2+, ale
cytokiny. Oxid dusnaty, tvofeny v endotelu, difunduje do hladkych svalovych bunék, kde aktivuje rozpustnou
guanyldtcyklasu, ta vytvaii cyklicky GMP, ktery vede k relaxaci hladké cévni svaloviny (graf 1). Oxid dusnaty je
inaktivovdn hemoglobinem (6).

Chronické poskozeni plicnich cév vede k plicni hypertenzi (7). PrestoZe rizné formy plicni hypertenze

jsou pomérné Casté a jsou spojeny se zna¢nou morbiditou a mortalitou, mechanismus vzniku této poruchy neni

zcela jasny. Proto jsou i moZnosti prevence a 1é€by plicni hypertenze omezené.



Léc¢ba plicni hypertenze

Lécba plicni hypertenze je nejispesnéjsi, jestlize se podaii identifikovat a odstranit jeji pficinu jeSté
pted ireverzibilnim poSkozenim plicniho cévniho fecisté. U nemocnych, u kterych odstranéni vyvoldvajici
pfi¢iny neni moZzné nebo u kterych je pricina nezndmd (idiopatickd plicni arteridlni hypertenze), je terapie
zaméfena na sniZeni plicntho cévniho odporu a zlepSeni kardidlni a cirkulaéni odpovédi na tlakové pietizeni
pravé komory srdecni. V soucasné dob&é mtizeme ovliviiovat plicni hypertenzi tfemi patofyziologickymi cestami.

Klinicka ¢ast - plicni hypertenze u chronického srde¢niho selhani.

U vétSiny pacientti s pokrocilym srde¢nim selhanim dochdzi k rozvoji prekapilarni plicni hypertenze,
ktera negativné ovliviiuje funkci pravé komory srde¢ni (8), toleranci z4t&Ze (9) a prognézu (10). Ke zvySeni
plicni vaskularni rezistence (PVR) mtZe dojit z diivodu strukturdlnich zmén plicniho krevniho fecisté., které
vedou ke vzniku stélé, nevratné slozky PVR. Castéji viak ke zvySeni PVR dochdzi v diisledku vazomotorické
nerovnovahy v oblasti plicniho fecisté, kterd je cdste¢né vratnd hemodynamickou objemovou dekompresi
(unloading) nebo podanim vazodilatancii. ZvySeni PVR a jeho reverzibilita poddnim vazodilatancii jsou
klicovymi parametry pro lécbu pacienti s pokrocilym srde¢nim selhdanim (11,12). ZvySend PVR, obzvlasté
pokud neni reverzibilni pomoci vazodilatancii, je prediktorem Spatného vysledku transplantace srdce, a to
predevsim z diivodu vysokého rizika pooperacniho selhani pravé komory, kterd neni schopnd se pfizptisobit
nédhle vysokym tlakiim v malém ob¢hu, tedy vysokeé rezistenci (13).

SnizZena citlivost na cyklicky GMP-dependentni endogenni vasodilatatory je stdle astéji povaZovana
za rozhodujici mechanismus vedouci ke zvySeni PVR (14). Intracelularni cyklicky GMP je katabolizovédn
cyklickym GMP-selektivni fosfodiesterdzou SA (PDE5SA), enzymem, ktery je ve velké mife zastoupen v plicni
tkani (15). Inhibitory PDESA, jako je sildenafil, indukuji u pacientli s plicni arteridlni hypertenzi vyraznou
plicni vasodilatacni odpovéd’. U pacientii a experimentdlnich zvitat se srdecnim selhdnim je aktivita PDESA
systémovd. Cilem studie bylo porovnat hemodynamické parametry respektive ucinnost sildenafilu
a standardniho vazodilatancia, béZné€ uzivaného u pacientti s chronickym srde¢nim selhdnim a zvySenou PVR .
Nasi hypotézou bylo, Ze akutni inhibice PDESA sildenafilem poskytne selektivnéjsi plicni vasodilataci nez

podani vysokych ddvek prostaglandinu E; (PGE,).



Metoda

Do sledovaného souboru byli zafazeni pacienti, u nichZ byla zvazovana transplantace srdce, a ktef{ méli
zavaznou prekapildrni plicni hypertenzi a bylo u nich indikovéano testovani PVR reverzibility (transpulmondrni
gradient >15 mmHg nebo PVR > 3 WU pfi normovolemii). Katetrizace plicnice byla provedena cestou pravé
vena jugularis interna pomoci Swan-Ganzova balénkového katétru velikosti F7 (Corodyn, Braun AG, Germany)
a lizkového monitoru s monitoraci hemodynamiky (Solar 8000, GE, USA). V pribéhu procedury dychali
pacienti vzduch v mistnosti a nikdo z nich nebyl hypoxemicky (saturace kyslikem métfend oxymetricky < 90%).
Srde¢ni vydej byl méfen termodilu¢ni metodou, pficemZ byla zprimérovdna alesponl 3 méfeni. Systémovy
krevni tlak byl méfen oscilometricky s manZetou umisténou na levé ruce. Hemodynamické parametry byly
méfeny po 20 minutdch odpocinku (vychozi stav) a po 5 minutich kontinudlni infuze PGE, (alprostadil-
Alprostan, Lé¢iva, Ceskd republika, rychlost infuze 200 ng-kg'-min") do centrilni Zily. Po 30 minutovém
obdobi k vymyti alprostadilu byla poddna perordlni ddvka sildenafilu (Revatio, Pfizer, USA, ddvka 40 mg) a
meéfeni byla po 60 minutdch opakovana. Plicni cévni rezistence (PVR) byla vypocitdna jako transpulmondlni
gradient (rozdil stfedniho tlaku v plicnici a stfedniho tlaku v zaklinéni) déleny srde¢nim vydejem a je uddvéan ve
Woodovych jednotkdch (WU). Plicni selektivita byla kvantifikovana jako pomér plicni vaskuldrni rezistence
k systémové vaskuldrni rezistenci (PVR/SVR). Hodnoty vhodné pro pftijeti transplantdtu byly definovany jako
transpulmondlni gradient < 15 mmHg a PVR <3 WU. Vsechny hodnoty jsou prezentovdny jako pramér + SD.
Zmény vyvolané pouzitym lé¢ivem oproti vychozimu stavu byly porovnany pomoci parového t-testu. Vysledky
byly povazovany za signifikantni, pokud byla hodnota p < 0,05.

Vysledky

Do studie bylo zafazeno 13 pacientll s pokrocilym symptomatickym srdecnim selhdnim, pfevazné
v disledku onemocnéni koronarnich tepen (CAD). Klinické tdaje popisujici vybérovy soubor jsou uvedeny
v tabulce 1. Diabetes mellitus mélo v anamnéze 46% pacientli, 23% predchozi chirurgickou lé¢bu srde¢niho
onemocnéni a 54% mélo implantovan kardioverter-defibrildtor. Jeden pacient trpél permanentni fibrilaci sini.
VSichni (100%) pacienti uZzivali diuretika a betablokétory, 84% inhibitory angiotenzin-konvertujiciho enzymu
nebo antagonisty receptorti pro angiotenzin, 77% antagonisty aldosteronovych receptorii, 46% statiny, 23%
digoxin a 31% nizké davky dobutaminu. Hemodynamické parametry ve vychozim obdobi a po podani obou 1éki
jsou shrnuty v tabulce 2. VSichni pacienti méli vyznamnou prekapildrni hypertenzi a byli normovolemicti.
Vychozi PVR pozitivné korelovala se systémovou vaskuldrni rezistenci (r=0.86) a negativn€ se srdecnim

vydejem (r = -0.67).



Podéni prostaglandinu E; vedlo k vyznamnému sniZzeni PVR (-28%) a systémové vaskuldrni rezistence
(-30%), poklesu stiedniho tlaku v plicnici a tlaku v zaklinén{ pfi soucasném zvySeni srde¢niho indexu a tepového
objemu. Pomér pulmondlni vaskularni rezistence k systémové (PVR/SVR) se po podani infuze PGE, nezménil (z
0,2740,06 na 0,28+0,08, p=0,6), coZ naznacuje, Ze se PVR sniZila pfimo imérn¢ ke sniZeni SVR. Po infuzi PGE,
dosahlo 31% pacient hodnot transpulmonalniho gradientu a PVR, které jsou akceptovatelné pro zarazeni na
Cekaci listinu kandidata transplantace srdce. VSichni pacienti tolerovali celou ddvku PGE;.

Podéni 40 mg sildenafilu vedlo ke sniZeni PVR (-49%), transpulmondlniho gradientu (-36%), stfedniho
tlaku v plicnici, tlaku v zaklinéni a poklesu systémové vaskuldrni rezistence (-26%) a ke zvySeni srdecniho
indexu a tepového objemu. Pomér PVR/SVR se sniZil o 32% (z 0,27£0,06 na 0,19+0,08, p=0,0008, obrazek 2),
coZ naznacuje, Ze sniZzeni PVR navozené sildenafilem bylo neimérné vyssi neZ sniZzeni SVR. 69% pacientt
dosdhlo hodnot transpulmondlniho gradientu a PVR akceptovatelnych z hlediska zatfazeni na cekaci listinu
transplantace srdce.

Hodnoty PVR a transpulmondlniho gradientu u jednotlivych pacientti po obou typech 1é¢by jsou shrnuty
v obrazku 1. (vlevo). Jedind osoba, u které nedoslo ke snizeni PVR po sildenafilu, méla také minimalni odpovéd’
na PGE,. U tohoto pacienta byla snaha sniZit PVR biventrikuldrni mechanickou srde¢ni podporou, ale pacient
bohuZel zemfel na krvdceni a pooperacni pravostranné selhdni kritce po transplantaci. SniZzeni PVR nebo
transpulmondlniho gradientu po sildenafilu pomérné korelovalo se zménami vyvolanymi PGE,, tzn. Ze pacienti,
ktefi dostatecné nereagovali na 1écbu PGE, reagovali Spatné i na 1écbu sildenafilem (obrdzek 1 — prava cast).
Zmény PVR, transpulmondlnitho gradientu a primérnych hodnot systémového krevniho tlaku vyvolané
sildenafilem byly obecné vyznamné vyssi nez hodnoty dosazené podanim PGE;. Ob¢ latky se rovnéz vyznamné
lifily ve zméné poméru PVR/SVR (p=0,001), coZz prokazuje vySsi vasodilatacni selektivitu sildenafilu k
plicnimu ob¢hu (obrizek 2).

Diskuze

Hlavnim zjiSténim této studie je, Ze dilatace zplisobena sildenafilem je vyznamnéjsi v plicnim cévnim
feCiSti nez v systémovém cévnim fecisti, zatimco ucinky PGE,; jsou obdobné v obou fecliStich. PfestoZe
mechanismus zvySené citlivosti plicnich cév na sildenafil u pacientti s chronickym srde¢nim selhdnim nenf jesté
pfesné objasnén, je mozné, Ze jsou spojeny s vySSi expresi PDESA v plicnich rezistentnich arterioldch nez v
arterioldch systémovych. Vysokd aktivita PDE5SA vede k desensitizaci cévnich stén na endogenni cyklicky
GMP-dependentni vazodilatancia, obzvl4st¢ NO a natriuretické peptidy (16). V neddvné dobé bylo prokazéno,

Ze u pacientl se srde¢nim selhdnim a vysokou PVR dochézi ke sniZeni uvoliiovani cyklického GMP v plicich,



které se poddnim sildenafilu mtze dostat na pGvodni hladinu (14). Inhibice PDESA vyvoldvd vétsi plicni
vasodilataci nez podani samotného NO, nebot’ je tak ovlivnén diiveéjsi stupent tohoto procesu. Nitroglycerin a
nitroprusid maji proto pouze minimdlni vliv (< 10%) na pomér PVR/SVR (17). Vyznamné&jsi sniZzeni PVR nez
SVR sildenafilem u pacienti se srde¢nim selhdanim bylo zaznamenéno jiz difve (18,19), ale nase studie je prvni,
kterd porovnava sildenafil s jinym vazodilatanciem.

PGE), oproti tomu vede k méné selektivni vasodilataci s pouze minimdlni zménou poméru PVR/SVR a
md vyssi potencidl vyvolavat systémovou hypotenzi. Alprostadil (PGE;) a dals$i analogy prostacyklinu jsou
vyznamnou mérou odbourdvany b&hem prvniho prichodu plicni cirkulaci, avSak nékteré produkty tohoto
odbourdvani (PGE,) maji rovnéz vasodilatacni vlastnosti. Analogy prostacyklinu poddvané ve vysokych davkach
Casto zpusobuji, spolu se svymi aktivnimi metabolity, které se dostdvaji do systémové cirkulace, systémovou
hypotenzi (20,21) s neZaddoucf aktivaci sympatického nervového systému (22).

Studie poskytuje fadu relevantnich klinickych informaci tykajicich se patofyziologie a terapie srde¢niho
selhani. Pokud neni zvySend PVR u pacientti se srde¢nim selhanim reverzibilni pomoci vazodilatancia, je riziko
selhani pravé komory darcovského srdce velmi vysoké (11). Na druhou stranu maji pacienti s reverzibilnim PVR
obdobné vysledky po transplantaci srdce jako pacienti s nizkym PVR (23). V nasi studii prokazal sildenafil vyssi
schopnost nez PGE, odhalit reverzibilni komponentu plicni hypertenze. Témér 3/4 (73%) pacientil, v porovnani
spouze 31% pacienti na PGE,;, dosdhlo uspokojivého sniZeni transpulmondlniho gradientu. Testovani
hemodynamiky u kandid4td na transplantaci srdce po poddni sildenafilu se zdd byt slibnou alternativou k
testovani za pouziti PGE;, obzvlasté pokud se jednd o intravenézni formu (19). Vzhledem k tomu, Ze piinosy
sildenafilu pro plicni hemodynamiku jsou trvalého charakteru, bez vzniku lékové tolerance, mohli by byt
pacienti odpovidajici na 1é¢bu nésledné dlouhodobé 1é¢eni perordlni formou (9,24).

U chronického srde¢niho selhdni je zvySend vazokonstrikce plicntho cévniho feciSté castecné
adaptivnim mechanismem, ktery ma zabranit méstndni v malém obc¢hu. U hypervolemickych pacienti se
srdecnim selhdnim muZe silnd a selektivni plicni vasodilatace (napiiklad inhalovanym NO) zvysit plicni
kapildrni tlak a vyvolat plicni edém (25). Tento jev v nasi studii pozorovan nebyl — primérny tlak v zaklinéni se
po podani sildenafilu sniZil i pfes vyraznou plicni vazodilataci. To miiZe byt vysvétleno souasnym zvysenim
diastolické compliance levé komory srdecni, zvySenim tepového objemu v disledku sniZeni afterload levé
komory, nebo sniZenim interventrikuldrni diastolické interakce na zdklad¢ objemové dekomprese (unloading)
pravé komory (26). ZvySend srdecni kontraktilita by teoreticky mohla rovnéz pfispét ke zvySeni tepového

objemu, avSak u sildenafilu byly dfive prezentovany bud’ pouze neutrdlni (27) nebo negativni (28) ucinky na
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kontraktilitu levé komory. V n€kolika kritkodobych studiich s pacienty se srde¢nim selhdnim zlepsil sildenafil
hemodynamiku, kvalitu Zivota a toleranci k zatézi (24), avSak dlouhodoba bezpe¢nost inhibice PDESA mus{ byt
u obecné populace se srdecnim selhdnim teprve peclivé ovéfena.

Zave€rem lze shrnout, Ze studie prokdzala, Ze vasodilata¢ni tcinky sildenafilu jsou u plicniho ob&hu
zietelnéjSi neZ u obéhu systémového a Ze sildenafil mél vyS8i schopnost odhalit reverzibilni prekapildrni
komponentu plicni hypertenze z diivodu pokrocilého chronického srde¢niho selhdni nez PGE,;.

Experimentalni ¢ast

Hypotéza

Cilem naSeho sledovadni je ovéfit hypotézu zda dlouhodobé podavini kombinace L- argininu a
sildenafilu pfinese aditivni efekt na zlepSeni hemodynamickych parametrti v malém ob¢hu, sniZeni remodelace
plicnich arteriol a hypertrofie pravé komory srdecni u zvitectho modelu hypoxické plicni hypertenze. Podkladem
nasi teorie je predpoklad, Ze nadbytek L- argininu povede k zvySeni produkci oxidu dusnatého solubilni
guanylcykldsou. Po podani L- argininu se zvysuje koncentrace NO (29,30), tento pfedpoklad nepiimo podporuje
nélez zvyseni hladiny citrulinu, vedlej$tho produktu NO produkujici reakce (31).

NO pak prostupuje do hladkych svalovych bunék, kde se vdZe na hemovou dcast solubilni
guanylcykldzy, kterou aktivuje. Guanylcykldza pfeménuje guanosintrifosfat na cyklicky guanosinmonofosfit.
ZvySend koncentrace cyklického guanosinmonofosfatu aktivuje proteinkindzu G, které se podili na inhibici
vstupu kalcia do buniky, dochdzi ke zméné polarizace a krelaxaci svalovych bun€k. Cyklicky
guanosinmonofosfat je degradovan fosfodiesterdzami. Sildenafil je specificky inhibitor cyklického GMP-
specifické fosfodiesterazy 5, ktery zvySuje intraceluldarni koncentraci cyklického guanosinfosfitu a timto
mechanismem pusobi vasodilataci.

Metody

Experimentalni protokol

Plicni hypertenzi, kterd byla navozena u potkanti kmene Wistar chronickou hypoxii v normobarické
hypoxickd komote (FiO2 = 0.1). 50 potkani o hmotnosti 250-320 g, bylo rozdéleno do péti skupin. Ctyii
skupiny potkanti, byly vystaveny hypoxii po dobu tii tydnt. Prvni skupiné (n=10) byl poddvidn samotny L-
arginin (Sigma), druhé skupin€é (n=10) kombinace L-argininu a sildenafilu (Pfizer), tfeti skupiné (n=10) byl
podavan samotny sildenafil, ¢tvrtd skupina (n=10) nebylo poddvdno Zadné 1écivo. Patd skupina (n=10) byla
kontrolni normoxickd nelécena. ( n=10). L- arginin byl poddvédn jednou denné perordlné gavazi v ddvce 250

mg/kg, sildenafil byl poddvan stejnou cestou jedenkrat denn¢ v davce 25 mg/kg.
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Po podani anestezie thiopentalem (30 mg/kg télesné hmotnosti i.p.) jsme méfili stfedni tlak v plicnici,
srde¢ni vydej, hematokrit a hmotnost srdce. Kvantitativni histologii byla hodnocena pfitomnost morfologickych
zmén v perifernim plicnim fecisti zptisobenych chronickou hypoxii.

U potkani, ktefi spontdnn¢ dychali atmosféricky vzduch, byla preparovana prava krénf Zila, a nasledné
provedena pravostrannd katetrizace bez otevieni hrudniku a zaznamendn tlak v plicnici (32). Poté byla zavedena
trachedlni kanyla a potkani byli pfevedeni na umélou plicni ventilaci pozitivnim tlakem (maximalni inspira¢ni
tlak 10 cm H,O bez PEEP), pouzit byl pokojovy vzduch a rychlost ventilace byla 50 dechii/min. Hrudnik byl
otevfen sternotomif, pfi¢emzZ bylo dbdno na to, aby bylo minimalizovano krvaceni. Srde¢ni vydej byl vypocten z
prutoku aortou méteného ultrazvukovou pratokovou sondou (2,5 mm série SS s J snimacem, Transonic Systems,
Ithaca, NY, USA) umisténou na ascendentni aorté (33). Po dokonceni méteni byly z hrudniho koSe vyjmuty
srdce a plice. Prava a levd komora a septum byly oddé€leny a zvdZeny (34). Plice byly skrze tracheu tlakem 12
cm H,O naplnény neutrdlnim roztokem formolu a nésledné umistény do stejného roztoku na pfiblizn€ 3 — 4
tydny. Jednotlivé ¢asti plic pak byly oddé€leny a obarveny metodou hematoxylin-resorcin-fuchsin. Pfestavba stén
perifernich plicnich cév byla zhodnocena pomoci s¢itani distdlnich cév, které na jednom preparatu od kazdého
potkana nasedaly na alveoldrni ducti alveolares nebo alveoly, a uréeni podilu téchto cév, ktery byl
muskularizovén (35,36). Za muskularizované byly povaZovédny cévy, u kterych na alespoil poloviné obvodu cévy
doslo k oddéleni lamina elastica interna a externa. Do scitdni byly zafazeny vSechny periferni plicni cévy
nalezené v sagitdlnim fezu oblasti hilu pravé a levé plice. VSechny soucty byly provedeny jednou osobou
zaslepenou vi¢i zatazeni jednotlivych preparatd do skupin. U kazdého potkana bylo do vypoctu zatazeno 52 —
85 (rozpéti) cév. Vysledek je uvadén jako procentudlni podil perifernich cév s oddélenymi laminae
(muskularizovanych, % DL) (37).

Analyza produkce NO byla provedena u dalSich 4 experimentdlnich skupin potkand, ktefi byly
vystaveni identickému experimentdlnimu protokolu jako popsdno vySe. U bdélych zvifat téchto skupin byl
pomoci chemiluminiscencniho NO analyzatoru stanoven vydej NO v exspirovaném vzduchu. V thionentalové
anestezii byl ndsledné punkci aorty odebrdn vzorek krve a stanoveny sérovd koncentrace nitrith a nitratd
chemiluminiscenci (78) a nitrotyrosinu metodou ELISA (79).

Koncentrace cyklického GMP byla stanovena po krevnim odbéru, ktery byl centrifugovédn v chlazené
centrifuze pfi 2-8 stupnich Celsia. Do kepu bylo nésledné odebrdno 100 pl a do doby hodnoceni zamrazeno a
uschovdno pii teplot¢ -80 stupnd Celsia. Koncentrace cyklického GMP (nmol/l) byla hodnocena

radioimunoanalyzou pomoci kitu firmy Immunotech.
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Vysledky

Po tfech tydnech hypoxie mély skupiny potkant vystavené hypoxii statisticky signifikantné vyssi
stiedni krevn{ tlak v plicnf arterii neZ kontrolni normoxicka skupina (z 15,8+2,4 na 38,1 £2,7 mmHg, p<0.0001).
Hypoxii vystavend zvifata, kterym byl soucasné poddvdna kombinace L- argininu a sildenafilu, méla
signifikantné niZ§{ stfedn{ tlak v plicni arterii oproti skupindm, kterym byl poddvéan pouze sildenafil (27.7+6.11
vs 34.1+ 4.6, p=0,007) nebo pouze L-arginin (33.6+3.6 vs 28.7+6.1, p=0.03) (podrobné viz graf ¢. 1). Ve vSech
skupindch vystavenych hypoxii byl zjistén zvySeny pomér vahy pravé komory k souctu vah levé komory srdecni
a srde¢niho septa proti kontrolni normoxemické skupiné€ (podrobné graf 2). Koncentrace cyklického GMP
v krevni plazmé byla u vSech hypoxickych zvifat vyznamné zvySena proti normoxické skupiné. Hladina
cyklického GMP ve skupiné 1é€ené kombinaci sildenafil s L-argininem byla vyznamné vyssi, neZ od hladina
cyklického GMP u hypoxické skupiny bez medikace (SA 113+28 vs 74+26, p=0.01) (graf ¢.3). Kombinované
podédvani L-argininu a sildenafilu vedlo k signifikantnimu sniZeni zastoupeni muskularizovanych plicnich cév
oproti v§em hypoxickym skupindm (graf ¢. 4). Metabolity NO (nitrty a nitrity) byly vyznamné zvySeny oproti
ostatnim skupindm pouze v hypoxické skupiné 1é¢ené kombinaci L-argininu a sildenafilu (graf ¢ 5). Hodnota
vydechovaného NO byla ve vSech skupindch prakticky totozna (graf ¢.6).

Diskuse

Z tady existujicich experimentalnich modelt plicni hypertenze (32) jsme se rozhodli pro chronickou
hypoxickou plicni hypertenzi a to z toho dtivodu, Ze se nejvice blizi klinickému obrazu cor pulmonale.

Z predchozich studii Hergeta a spol. vime, Ze vystaveni samct laboratorniho potkana kmene Wistar
normobarické hypoxii (FiO2 = 0,1) po dobu 3 tydnt ptisobi konzistentné hypoxickou plicni hypertenzi, ktera se
jiz déle nerozviji (35). Ovlivnéni tlaku v plicnici, hypetrofie pravé komory srde¢ni a remodelace plicnich cév
jsou dilezitymi terapeutickymi cili pro intervence, které se snazi ovlivnit zdvaznou prognézu plicni hypertenze.
Tato prace je prvni, kterd kombinuje poddvani L-argininu a sildenafilu u hypoxického modelu plicni hypertenze.
K testovani této kombinace jsme se rozhodli z divodu predpoklddané augmentace tvorby cyklického GMP, ktery
je intraceluldrnim poslem vyvoldvajici vasodilataci. Hlavnim zjiSténim na$i price je, Ze jak sildenafil, tak L-
arginin pfiznivé ovliviiuji hemodynamiku a vedou k podobnému sniZeni stfedniho tlaku v plicnici. Dal§im
zjiSténim je to, Ze kombinace L-argininu se sildenafilem mé aditivni efekt na hemodynamické parametry,
hmotnost pravé komory i stupeii remodelace plicnich cév u zvitectho modelu hypoxické plicni hypertenze.

Efekt na plicni fe€i$t€ byl zdvisly od redukce krevniho tlaku, protoZe nejvyrazngj$i pokles tlaku

v plicnici byl pozorovan ve skupiné kombinovaného poddvani L-argininu a sildenafilu a s tim korespondovalo
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snizeni poctu remodelovanych (muskularizovanych) perifenich plicnich cév. Jednim z hlavnich cilti 1é¢by plicni
hypertenze je zabranéni remodelace plicnich cév, pfedevsim perifernich arteriol.

Plicni hypertenze neovliviiuje pouze plicni cévy, ale dochdzi téZ hypertofii a zméné biochemického
sloZeni pravé komory srde¢ni. V pravé komote pfibyvd myosinu typu V a kolagenu. K zabranéni remodelace
muze dojit vazodilata¢nim tc¢inkem v disledku produkce oxidu dusnatého po podéni L-argininu, kterd odezni
hypoxickou plicni vazokonstrikci pfedchédzejici remodelaci. Druhym mechanismem mutZe byt piimy ucinek
oxidu dusnatého a camp na proliferaci hladkych svalovych bunék a hypertrofii kardiomyocytd. Bylo prokdzano,
Ze NO muze zabranit proliferaci hladkych svalovych bunék tim, Ze interferuje s endotelidlni produkci endotelinu
I a PDGF (40). Dlouhodobé podavani L-argininu miiZe plsobit antiagregac¢né na krevni desticky (41).

Koncentrace cyklického GMP v plasmé byla vysokd ve vSech hypoxickych skupindch oproti kontroln{
normoxické skupiné a zfejmé odrdZi zvySenou tvorbu NO pfi hypoxémii. ZvySeni tvorby NO spolu s inhibice
katabolismu cyklického GMP vSak vede k dal§imu zvySen{ plasmatickych hladin cyklického GMP. Toto zjisténi
koreluje s pfedchozimi literarnimi tdaji (42,43).

Dulezitym metodickym aspektem nasi prace je to, Ze obé farmaka byla poddvana jicnovou gavazi a tak
podand perordlni ddvka nezdvisela na pfijmu vody nebo potravy, ktery u hypoxickych zvitat byva proménlivy a
sniZzeny a muZe tak ovlivnit terapeuticky efekt intervence. Davku L-argininu pouZitou v nasem pokusu (250
mg/kg/den) jsme zvolili na zdklad¢é predchozich experimentdlnich praci (44). Stejn€ tak jsme zvolili i ddvku
sildenafilu (25 mg/kg/den) na zdklad¢ experimentdlni prace Sebhkiho a spol. (45), kterd prokdzala sniZeni
remodelace sildenafilem u hypoxického modelu plicni hypertenze.

Jednim z pozoruhodnych ndlezi této studie je zjiSténi Ze samotny L-arginin vede k téméf stejné
vyraznému poklesu tlaku v plicnici jako sildenafil a také sniZuje remodelaci perifernich plicnich cév a
myokardu. SniZeni hladiny L- argininu bylo pozorovano u né€kolika modeld plicnf arteridlni hypertenze (46) aiu
pacientti s PAH (47), coZ naznacuje, Ze substratova limitace syntézy NO muiZe byt soucasti etiopatogeneze PAH
(48). Podavan{ argininu pacientim s PAH vedlo k mirné redukci tlaku v plicnici spojené s zvySenim plasmatické
hladiny citrulinu, coZz nepiimo indikuje zvySenou NO syntézu. Naproti tomu poddvani D-argininu nemélo
v experimentu zadny efekt na plicni hemodynamiku, coz podporuje to, Ze efekt argininu je selektivni a
zprosttedkovany enzymem.

Nélez ptiznivého hemodynamického efektu L- argninu na plicni cirkulaci byl popsan i jinymi autory
(49,50). L-arginin neni v souc¢asné dob¢ registrovan pro jakykoliv onemocnéni vyvoldvajici plicni hypertenzi.

V souCasné dob¢ je publikovdna pouze jedind klinickd prace tykajici se nemocnych s prekapilarni plicni

14



hypertenz{ a L-argininu (32), kde autor zvolil davku 0.5 g/10 kg, a kde pouZita terapie vedla k zlepSeni tolerance
zatéze.

Efekt sildenafilu poddvany ve stejné ddvce jako v nasi studii u identického modelu PH studoval Sekbi
(44). Oproti nasi préci zjistili vyraznéj$i pokles tlakd v plicnici, coZ vSak muZe byt vysvétleno odlisnou
metodikou méfeni tlakd plicnici. Sebke a spol. pouZili ambulantnim telemetrické méfeni tlaki v plicnici, zatimco
v nas$i préci byl tlak v plicnici méfen u sedovanych zvifat, tudiZ tlak i efekt intervence byly nizs§i. Dosahli jsme
vSak vyraznéj$ich zmén plicni hemodynamiky neZ prace Laursena (47), ve které byl hypoxickym potkaniim
podavan dlouhodob¢ L-arginin. Divodem mensiho efektu v této praci byl pravdépodobné jednak odlisny zptsob
podavani L-argininu a dob¢ trvani.

Klinické implikace

Plicni hypertenze je zdvazny medicinsky problém, ovliviiujici kvalitu Zivota, toleranci zaté€Ze, a hlavné
prognézu nemocnych. S plicni hypertenzi se budeme setkdvat stdle castéji. Dlvodem je sniZeni mortality
akutnich onemocnéni at’ jiz z divodu kardiovaskuldrnich ¢i plicnich onemocnéni, které €astéji budou piechazet
do chronického stddia a budou spojeny srozvojem sekunddrni plicni hypertenze. Plicni hypertenze vede
k dilataci a dysfunkci pravé komory srdec¢ni, pravostrannému srde¢nimu selhdni a ndslednému dmrti. Cilem
1écby je sniZeni tlakl v plicni cirkulaci, zabrdnéni remodelace plicnich cév a myokardu. Mortalita idiopatické
plicni arteridlni hypertenze ve funkéni klasifikaci IV. stupné je srovnatelnd jako kolorektdlni karcinom ¢i
karcinom plic. V pfipad¢ chronického levostranného srde¢niho selhani srde¢niho selhani s plicni hypertenzi je
progndza nejzavaznéjsi pii dysfunkci pravé komory srde¢ni a soucasné plicni hypertenzi. I kdyz existujici rizné
rizikové faktory a prognostické parametry plicni hypertenze, hlavnim cilem [é¢by je ovlivnéni
hemodynamickych parametru — tedy poklesu tlaku v plicnici a zabrdnéni remodelace plicich cév a myokardu
(51,52).

I kdyZ je vyskyt plicni hypertenze nejcastéji u nemocnych s chronickym srde¢nim selhdnim, neexistuje
v sou¢asné dobé schvélend specifickd farmakoterapie terapie k ovlivnéni plicni hypertenze. Rada drobnych studii
hodnoti piiznivy efekt sildenafilu u této skupiny nemocnych coz dokladaji i naSe zkuSenosti.

Zaveérem lze konstatovat, Ze nase prace prokdzala pfiznivy efekt kombinovaného podavani L-argininu a
sildenafilu, kdy doslo k poklesu tlakli v arteria pulmonalis za souc¢asného ovlivnéni remodelace perifernich
plicnich cév. Kombinované poddvéani L-argininu a sildenafilu bylo vyhodnéjsi nezZ samotné poddvani pouze
sildenafilu ¢i L-argininu, protoZe doSlo k potenciaci intraceluldrniho efektu cyklického GMP diky zvySené

tvorbé a inhibici jeho odbourdvani.
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Obrazova priloha

Obrazek 1. Vlevo: Hodnoty transpulmondrniho gradientu a plicni vaskuldrni rezistence (PVR)
po podani prostaglandinu E; (rychlosti 200 ng-kg'l-min'1 1.v.) nebo sildenafilu (40 mg
peroralné) u pacientl se srde¢nim selhdnim a plicni hypertenzi.

Vpravo: Korelace mezi zménami (A) transpulmonarniho gradientu a PVR vyvolanymi

sildenafilem nebo PGE;.
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Obrazek 2. Pomér plicni vaskulédrni rezistence (PVR) k systémové vaskuldrni rezistenci
(SVR) - index plicni selektivity vasodilatace pfed a po podani sildenafilu (40 mg peroralné,
pravy panel) a prostaglandinu E; (200 ng-kg'l-min'1 i.v., levy panel) u pacientd s pokrocilym

srdecnim selhanim a prekapiléarni plicni hypertenzi.
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v jednotlivych skupinédch po 3 tydnech pokusu

Graf 1. Tlak v plicni arterii
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Graf 3. Koncentrace cyklického guanosinmonofosfatu v plazmé

Hodnota cGMP v aorté
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Graf 4. Remodelace plicnichperifernich plicnich cév po 3 tydnech pokusu
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Graf 5. Koncentrace metabolitu oxidu dusnatého
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Graf 6. Hodnota vydechovaného oxidu dusnatého

NO vydech
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Tabulka 1. Zdkladni idaje o vybérovém souboru (n=13)

VEk, roky

Pohlavi, m/Z, n

Body mass index, kg-m™:
Etiologie: CAD / DCM, n
Funkéni tfida dle NYHA

Skére MLHFQ

Denni ddvka furosemidu, mg
Hemoglobin, g I

Sérovy kreatinin, umol -1
Plazmatické hladina BNP, ng -/
Ejekéni frakece LK, %

Velikost LK , mm

Arteridlni tlak, mmHg
Systémovy krevni tlak — systolicky/diastolicky,
mmHg

5112
10/3
27+35
10/3
2,7+0,6
43 £22
101 = 60
133 £ 17
104 £ 21

887 + 686

24 +4
69 +£6,2
8227

120+ 15/70£9

BNP: natriureticky peptid typu B, CAD: onemocnéni korondrnich tepen (coronary artery
disease) , DCM: dilatacni kardiomyopatie, LV: levd komora, MLHFQ: dotaznik Minnesota

Living with Heart Failure Questionnaire, NYHA: Newyorské asociace pro choroby srdce (New

York Heart Association).
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Tabulka 2. Hemodynamické parametry (n=13)

APGE; A sildenafil P’
Puls, min” 1,8+7 -8,5+9 0,09
Stiedni tlak v plicnici, mmHg -8,5+9+ A1+7° 0,4
Tlak v zaklinéni, mmHg -58+7" S32+5% 0,3
Transpulmondérni gradient, mmHg -277+5 -8+6" 0,02
Srdeéni index, I'min™-m’ 05+03" | 05+04F 0,9
Tepovy objem, ml 8,1+8" 1597 0,07
Plicni vaskuldrni rezistence, WU 1817 -32+27 0,05
PVR /SVR 027005 [001+0,08 -0,08%006 0,004
Systémové vaskuldrni rezistence, WU -6,7+3"7 -65+45" 0,8
Sttedni systémovy arteridlni tlak, -12+35 t -6,6£8* 0,04

mmHg

Vsechna srovnani pomoci parového t-testu: * p<0,05, 1 p<0,01 oproti vychozimu stavu. i

porovndni zmén (A).

PA: plicnice, WU: Woodovy jednotky, PVR: plicni vaskularni rezistence, SVR: systémova

vaskularni rezistence
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