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Abstrakt

Chronické poskozeni plicnich cév vede k plicni hypertenzi (PH). Ruzné formy PH
jsou pomérng¢ Casté a jsou spojeny se zna¢nou morbiditou a mortalitou. Lécba PH je
ireverzibilnim poskozenim plicniho cévniho fecisté. U nemocnych, u kterych
odstranéni vyvolavajici pfi¢iny neni mozné nebo u kterych je pfi¢ina neznama, je
terapie zaméfena na snizeni plicniho cévniho odporu a zlepSeni kardidlni a cirkula¢ni
odpovédi na tlakové pietizeni pravé komory srdecni. Jednou z moznosti 1é¢by PH je
ovlivnéni metabolismu cyklického guanosinmonofosfatu (GMP), ktery je druhym
poslem oxidu dusnatého a navozuje cévni vazodilataci. Cyklicky GMP je degradovan

fosfodiesterazami (PDE 5).

V klinické ¢asti jsme testovali hypotézou, zda akutni inhibice PDESA sildenafilem
poskytne selektivnéjsi plicni vasodilataci nez podani vysokych davek prostaglandinu
El1 (PGEl). Studie prokazala, ze vazodilata¢ni Ginky sildenafilu jsou u plicniho
ob¢hu zfetelnéjsi nez u obchu systémového a ze sildenafil mél vySsi schopnost
odhalit reverzibilni prekapilarni komponentu PH z divodu pokrocilého chronického

srde¢niho selhani nez PGEL.

Cilem naSeho sledovani v experimentalni praci bylo ovéfit hypotézu, zda dlouhodobé
podavani kombinace L-argininu, ktery je prekurzorem oxidu dusnatého, a sildenafilu
prinese aditivni efekt na zlepSeni hemodynamickych parametri v malém obé&hu,
snizeni remodelace plicnich arteriol a hypertrofie pravé komory srde¢ni u zviteciho
modelu hypoxick¢é PH. NaSe prace prokézala ptiznivy efekt kombinovaného
podavani L-argininu a sildenafilu, doslo k poklesu tlakli v arteria pulmonalis za
soucasného ovlivnéni remodelace perifernich plicnich cév. Kombinované podavani
L-argininu a sildenafilu bylo vyhodnéjsi nez samotné podavani pouze sildenafilu ¢i
L-argininu, protoZe doSlo k potenciaci intracelularniho efektu cyklického GMP diky

zvySené tvorb¢ a inhibici jeho odbouravani.

Klicova slova: plicni hypertenze, sildenafil, L-arginin, cyklicky guanosinmonofosfat



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 PDES5 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 PGEL1.

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.

Na samostatné strance v¢. klicovych slov. Maximalni délka 15-20 fadka.

Key words: pulmonary hypertension, sildenafil, L-arginine, cyclic

guanosinmonophosphat



Uvod

Plicni krevni obéh je unikatni cévnim fecistém, protoze ma vyznam zcela odlisSny od
ostatnich organovych tecist’ (1). Kyslik neni odevzdavan z krve do tkani, naopak se v plicni
cirkulaci dostava z alveolti do krve.

Plicni hypertenze je syndrom zvySeného krevniho tlaku v plicnici, zvySeného plicniho
cévniho odporu, anebo obou (2,3). Idiopaticka plicni arteridlni hypertenze (vyvolavajici
pfi¢ina je nezndma) je relativné vzacné onemocnéni s velmi zdvaznou prognoézou. Mnohem
Cast¢jsi je plicni hypertenze dusledkem jiného onemocnéni jako napt. kardiovaskularniho ¢i
plicniho onemocnéni, jehoz prognozu dale zhorsuje.

Prutok krve plicemi je objem krve za jednotku casu, ktery prochazi z plicni tepny pies
kapilarni fec¢ist¢ do plicnich zil. Plicni cévni feCisté je obdobné jako systémové, s tim
rozdilem, Ze tloustka stény plicnice a jejich vétvi dosahuje jen 30 % tloustky stény aorty.
Plicni artérie 1 arterioly jsou za fyziologickych okolnosti pokryté endotelem s relativné malym
mnozstvim hladkého svalu ve sténé. Obdobné postkapilarni plicni cévy. Plicni kapilary jsou
Siroké s Cetnymi anastomézami, které velmi efektivné obklopuji alveoly. Plice maji dvoji
cirkulaci a pfijimaji jak systémovou zilni krev (tj. vySe zminény pratok plicemi) z plicni
tepny, tak i tepennou krev z bronchidlni cirkulace. Bronchialni tepny se normalné vétvi do
kapilarni sit¢ a odtud jde krev do bronchidlnich Zil a poté do systémové cirkulace. Nékteré
z bronchialnich zil Gsti i do plicnich zil a vytvaii tak fyziologicky pravolevy zkrat. Ukolem
bronchialni cirkulace je zajistit vyzivu strukturdm dychacich cest. Za normdlni situace je
pritok timto systémem nizky a tvoii pfiblizné¢ 1 procento srde¢niho vydeje (4). Vznikla
desaturace krve v levé sini je obvykle zanedbatelna.

Krevni tlak je vysledkem fyzikalnich vlastnosti cévniho systému (poddajnosti a
elasticity) a stupné jeho roztazeni krvi, kterou obsahuje. Na rozdil od neinvazivniho méfeni

systétmového krevniho tlaku sfygmomanometrem vyzaduje méteni tlakli v plicnim cévnim



fecisti pravostrannou srdecni katetrizaci.

Katetrizaci pravého srdce provedl jako prvy sam na sobé Werner Forssmann v roce
1929, kdy pomoci rentgenového pristroje a zrcadla zavedl uretralni katetr z kubitalni zily do
pravé sin¢ (samotny vykon mél zakazany). Forssmann se domnival, ze by se dalo tohoto
pfistupu vyuzit pro nitrosrde¢ni aplikaci 1ékti. Pro diagnostické ucely uzil Forssmannova
objevu jako prvy dr Otto Klein, némecky internista, ktery pracoval na interni klinice UK na
Karlové namésti v Praze, pod vedenim prof. Nonnenbrucha. V letech 1929- 1930 katetrizoval
pravé srdce a zméfil minutovy srde¢ni vydej podle Fickova principu u 11 nemocnych (5).
Normalni systolicky tlak v plicnici u lezicich osob je v rozmezi 18 az 15 mmHg, diastolicky
tlak vrozmezi 6 az 10 mmHg stiedni hodnota je mezi 12 az 16 mmHg (pfi nulovém
referencnim bodu 5 cm pod druhym kostochondralnim spojenim (6,7). Plicni hypertenze je
definovéna stiednim tlakem v plicnici > 25 mmHg. Normalni stfedni tlak v plicnich Zilach je
6-10 mmHg a tudiz normalni arteriovenozni tlakovy rozdil, umoznuje pritok srdecniho
vydeje skrz plicni cévni fecisté. Normalni odpor v plicnim cévnim fecisti je asi 10 -20 krat
niz8i nez odpor ve velkém ob¢hu (8). Cévni odpor je obecné kvantifikovan, analogicky jako
Ohmv zékon, jako pomér tlakového rozdilu (v mmHg) ke stfednimu pratoku ( v litrech/min).
Tento pomér je obecné nasoben hodnotou 79.9 (nebo 80 pro zjednoduseni) k vyjadieni
vysledku dynech.s.cm -5. Pfepocet na metrické jednoty nékdy neni nutny a odpor muize byt
vyjadien v jednotkach mmHg/l/min, které jsou nazyvany hybridnimi jednotkami nebo
v literatuie Castéji jako Woodovy jednotky, pojmenované podle anglického kardiologa Paula
Wooda, ktery je jako prvni pouzil. Vypocet plicni cévni rezistence je u normalnich dospélych
jedinct 67+23(SD) dyni.s.cm-5, tj. 0.84+0.3 W.j. (7). Na plicni cévni rezistenci se podileji
zejména malé muskularni artérie a arterioly, déle viskozita krve, proximalni cévni obstrukce
(napt. koarktace plicnice, embolie do plicnice) a extramuralni kompresi cév (perivaskularni

edém, tumor) a mechanickymi vlastnostmi plicni tkdn€. V roce 1842 francouzsky lékai Jean



Léonard Poiseuille empiricky odvodil rovnici popisujici prutok krve skrz rigidni sklenénou
trubici a tyto vztahy jsou znamy jako PoiseuilleGv zakon: R =Pi-Po/Q=8nl/m.r4, kde
R=rezistence, Pi-Po=tlakovy pokles, Q=pritok, n=viskozita tekutiny alar=délka a primér
trubice. Z tohoto vztahu je patrné, Ze rezistence mize byt u¢inn¢ ovlivnéna i malymi zménami
v prifezu cév. Ponévadz plicni cévni fecisté obsahuje elastickou tkan, prifez tohoto feciste se
meéni piimo v zavislosti na zménach transmuralniho tlaku prutoku. Pti hodnoceni vztaht tlak-
pratok v normdlni plicni cirkulaci u lidi dostdvame hyperbolicky tvar ktivky, kdy ve
fysiologické oblasti jsou velké zmény plicniho krevniho pritoku spojeny jen s malym
zvySenim tlaku v plicnici. To je vysledkem snizeni plicni cévni rezistence pfi zvySeni pratoku
(9). Pokles rezistence je odrazem zvétSeni prifezu roztazitelnych cév v disledku zvyseného
pratoku, z¢asti se na ném podili i otevieni dal§ich cévnich kanald, do t¢ doby castecné
kolabovanych (7).

V roce 1891 Ernst von Romberg pouzil termin ,, Uber Sklerose der Lungen Artérie*
(sklerosa plicnich arterii), k popisu abnormality plicniho fecisté, pro které nemél vysvétleni
(10). Vroce 1901 Abel Ayerza z Argentiny pouzil termin ,, cardiacos negros® u pacientil
s plicni hypertenzi a pravostrannym srde¢nim selhanim. Kolegové nazvaly tento stav jako:
»Ayerzeovo onemocnéni®, véfili, ze se jednd o syphilitické postizeni plicniho fecisté. Tato
hypotéza pretrvavala az do ctyficatych let 20 stoleti, kdy Oscar Brener zhodnotil sto ptipadi
plicni hypertenze z Massachusettské nemocnice. Zkoumal histopatologické postizeni

a vyloucil syphilitickou etiologii (10). V roce 1951 David Dresdale s kolegy popsal
hypertenzni vaskulopatii plicni cirkulace. V ptipadé nejasné pficiny plicni hypertenze pouzil
termin primarni plicni hypertenze. Tam, kde bylo mozné zjistit etiologii vysokych tlakt
v plicnici, byla plicni hypertenze nazvana jako sekundarni (11). V roce 1970 Wagenvoort a
Wagenvoort popsali vaskuladrni postizeni - plexogeni pulmondlni arteriopatii (12). Koncem

Sedesatych a zacatkem sedmdesatych let minulého stoleti byla epidemie plicni arteridlni



hypertenze v Rakousku, Svycarsku a byvalém zapadnim Némecku v souvislosti s uzivanim
anorektik.. Na zaklad¢ této skute¢nosti a novym poznatkiim Svétova zdravotnicka organizace
(World Health Organization -WHO) vytvotila pracovni skupinu, kterd vznikla v roce 1973,
byla popsana prva klasifikace plicni hypertenze (13). V roce 1981 Narodni institut zdravi
(NIH) zorganizoval multicentricky prospektivni registr primarni plicni hypertenze. Do tohoto
registru bylo zatfazeno celkem 187 pacientll z 32 center v obdobi 1981 az 1985. Tato studie
prokazala, ze pramérny vék nemocnych byl 36.4 let v dobé stanoveni diagnozy, vice byly
postizeny zeny nez muzi vpoméru 1.7:1 s medianem piezivani 2.8 rokti od stanoveni
diagnozy (14).

V roce 1998 ve francouzském mésté Evian probéhlo 2. Svétové symposium tykajici se
problematiky plicni hypertenze, které klasifikovalo plicni hypertenzi na primarni nebo
sekundarni (15).

Symp6zium WHO v Dana Point v roce 2008, které prozatim bylo posledni rozdélilo
plicni hypertenzi do péti skupin : plicni arterialni hypertenzi, plicni hypertenzi pfi srdecnich
onemocnénich, plicni  hypertenzi  pii  respiratnich  onemocnénich, chronickou
tromboembolickou plicni hypertenzi a plicni hypertenzi z jinych pficin (Tabulka 1) (16,17).

Plicni hypertenzi lze klasifikovat dle vysledkii hemodynamického vySetfeni. Pfi
pravostranné katetrizaci lze zméfit soucasné tlak v plicnici a v zaklinéné plicnici a stanovit
minutovy objem srde¢ni. Dilezitym parametrem pro posouzeni typu PH je tzv.
transpulmonalni gradient (TPG) — tj. rozdil stfedniho tlaku v plicnici a stfedniho tlaku v
zaklinéni. Jeho normdalni hodnota je do 10 mmHg. Plicni vaskuldrni rezistence (PVR) je
podilem TPG a minutového objemu srde¢niho.

Podle vysledki hemodynamického vysetieni lze PH délit podrobnéji na: a)
prekapilarni, zplisobenou zvySenim plicni cévni rezistence (tj. je zvySen TPG a tlak v

zaklinéni je normalni), b) postkapilarni (pasivni), vyvolanou pfenesenim zvysenych tlakl z
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levé sin¢ nebo z levé komory zpét do plic (tj. TPG je normalni a tlak v zaklinéni je zvySeny),
¢) smisSenou, kterd je charakterizovana jak zvySenim tlaku v zaklinéni, tak i zvySenim plicni
cévni rezistence (tj. TPG i tlak v zaklinéni jsou zvysené). Existuje také hyperkinetickd PH pfti
vysokém prutoku krve plicemi u vrozenych vad srde¢nich s levo-pravym zkratem, kterd
nebyva velkd. Vyjimkou jsou stavy, kde jiz dojde k ireverzibilnimu poskozeni cévniho fecisté

s vysokou plicni vaskularni rezistenci (Eisenmengertiv syndrom).

11



Plicni hypertenze patofyziologické poznamky

Pokud se tykd mechanismu vzniku plicni hypertenze, je v soucasné dobé nejvice
funkéni zménu pti vzniku plicni hypertenze (18). Tlakova odezva plicnich cév na hypoxii ma
dvé komponenty akutni a chronickou. Akutni fdze zahrnuje vazokonstrikci pfedevsim malych
plicnich arteriol, kterd zafind s minutou nastupu hypoxie. Chronickd fdze 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. Zaroven dochéazi ke ztlusténi svaloviny
medie. V adventicii proliferuji fibroblasty, jez migruji do vnitinich vrstev tepenné stény,
vznikd subintimalni proliferace vaziva. Plicni tepny jsou v dasledku toho tuhé, malo elastické,
se ztluStélou sténou a zazenym lumen. Hypertenzni plicni cévni zmény vedou k dalSimu
zvySeni plicniho cévniho odporu, plicni hypertenze se dale zvySuje (19). Ta vede jiz
uvedenym bludnym kruhem k dal§i remodelaci plicnich tepen. Vznikaji nekrotizujici
arteritidy. V plicni periferii dochézi také k novotvorbé cévnich utvara, tzv. plexiformnich 1ézi,
které jsou charakteristické pro t€zkou plicni hypertenzi (11,19,20).

Prvotni podnéty remodelace mohou byt mechanické (stres cévni stény), nebo
humoralni (mediatory zanétu). Na tyto podnéty reaguje endotel plicnich cév a produkuje
nadmérné latky s vazokonstrikénim u¢inkem a rastové faktory - napt. endotelin-1, tromboxan
a destickovy rustovy faktor (PDGF). Tyto piisobky vedou nejen k vazokonstrikci, ale
stimuluji pravdépodobné i remodelaci cév (19).

Opacnym zptusobem ucinkuji vazodilatatni plsobky jako oxid dusnaty (NO) a
prostacyklin. U plicni hypertenze vznika porucha rovnovahy mezi prostacyklinem a

tromboxanem ve prospéch tromboxanu (19). Koncentrace metabolitii prostacyklinu (6-
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ketoprostacyklin F 5, ) jsou v moci snizeny a koncentrace metabolitu tromboxanu v moci
(tromboxan B, ) zvySeny (19). SniZena je také tvorba prostacyklin syntdzy v malych a
sttednich plicnich tepnach (21). Dochézi k ptevaze vazokonstrikénich latek a proliferaci (19).

Kli¢ovou ulohu pfi vasodilataci ma endotel. Endotelova buiika je stimulovana fadou
riznych podmétd k produkci endotelového relaxacniho faktoru ( Endothelium-Derrived
Relaxing Factor, EDRF), latky, kterd byla identifikovana jako NO. NO je syntetizovan z L-
argininu reakci katalyzovanou NO syntézou (NOS). Jsou znamy tfi izoformy tohoto enzymu-
NOS 1, kterd se nachdzi v nervovém systému, NOS 2 vyskytujicich se v makrofazich a
jinych bunikach imunitniho systému a NOS 3 je pfitomen v endotelovych bunikach. NOS 1 a
NOS 3 jsou aktivovany latkami, které zvySuji intracelularni koncentraci Ca 2, vcetné
vazodilatacnich latek acetylcholinu a bradykininu. NOS 2 v imunitnich builkadch neni
aktivovana Ca 2+, ale cytokiny. NO tvofeny v ednotelu, difunduje do hladkych svalovych
bun¢k, kde aktivuje rozpustnou guanylatcyklasu, ta vytvaii cyklicky GMP, ktery vede
k relaxaci hladké cévni svaloviny (graf 1). Oxid dusnaty je inaktivovan hemoglobinem (22).

V pokrocilych fazich plicni arteridlni hypertenze Ize nalézt snizeni exprese
endotelidlni isoformy NO syntazy ve tkani plicnich cév (23), zvySené koncentrace
plasmatického serotoninu a snizeny obsah serotoninu v krevnich desti¢kach. Nedavno byly
zjistény mutace 2B receptorti serotoninového transportéru S-hydroxytryptaminu (5-
HT2B)(24).

Dalsi vazodilatdtor vazoaktivni intestindlni peptid, ktery je soucasné inhibitorem
desti¢ek a inhibitorem proliferace bunék je snizen v séru a plicich pacientl s plicni arterialni
hypertenzi (25).

Poskozeni cévni stény dysfunkce vede také ke zvySeni adhezivity trombocyti. Hladina
von Willebrandova faktoru, PAI-1 a tPA jsou u nemocnych s plicni arteridlni hypertenzi

zvySeny. Krom¢ aktivace desticek se tromboxan, serotonin a PDGF [ uvoliuji ve zvysené

13



mife. Sérum nemocnych s plicni arterialni hypertenzi vykazuje zvySené hodnoty nékterych
cytokinti, napt. IL-1 a IL-6 a zvySenou hladinu trombomodulinu. Dochéazi ke snizeni
trombolytické aktivity a pfevaze prokoagulacni aktivity (26).

Trombotické zmény jsou disledkem remodelace a samy ji podporuji. Aktivita
trombinu stimuluje rist fibroblastl i bun¢k hladkého svalstva. Soucasné stimuluje tvorbu
vazokonstrikénich pisobkul, napt. tromboxanu. Také z desticek se uvoliuji vazokonstrikéni
pusobky a soucasné rustové faktory ptisobici na endotelidlni buniky, buiiky hladké svaloviny i
fibroblasty. Tak se remodelace a trombo6za bludnym kruhem navzijem ovliviiuji a spole¢né
zhorsuji plicni hypertenzi (19).

Z vazokonstrikénich ptisobktl stoji zvlasté za zminku endotelin-1 (27). Ten je mocnym
vazokonstriktorem a stimuluje také proliferaci hladkého svalstva plicnich tepen. Plazmaticka
koncentrace endotelinu-1 je u PAH zvySena a nepiimo koreluje s velikosti plicniho krevniho
pratoku a minutovym srde¢nim vydejem. Koncentrace endotelinu koreluji se zdvaznosti plicni
hypertenze (28) a dokonce i s prognozou (27,28).

Endotelin stimuluje neutrofily a zirné buniky. Stimuluje také tvorbu cytokint. Je
zajimavé, ze v plexiformnich lezich lze zjistit zvySenou expresi ET receptorti. Endotelin je
jednim z hlavnich mediatorG plicni hypertenze. Pasobi vazokonstrikei, hypertrofii a
proliferaci bunék hladkého svalstva (27). Vede k dysfunkci a proliferaci endotelidlnich bun¢k.
Endotelin podporuje rist fibroblastl a tim i1 vznik fibrozy a vykazuje prozéanétlivé plsobeni,
projevujici se uvolnénim cytokinii a zvySenim permeability cévni stény. V experimentu vede
chronické zvySeni exprese ET k plicnimu zénétu a vede také k plicni fibroze (29).

Chronické poskozeni plicnich cév vede k plicni hypertenzi (30). Ptestoze rizné formy
plicni hypertenze jsou pomérné ¢asté a jsou spojeny se zna¢nou morbiditou a mortalitou,
mechanismus vzniku této poruchy neni zcela jasny. Proto jsou i moznosti prevence a 1éCby

plicni hypertenze omezené.
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Lécba plicni hypertenze

Lécba plicni hypertenze je nejuspesnéjsi, jestlize se podaii identifikovat a odstranit jeji
pfi¢inu jesté pred ireverzibilnim poskozenim plicniho cévniho fecisté. U nemocnych, u
kterych odstranéni vyvolavajici pfiiny neni mozné nebo u kterych je pfi¢ina neznama (
idiopatickd plicni arteridlni hypertenze), je terapie zaméfena na snizeni plicniho cévniho
odporu a zlepSeni kardialni a cirkula¢ni odpovédi na tlakové pietizeni pravé komory srdecni.
Ucinného sniZeni plicni cévni rezistence miize byt dosazeno pouze tehdy je-li identifikovano
misto zvySené¢ho odporu. Tedy, jestli je pfic¢innou levostranné srde¢ni selhani se sekundarnim
zvySenim tlakl v levé sini, lécba tohoto selhdni bude sniZovat tlak v plicnici. Jestlize je
pri¢innou plicni hypertenze snizeni celkového prurezu plicniho cévniho fecisté podavaji se
1éky s vasodilata¢nim tc¢inkem.

Plicni arterialni hypertenze je charakterizovana progresivnim vzestupem PVR vedouci
k dysfunkci a selhani pravé komory srdecni a nakonec k umrti. V terapii plicni arteridlni
hypertenzi doslo v poslednim desetileti k vyraznému pokroku. Tento pokrok byl umoznén
diky novym moznostem 1éCby, které byly ovéteny fadou randomizovanych kontrolovanych
studii (RKS). V 80. letech minul¢ho bylo ve snaze o ovlivnéni PAH testovdno mnoho
vazodilatatorti. Ukazalo se, ze u€inku dosahuji pouze vysoké davky blokatort kalciovych
kanali (CCB), a ze z 1écby profitoval pouze maly pocet pacienti. Byli to nemocni —
respondeii, u kterych byla prokdzana plicni vazoreaktivita pifi akutnim testovani.
Antikoagulacni 1écba byla doporucovana na zakladé retrospektivniho sledovani. Hlavnim
pilifem 1écby se v 90. letech stala terapie epoprostenolem, ktera byla potvrzena ve 3
nezaslepenych RKS. Ve stejném obdobi byly prezentovany nekontrolované studie s atridlni
septostomii a transplantaci plic. Diky RKS z posledniho obdobi méme nové farmaka, kterymi
muzeme ovlivnit nejen symptomy plicni arteridlni hypertenze, ale také prognoézu téchto

zavazn¢ nemocnych pacienti.
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Akutni test plicni vazoreaktivity

Nemocni s idiopatickou plicni arteridlni hypertenzi (dfive pouzivan termin primarni
plicni hypertenze), ktefi maji pozitivni akutni plicni vazodilatacni test, profituji z 1écby CCB.
V minulosti byla ke zjisténi plicni vazoreaktivity podédvana riznd vazodilatancia a k uréeni
pozitivity testu byly pouzivany rizné definice. Pacient byval oznacovan jako respondér. V
soucasnosti je definovana pozitivita testu poklesem stfedniho tlaku v plicnici (mPAP) o 10
mmHg ¢i pokles mPAP > 40 mmHg se vzestupem ¢i nezménénou hodnotou minutového
srde¢ného vydeje. Stézejni praci s akutnim testovanim plicni vazoreaktivity publikoval roce
1992 Rich (31) u 64 pacientt s idiopatickou plicni arteridlni hypertenzi, kterym byly
podavany CCB. Pozitivni test byl hodnocen pii poklesu mPAP a PVR o 20 %. Respondéti
byli nasledné léCeni vysokymi davkami CCB a tato skupina dosdhla 94% ptezivani po 5
letech. Je nutné zduraznit, ze akutni testovani s CCB miZe vést ke zhorSeni klinického a
hemodynamického stavu u pacienta, ktery na terapii neodpovida a kdy se prodluzuje
biologicky polo¢as CCB. Po nékolika zavaznych nezadoucich piihodach pfi testovani PAH
pomoci CCB byl dalsi vyvoj zaméfen na podavani kratkodobé pilisobicich vazodilatatorti.
Plicni vazoreaktivita u nemocnych s idiopatickou plicni arteridlni hypertenzi byla jiz v roce
1993 testovana i.v. epoprostenolem (32). Zahajovaci davka byla 1 ng/kg/min, dalsi zvySovani
davky bylo o 1-2 ng/kg/min kazdych 5-15 min do maximalni davky 12 ng/kg/min. Pokles
PVR o0 30 % a pokles mPAP o 10 % byl hodnocen jako pozitivni. Teprve tito nemocni byli
déle dlouhodobé 1éceni CCB. Dal§im lékem uzivanym pro akutni testovani je adenozin. Lék
zpusobuje koronarni vazodilataci, pokles systémové vaskularni rezistence (SVR) a relaxaci
hladkych svalovych bungk, véetné plicnich arterii. Adenosin i.v. byl podavan pfi akutnim
testovani v davce 50 pg/kg/min, po 2 minutach zvySovali davku o 50 pg/kg/min az do
maximalni davky 500 pg/kg/min. Nasledné byla plicni reaktivita testovana nifedipinem. Tam

kde nebyla zjisténa reaktivita po intravenéznim podani adenosinu, nebyla pfitomna ani po
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podani nifedipinu (33). Vzhledem k tomu, ze podavani epoprostenolu i adenozinu vede k
poklesu SVR a systémové hypotenzi, hledaji se selektivnéjsi vazodilatancia pro plicni feciste.
Reverzibilita plicni hypertenze byla testovana oxidem dusnatym v souboru u 33 pacient s
idiopatickou plicni arterialni hypertenzi (davka 10 ppm; ppm = parts per milion). Pozitivni
test byl hodnocen poklesem mPAP a PVR o 20 %. 10 nemocnych mélo pozitivni test a 9 z
nich byl podan akutné¢ CCB bez komplikaci. V pftipadech, kde nebyla prokazana plicni
reaktivita po podani kysli¢niku dusnatého, nebyl pozitivni test ani po podani CCB (34). Byli
porovnavany hemodynamické parametry pti akutnim testovani inhala¢nim iloprostem, kyslik,
i.v. epoprostenol a i.v. iloprost. Podavani epoprostenolu a i.v. iloprostu ptineslo podobné
hemodynamické vysledky. Inhalacnim iloprostem byla potvrzena selektivita pro plicni feciste
a doslo k poklesu PVR i PAP, aniz byla ovlivnéna SVR. Tato studie prokéazala, Ze jak
inhala¢ni iloprost, tak i.v. podavani epoprostenolu nebo inhalace kysli¢niku dusnatého
predikuji pozitivni odpovéd’ na podavani CCB (35).
Blokatory kalciovych kanala

Vysledky prospektivni nerandomizované studie s pouzitim vysokych davek CCB u
pacientt s idiopatickou plicni arteridlni hypertenzi prokazala, Ze prezivani responderid po3 a5
letech dosahovalo 94 % a u nonrespondért Cinilo piezivani 47 % a 38 % (31). RKS s
pouzitim CCB k 1écbé idiopatické plicni arteridlni hypertenze nebyly provedeny. Z CCB je
nejCastéji uzivan nifedipin (retardovany) nebo diltiazem (retardovany). Podavaji se vysoké
denni davky, nifedipin 120-240 mg/den a diltiazem 240-720 mg/den. Hlavni limitaci 1écby je
systémova hypotenze a perimaleoldrni otoky dolnich koncetin. Mén¢ nez 10% nemocnych s
idiopatickou plicni arteridlni hypertenzi jsou respondéfi, kteti mohou byt 1é€eni CCB (36).
Antikoagulacni terapie

U nemocnych splicni arterialni hypertrenzi bylo prokadzédno zvysené riziko

tromboembolizmu nebo trombo6z in situ (37). Ke snizeni tohoto rizika se doporucuje
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antikoagulacni lécba perordlnimi antikoagulancii s cilovymi hodnotami INR 1,5-2.5.
Kontroverzni je antikoagulac¢ni terapie u nemocnych se systémovym onemocnénim a
vrozenymi srdeénimi vadami. U sklerodermie je zvySené riziko krvaceni do
gastrointestinalniho traktu, u vrozenych srdecnich vad riziko hemoptyzy. V recentnich RKS
byla antikoagulac¢ni 1é¢ba podavana u 51-86 % pacientd, kteti byli zarazeni do studie —
nejcastéji u nemocnych s idiopatickou plicni arteridlni hypertenzi ve stadiu NYHA III-1V,
nejméng Casto u pacientd se sklerodermii.
Diuretika

Diuretika jsou indikovana ptedevSim u manifestniho pravostranného srde¢niho
selhéni. Podle registrit RKS jsou podavéana u 49-70 % nemocnych. Neni pfitom specifikovana
déavka ani skupina diuretik; jedna se o symptomatickou 1écbu.
Balonkov4 atridlni septostomie

Princip této metody spociva v tom, Ze je v oblasti mezisilového septa provedena
dilatace specidlnim balonkem tak, aby byla vytvofena komunikace mezi obéma sinémi. To
vede k okamzitému poklesu tlaku v pravé sini, zvySeni minutového vydeje a kratkodobému
zlepSeni tolerance zatéze. V pozdéjsi dobé dochazi k progresi srde¢niho selhani diky enormni
zatézi levé srdecni komory. Balonkova septostomie se proto v souc¢asné dobé pouziva jen jako
metoda k pfekonani ¢asového intervalu do transplantace plice/plic. Vzhledem k tomu, Ze je
vykon provazen mortalitou okolo 16 % a lro¢ni pfezivani je mensi nez 40 % (38), nebyva ve
vyspélych zemich ¢asto indikovana.
Transplantace plic

Prvni kombinovana transplantace srdce a plic byla provedena u pacienta s idiopatickou
plicni arteridlni hypertenzi. Vysledky tohoto naroéného postupu vsak nejsou povzbuzujici.
Proto byvaji v soucasnosti indikovani pouze pacienti s dysfunkci pravé komory srdecni.

Hlavni terapeutickou metodou se proto stala transplantace jedné plice, poptipadé obou plic. I
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tato metoda ma své limitace, a to nejen v medianu ¢ekaci doby na listiné kandidatd
transplantace (primérné 256 dnti), ale predevsim diky omezenému piezivani po transplantaci.
Dlouhodobé prezivani je horsi nez po transplantaci srdce, jater nebo ledviny, a dosahuje 70 %,
62 % a 55 % po 1, 2 resp. 3 letech (39).
Synteticky prostacyklin a jeho analoga

Prostacyklin je endogenni prostaglandin, ktery mé kromé vazodilataéniho tc¢inku také
cytoprotektivni vliv, snizuje adhezi leukocytii k cévni sténé, inhibuje agregaci desticek,
snizuje tvorbu a sekreci endotelinu a vede k inhibici migrace a proliferace bun¢k. Kontinudlni
intravendzni aplikace syntetického epoprostenolu vede ke zlepSeni hemodynamiky, tolerance
zatéze a zlepSeni prezivani u nemocnych s velmi zavaznou plicni hypertenzi ve stadiu NYHA
-1V, ktefi neodpovidali na konzervativni terapii (40). Dlouhodobé sledovani nemocnych
ukézalo Sleté prezivani v 65 %. Tento vysledek je lepsi nez u transplantace plice, kde se Sleté
pfezivani se pohybuje kolem 50 % (41). Ucinek i.v. epoprostenolu byl potvrzen 3
nezaslepenymi kontrolovanymi studiemi u nemocnych s idiopatickou plicni arteridlni
hypertenzi (40,42) a plicni hypertenzi sdruzenou s sklerodermii (43). Vzhledem ke kratkému
biologickému polo¢asu (3—5 min) je nutnd trvald kontinuélni infuze, ktera je provazena fadou
nezédoucich ucinkd. Patfi mezi né lokalni celulitida, vznik septikemie, artralgie, pokles
systémového tlaku a v neposledni fad¢ i tachyfylaxe. Proto byli vyvynuty alternativni formy
aplikace, které vyuzivaji stabilnich analogl prostacyklinu. Treprostinil je jeden z nich, s
biologickym polocasem okolo 3 hod. Hypotéza, ze Ginek treprostinilu je podobny jako i.v.
podavani epoprostenolu byla potvrzena pfi akutnim hemodynamické testovani (44). Nejveétsi
RKS kontrolovand placebem u nemocnych s plicni arteridlni hypertenzi byla provedena
koncem 90. let v Severni Americe a 16 centech v Evropé, Australii a Izraeli (45). Do této
studie bylo zafazeno 469 pacienti s vysokou hodnotou plicni rezistence na podkladé

idiopatické plicni arteridlni hypertenze a plicni hypertenze se systémovym onemocnénim
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pojiva a vrozenych srde¢nich vad. Vysledky prokazaly zvyseni tolerance zatéze, zlepSeni
symptomu a piiznivé ovlivnéni hemodynamiky. Nebyly prokdzany zadné vyznamné rozdily v
nezédoucich ucincich mezi treprostinilem a placebem. Beraprost sodny je prvni chemicky
stabilni analog prostacyklinu k peroralni aplikaci (46). Vstiebava se velmi rychle, za 30 min
se objevuje vrcholnd koncentrace a jeho biologicky polocas je 3540 min (47). V Japonsku
byl beraprost poddvan nemocnym s plicni arteridlni hypertenzi jiz od roku 1995. Prvni
nekontrolované studie (46,48) byly velmi nadéjné, doslo ke zlepSeni hemodynamickych
parametri. Vysledky retrospektivni studie nemocnych s idiopatickou plicni arteridlni
hypertenzi, kteti byli sledovani po dobu 3 le prokazaly, ze piezivani nemocnych po 3 letech
dosahovalo 76 % ve skupin¢ 1écené beraprostem versus 44 % pacientl 1écenych konvencni
1écbou (49). Nasledné byly provedeny 2 RKS v Evropé (50) a v USA (51). V prvni studii
doslo po 3 mésicich ke zlepSeni tolerance zatéze. Druhd studie potvrdila tyto vysledky i po 6
meésicich, nedoslo vsak ke zlepSeni hemodynamickych parametri v malém ob¢hu. Iloprost je
chemicky stabilni analog prostacyklinu, aplikovatelny 3 moznymi cestami: intravenozné,
peroralné i inhala¢né (ve formé aerosolu). Biologicky polocas je 20-25 min (52). Zejména
inhala¢ni forma je atraktivni pro dlouhodobou lécbu. Akutni inhalace iloprostu u nemocnych s
idiopatickou plicni arteridlni hypertenzi ma vét§i vazodilatani efekt na plicni feciSté nez
inhala¢ni podavani kysli¢niku dusnatého (53). Podava se obvykle 6-9krat denné. V
mezinarodni muticentrické RKS, do které bylo zatfazeno 203 pacientll s plicni arteridlni
hypertenzi, bylo prokdzano zlepSeni tolerance zatéze, zmirnéni symptomt a u nemocnych s
idiopatickou plicni arterialni hypertenzi pokles PVR (54).
Lécba inhibitory endotelinovych receptorti je zdlivodnéna nélezy, které zjistily, ze

a) plasmatické koncentrace endotelinu jsou zvySeny u plicni arteridlni hypertenze,
plicni fibrézy a chorob pojiva (napt. systémové sklerozy),

b) koncentrace endotelinu koreluji se zavaznosti plicni hypertenze a dokonce i s
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prognoézou plicni hypertenze,

c) endotelinové receptory jsou pfitomny ve zvySené mife v plicich pacientd s plicni
hypertenzi
Terapie neselektivnim antagonistou receptorti pro endotelin-1 bosentanem je proto vitanym
zpusobem 1é¢by plicni arteridlni hypertenze. Je antagonistou endotelinovych receptortt ETy 1
ETs.

Efekt bosentanu byl studovan v fadé RKS, z nichz nejvétsi byla studie BREATHE-1(55).
Bylo do ni zatazeno 213 pacientl s idiopatickou PAH a PAH pfi systémovém onemocnéni.
Podavani bosentanu vedlo ke zvyseni tolerance zatéze, zmirnéni dusnosti a zlepSeni celkové
kvality zivota. L&k byl dobfe tolerovan

Oxid dusnaty

Oxid dusnaty je nestabilni radikal, ktery existuje pfednostné v plynné formé. Je
endogenné produkovan v téméf vSech savéich tkdnich a hraje celou fadu dulezitych
biologickych tloh, zejména v regulaci hemodynamiky, v zin€tu a v neurotransmisi
(56,57,58). NO je syntetizovan z L-argininu a molekularniho kysliku za vzniku L-citrulinu
(59). Reakce je katalyzovdna komplexnim enzymem, zvanym NO syntaza (60).
Intracelularnim druhym poslem, zprostfedkujicim vazodilata¢ni G€inek oxidu dusnatého, je
guanosin 3',5' cyklicky monofosfat.

Arginin je esencialni aminokyselina v dobé vyvoje v détském véku, v dospélosti je
postradatelna. Podle chemického charakteru jejiho postranniho fetézce je fadime mezi bazické
aminokyseliny s elektrickym nébojem na postrannim fetézci, ktery se podili na
elektrostatickych interakcich. Arginin mé siln€¢ bazickou guanidilovou skupinu, je to
nejsilngjsi organicka baze, srovnatelna s bazickou skupinou NaOH. Nese kladny naboj v celé
oblasti stability vétSiny bilkovin. Arginin obsahuje asymetricky atom uhliku, existuje proto ve

dvou enantiomernich konfiguracich-D a L, v bilkovinach se vyskytuje pouze L-forma.

21



Biosyntéza argininu je soucasti mocovinového cyklu, arginin se hydrolyticky §té€pi na ornitin
a ureu. Arginin tvofi protipol kyselych funkénich skupin pro tvorbu solnych mustki a pro
vazbu anionll. Vaze také kovalentné karbonylové skupiny formou Schiffovych bazi. Arginin
je intermediarnim metabolitem ureosyntetického cyklu, nepfimo souvisi s citratovym cyklem
a oxidacnimi d¢&ji pii ziskédvani energie. Arginin je esencialni pro optimélni bunécény rtst in
vitro, je prekurzorem biosyntézy polyamidul, které jsou nezbytné pro proliferaci lymfocytu.
Fyziologicky v plazmé jen ve stopach. Zvyseny je pii poruse metabolismu z deficitu arginazy,
dale u lysinove¢ intolerance a diabazické acidurii. Spolu s cysteinem a ornitinem typicka triada
pro klasickou cystinurii.

Biosyntéza argininu je sou€dsti mocovinového cyklu, prekurzorem je ornitin.
Karbamoylfosfat spolu s ornitinem tvofi citrulin, citrulin reaguje s aspartitem (katalyza
argininosukcinatsyntetazy) za vzniku argininosukcindtu. Argininosukcinat se §tépi na arginin
a fumardt. Fumarat vstupuje do citratového cyklu, umoziuje spojeni mocovinového a
citratového cyklu (obr 2).

Arginin patii do skupiny glutamatové nebo a- ketoglutaratové skupiny. Argindzou je
St€épen na ornitin a izoureu, izourea se spontdnn¢ presmykne na ureu a ornitin je pres
glutamat-5-semialdehyd odbouran na glutamat. Glutamat je oxida¢ni deaminaci pfeméné na
2-oxoglutarat. 2-oxoglutarat vstupuje do citratového cyklu jako kone¢ny produkt odbouravani
argininu (61,62).

V experimentu, L- arginin jako prekurzor NO, sniZzuje hypoxickou plicni hypertenzi a
hypertrofii pravé komory (63).

Jak jiz bylo uvedeno druhym poslem v regulaci vazodilatace je cyklicky GMP, ktery
navodi relaxaci hladké svaloviny. Zvysit nabidku cyklického GMP lze stimulaci (napf.
nitraty, event. blokatory kalciového kanalu) ¢i nyni novéji blokddou degradace pomoci

inhibitord  fosfodiesterazy. Sildenafil je silny selektivni inhibitor fosfodiesterdzy 5, tedy
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enzymu, ktery je zodpovédny za degradaci cyklicky guanosin monofosfat. Enzym
fosfodiesteraza 5 je kromé kavernozniho téliska v penisu piitomen i ve svaloviné plicnich
cév. Inhibice fosfodiesterazy -5 vede k redukci hydrolytické degradace cyklického GMP a ke
zvySeni jeho koncentrace v bunikach hladkého svalstva ve stén€ plicnich cév. Dusledkem je
aktivace cyklické GMP-kinazy, aktivace draslikovych kanald a inhibice vapnikovych kanalt s
vyslednym poklesem koncentrace nitrobunééného kalcia, vedoucim k vazodilataci. Vedle
vazodilatacniho ptsobeni ma sildenafil pravdépodobné rovnéz uclinky antiproliferacni.
Sildenafil u pacientd s plicni arteridlni hypertenzi snizuje tlak v plicnici a toleranci zatéze
(64).

V soucasné dobé milzeme ovliviiovat plicni hypertenzi tfemi patofyziologickymi

cestami (obrl).
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Hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo zhodnotit moZnosti farmakologické reverzibility plicni hypertenze.
Vychazeli jsme z hypotézy, Ze podani prekurzoru NO (L- argininu) zvyrazni terapeutické
ucinky inhibitoru fosfodiesterazy 5 (sildenafilu).

Proto jsme v prvém projektu ovéfili, zda sildenafil snizi vaskularni rezistenci u plicni
hypertenze pii onemocnéni levého srdce (tedy s vyraznou prekapilarni slozkou) a zda budou
ucinky sildenafilu omezeny na plicni fecisté.

V druhém projektu jseme pak testovali, zda kombinace L-arginin — sildenafil snizi tlak
v plicnici a stupent remodelace plicnich cév u experimentalniho modelu plicni hypertenze

(hypoxicka plicni hypertenze) vice nez jednotlivé slozky této kombinace.
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Summary
In some patients, heart failure (HF) is associated with increased pulmonary vascular resistance
(PVR). The magnitude and the reversibility of PVR elevation affect the HF management.
Sildenafil has been recently recognized as potent PVR-lowering drug in HF. The aim of the study
was to compare hemodynamic effects and pulmonary selectivity of sildenafil to prostaglandin E;
(PGE;). Right-heart catheterization was performed in 13 euvolemic advanced HF patients with
elevated PVR (6.3£2 Wood’s units). Hemodynamic parameters were measured at the baseline,
during i.v. infusion of PGE; (alprostadil 200 ng-kg*min™) and after 40 mg oral dose of sildenafil.
Both drugs similarly reduced systemic vascular resistance (SVR), but sildenafil had higher effect
on PVR (-28% vs. -49%, p=0.05) and transpulmonary pressure gradient than PGE; The
PVR/SVR ratio — an index of pulmonary selectivity, did not change after PGE; (p=0.7) but it
decreased by -32% (p=0.004) after sildenafil. Both drugs similarly reduced pulmonary artery mean
and wedge pressures and increased cardiac index (+27% and +28%). Sildenafil led more often to
transplant-acceptable PVR while causing smaller drop of mean systemic pressure than PGE;. In
conclusion, vasodilatatory effects of sildenafil in patients with heart failure are more pronounced

in pulmonary than in systemic circulation.
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heart failure; pulmonary vascular resistance; hemodynamics; sildenafil; prostaglandin Eg;
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Introduction

Some patients with advanced heart failure (HF) develop pre-capillary pulmonary
hypertension (PH) that adversely affects right ventricular function (Ghio et al. 2001), exercise
capacity (Lewis et al. 2007) and prognosis (Di Salvo et al. 1995). The increase of PVR may
occur due to structural remodeling of pulmonary vasculature, leading to “fixed”, irreversible
component of PVR. More frequently, elevated PVR results from vasomotor imbalance in
pulmonary vascular territory that is partly reversible by hemodynamic unloading or by
administration of vasodilators, such as nitrates or prostacyclin analogues. The magnitude of PVR
increase and its reversibility with a vasodilator provide crucial information for management of
patients with advanced HF (Costard-Jackle et al. 1992; Murali et al. 1992). Increased PVR,
particularly if not reversible with vasodilator challenge, predicts poor heart transplant outcome,
mainly due to high risk of postoperative failure of the graft right ventricle that is suddenly
exposed to vascular bed with elevated resistance (Murali et al. 1993).

Attenuated sensitivity to endogenous cGMP-dependent vasodilatators is increasingly
recognized as one of the key mechanisms of PVR elevation (Melenovsky et al. 2009).
Intracellular cGMP is catabolized by cGMP-selective phosphodiesterase 5A (PDE5SA), an
enzyme that is highly abundant in the lung tissue (Kass et al. 2007). Inhibitors of PDE5A, like
sildenafil, induce marked pulmonary vasodilatory response in pulmonary arterial hypertension.
In patients and experimental animals with HF, pulmonary tissue-PDE5A activity is further
upregulated (Forfia et al. 2007) and therefore pulmonary circulation may be even more
susceptible to PDES5 inhibition than systemic circulation. The goal of the study was to compare
the effects of sildenafil to a standard vasodilator, routinely used in patients with HF and
increased PVR for hemodynamic testing. We hypothesized that acute inhibition of PDE5A with
sildenafil is expected to provide more selective pulmonary vasodilatation, than administration of

high-dose of prostaglandin E; (PGE;).
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Methods

The study group consisted of HF patients considered for heart transplantation, but with
severe pre-capillary pulmonary hypertension indicated to testing of PVR reversibility
(transpulmonary pressure gradient >15 mmHg or PVR>3 w.u. in euvolemic state). Written
informed consent was obtained from all subjects and the protocol was approved by the ethics
committee of IKEM. Catheterization was performed via right internal jugular vein with 7F
balloon-tipped pulmonary artery (PA) catheter (Corodyn, Braun AG, Germany) and bedside
hemodynamic monitor (Solar 8000, GE, USA). All patients were in fasted state (>6 hours);
breathed room air during the procedure and none was hypoxemic (O, saturation <90% by pulse
oxymetry). Catheter position was optimized under fluoroscopic guidance. Cardiac output was
measured by thermodilution and at least three measurements were averaged. Systemic blood
pressure was measured with oscillometric cuff on the left arm. Hemodynamic parameters were
measured after 20 minutes of rest (baseline) and after 5 minutes of continuous infusion of PGE;
(alprostadil-Alprostan, Leciva, Czech Republic, infusion rate 200 ng-kg™*min™) into the central
vein. After a 30minute washout period, an oral dose of sildenafil (Revatio, Pfizer, USA, dose 40
mg) was administered and measurements were repeated 1 hour later. Pulmonary vascular
resistance (PVR) was calculated as transpulmonary pressure gradient (mean PA pressure — mean
PA wedge pressure) divided by cardiac output and expressed as Wood's units (w.u.). Pulmonary
selectivity was quantified as the ratio of pulmonary to systemic vascular resistance (PVR/SVR).
Transplantation-acceptable values were defined as transpulmonary pressure gradient < 15 mmHg
and PVR < 3 w.u. All values are expressed as mean+SD. Drug-induced changes from baseline

were compared with paired t-tests. A p-value of < 0.05 was considered as significant.
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Results

The protocol included 13 subjects with symptomatic advanced HF, predominantly due to
coronary artery disease. Clinical characteristics are summarized in the table 1. In medical history,
46% of subjects had diabetes, 23% had previous cardiac surgery and 54% received implantable
defibrillator device. One subject had permanent atrial fibrillation. Diuretics and beta-blocking
agents were administered in 100% of patients, angiotensin-converting enzyme or angiotensin-
receptor inhibitors in 84%, aldosterone receptor antagonists in 77%, statins in 46%, digoxin in
23% and low-dose dobutamine in 31%. Hemodynamic parameters at baseline and after
administration of both drugs are summarized in the table 2. All subjects had significant pre-
capillary hypertension and were euvolemic. Baseline PVR positively correlated with systemic
vascular resistance (r=0.86) and negatively with cardiac output (r=-0.67).

Administration of prostaglandin E; led to a significant reduction of PVR (-28%) and
systemic vascular resistance (-30%), mean PA pressure, PA wedged pressure, with a simultaneous
increase in cardiac index and stroke volume. There was only a trend in the reduction of
transpulmonary gradient (-10%, p=0.08). The ratio of pulmonary to systemic vascular resistance
(PVR/SVR ratio) did not change with PGE; infusion (from 0.27+0.06 to 0.28+0.08, p=0.6),
indicating that PVR decreased proportionally to SVR reduction. After infusion of PGE;, 31% of
patients had transplantation-acceptable values of transpulmonary gradient and PVR. All subjects
tolerated full PGE; dose.

Administration of 40 mg of sildenafil reduced PVR (-49%), transpulmonary pressure
gradient (-36%), mean PA pressure, PA wedged pressure, systemic vascular resistance (-26%),
increased cardiac index and stroke volume. PVR/SVR ratio decreased by 32% (from 0.27+0.06 to
0.19+0.08 p=0.0008, figure 2), indicating that sildenafil-induced PVR reduction was
disproportionally larger than the reduction of SVR. Transplantation-acceptable values of

transpulmonary gradient and PVR were attained in 69 % of patients.
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Individual responses of PVR and transpulmonary pressure gradient after both interventions
are summarized in figure 1 (left). The response to sildenafil was more homogenous than to PGE;.
The only person with no reduction of PVR after sildenafil had also minimal response to PGE;. The
person was treated with biventricular mechanical support to lower PVR, but unfortunately died
from bleeding and postoperative right heart failure soon after heart transplantation. The reduction
of PVR or transpulmonary pressure gradient after sildenafil reasonably correlated with PGE;-
induced changes, i.e. poor responders to PGE; also poorely responded to sildenafil (figure 1 —
right panels). Sildenafil-induced change of PVR, transpulmonary pressure gradient and mean
systemic blood pressure were on average significantly larger than PGE;-induced effects. Both
drugs also significantly differed in change of the PVR/SVR ratio (p=0.001), demonstrating a

higher vasodilatatory selectivity of sildenafil in pulmonary circulation (figure 2).
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Discussion

The principal finding of the study is that sildenafil produces larger dilatation in pulmonary
than in systemic vascular territory, while the effects of PGE; are proportional in both vascular
beds. Although the mechanisms underlying enhanced responsiveness of pulmonary vessels to
sildenafil are not yet precisely delineated in patients with HF, they might be linked to higher
PDESA expression in the pulmonary than in systemic resistance arterioles. High PDE5SA activity
leads to desensitization of vascular wall to endogenous cGMP-dependent vasodilators, namely
nitric oxide and natriuretic peptides (Forfia P et al. 2007). It has been recently shown that HF
patients with high PVR have attenuated transpulmonary cGMP release that can be restored by
sildenafil administration (Melenovsky et al. 2009). By acting more downstream, PDESA inhibition
induces larger pulmonary vasodilatation than provision of nitric oxide itself. Therefore,
nitroglycerine or nitroprusside that have only minimal effect (< 10%) on PVR/SVR ratio (Murali
etal. 1991). Higher reduction of PVR than of SVR with sildenafil in HF patients has been noticed
before (Allaeddini et al. 2004, Al-Hesayen et al. 2006), but our study is the first to compare
sildenafil with other vasodilator.

Conversely, PGE; leads to less selective vasodilatation with only minimal change of
PVR/SVR ratio and is associated with larger tendency to induce systemic hypotension.
Alprostadil (PGE1) and other prostacyclin analogues are largely degraded during first passage
through pulmonary circulation, but some degradation products (PGEO) also have vasodilatatory
properties. If administered in high dose, prostacyclin analogues and active metabolites spill over
into systemic circulation and often produce systemic hypotension (Radovancevic et al. 2005, von
Scheidt et al. 2006) with unwanted sympathetic activation (Montalescot et al. 1998).

The study has several relevant clinical implications for pathophysiology and therapy of
HF. If PVR elevation in chronic HF patients is not reversible by a vasodilator, the risk of acute

right heart failure of transplanted graft is very high (Costard-Jackle et al. 1992). On the other hand,
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patients with reversible PVR elevation have similar post-transplant outcomes as low PVR patients
(Klotz et al. 2003). In our study, sildenafil showed superior ability than PGE; to unmask the
reversible component of PH. Almost % (73%) of patients reached a satisfactory reduction of the
transpulmonary gradient, in contrast to only 31% after PGE;. Therefore, hemodynamic testing of
heart transplantation candidates using sildenafil seems to be a promising alternative to testing with
PGE;, particularly with an intravenous formulation (Al Hasayen et al. 2006). The responders could
be then treated orally for the long-term, as the benefits of sildenafil on pulmonary hemodynamics
seem to persist, without drug tolerance development (Lewis et al. 2007, Guazzi et al. 2007).

In chronic HF, an increased PVR due to precapillary pulmonary vasoconstriction is partly
an adaptive mechanism preventing pulmonary congestion. In volume-overloaded HF patients,
extensive and selective pulmonary vasodilatation (for example with inhaled nitric oxide) can
increase pulmonary capillary pressure and trigger pulmonary edema (Loh E et al. 1994).
Interestingly, this was not observed in our study — the average PA wedge pressure dropped after
sildenafil, despite substantial pulmonary vasodilatation. This may be explained by simultaneous
increase of diastolic left ventricular compliance, by an increase of stroke volume from LV
afterload reduction or by attenuated interventricular diastolic interaction from unloading of the
right ventricle (Morris-Thurgood et al. 2000). Increased cardiac contractility could also
theoretically contribute to stroke volume augmentation, but only neutral (Lepore et al. 2005) or
negative (Borlaug et al. 2005) effects on left ventricular inotropy are previously reported for
sildenafil. In several short-term studies, sildenafil improved hemodynamics, quality of life and
exercise tolerance (Guazzi et al. 2007) in HF patients, but the long-term safety of PDESA
inhibition in general HF population still needs to be carefully tested.

The study has several limitations. The number of studied subjects is relatively small. Due to
long plasma half-life of sildenafil (3-5 hours) compared to alprostadil (5-10 minutes), the

administration of drugs was not in a random order. However, both administrations were separated
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by 90 minutes, which provided enough time for washout. Third, the infusion of PGE; was not
titrated to maximally-tolerated dose and this may affect the rate of PVR reversibility compared to
other reports (von Scheidt et al. 2006).

In conclusion, the study demonstrated that the vasodilatatory effects of sildenafil are more
pronounced in pulmonary than in systemic circulation and that sildenafil had a superior ability than
PGE; to unmask reversible pre-capillary component of pulmonary hypertension due to advanced

heart failure.
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Figure 1. Left: Individual responses of transpulmonary pressure gradient and pulmonary vascular
resistance (PVR) to administration of prostaglandin E; (at rate 200 ng-kg™**min™ i.v.) or sildenafil
(40 mg orally) in patients with heart failure and pulmonary hypertension.

Right: correlation between change (A) of transpulmonary pressure gradient or PVR induced by

sildenafil or PGE
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Figure 2. Ratio of pulmonary vascular resistance (PVR) to systemic vascular resistance (SVR) —
an index of pulmonary selectivity of vasodilatation, before and after administration of sildenafil
(40 mg orally, right panel) or prostaglandin E; (200 ng-kg ™ min™i.v., left panel) in patients with

advanced heart failure and pre-capillary pulmonary hypertension.
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Table 1. Baseline characteristics (n=13)

Age, years 51+12
Gender, m/f,n 10/3
Body mass index, kg-m™ 27+3.5
Etiology: CAD / DCM, n 10/3
NYHA functional class 2.7+0.6
MLHFQ score 43 +£22
Furosemide daily dose, mg 101 + 60
Hemoglobin, g -/ * 133 + 17
Serum creatinine, umol -1 * 104 +21
Plasma BNP, ng I * 887 + 686
LV ejection fraction, % 24 +4
LV end-diastolic diameter, mm 69 +6.2
Right atrial pressure, mmHg 82+27
Systemic blood pressure — systolic/diastolic, mmHg 120£15/70+9

BNP: B-type natriuretic peptide, CAD: coronary artery disease, DCM: dilated cardiomyopathy, LV:
left ventricle, MLHFQ: Minnesota Living with Heart Failure Questionnaire, NYHA: New York
Heart Association.
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Table 2. Hemodynamic parameters (n=13)

16

rest A PGE; A sildenafil p*
Heart rate, min™ 78+ 13 1.8+7 -85+9 0.09
PA mean pressure, mmHg 47+6 -85+9" 177 0.4
PA wedged pressure, mmHg 26+ 4 -58+7"7 -32+5% 0.3
Transpulmonary gradient, mmHg 21«5 -2.7+£5 -8+6" 0.02
Cardiac index, I-min™-m™ 1.7+0.3 05+03" 05+04" 0.9
Stroke volume, ml 46 + 12 81+8"7 15+97 0.07
Pulmonary vascular resistance, w.u. 63+2 -1.8+1F -32+2° 0.05
PVR/SVR 0.27+0.05 0.01+0.08 -0.08+0.06" 0.004
Systemic vascular resistance, w.u. 24 +7 -6.7+3" -65+45" 0.8
Mean systemic arterial pressure, mmHg 80+9 -12+35° -6.6+£8* 0.04

All comparisons by paired t-tests: * p<0.05, T p<0.01 vs baseline. § comparisons of changes (A).
PA: pulmonary artery, w.u.: Wood’s units. PVR: pulmonary vascular resistance, SVR: systemic

vascular resistance



Experimentalni ¢ast

Hypotéza

Cilem naseho sledovani je ovétit hypotézu zda dlouhodobé podavani kombinace L-
argininu a  sildenafilu pfinese aditivni efekt na zlepSeni hemodynamickych parametrii
v malém ob¢hu, sniZzeni remodelace plicnich arteriol a hypertrofie pravé komory srdecni u
zviteciho modelu hypoxické plicni hypertenze. Podkladem nasi teorie je predpoklad, ze
nadbytek L- argininu povede k zvySeni produkci NO solubilni guanylatcyklasou. Po podani
L- argininu se zvysSuje koncentrace NO (65, 66), tento predpoklad nepiimo podporuje nélez
zvyseni hladiny citrulinu, vedlej$iho produktu NO produkujici reakce (67).

NO pak prostupuje do hladkych svalovych bunék, kde se vdZze na hemovou cést
solubilni guanylcyklazy, kterou aktivuje. Guanylcykldza pfeménuje guanosintrifosfadt na
cyklicky guanosinmonofosfat. ZvySend koncentrace cyklického guanosinmonofosfatu
aktivuje proteinkindzu G , které se podili na inhibici vstupu kalcia do buiiky, dochéazi ke
zméné polarizace a k relaxaci svalovych bunék. Cyklicky guanosinmonofosfat je degradovan
fosfodiesterazami.  Sildenafil je specificky inhibitor cyklického =~ GMP-specifické
fosfodiesterazy 5 ( obr 3) a tak zvysuje intracelularni koncentraci cyklického guanosinfosfatu
a timto mechanismem piisobi vazodilataci.

Metody

Experimentalni protokol

Plicni hypertenzi, kterd byla navozena u potkani kmene Wistar chronickou hypoxii v
normobarické hypoxické komote (FiO2 = 0.1). 50 potkanti o hmotnosti 250-320 g, bylo
rozd&leno do péti skupin. Ctyfi skupiny potkantl, byly vystaveny hypoxii po dobu tfi tydni.
Prvni skupiné (n=10) byl podavan samotny L-arginin (Sigma), druhé skupiné¢ (n=10)

kombinace L-argininu a sildenafilu ( Pfizer), tfeti skupin¢ (n=10) byl podavan samotny
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sildenafil, ¢tvrtd skupina (n=10) nebylo podavano zadné 1éCivo. Patad skupina (n=10) byla
kontrolni normoxicka neléCana. ( n=10). L- arginin byl podavan jednou denn¢ peroralné
gavazi v davce 250 mg/kg, sildenafil byl podavan stejnou cestou jedenkrat denné v davce 25
mg/kg.

Po podani anestezie thiopentalem (30 mg/kg télesné hmotnosti i.p.) jsme méfili
stiedni tlak v plicnici, srde¢ni vydej, hematokrit a hmotnost srdce. Kvantitativni histologii
byla hodnocena ptitomnost morfologickych zmén v perifernim plicnim fecisti zptisobenych
chronickou hypoxii.

Za ucelem méfeni systolického arterialniho tlaku a ziskani vzorku krve na stanoveni
hematokritu byla do karotidy zavedena kanyla. U potkanti, ktefi spontanné dychali
atmosféricky vzduch, byla preparovan prava kréni zila, a nasledné provedena pravostranna
katetrizace bez otevieni hrudniku a zaznamenan tlak v plicnici (68). Poté byla zavedena
trachealni kanyla a potkani byli pfevedeni na umélou plicni ventilaci pozitivnim tlakem
(maximalni inspiracni tlak 10 cm H,O bez PEEP), pouzit byl pokojovy vzduch a rychlost
ventilace byla 50 dechti/min. Hrudnik byl otevien sternotomii, pficemz bylo dbano na to, aby
bylo minimalizovano krvaceni. Srde¢ni vydej byl vypocéten z pratoku aortou méteného
ultrazvukovou priitokovou sondou (2,5 mm série SS s J snimacem, Transonic Systems, Ithaca,
NY, USA) umisténou na ascendentni aorté (69). Po dokonceni méteni byly z hrudniho kose
vyjmuty srdce a plice. Prava a leva komora a septum byly oddéleny a zvazeny (70). Plice byly
skrze tracheu tlakem 12 cm H,O naplnény neutrdlnim roztokem formolu a nésledn¢ umistény
do stejn¢ho roztoku na piiblizn€¢ 3 — 4 tydny. Jednotlivé ¢asti plic pak byly oddéleny a
obarveny metodou hematoxylin-resorcin-fuchsin. Pfestavba stén perifernich plicnich cév byla
zhodnocena pomoci s¢itani distalnich cév, které na jednom preparatu od kazdého potkana
nasedaly na alveolarni ducti alveolares nebo alveoly, a urceni podilu téchto cév, ktery byl

muskularizovan (71,72). Za muskularizované byly povazovany cévy, u kterych na alespon
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poloviné obvodu cévy doslo k oddéleni lamina elastica interna a externa. Do s¢itani byly
zatazeny vSechny periferni plicni cévy nalezené v sagitalnim fezu oblasti hilu pravé a levé
plice. Vsechny soucty byly provedeny jednou osobou zaslepenou vici zatazeni jednotlivych
preparatii 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) (73).

Analyza produkce NO byla provedéna u dalSich 4 experimentalnich skupin potkant,
kteti byli vystaveni identickému experimentalnimu protokolu jak popsano vyse. U bdélych
zvitat téchto skupin byl pomoci chemiluminiscen¢niho NO analyzatoru stanoven vydej NO v
exspirovaném vzduchu. V thionentalové anestezii byl nasledné punkci aorty odebran vzorek
krve a stanovene sérova koncentrace nitritli a nitrati chemiluminiscenci (74) a nitrotyrosinu
metodou ELISA (75).

Koncentrace cyklickétho GMP byla stanovena po krevnim odbéru, ktery byl
centrifugovan v chlazené centrifuze pti 2-8 stupnich Celsia. Do kepu bylo nasledné odebrano
100 mikrolitrti a do doby hodnoceni zamrazeno a uschovano pii teploté -80 stupiit Celsia.
Koncentrace cyklického GMP (nmol/l) byla hodnocena radioimunoanalyzou pomoci kitu
firmy Immunotech

Vysledky

Po tfech tydnech hypoxie mély skupiny potkanti vystavené hypoxii statisticky
signifikantné vyssi stfedni krevni tlak v plicni arterii nez kontrolni normoxicka skupina (
z 15,842,4 na 38,1 £2,7 mmHg, p<0.0001). Hypoxii vystavend zvifata kterym byl soucasné
podavana kombinace L- argininu a sildenafilu méla signifikantné nizsi stfedni tlak v plicni
arterii oproti skupindm, kterym byl poddvan 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 skupinach vystavenych hypoxii byl zjistén zvySeny pomér vahy pravé komory k souctu
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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 zvirat
vyznamné zvySena proti normoxické skupiné. Hladina cyklického GMP ve skupiné lécené
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
podavani L-argininu a sildenafilu vedlo k signifikantnimu sniZzeni zastoupeni
muskularizovanych plicnich cév oproti vSem hypoxickym skupinam (graf ¢. 4). Metabolity
NO (nitraty a nitrity) byly vyznamné zvySeny oproti ostatnim skupinam pouze v hypoxické
skupiné 1é¢ené¢ kombinaci L- argininu a sildenafilu (graf ¢ 5). Hodnota vydechovaného NO
byla ve vSech skupinach prakticky totozna (graf ¢.6).

Diskuse

Z tady existujicich experimentdlnich modell plicni hypertenze (68) jsme se rozhodli
pro chronickou hypoxickou plicni hypertenzi a to ztoho divodu, Ze se nejvice blizi
klinickému obrazu cor pulmonale.

Z ptedchozich studii Hergeta a spol. vime, Ze vystaveni samcti laboratorniho potkana
kmene Wistar normobarické hypoxii (FiO2 = 0,1) po dobu 3 tydnt piisobi konzistentné
hypoxickou plicni hypertenzi, kterd se jiz dale nerozviji (71). Adaptace organismu je
charakterizovana zvySenim krevniho tlaku v plicnici, zvétSenim vahy pravé komor srde¢ni a
hypoxickou remodelaci prealveolarnich plicnich cév.
Ovlivnéni tlaku v plicnci, zabranéni hypetrofie pravé komory srde¢ni a remodelace plicnich
cév jsou dulezitymi terapeutickymi cili. Tato prace je prvni, kterd kombinuje podavani L-
argininu a sildenafilu u hypoxického modelu plicni hypertenze. K testovani této kombinace
jsme se rozhodli z divodu predpokladané augmentace tvorby cyklického GMP, ktery je
intraceluldrnim poslem vyvoléavajici vazodilataci. Hlavnim zjiSténim na$i prace je, Ze jak

sildenafil, tak L-arginin pfiznivé ovliviiuji hemodynamiku a vedou k podobnému snizZeni
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sttedniho tlaku v plicnici. Dal$im zjisténim je to, Ze kombinace L- argininu se sildenafilem
ma aditivni efekt na hemodynamické parametry, hmotnost pravé komory i stupein remodelace
plicnich cév u zviteciho modelu hypoxické plicni hypertenze.

Efekt na plicni fecisté¢ byl zavisly od redukce krevniho tlaku, protoze nejvyraznéjsi
pokles tlaku v plicnici byl pozorovan ve skupiné kombinovaného podavani L-argininu a
sildenafilu a stim korespondovalo sniZzeni poc¢tu remodelovanych (muskularizovanych)
perifenich plicnich cév. Jednim zhlavnich cild 1écby plicni hypertenze je zabranéni
remodelace plicnich cév, predev§im perifernich arteriol. Zpocatku po zahajeni expozice
hypoxémii dochazi k hypertrofii a nasledn¢ hyperplazii hladkého svalu v cévni stén¢, dochazi
k zesileni médie, ktera roste ,,dovniti* a zmensSuje se lumen cévy. Muskularizace cévni medie
se posouva do vice perifernich ¢asti plicniho arteridlniho stromu. Fibroblasty se transformuji
na hladky sval, dochdzi k zesileni adventicie, kde ptibyva kolagenu a elastinu. Nejvice
zvySena je syntéza kolagenu typ IV. Pericyty a intermedidlni buiiky pii plicni hypertenzi
rychle prolefiruji a diferencuji se na hladky sval. Pericyty se nachazeji ve vSech cévach, jde o
malo diferencované bunky s kontaktnimi elementy, kterd snadno mohou regulovat cévni
tonus. Proliferativni a degenerativni zmény postihuji i endotel plicnich cév, tedy mista hlavni
produktce oxidu dusnatého. Endotel plicnich cév je jist¢ ovlivnén transmurdlnim napé&tim
(napfi¢ cévni sténou) a shear stressem (pusobicim logitudindlné ve sméru toku krve). Pii
transmuralni tenzi indukuje endotel tvorbu elastinu a kolagenu ve sténé plicnich cév, dochazi
k zvySené produkei riistovych faktora.

Plicni hypertenze neovlivitluje pouze plicni cévy, ale dochazi téz hypertofii a zméné
biochemického slozeni pravé komory srdecni. V pravé komoie pifibyva myosinu typu V a
kolagenu. K zabranéni remodelace mize dojit vazodilatacnim uc¢inkem v diisledku produkce
oxidu dusnatého po podani L-argininu, kterd odezni hypoxickou plicni vazokonstrikci

pfedchazejici remodelaci. Druhym mechanismem muize byt pifimy ucinek oxidu dusnatého a
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cyklického GMP na proliferaci hladkych svalovych bunék a hypertrofii kardiomyocytd. Bylo
prokazano, ze NO muze zabranit proliferaci hladkych svalovych bunék tim, Ze interferuje
s endotelialni produkci endotelinu I a PDGF (76). Dlouhodobé podéavani L-argininu mtize
pusobit antiagrec¢gacné na krevni desticky (77). Zvysena produkce oxidu dusnatého muize také
snizit cytosiny indukovanou endotelialni aktivaci expresi adheznich molekul a
proinflamantornich cytokinti (78)

Koncentrace cyklického GMP v plasmé byla vysoka ve vSech hypoxickych skupinach
oproti kontrolni normoxické skupiné a zfejmé odrazi zvysenou tvorbu NO pii hypoxémii.
Zvyseni tvorby NO spolu s inhibice katabolismu cyklického GMP vsak vede k dalsimu
zvySeni plasmatickych hladin cyklického GMP. Toto zjisténi koreluje s predchozimi
literarnimi udaji (79,80).

Nejvyznamngj$im lokdlnim mechanismem regulace plicnitho cévniho tonu je
hypoxicka plicni vazokonstrikce. Hypoxickd plicni vazokonstrikce snizuje perfuzi
nedostate¢né ventilovanych oblasti plic, pfizptisobuje pratok krve jednotlivymi ¢astmi plic
k optimalizaci ventilacné perfuzniho poméru. Na rozdil od systémovych cév je ve zdravé
plicni cirkulaci bazélni produkce oxidu dusnatého jen minimalni. V minulosti se
predpokladalo, ze diivodem plicni hypertenze, ktera byla navozena hypoxii je nedostatek
NO. Naopak syntéza NO je pifi ni zvySena, coz potvrdily studie sexprese NO syntézy
v plicich (81).

Dtlezitym metodickym aspektem nasi prace je to, ze obé farmaka byla podavéna
jicnovou gavazi a tak podané peroralni davka nezavisela na piijmu vody nebo potravy, ktery u
hypoxickych zvifat byva proménlivy a snizeny a muze tak ovlivnit terapeuticky efekt
intervence. Optimalni ddvka L-argininu tak a samotného sildenafilu neni v literature
jednoznacné stanovena. Mnoho autort experimentalnich ¢i z klinickych studii tykajicich se

problematiky plicni hypertenze volilo mensi ¢i vétsi davky jednotlivych substanci. Davku L-
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argininu pouzitou v naSem pokusu (250 mg/kg/den) jsme zvolili na zékladé ptedchozich
experimentalnich praci (82). Stejné tak jsme zvolili i davku sildenafilu (25 mg/kg/den) na
zaklad¢ experimentalni prace Sebhkiho a spol. (83), kterd prokdzala snizeni remodelace
sildenafilem u hypoxického modelu plicni hypertenze.

Jednim z pozoruhodnych nalezi této studie je zjisténi ze samotny L-arginin vede
k témét stejné vyraznému poklesu tlaku v plicnici jako sildenafil a také snizuje remodelaci
perifernich plicnich cév a myokardu. SniZeni hladiny L- argininu bylo pozorovano u nékolika
modell plicni arterialni hypertenze (84) a i u pacienti s PAH (857), coz naznaluje, ze
substratova limitace syntézy NO mtize byt soucasti etiopatogeneze plicni arterialni hypertenze
(86). Podavani L- argininu pacientim s plicni arteridlni hypertenzi vedlo k mirné redukci
tlaku v plicnici  spojené s zvySenim plasmatické hladiny citrulinu, coz neptfimo indikuje
zvysenou NO syntézu. Naproti tomu podévani D-argininu nemélo v experimentu zadny efekt
na plicni hemodynamiku, coz podporuje to, Ze efekt argininu je selektivni a zprostfedkovany
enzymem.

Nalez ptiznivého hemodynamického efektu L- argninu na plicni cirkulaci byl popsan i
jinymi autory (87,88). L-arginin neni v soucasné dobé¢ registrovan pro jakykoliv onemocnéni
vyvolavajici plicni hypertenzi. V souc¢asné¢ dobé je publikovana pouze jedina klinicka prace
tykajici se nemocnych s prekapilarni plicni hypertenzi a L-argininu (67.), kde autor zvolil
davku 0.5 g/10 kg, a kde pouzita terapie vedla k zlepSeni tolerance zatéze.

Efekt sildenafilu podavany ve stejné¢ davce jako v nasi studii u identick¢ého modelu
plicni hypertenze studoval Sekbi (82). Oproti nasi praci zjistili vyraznéj$i pokles tlakl
v plicnici, coz vSak mlze byt vysvétleno odlisSnou metodikou méfeni tlakl plicnici. Sebke
pouzili ambulantnim telemetrické méfeni tlakd v plicnici, zatimco v nasi praci byl tlak
v plicnci méten u sedovanych zvitat, tidéz tlak i efekt intervence byl niz8i. Doséhli jsme vSak

vyrazné¢jSich zmén plicni hemodynamiky nez prace Laursena (85), ve které byl hypoxickym

32



potkanim podévan dlouhodobé¢ L-arginin. Divodem mensiho efektu v této praci byl
pravdépodobné jednak odlisny zpiisob podavani L-argininu — autofi pouzili pfidani farmaka
do pitné vody coz vSak muize vést k pod davkovani pii nedostate¢ném p.o. piijmu
hypoxickych zvitat. Rozdil proti nasi studii byl i v dobé trvani hypoxie, kterd byla kratsi (14

dnt) a tak se nemuselo dojit k vyvinuti remodelace plicnich cév.
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Klinické implikace

Plicni hypertenze je zdvazny medicinsky problém, ovliviiujici kvalitu Zivota, toleranci
zatéze, a hlavné progndézu nemocnych. S plicni hypertenzi se budeme setkavat stale castéji.
Dlivodem je snizeni mortality akutnich onemocnéni at’ jiz z divodu kardiovaskularnich ¢i
plicnich onemocnéni, které Castéji budou prechazet do chronického stadia a budou spojeny
s rozvojem sekundarni plicni hypertenze. Plicni hypertenze vede k dilataci a dysfunkci pravé
komory srdecni, pravostrannému srde¢nimu selhdni a naslednému Umrti. Cilem 1éCby je
sniZzeni tlakli v plicni cirkulaci, zabranéni remodelace plicnich cév a myokardu. Mortalita
idiopatické plicni arteridlni hypertenze ve funkéni klasifikaci IV. stupné€ je srovnatelna jako
kolorektalni karcinom ¢i karcinom plic. V piipadé chronického levostranného srdecniho
komory srde¢ni a soucasné plicni hypertenzi. I kdyz existujici riizné rizikové faktory a
prognostické parametry plicni hypertenze, hlavnim cilem 1é¢by je ovlivnéni
hemodynamickych parametru — tedy poklesu tlaku v plicnici a zabranéni remodelace plicich
cév a myokardu (89,90).

Za poslednich patnact let doSlo v terapii plicni arteridlni hypertenze k vyznamnému
pokroku. Novéa farmaka ptiznivé ovliviiuji kvalitu Zivota, prodluzuji dobu do klinického
zhorSeni €1 nutnosti hospitalizace. Nejpodstatnéjsi je vSak 1 to, ze snizuji mortalitu. I kdyz je
vyskyt plicni hypertenze nejcastéji u nemocnych s chronickym srde¢nim selhanim, neexistuje
v soucasné dobé schvalend specifickd farmakoterapie terapie k ovlivnéni plicni hypertenze.
Rada drobnych studii prokazala piiznivy efekt sildenafilu u této skupiny nemocnych coz

dokladaji 1 naSe zkuSenosti.
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Zavér

NasSe prace prokazala piiznivy efekt kombinovaného podavani L-argininu a
sildenafilu, kdy dosSlo k poklesu tlakii v arteria pulmonalis za soucasného ovlivnéni
remodelace perifernich plicnich cév. Kombinované podavani L-argininu a sildenafilu bylo
vyhodnéjsi nez samotné podavani pouze sildenafilu ¢i L-argininu, protoZe doslo k potenciaci

intracelularniho efektu cyklického GMP diky zvysSené tvorbé a inhibici jeho odbourdvani.
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Obrazova priloha

Obrazek 1. Patofyziologické cesty terapie plicni hypertenze. ( Zdroj: Humbert M. N Engl J
Med 2004)
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Obrazek 2. Metabolicky cyklus argininu (Zdroj: P.Karlson, W.Gerok, W.Gross:

Pathobiochemie. Academia, Praha 1987)
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Obrazek 3. Uginek L- argininu a sildenafilu na relaxaci svalovych bunék.
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v jednotlivych skupinach po 3 tydnech pokusu
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Graf 1. Tlak v plicni arterii
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Graf 3. Koncentrace cyklického guanosinmonofosfatu v plazmé
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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

nlsl nlsl nlsl nlsl

450 [
400 ] r
350 ' !
300 i
250 7
200 ]
150 -
100 A

50 A

O_

N H A S SA

Xk - p<0,05 vs SA
n.s. - nonsignificant vs SA

(N) Normoxie

(H) Hypoxie

(A) Hypoxie — | arginin

(S) Hypoxie — sildenafil
(SA)Hypoxie — sildenafil a | arginin

(N) Normoxie

(H) Hypoxie

(A) Hypoxie —1| arginin

(S) Hypoxie — sildenafil
(SA)Hypoxie — sildenafil a | arginin

48



Tabulka 1. Klasifikace plicni hypertenze. Zkratky: PAH.- plicni arterilni hypertenze, PVH-

plicni zilni hypertenze, PH —plicni hypertenze

»Dana Point* plicni hypertenze
e PAH
O idiopaticka
o0 familiarni
0 vaskulitidy
O portopulmonalni hypertenze
0 Eisenmengeriv syndrom
o HIV
0 perzistujici PH novorozenci
0 indukovana léky
O plicni venookluzivni nemoc
O plicni kapilarni hemangiomatoza
e PH uonemocnéni levého srdce
e PH onemocnénim plicniho parenchymu nebo hypoxicka
e PH tromboembolicka

e PH multifaktorialni
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Tabulka 2. Pfehled medidtort plicnich cévnich reakci u PAH podle Farbera a Lescalza 2004

(19)

Vazokonstrikce

Bunécna proliferace

Tromboéza

Zvyseni tromboxanu

Zvyseni VEGF

Zvyseni tromboxanu

Snizeni prostacyklinu

SniZeni prostacyklinu

SniZeni prostacyklinu

Snizeni NO

Snizeni NO

Snizeni NO

Zvyseni ET-1

Zvyseni ET-1

ZvySeni 5-HT

Zvyseni 5-HT

Zvyseni 5-HT

Snizeni VIP

Snizeni VIP

Snizeni VIP

50




51



