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3. Souhrn

Plicni arteridlni hypertenze je skupina chorob charaktzerizovana progresivnim nartistem tlaku
v plicnici a plicni cévni rezistence. U vSech podskupin PAH hraji v patofyziologii roli
zakladni Ctyfi procesy: vazokonstrikce, zanét, trombdza a cévni remodelace. Role genetické
dyspozici v fad¢ pripadi PAH je nepochybna.

V prvni ¢éasti prace jsme u 142 nemocnych sPAH analyzovali vyskyt genovych
polymorfismi  GIlu298Asp genu pro eNOS, VNTR-5 tandemové 27 bp repetice genu pro
eNOS a -786 T/C na promotoru genu pro eNOS. Prevalence alely A VNTR-5 tandemové 27
bp repetice genu pro eNOS byla hrani¢né signifikantné vyssi u pacientli s PAH ve srovnani
s kontrolami. U nemocnych s PAH asociovanou se systémovym onemocnénim pojiva je vyssi
vyskyt genotypu AA ve srovnani s ostatnimi podskupinami PAH. Vztah polymorfisml
Glu298Asp a -786 T/C k PAH jsme neprokazali.

Trombotickd arteriopatie je vyznamnou soucdsti patofyziologie PAH. U 93 nemocnych
s PAH a 79 jedinct kontrolniho souboru jsme vySetfili fibrinogen, aPTT, INR, Protein C,
Protein S, APC rezistenci, AT III, D-dimer, APA IgG, APA IgM, faktor VIII, von
Willebrandlv faktor, t-PA a PAI s cilem popsat rozdily v koagula¢nim profilu u jednotlivych
podskupin PAH. U nemocnych s PAH jsme ve srovnani s kontrolni populaci prokazali nizsi
hladinu pfirozenych inhibitorti koagulace, vyssi hladinu antifosfolipidovych protilatek, vyssi
hladinu von Willebrandova faktoru a vyssi hladinu inhibitorti fibrinolyzy. U nemocnych
s PAH asociovanou se systémovymi onemocnénimi byly vyssi hladiny CRP a fibrinogenu. U
pacientii s PAH asociovanou s vrozenou srdec¢ni vadou je akcentovana porucha fibrinolyzy.

V zavéreéné Casti prace jsme analyzovali zakladni epidemiologické parametry PAH v Ceské
republice. Vyskyt PAH v CR jsme analyzovali na souboru 191 pacientti s PAH zafazenych
do nérodniho registru PAH, ktefi byli diagnostikovani na zéklad¢ standardnich kritérii pred
rokem 2007 a nové v roce 2007. Prevalence PAH v dospélé Ceské populaci je 2.24 piipadi na
100 000 obyvatel. Odhadované ro¢ni incidence PAH v dosp¢lé Ceské populaci je 1.07 ptipadi
na 100 000 obyvatel. Jednoleté pteziti pacientil v incidenci bylo 89 %.

Klicova slova: plicni arterdlni hypertenze, genovy polymorfismus, endothelialni NO syntdza,

tromboticka arteriopatie, epidemiologie
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4. Summary

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a group of diseases characterized by a progressive
increase of resistance and pressure in pulmonary vascular bed. In all types of PAH the same
four pathological processes are reported: vasoconstriction, inflammation, thrombosis and
remodelling. The genetic background is essential for the development of PAH.

We aimed to investigate the role of polymorphisms of endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) genes in PAH. We studied 142 PAH patients and 189 healthy subjects. We examined
3 polymorphisms of the eNOS gene, including the Glu298Asp polymorphism, 27-base pair
(bp) variable numbers of tandem repeats (VNTR) and -786 T/C promoter gene
polymorphism. Prevalence of 27-bp VNTR allele A was higher in patients with PAH
compared with healthy controls. Patients with PAH associated with connective tissue diseases
had higher prevalence of AA genotype compared with other PAH subgroups. The Glu298Asp
polymorphism and -786 T/C polymorphism are not associated with PAH.

Thrombotic arteriopathy is an important pathophysiological feature of PAH. We analyzed
fibrinogen, aPTT, INR, protein C, protein S, APC resistance, AT III, D-dimer, APA IgG, IgM
APA, F VIII, vWF, t-PA and PAI in 93 PAH patients and 79 healthy controls. We aimed to
demonstrate coagulation profile in diferent PAH subgroups. We demonstrated lower levels of
coagulation inhibitors, elevated levels of antiphospholipid antibodies, higher levels of vVWF
and and increased levels of fibrinolysis inhibitors in PAH patients compared to controls. We
have shown higher levels of CRP and fibrinogen in patients with PAH associated with
connective tissue diseases compared to controls and impaired fibrinolysis in patients with
PAH associated with congenital heart diseases.

In the final part of this study we provided estimates for epidemiological parameters of PAH in
the Czech Republic. A total of 191 PAH patients diagnosed according to a standardized
definition before 2007 and newly diagnosed in 2007 were entered in the national PAH
registry. The prevalence and incidence of PAH in the Czech Republic were 2.24
cases/100.000 of adult inhabitants and 1.07 cases/100.000 of adult inhabitants/yr. One-year
survival was 89% in the incident cohort.

Key words: pulmonary arterial hypertension, gene polymorphisms, endothelial nitric oxide

synthase, thrombotic arteriopathy, epidemiology
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5. Uvod

Plicni hypertenze je syndrom hemodynamicky charakterizovany zvySenim stfedniho tlaku
vplicnici > 25 mmHg. Vznik4d jako disledek mnoha onemocnéni plic, srdce nebo
v souvislosti s poruchami regulace dychani. Za horni hranici normélnich hodnot stfedniho
tlaku v plicnici se povazuje 20 mmHg. Hodnoty 21-24 mmHg se oznacuji jako hrani¢ni.
Patofyziologicka klasifikace rozd€luje plicni hypertenzi podle mechanizmu vzniku na
prekapilarni (zvySeny tlak v plicnici, normalni v zaklinéni), postkapildrni (zvySeny tlak
v plicnici 1 v zaklinéni) a hyperkinetickou (pfi vysokém minutovém vydeji). Postkapilarni
plicni hypertenzi 1ze dale rozdélit na pasivni (transpulmonalni tlakovy gradient < 12 mmHg) a
reaktivni nebo nepfiméfenou (transpulmonalni tlakovy gradient > 12 mmHg).

Klinick4 klasifikace rozeznava Sest skupin plicni hypertenze: PAH, plicni hypertenzi pfi
postizeni venul a/nebo plicnich kapilar, plicni hypertenzi pfi onemocnéni levého srdce, plicni
hypertenzi pii respiracnich onemocnénich, chronickou tromboembolickou plicni hypertenzi
(CTEPH) a plicni hypertenzi z neznadmych pficin nebo multifaktoridlniho ptivodu (1).

Do skupiny PAH je fazena ptfedevSim idiopatickd a hereditirni PAH a dale fada stavi,
v jejichz patogenezi se pravdépodobné uplatiuji podobné patofyziologické mechanismy, a
které jsou podobnym zplsobem ovlivnitelné farmakoterapii (PAH asociovand s ablizem
nékterych drog a anorektik, systémovymi onemocnénimi pojiva, HIV infekci, portalni
hypertenzi, vrozenymi zkratovymi srdecnimi vadami, schistozomidzou, chronickou
hemolyzou). Zvlastni skupinu pfedstavuje plicni venookluzivni nemoc a plicni kapilarni
hemangiomatdza, které jsou charakterizované plicni okluzivni venopatii a mikrovaskulopatii.
Tyto dvé klinické jednotky vykazuji jak morfologické znaky typické pro PAH (hypertrofie
médie, fibroza intimy, plexiformni 1éze), tak obraz typicky pro postkapilarni plicni hypertenzi
(plicni edém, dilatace lymfatickych cév). Klinicky nejsou odliSitelné od idiopatick¢é PAH.
Vazodilatacni 1écba prostanoidy vSak v téchto piipadech na rozdil od jinych typli PAH vede
k rychlému rozvoji plicniho edému.

Az do poloviny devadesatych let minulého stoleti terapeutické postupy pouzivané u PAH
(lécba srde¢niho selhani, nespecifickd vazodilata¢ni a pfipadné antikoagulacni 1écba) nebyly

prili§ GspéSné. Prvni snahy o 1é¢ebné ovlivnéni PAH se datuji do padesatych let minulého
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stoleti. Zkouselo se kratkodobé podani vazodilatancii, ovSem bez vyraznéj$iho dlouhodobého
uspéchu. Terapeuticky nihilismus byl hlavnim divodem relativné okrajového zajmu klinika o
toto onemocnéni. Posléze se stala urcitou nadé¢ji pro nemocné s PAH transplantace plic nebo
srdce a plic, bohuZel se znaéné neptiznivymi vysledky. Zasadni zménu pfineslo az studium
celularnich a subcelularnich mechanismii vzniku onemocnéni a zavedeni specifické
farmakoterapie v devadesatych letech 20. stoleti. Ta sice ucinila z této choroby onemocnéni
1éc¢itelné, ale pies veSkeré usili stale nevylécitelné.

Udaje o vyskytu PAH pochazejici zejména zrtiznych registri. Jedna se o onemocnéni
relativné vzacné, v posledni dobé se vsSak ukazuje, ze se vyskytuje Castéji, nez se diive
myslelo. Vysvétleni je predev§im ve zvySeném zajmu o PAH diky dostupné 1ébé. To vede ke
spravné diagndze v fadé piipadd, které by diive unikly.

Klicové tidaje o prognoze nelécené idiopatické PAH pochazeji z udajli amerického NIH
registru. V letech 1981 az 1985 bylo do registru zatfazeno celkem 194 nemocnych. Jejich osud
byl sledovan do roku 1988. Jeden rok ptezilo 68 %, 2 roky 48 % a 3 roky 34 % nemocnych.
Median preziti byl 2,8 roku (2). Medidn pteziti u neléCené PAH pfi systémové sklerodermii se
pohybuje kolem 12 mésicti. Podobné neptiznivou progndézu mad PAH asociovana s HIV
infekci. Naopak lepsi prognoézu nez u idiopatické PAH pozorujeme u nemocnych s PAH

asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou.
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6. Pirehled problematiky

6.1. Patofyziologie PAH

6.1.1. Vlivy genetické

Na rozvoji PAH se podili kombinace faktori zevnich a genetickych. Familiarni vyskyt PAH
je zndm desetileti. Na sklonku minulého stoleti se podafilo prokazat genetickou vazbu
onemocnéni s markery na chromosomu 2q31-32 (3, 4). Analyza jednoho z kandidatnich gent
v tomto genomovém regionu prokazala u postizenych probandii mutace v genu BMPR2
(Bone morphogenetic protein receptor 2), ktery patii do rodiny receptori pro TGF-beta
(Transforming growth factor — beta). VétSina dokumentovanych mutaci vede k predCasné
terminaci translace proteinu a tim k poruse jeho funkce. U zdravych jedinci BMP inhibuje
proliferaci a indukuje apoptézu bunék hladkého svalstva ve sténé€ plicnich arteriol a na buiky
endothelidlni ma ucinek antiapoptoticky. U nemocnych s PAH méa BMP na buiiky hladkého
svalstva ucinek proliferativni a proapoptoticky tcinek je zesilen. Antiapoptoticky ucinek na
buniky endothelidlni se méni rovnéz v proapoptoticky. V ptipadé familiarniho vyskytu PAH se
jedna o onemocnéni pfenaSené autozomalné dominantné€ s variabilni penetranci (jen 10-20%
nositelli mutace mé projevy onemocnéni) a expresivitou (5). Zeny jsou postizeny &ast&ji.
Pravdépodobné je pfitomna také tzv. geneticka anticipace, kdy u kazdé nasledujici postizené
pritomna mutace BMPR2 pfiblizné u 10-20% pacientll a v tomto piipad¢ se pravdépodobné
jedna o nové mutace, které mohou byt dale predany potomkim. Také ve skupiné pacientl
s PAH, ktefi anamnesticky uzivali né¢kterd anorektika, byly nalezeny mutace v genu BMPR2
asiu 10 % nemocnych.

U pacientll s hereditarni hemoragickou teleangiektazii (HHT) byly identifikovany mutace
v genu pro ALKI (activin receptor-like kinase 1) a pro ENG (endoglin). Tyto mutace
vystavuji nosice nejen riziku vzniku HHT, ale také PAH (6). Vzicné se mlze u takto

geneticky disponovanych jedinct vyskytnout PAH bez projevi HHT.
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Kromé mutaci v genu BMPR2 nebo ALK1 a ENG, které se dédi autozomalné¢ dominantné,
mize genetickou dispozici k PAH predstavovat i mutace v dalSich genech, které¢ koduji
syntézu produktl podilejicich se na patofyziologii onemocnéni.

U nemocnych s idiopatickou PAH je v 65 % pfipadl pfitomna v homozygotni konstituci LL
varianta polymorfismu v oblasti promotoru genu pro serotoninovy transporter, jehoZ zvySena
aktivita souvisi s hyperplasii bunék hladkého svalstva ve stén¢ plicnich arteriol (7).

Rizikem pro rozvoj plicni hypertenze mohou byt rovnéz polymorfismy v genu pro
endothelovou syntdzu oxidu dusnatého (eNOS). Gen pro eNOS obsahuje 26 exonl a je
lokalizovan na chromozému 7q35-36. Cévni endothel je jednak senzorem smykového napéti,
ale také jeho moduldtorem diky schopnosti reagovat na jeho zvySeni mimo jiné promptni
syntézou NO z aminokyseliny L-argininu a kysliku. Mal4 a solubilni molekula NO rychle
difunduje do okolnich bunék hladkého svalstva v cévni sténé a cestou aktivace
guanylatcyklazy vede k vazodilataci a k nédslednému bezprosttednimu sniZeni smykového
napéti v cévnim segmentu, kde se reakce odehrala. Pisobeni NO je striktné lokalni diky velmi
kratkému polocasu jeho molekuly ve tkdni a pevné vazbé na hemoglobin v cirkulaci, ktera je
siln€j$i nez vazba CO na hemoglobin. Kromé vazodilatace vede NO rovnéz k inhibici adheze
a agregace trombocytli. Bazalni produkce NO v normdlni plicni cirkulaci je niz8i nez
v systémov¢ cirkulaci (8).

V souvislosti s nékterymi kardiovaskularnimi onemocnénimi (nekardialni plicni edém ve
vysoké nadmotské vysce, ischemickd choroba srdecni, arteridlni hypertenze rezistentni na
béZznou farmakoterapii) byly popsany napiiklad polymorfismy genu pro eNOS: VNTR-5
tandemova 27 bp repetice na ¢tvrtém intronu, polymorfismus Glu298Asp na sedmém exonu a
polymorfismus -786 T/C na promotoru genu pro eNOS. U PAH zatim jejich vyskyt popsan
nebyl.

Alelicka frekvence alely A VNTR-5 tandemové 27 bp repetice na ¢tvrtém intronu genu pro
eNOS je castéjsi u afroamericanti (27-31 %) nez u bélocht (16-18 %) nebo Japonca (10-13
%) (9, 10, 11). V literatufe je popsana asociace mezi genotypem AB a sniZenym vylu¢ovanim
metabolit NO. U zdravych Japonct s genotypem AB byly rovnéz popsany nizsi plazmatické
koncentrace metaboliti NO. Homozygotni konstituce AA se povazuje za rizikovy faktor

infarktu myokardu u kufakt (12). Vyskyt heterozygotni konstituce AB je spojen s rizikem



15

rozvoje nekardialniho plicniho edému ve vysoké nadmotské vysce (13). Naopak vztah mezi
vyssi alelickou frekvenci tohoto polymorfismu a arteridlni hypertenzi se nepodafilo prokazat
(14).

Polymorfismus oznacovany jako Glu298Asp je zplsoben zdménou thyminového (T)
nukleotidu za guaninovy (G) v sedmém exonu genu pro eNOS na pozici 894. Disledkem je
zamena aspartatu za glutamat a zména konformace molekuly eNOS. Nekteré in vitro studie
prokazuji vys8i hladinu eNOS mRNA, ale nizkou hladinu proteinu eNOS u jedinct
s genotypem DD (15). Jiné prace poukazuji na neadekvatni odpoveéd’ produkce NO pfti vysSim
smykovém napéti u nosic¢i genotypu DE a DD. Polymorfismus Glu298Asp se v bézné
populaci vyskytuje s frekvenci 9-13 %. Jeho vyskyt je asociovan s alterovanou produkci NO,
s rizikem infarktu myokardu, cévni mozkové piihody, obliterujici aterosklerdzy karotid a s
arterialni hypertenzi rezistentni na béZnou farmakoterapii (16, 17). Jiné prace vSak vztah mezi
vys$i alelickou frekvenci alely D polymorfismu Glu298Asp a arteridlni hypertenzi
neprokazuji (14). V roce 2010 publikovali némecti autofi praci, ktera studovala vyskyt akutni
plicni hypertenze u déti po odpojeni z mimotélniho ob&hu, u nichz byla korigovana vrozena
srdecni vada s levo-pravym zkratem. Polovina z jedincii zafazenych do studie méla pied
operaci stfedné t€zkou plicni hypertenzi. Vyskyt akutni elevace tlaku v plicnici po odpojeni
z mimotélniho obéhu byl ve studované populaci asociovan s pfitomnosti polymorfismu
Glu298Asp (18).

Genovy polymorfismus -786 T/C na promotoru genu pro eNOS vede az k 50% redukci
aktivity promotoru diky substituci nukleotidl na pozici 786. Vysvétlenim muze byt vytvoieni
vazebného mista pro represor replikace u nosict alely -786C (19). Nékteré prace dokumentuji
u téchto jedincii niz$i sérovou hladinu nitrath a nitrith za normoxie i za hypoxie. Jiné prace
vSak tento vztah zpochybnuji. Kontroverzni zavéry jsou vysvétlovany obtiznym méfenim
volného NO, jehoz vysoce reaktivni radikdly jsou oxidovany na nitraty a nitrity. Existuji
zpravy o vy$s$im riziku akutniho infarktu myokardu u nosict alely -786C. Jiné prace vSak

vy$si riziko ischemické choroby srdecni u téchto jedincti neprokazuji.
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6.1.2. Vlivy humoralni

Hlavni zmény v oblasti plicni mikrocirkulace u pacientit s PAH zahrnuji vazokonstrikei, cévni
remodelaci a trombdzu v disledku relativni nadprodukce faktori s G¢inky vazokonstrikénimi,
rastovymi a trombogennimi nad faktory sucinky vazodilatacnimi, antiproliferacnimi a
antitrombotickymi pfi endothelidlni dysfunkeci.

Prostacyklin a tromboxan A; jsou hlavni metabolity kyseliny arachidonové. Prostacyklin je
silny vazodilatator, inhibitor aktivace trombocytl a ma rovnéZ vyznamné ucinky
antiproliferacni. U nemocnych s idiopatickou PAH a také u pacientl s asociovanymi formami
PAH je dokumentovano sniZeni produkce prostaglandinu Fj,. To svéd¢i o snizené syntéze
prostacyklinu. Podobné¢ je dokumentovana u PAH sniZend exprese prostacyklin syntazy
v malych 1 vétSich plicnich cévach (20). Dale lze u nemocnych s PAH pozorovat sniZeni
transkripéni aktivity faktorG ze skupiny peroxyzomalnich receptort (PPAR) v disledku
snizené produkce prostacyklinu. Dusledkem jsou bunky hladkého svalu, mezibunééné matrix
a fibroblasty s abnormalnim fenotypem, s tendenci k proliferaci a s rezistenci k apoptdze.
Tromboxan A; je naproti tomu potentni vazokonstriktor a destiCkovy agonista. U nemocnych
s PAH je metabolismus posunut ve prospéch tromboxanu (21).

U PAH je dokumentovana zvySend plazmaticka koncentrace vazokonstrikéniho endothelinu-1
a serotoninu. Oba tyto faktory rovnéZ navozuji buné¢nou proliferaci.

Vyssi hladina cirkulujiciho ET-1 mize byt zpiisobena jeho nadprodukci, snizenou clearence
nebo poruchou jeho metabolismu. Plsobeni ET-1 je zprostfedkovano vazbou na receptory
ETa a ETg. Aktivace receptoru ET, je odpoveédna za hlavni ucinky ET-1, za vazokonstrikci a
proliferaci. Naopak izoforma endothelinového receptoru ETg je odpovédna za clearence ET-1
a jeho zpétné vychytavani endothelidlnimi buiikami, zejména v plicich a ledvinach (22). U
zdravych jedincii vede aktivace receptoru ETg k vazodilataci, brani apoptdéze a inhibuje
expresi endothelin konvertujiciho enzymu. Aktivace receptoru ETg vSak v disledku jeho
exprese na buiikdch hladkého svalstva a na fibroblastech mize vést také k vazokonstrikei,
proliferaci a fibréze. U nemocnych s PAH dochazi k up-regulaci vazebnych mist pro ET

v oblasti plicnich arteriol.
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Serotonin hraje u PAH vedle vazokonstrikce rovnéZ vyznamnou roli v rozvoji trombotické
arteriopatie.

V patofyziologii PAH hraji dualezitou roli draslikové kanaly (23). Reguluji koncentraci
vapenatych a draslikovych iontl v krevnich desti¢kach, bunkach hladkého svalstva a
v buiitkach endothelialnich. Koncentrace Ca>* v cytosolu ovlivituje cévni tonus, koncentrace
K" moduluje apoptézu a cévni remodelaci. Inhibice napétové Fizenych draslikovych kanalt
(Kv), napt. hypoxii a derivaty fenfluraminu, nebo jejich down-regulace, vede k depolarizaci
bunééné membrany a k influxu vapenatych iontli do cytosolu. V trombocytech dochazi ke
zvySeni efluxu serotoninu a k inhibici jeho zpétného vychytdvani. Dusledkem je
vazokonstrikce a proliferace.

U nemocnych s PAH nalézame v fadé¢ ptipadl pozitivitu autoprotilatek, infiltraci cévnich lezi
zan&tlivymi elementy a depozita komplementu ve sténé plicnich cév. To miZze poukazovat na

roli zanétu v patofyziologii PAH (24).

6.1.3. Abnormity trombdzy, hemostazy a fibrinolyzy

Cévni endothel hraje za normalnich okolnosti dileZitou roli v udrZzovani rovnovédhy mezi
aktivaci trombocytt, ktera je spojena s produkci serotoninu, ristového faktoru derivovaného
z krevnich desti¢ek a tromboxanu, aktivaci koagulace (aktivaci koagula¢niho faktoru X,
produkci a uvolovanim von Willebrandova faktoru), inhibici agregace krevnich desti¢ek
(produkei NO a prostacyklinu) a aktivaci fibrinolytickych mechanismii (produkci tkanového
aktivatoru plazminogenu).

Dtisledkem interakce dysfunkéniho cévniho endothelu s krevnimi destickami a plazmatickymi
koagula¢nimi faktory u PAH je zvySena pohotovost ke vzniku trombt in situ vedouci k tzv.
trombotické arteriopatii. (25). Znamky trombotické arteriopatie I1ze nalézt u vSech forem tézké
prekapildrni plicni hypertenze, podle n¢kterych autorti az u 75 % nemocnych s CTEPH a u 50
% nemocnych s PAH (26).

Pritomnost antifosfolipidovych protilatek je nejcastéjSim rizikovym faktorem trombofilie u

prekapilarni plicni hypertenze (u 20 % CTEPH a u 10 % PAH) (27). Mohou se vyskytovat
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soucasné s lupus antikoagulans. Pfitomnost antifosfolipidovych protilatek vSak je i markerem
endothelidlniho poskozeni.

Za normalnich okolnosti trombocyty cirkuluji ptes plicni obéh v inaktivni form&. V ptipadé
jejich aktivace vytvareji povrch pro aktivaci koagulaéni kaskady a uvoliluji fadu mediatort,
které interaguji s endothelidlnimi builkami, neutrofily, fibroblasty a builkami hladkého
svalstva (28). Aktivované desticky produkuji vazokonstrikéni tromboxan A, a pak serotonin,
z trombocytl derivovany ristovy faktor a TGF-8, pfevazné s mitogennimi u¢inky.

Von Willebrandiiv faktor (vWF) je glykoprotein, ktery hraje vyznamnou tlohu v primarni
hemostaze. U nemocnych s PAH, zejména pii chronické hypoxémii, dochéazi k uvoliiovani
VWF  z Weibel-Paladeho  télisek v endothelidlnich bunkdch a kjeho interakci
s membranovymi glykoproteiny IB, IIb/Illa krevnich desti¢ek a k proteolytické degradaci
velkych multimerd vWF (29). Laboratornim korelatem je u PAH dokumentovany vzestup
hladiny antigenu VWF (dysfunkéni molekuly) a pokles aktivity vWF. Soucasné dochazi ke
zkraceni prezivani trombocytl, ziejmé v disledku chronické konsumpce.

Dysfunkéni endothel produkuje snizené mnozstvi vazodilatatord, z nichz zejména NO a
prostacyklin maji antiagrega¢ni a antitrombotické Uc¢inky. Trombomodulin je proteoglykan
vazany na bunéénou membranu, ktery hraje vyznamnou roli v aktivaci proteinu C a v
degradaci koagulacnich faktort V a VIII. Jeho plazmatick4 hladina byva snizena u plicnich
hypertenzi, které jsou spojeny s chronickou hypoxemii (plicni hypertenze u respiracnich
onemocnéni a plicni hypertenze pti Eisenmengeroveé syndromu). Endothel se vyznamné podili
rovnéZz na fibrinolyze prostfednictvim syntézy tkdniového aktivatoru plazminonogenu (t-PA) a
inhibitoru aktivatoru plazminogenu (PAI-1) U nemocnych s idiopatickou PAH byla popsana
vy$§i plazmatickd koncentrace t-PA 1 PAI-1 (30). Vyssi hladina PAI-1 v arterialni krvi nez ve
spiSené Zilni krvi u téchto nemocnych muize svédcit pro jeho zvySenou produkci v plicni
cirkulaci. U asociovanych forem PAH je dokladl o alteraci fibrinolyzy méné. U pacientd,
kteti jsou kandidaty chirurgické korekce zkratové vady, koreluje plazmatickd koncentrace t-
PA s priatokem krve pies plice. U nemocnych s Eisenmengerovym syndromem je popséna
vys$$i hladina D dimeridi a rovnéz t-PA. Az v 35 % ptipadi téchto nemocnych nachdzime

trombdzu plicnice.
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Na vzniku trombotické arteriopatie se ziejmé& rovnéz podili deficit pfirozenych inhibitori
koagulace (antitrombin, protein C, protein S). Vyskyt hereditarnich trombofilnich stavi
(mutace F V Leiden, mutace F II protrombin) je u PAH popisovan relativné vzacné (31).

Rozvoj trombotické arteriopatie je podkladem indikace chronické antikoaguléni 1écby u

pacient s PAH.

6.1.4. Zevni faktory

Ze zevnich faktord podilejicich se na rozvoji PAH je zndma role hypoxie, anorektik,
metamfetaminu kokainu a nékterych infekei.

Akutni hypoxie vede k systémové vazodilataci a k vazokonstrikci v malém ob&hu cestou
zvySeni sekrece endothelinu, serotoninu a sniZzenim aktivity napétové tfizenych draslikovych
kanald v butikach hladkého svalu v cévni sténé.

Vyssi riziko vzniku PAH u osob uzivajicich néktera anorektika (aminorex fumaréat,
fenfluramin, dexfenfluramin) Ize vysvétlit jejich plsobenim na zvySeni efluxu serotoninu
z trombocytti (32). Elevace tlakl v plicnici mlze byt patrna jiz po 3-4 tydnech uZivani
anorektik, k rozvoji PAH je vSak tfeba zpravidla vice jak Sesti mésicii.

V patofyziologii PAH asociované se systémovymi onemocnénimi pojiva je nepochybné
zasadni role zanétu.

Pritomnost perivaskularni zanétlivé infiltrace ukazuje na roli zanétu také u PAH asociované
s HIV infekci. V patofyziologii se ptedpokladd plsobeni cytokinl, ristovych faktorii a
endothelinu. V aktivaci zdnétlivych mechanismt hraji zfejmé roli n¢které proteiny viru HIV
(proteiny Tat, Nef) (33).

U PAH asociované s vrozenymi srde¢nimi vadami je v patofyziologii rozhodujici chronicka
expozice plicni cirkulace zvySenému pratoku krve.

V rozvoji portopulmondrni hypertenze muze byt jednim z klicovych mechanismii ptestup
vazoaktivnich mediatorti z portalni do plicni cirkulace pti otevienych porto-systémovych
zkratech (34). Obviiluje se napf. serotonin produkovany enterochromafinnimi bunikami ve

stieve.
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Vyskyt PAH je rovnéz vys§i u nékterych hematologickych onemocnéni. U
myelodysplastického syndromu je pfic¢ina vzniku plicni hypertenze multifaktoridlni, mize se
na ni podilet splenektomie, portalni hypertenze nebo infiltrace plicniho parenchymu
hematopoetickymi buiikami. Byly rovnéZ popsany vzacné piipady plicni hypertenze u

esencidlni trombocytémie, B-talasémie a srpkovité anémie.

6.2. Vyskyt PAH

PAH trpi na celém svéte ziejme az nékolik milioni obyvatel s velkou pfevahou v ekonomicky
méné rozvinutych zemich. Pravdépodobnym vysvétlenim vysokého vyskytu PAH v téchto
oblastech je vysoky pocet pacienti infikovanych HIV, schistosomiasou, casty vyskyt

chronickych hemolytickych stavii a nelé€enych vrozenych srde¢nich vad.

6.2.1. Registry PAH

Prvni americky registr PPH byl iniciovan s cilem ziskat elementarni Gdaje o epidemiologii
PPH. Analyza nemocnych z celkem 32 center pochéazi z obdobi, kdy nebyla k dispozici Zadna
specifickd farmakoterapie plicni hypertenze. Z registru pochazi informace o vysS§im vyskytu
PPH u Zen (1,7 x ¢astéji nez u muzil), primérny v€k nemocnych se pohyboval kolem 35 let a
medidn preziti ¢inil 2,8 roku (35).

Francouzsky nédrodni registr zafadil prospektivné od fijna 2002 do fijna 2003 konsekutivné
vSechny pacienty s PAH ve véku nad 18 let, ktefi byli sledovani nebo nové diagnostikovani
v celkem 17 univerzitnich centrech. Byly ziskdny tdaje o 674 nemocnych, u nichZz byla
zakladé striktné dodrzovanych kritérii popsala epidemiologii PAH v dospélé francouzské
populaci (36). Minimalni prevalence podle tidaji toho registru ¢ini 15 ptipadl na milion
dospélych obyvatel, zhruba 43 % predstavuji nemocni s idiopatickou a hereditarni PAH.
Nejvyssi vyskyt PAH je ve véku 41-60 let, Castéji u muzl. Roéni incidence se ve francouzské

populaci pohybuje mezi 5 a 25 piipady na milion obyvatel dospélé populace.
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Odhad prevalence PAH u nemocnych se systémovymi onemocnénimi pojiva je obtizny,
nebot’” schazi konzistentni epidemiologickd studie. Publikované udaje kolisaji v Sirokém
rozmezi diky nejednotné uzivané definici PAH a rozdilnému metodickému piistupu pfi

odhadu a stanoveni tlaku v plicnici (37, 38).

6.2.2. PAHv CR

Prvni tidaje o vyskytu PAH v Ceské republice pochazeji z retrospektivni analyzy podtu
diagndz tohoto onemocnéni stanovenych na ceskych kardiologickych a pneumologickych
klinikdch v letech 1980-1999 (39). Ztohoto obdobi existuji tdaje pouze o 17
diagnostikovanych pacientech (59 % Zen, primérmy vék 43,6 roku) bez dalSich udajich o
jejich osudu. Pacienti s PAH jsou v Ceské republice systematicky centralizovani od roku

1999. Udaje o vyskytu PAH z posledniho obdobi jsou jednou z &asti této prace.
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7. Hypotézy a cile prace

U nemocnych s PAH, na jejiz patofyziologii se podili snizena produkce vazodilatatord, véetné
NO, lze o¢ekavat vyskyt variantnich alel polymorfismii genu pro eNOS vyssi nez v kontrolni
populaci. Podobné je tomu u jinych kardiovaskularnich onemocnéni, v jejichz rozvoji hraje
roli snizend produkce NO. V piipadé prokazaného vztahu téchto polymorfismii k PAH a
zejména k jednotlivym typliim asociované PAH, mulze genotypizace zptesnit indikaci
invazivniho hemodynamického vySetfeni u nemocnych s echokardiografickou detekci plicni
hypertenze. Pfitomnost akutniho vazodilataéniho potencidlu je zndmkou méné pokrocilého
onemocnéni. U téchto pacientll 1ze oCekavat srovnatelnou prevalenci variantnich alel téchto
polymorfismi jako v kontrolni populaci. Naopak u pacientli bez vazoreaktivity lze ocekavat
vy$si prevalenci variantnich alel.

Abnormity koagula¢niho a fibrinolytického systému jsou znamy u idiopatick¢é PAH. Jsou
jednim z argumentii pro chronickou antikoagulacni 1écbu. Jejich prikaz i u asociovanych
forem PAH miZze byt oporou indikace antikoagulacni 1é¢by 1 u téchto pacientii. Progrese PAH
spojena s vyrazné&j$i poruchou koagula¢niho nebo fibrinolytického systému, miize tento nalez
ptispét k tivaze o agresivngjsi antikoagulaéni 16€bé u nemocnych s t€zsi plicni hypertenzi.
Dostupna epidemiologickd data a udaje o prezivani nemocnych v dobé dostupné specifické
farmakoterapie v Evropé pochézeji z analyzy francouzského narodniho registru. Srovnatelna

data z jinych evropskych zemi véetné Ceské republiky nejsou k dispozici.

Cilem préce bylo:

1. Popsat vyskyt genovych polymorfismi Glu298Asp na 7. exonu genu pro eNOS, VNTR-5
tandemové 27 bp repetice na 4. intronu genu pro eNOS a -786 T/C na promotoru genu pro
eNOS u nemocnych s PAH a piipadné popsat rozdily ve vyskytu téchto polymorfismi u
jednotlivych podskupin PAH.

2. Popsat vztah genovych polymorfismi Glu298Asp na 7. exonu genu pro eNOS, VNTR-5
tandemové 27 bp repetice na 4. intronu genu pro eNOS a -786 T/C na promotoru genu pro

eNOS k akutni vazodilata¢ni reakci u pacient s PAH.
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3. Popsat rozdily v koagula¢nim profilu u jednotlivych podskupin PAH.
4. Popsat vztah koagula¢niho profilu k hemodynamické zavaznosti PAH.
5. Uréit vyskyt PAH v Ceské republice (incidence, prevalence, podil jednotlivych podskupin

v celé populaci PAH), analyzovat piezivani pacientii s PAH 1é¢enych v Ceské republice.
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8. Polymorfismy v genu pro eNOS u plicni arterialni hypertenze

8.1. Uvod

Molekula NO hraje vyznamnou roli v regulaci cévniho tonu, ale také v inhibici adheze a
agregace trombocytu.

NO jako esencidlni endogenni vazodilatator je produkovan v riznych typech tkani celkem
ttemi izoformami NO syntazy. NO syntdza byla poprvé identifikovana a popsana v roce 1989,
jednotlivé izoformy pak v letech 1994-2001. Izoformy jsou kdédovany rozdilnymi geny a
kromé rozdilné produkce v jednotlivych tkanich se 1isi katalytickymi vlastnosmi a senzitivitou
k inhibitorim. NO syntdza oznacovana jako nNOS nebo typ I byla poprvé identifikovana
v nervové tkani. NO syntdza oznacovana jako iNOS (pifipadné typ II nebo inducibilni) je
produkovana buiikami v riiznych tkénich. Endothelidlni NO syntdza (eNOS, typ III) byla
poprvé popsana jako produkt cévniho endothelu.

Gen pro eNOS obsahuje 26 exonil a je lokalizovan na chromozému 7q35-36. V minulosti
bylo popséano nékolik polymorfismt v tomto genu a nékteré z nich jsou davany do souvislosti
se zvySenym vyskytem urcitych kardiovaskularnich onemocnéni.

VNTR-5 tandemova 27 bp repetice na ¢tvrtém intronu genu pro eNOS je v homozygotni
konstituci AA spojena s vyS$S§im rizikem infarktu myokardu u kufdkl. Heterozygotni
konstituce AB tohoto polymorfismu v heterozygotni konstituci AB piedstavuje vyssi riziko
rozvoje nekardidlniho plicniho edému ve vysoké nadmoiské vysce.

Polymorfismus Glu298Asp v sedmém exonu genu pro eNOS je spojen se zvySenym rizikem
infarktu myokardu, cévni mozkové piihody, obliterujici aterosklerdzy karotid, s arterialni
hypertenzi rezistentni na bé&Znou farmakoterapii a s plicni hypertenzni krizi po korekci
vrozené zkratové srde¢ni vady u déti.

Genovy polymorfismus -786 T/C na promotoru genu pro eNOS miliZze byt spojen s vysSSim
rizikem vyskytu ischemické choroby srde¢ni u nosict alely -786C.

Vyskyt VNTR tandemové 27 bp repetice na Ctvrtém intronu, polymorfismu Glu298Asp

v sedmém exonu a polymorfismu -786 T/C na promotoru genu pro eNOS dosud nebyl
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studovan u pacientit s PAH. Stejn¢ tak nebyl dosud popsén vztah mezi pfitomnosti téchto
polymorfismi a vazoreaktivitou u PAH.

Testovani akutni vazoreaktivity je nezbytnou soucasti katetrizacniho vySetfeni u nemocnych
s PAH. Test slouzi k hodnoceni pfitomnosti funkéni komponenty PAH. Jeho princip spociva
v podani uc¢inného, dobfe titrovatelného vazodilatancia s rychlym nastupem ucinku, kratkym
polocasem a relativni selektivitou pro plicni ob¢h (prostacyklin, adenozin, NO) a v hodnoceni
zmén tlakli v malém ob¢hu, srde¢niho indexu a plicni cévni rezistence. Pozitivita testu
opraviuje k vazodilata¢ni 1é¢bé blokatory kalciovych kanal a rovnéZ predikuje ztetelné lepsi
prognézu u nemocnych s PAH.

Test akutni plicni vazodilatace je pozitivni jen asi u 10 % nemocnych s PAH. Je znamo, ze
akutni vazoreaktivita nemusi predikovat chronickou vazoreaktivitu, ta je pfitomna pouze u
zhruba 5-7 % pacientli s PAH. Navic se ukazuje, Ze na chronickou vazoreaktivitu lze z akutni
vazoreaktivity usuzovat pouze u idiopatické PAH a u PAH v souvislosti s uzivanim anorektik.
Jako tzv. ,skutecny respondér* je definovan pacient, u néhoz pti nékolikamésic¢ni (optimalné
1 rok a vice) perordlni vazodilata¢ni 1écb& dojde ke zlepSeni hemodynamiky a klinického

stavu a nevyzaduje specifickou 1écbu.

8.2. Soubor nemocnych a metodika

Polymorfismy VNTR tandemovéa 27 bp repetice, Glu298Asp a -786 T/C genu pro eNOS byly
vySetieny u 142 pacient s PAH diagnostikovanych v Centru pro plicni hypertenzi na II.
interni klinice VSeobecné fakultni nemocnice a 1.LF UK v Praze a u 189 kontrolnich osob,
které se od souboru nemocnych s PAH vyznamné neliSily ve véku a pohlavi. Kontrolni
populace pochazela z Ceské republiky.

Diagnéza PAH byla vzdy definitivné stanovena invazivnim hemodynamickym vysetfenim. U
vSech nemocnych byla hodnota stfedniho tlaku v plicnici > 25 mmHg v klidu a hodnota tlaku
v zaklinéné plicnici pod 15 mmHg. Nomenklatura podskupin PAH vychazi z klinické
klasifikace PAH naposledy modifikované vroce 2008 v americkém Dana Pointu a
publikované v doporucenych postupech Evropské kardiologické spolecnosti v roce 2009 (1).

Z analyzy byli vylou¢eni nemocni s t¢Zkou poruchou ventila¢nich parametri (FVC nebo TLC
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nebo FEV1 < 60 % ndlezitych hodnot), u nichz mtize byt plicni hypertenze diisledkem
respira¢niho onemocnéni. Déle byli vyfazeni nemocni s vyznamnym srde¢nim onemocnénim.
Pritomnost vazoreaktivity byla posuzovana pii testu akutni plicni vazodilatace. Protokol
odpovidal aktudlnim doporu¢enym postuptm.

DNA byla extrahovana z lymfocytl periferni krve. Polymerdzova fetézovd reakce byla
provedena se vzorkem o objemu 25 pl, ktery obsahoval 100 ng DNA. Restrikéni analyza byla
provedena po piidani 3 jednotek restrikéniho enzymu Mbol (Promega, Madison, WI) po dobu
12 hodin pii teploté¢ 37 °C. Produkty reakce byly rozd€leny pomoci elektoforézy na 3,8%
agardzovém gelu.

Test akutni plicni vazodilatace byl proveden u 142 nemocnych s PAH. V jednotném
protokolu byl jako vazodilatans uZit epoprostenol (synteticky analog prostacyklinu). Inicidlni
davka epoprostenolu byla 2 ng/kg/min a byla postupné zvySovana kazdé 3 minuty o 2
ng/kg/min do cilové davky 10 ng/kg/min. Pied testem a na vrcholu testu byl zméfen tlak
v plicnici a zjiStén srde¢ni vydej termodiluéni technikou. Primérnd hodnota CO byla
stanovena ze tfi po sob¢ jdoucich méfeni, kterd se neliSila o vice jak 10 %. Srde¢ni index byl
ziskan pfepoctem CO na télesny povrch nemocného. Plicni cévni rezistence byla spoc¢tena
jako podil transpulmondlniho tlakového gradientu (rozdil stfedniho tlaku v plicnici a tlaku
v zaklinéni) a srde¢niho vydeje. Kritériem pozitivity testu byl pokles stfedniho tlaku v plicnici
alespont 0 10 mmHg vstupnich hodnot, ale pod 40 mmHg bez soucasného zhorSeni srde¢niho
vydeje.

Pro statistickou analyzu byly pouzity standardni deskriptivni metody. Kontinualni proménné
jsou popsany jako median, 5. a 95. percentil. Kategoridlni proménné jsou popsany jako pocet
a procento zcelkového poctu. Zpusob testovani statistické vyznamnosti je uveden pod
jednotlivymi tabulkami.

Struktura jednotlivych podskupin PAH ve vySetfeném souboru je uvedena v tabulce 8.1.
Charakteristika souboru nemocnych s PAH, u nichz byla provedena genotypizace, je uvedena

v tabulce 8.2.



Tab. 8.1.

Struktura podskupin PAH ve vySetfeném souboru
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Diagnoza

N (%)

[Celkem PAH
Idiopaticka & hereditarni PAH
PAH asociovana se systémovym onemocnénim pojiva

PAH asociovana s vrozenou srde¢ni vadou

142 (100 %)
93 (65.5 %)
19 (13.4 %)
30 (21.1 %)

Tab. 8.2.

Charakteristika souboru nemocnych s PAH, u nichz byla provedena genotypizace

IPAH + HPAH  CTD-PAH CHD-PAH
N=93 N=19 N=30 P

Pohlavi
Muzi 28 (30.1%) 5(26.3%) 12 (40.0%) 0.203
Zeny 65 (69.9%) 14 (73.7%) 18 (60.0%)
Vék v dobé diagnézy 63.0(31.0;76.0)  62.0(18.0;73.0) 40.5(16.0;77.0) <0.001
PAMP (mmHg) 52.0(29.0;81.0)  40.0(20.0;68.0) 78.0(27.0;101.0) <0.001
PASP (mmHg) 83.0(46.0;125.0) 62.5(31.0;102.0)  108(43.0;139.0) <0.001
PCWP (mmHg) 12.0(6.0;22.0) 11.5(7.0;28.0) 14.0(7.0;22.0) 0.339
CO (I/min) 4.16(2.76;6.73)  4.86(2.86;7.35) 5.27(3.64;7.93) <0.001
CI (I/min/m?) 2.33(1.58;3.59)  2.62(1.56;4.00) 3.19(2.49;4.43) <0.001
PAR (WU) 9.86(2.82;21.65) 6.99(1.54;17.23) 11.2(2.5;19.0) 0.043

Kategorialni proménné jsou uvedeny jako pocet a procento.

Spojité proménné jsou popsany jako median (5-95 percentil)

Chi-kvadrat test maximalni vérohodnosti byl pouzit pro analyzu kategorialnich dat, Kruskal-Wallistiv pro data

spojita. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tucné.
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8.3. Vysledky

Vtabulce 8.3. je uvedeno srovnani proporce jednotlivych genotypt studovanych

polymorfismil u kontrolniho souboru.

V tabulce 8.4. je ptehled prevalence genotypii a alel jednotlivych polymorfismii genu pro
eNOS. U polymorfismu Glu298Asp neni rozdil mezi prevalenci jednotlivych genotypti a alel
u nemocnych s PAH a u kontrol. Stejné tak neni rozdil mezi jednotlivymi podskupinami
PAH. U genového polymorfismu VNTR tandemova 27 bp repetice je hrani¢né statisticky
signifikantn¢ vyssi vyskyt alely A u nemocnych s PAH (19 %) ve srovnéani s kontrolni
skupinou (13.3 %). Vyskyt genotypu AA u tohoto polymorfismu je statisticky signifikantné
vys$$i u nemocnych s PAH asociovanou se systtmovym onemocnénim pojiva ve srovnani
s idiopatickou, hereditdrni PAH a PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou. U genového
polymorfismu -786 T/C neni rozdil v prevalenci genotypt a alel mezi skupinou PAH a

kontrol a mezi jednotlivymi podskupinami PAH.

Pii srovnani moZznych kombinaci genotypti u pacientii s PAH proti kontroldm jsme zjistili
signifikantné vys$si vyskyt u kombinace EE AB (21.8 % u PAH, 12.8 % u kontrol, p=0.036),
EE AA/AB (23.9 % u PAH a 13.3 % u kontrol, p=0.014) a EE CT (22.5 % u PAH, 13.8 % u
kontrol, p=0.042) (tabulka 8.5.).

Pfi analyze kombinaci genotypti u jednotlivych podskupin PAH jsme prokazali signifikantné
nizsi vyskyt kombinace genotypii AB TC a EE AB TC u pacienti s PAH asociované se
systémovym onemocnénikm pojiva ve srovndni s idiopatickou, hereditarni PAH a PAH

asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou (tabulka 8.6.).

U nosicl kombinace genotypit ED BB a BB TC dochazi pfi testu akutni plicni vazodilatace
ke statisticky signifikantné niz§imu vzestupu srdecniho vydeje. Naopak u kombinace AB TC

je vzestup srde¢niho vydeje pii vazodilataénim testu signifikantné vyssi (tabulka 8.7.).



Tab. 8.3.

Hardy-Weinbergova rovnovaha v kontrolnim souboru

1

iVariantnii p
Kontroly Homozygot Heterozygot Homozygot ! |

alela HW
[(N=188) (DD/AA/CC) (EE/BB/TT)| |

; rovnovaha
|Glu298Asp (D/E) 0.112 0.484 0404 | 0354 | 0523
VNTR-5 27 bp . 0.133

0.005 0.255 0.739 . 0.208

((A/B)
786 T/C (C/T) 0.154 0.431 0415 | 0370 | 0347

Fishertiv pfesny test
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Tab. 8.4.
Vyskyt genotypt v jednotlivych podskupinach PAH
L 1L T ]
IPAH + bpt pt P ; PAH  Kontroly
HPAH CTD-PAH CHD-PAH: 1 II. II : (N=142) (N=188)
(N=93) (N=19) (N=30) !
Glu298Asp
DD 9(9.7%) 2(105%) 1(3. 3%) 10,599 0.703 0.585 12 (8.5%) 21 (11.2%) 0377
DE 42 (452%) 7(36.8%) 13 (43.3%)! 162 (43.7%) 91 (48.4%)
EE42(452%) 10(52.6%) 16(533%);  168(479%) 76(404%) |
DD+DE 51 (54.8%) 9 (47.4%) 14 (46.7%)10.383 0.806 0.542! 74 (52.1%) 112 (59.6%)0.181
EE 42 (45.2%)_10(52.6%) 16(533%)! 168 (47.9%) 76 (40.4%) |
DD 9(9.7%) 2(10.5%)  1(3.3%) ;0.5440.664 0.461} 12 (8.5%) 21 (11.2%) 0.463
DE+EE 84 (90.3%) _17.(89.5%) 29(96.7%): 130 (91.5%) 167 (88.8%) |
DE 42 (452%) 7(36.8%) 13 (43.3%)}0.7220.623 1.000] 62 (43.7%) 91 (48.4%) 0.436
DD+EE 51 (54.8%) 12(63.2%) 17(56.7%)i ______i80(563%) 97 (51.6%) ___|
Alela D 60 (32.3%) 11 (28.9%) 15 (25.0%):0.344 1.000 0.347: 86 (30.3%) 133 (35.4%)0.182
Alela E126 (67.7%) 27 (71.1%) 45 (75 _Q%)_ ______________________ 1_9_8_ (69.7%)243 (64.6%) |
VNTR-5 27 bp ]
AA 2(22%)  1(53%)  1(3.3%) 0 273 0.009 0. 729 4(28%) 1(0.5%) 0.072
AB 34 (36.6%) 1(53%) 11 (36.7%): 146 (32.4%) 48 (25.5%)
BB 57(613%) 17.(89.5%) 18(60.0%): 192 (648%) 139 (73.9%) |
AA+AB 36 (38.7%) 2 (10.5%) 12 (40.0%):0.270 0.019 0.528; 50 (35.2%) 49 (26.1%) 0.089
BB 57(61.3%)_ 17(89.5%) 18(60.0%); _____________192(64.8%) 139 (73.9%) ___ |
AA 2(22%)  1(53%)  1(3.3%) :0.6080.441 1.000! 4 (2.8%) 1(0.5%) 0.169
AB+BB 91 (97.8%) _18(94.7%) 29(96.7%): . i138(97.2%)187(99.5%) |
AB 34(36.6%) 1(53%) 11(36.7%):0.187 0.007 0.661: 46 (32.4%) 48 (25.5%) 0.178
AABB 59 (63.4%) 18(94.7%) 19(633%)! 196 (67.6%) 140 (74.5%) |
Alela A 38 (204%)  3(7.9%) 13 (21.7%);0.431 0.075 0.580; 54 (19.0%) 50 (13.3%) 0.052
Alela B148 (79.6%) 35 (92.1%) 47 (78 _3_"_@_ ____________________ 2_39_ (81.0%)326 (86.7%) |
786 T/C e
CC12(12.9%) 3(15.8%) 3 (10.0%) 0 3580.133 0. 918 18 (12.7%) 29 (15.4%) 0.279
CT 52(55.9%) 6(31.6%) 16(53.3%) 174 (52.1%) 81 (43.1%)
TT29(31.2%) 10(52.6%) 11(36.7%)i ____ i50(352%) 78 (41.5%) |
CC+CT 64 (68.8%) 9 (47.4%) 19 (63.3%):0.197 0.121 0.833; 92 (64.8%) 110 (58.5%)0.256
TT 29 (31.2%)__ 10(52.6%) 11 (36 _7_%)_4____________________L_5_9_(_3_5_2_‘_’/9)___7_8_(_‘}_1_5_"41) __________
CC 12 (12.9%) 3(15.8%) 3(10.0%) :1.000 0.710 0.764: 18 (12.7%) 29 (15.4%) 0.527
CT+TT 81 (87.1%) 16 (84.2%) 27(90.0%): 1124 (87.3%) 159 (84.6%) |
CT 52(55.9%) 6(31.6%) 16 (53.3%):0.222 0.082 1.000: 74 (52.1%) 81 (43.1%) 0.119
CCHTT 41 (44.1%) 13 (68.4%) 14(46.7%): ___ _ ________168(47.9%) 107(56.9%) |
AlelaC 76 (40.9%) 12 (31.6%) 22 (36.7%):0.370 0.375 0.767:110 (38.7%) 139 (37.0%) 0.685
Alela T110 (59.1%) 26 (68.4%) 38 (63.3%)' 1174 (61.3%)237 (63.0%)

'Fishertiv piesny test, statisticky vyznamné vysledky jsou oznaGeny tuéng.



Tab. 8.5.

Vyskyt kombinaci jednotlivych genotypii

Fisher@iv ptesny test, statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tuén¢.

g
<
j @ < !
= !
ER -
2R &K<
L 0w Ol
SEEES pam Kontol
A o ! ontroly
CEEZE2R (-4 (N183)  p
* * T31(21.8%) 24 (12.8%)  0.036
* * 1 34(23.9%) 25(13.3%)  0.014
* * 32 (22.5%) 26 (13.8%) 0.042
* k1 28(19.7%)  25(13.3%)  0.131
%0 28(19.7%) 26 (13.8%) 0177
¥ R23(162%)  19(10.1%)  0.133
* *ox 1 23(16.2%) 20 (10.6%) 0.142
Analyzovany byly genotypy s prevalenci nad 10 %

31



Tab. 8.6.

Vyskyt kombinaci genotypii v jednotlivych podskupinach PAH
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=
& & :
5 2 I. 1. 1. P p P
2 £ g IPAH+HPAH CTD-PAH CHD-PAH L. IL L
c - (N=93) (N=19) (N=30)
ED AB | 11(11.8%) 0 (0.0%) 4(133%) :0.578 0.221 0.522
ED BB | 30(32.3%) 7 (36.8%) 9(30.0%) | 1.000 0.793 0.829
EE AB | 23(24.7%) 1 (5.3%) 7(23.3%)  10.291 0.074 0.807
EE BB | 18(19.4%) 8 (42.1%) 8(26.7%)  10.098 0.078 0.810
ED TC! 27 (29.0%) 3 (15.8%) 6(20.0%) 0224 0.402 0.637
ED TT:  7(7.5%) 4(21.1%) 5(16.7%)  10.091 0.232 0.331
EE TC: 21(22.6%) 2 (10.5%) 9(30.0%) :1.000 0.244 0.325
EE TT: 19 (20.4%) 6 (31.6%) 6 (20.0%) 0.670 0.369 1.000

AB TC! 20 (21.5%) 0 (0.0%) 8 (26.7%) 10.513 0.025 0.306

BB TC! 32 (34.4%) 6 (31.6%) 8(26.7%) 0.573 1.000 0.516
______ BB TT: 22(23.7%) _ 9(47.4%)  10(33.3%) 10.079 0.099 0.650
ED BB TC: 24(25.8%) 3(15.8%) 4(133%) 10.137 0.766 0319
EE AB TC: 17 (18.3%) 0 (0.0%) 6(20.0%)  :0.474 0.043 0.578
EE BB TT! 14(15.1%) 5(26.3%) 5(16.7%) | 0.482 0.320 1.000

Analyzovany byly genotypy s prevalenci nad 10 %

Fishertv pfesny test, statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tucné.



Tab. 8.7.

Vztah jednotlivych genotypti k akutni vazoreaktivité (N=142)
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£
5‘ ~ E E
v ! !
Zz g : :
© > % N pampPiPAMP2' p* N ci/cn’ p> | N> PARI/PAR2' p
ED AB 14 1.12(0.69;1.63) 0.053 ! 14 0.76(0.66;0.93) 0919 ' 11 1.49(1.11;4.36) 0.255
103 1.02(0.81;1.31) 102 0.77(0.60;1.00) 96 1.41(0.97;2.21)
ED BB 39T 1.04(0.76;1.43) 0 '.éé's"i"ié """ 0.80(0.62;1.00) 0 '.62{2"2"3'5 """" 140(0.96:2.12)  0.598 |
78 1.03(0.82;1.33) 78 0.76(0.59;1.00) 72 1.44(0.98;2.24)
EE AB 25T 1.0400.77:135) 0770 1 25 0.73(0.59;0.88) 0052 123 134(1.092.24) 0985 |
92 1.03(0.81;1.33) 91 0.79(0.60;1.00) 84 1.45(0.98;2.12)
EE BB 7260 1.03(0.89;125) 0 '.ééb"i"z’é """ 0.79(0.60;1.01) 0 '.Aé's"i"z's """" 1.48(0.97:1.95) 0935 |
91 1.04(0.77;1.35) 90 0.77(0.59;0.95) 82 1.41(0.98;2.24)
ED TC 30 1.06(0.76;128) 0664 1 30 0.78(0.66;1.00) 0492 1 27 1.40(0.96;1.91)  0.883 |
87 1.03(0.82;1.33) 86 0.77(0.59;0.97) 80 1.44(0.98;2.23)
ED TT 15 1 1.04(0.69;1.80) 0.935 'i"1'4' """ 0.84(0.47;0.94) 0.095 12 """ 1410098:2.12)  0.752 |
102 1.03(0.81;1.31) 102 0.76(0.60;1.00) 95 1.44(0.97;2.24)
EE TC 27 ] 1.04(0.87;135) 0632 127 0.77(0.64;1.00) 0875 1 25 133(097:2.24) 0237 |
90 1.03(0.81;1.33) 89 0.77(0.60;0.96) 82 1.46(0.98;2.12)
EE TT 24 1 1.01(0.86;125) 0 '.32{1"2"2'4 """ 0.74(0.60;0.96) 0.184° 23 """" 149(1.132.05)  0.187 |
93 1.04(0.81;1.35) 92 0.78(0.61;1.00) 84 1.39(0.98;2.24)
AB TC 25 1 1.04(0.87;135) 0472 125 0.73(0.64;0.88) | 0.047 1 22 142(1.092.24) 0535 |
92 1.03(0.81;1.33) 91 0.79(0.60;1.00) 85 1.44(0.98;2.12)
BB TC 37 1 1.03(0.76;128) 0 '.%6'1"?"3'7' """ 0.80(0.62;1.16) 0 '.62{5"2"3'5 """" 138(0.96;1.91)  0.098 |
80 1.04(0.85;1.34) 79 0.76(0.57;0.94) 72 1.46(1.09;2.24)
BB TT 35 | 1.02(0.88;133) 0938 1 34 0.79(0.47;0.96) 0903 & 32 148(0.98:2.21) 0270 |
82 1.04(0.77;1.33) 82 0.77(0.62;1.00) 75 1.39(0.97;2.24)
ED BB TC 25 | 1.04(0.76;128) 0 '.ééb"i"z's """ 0.80(0.67;1.00) 0 '.iéé"i"z's """" 138(0.96;1.91)  0.657 |
92 1.03(0.82;1.33) 91 0.77(0.59;0.97) 84 1.44(0.98;2.21)
EE AB TC 20 1 1.04(0.80;1.47) 0834 120 0.73(0.60;0.94) 0155 1 18 134(0.86:3.10)  0.990 |
97 1.04(0.81;1.33) 96 0.78(0.60;1.00) 89 1.45(0.98;2.12)
EE BB TT 19 1 1.00(0.86;131) 0 '.éi's"i"lb' """ 0.75(0.60;1.01) 0 '.215'3"2"1'8' """ 152(0.822.21)  0.150 |
98 1.04(0.77;1.35) 97 0.77(0.59;1.00) 89 1.39(0.98;2.24)

> Mann-Whitneytv U test, statisticky vyznamné vysledky jsou oznageny tuéné.

Proménné jsou popsany jako median (5-95 percentil)
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8.4. Diskuse

Zameéna aspartatu za glutamat na pozici 298 genu pro eNOS vede ke zméné funkce enzymu,
ktera je spojovéna sjeho hor$i vazbou na substrat. Ackoli je genovy polymorfismus
Glu298Asp v sedmém exonu genu pro eNOS spojovan s fadou kardiovaskularnich patologii,
v nasi praci se nam nepodafilo prokézat u nemocnych s PAH vyssi prevalenci alely D nebo
non-EE genotypu. Podobné se napiiklad nepodatilo prokazat vztah tohoto polymorfismu
k akutnimu korondrnimu syndromu v korejské popupulaci (40). Urcité  vysvétleni
kontroverznich nalezli miize pfedstavovat skutecnost, ze velikost studovanych souborti byla
v jednotlivych studiich rozdilna. Diskrepantni nalezy lze rovnéz vysvétlit avahou, Ze non-EE
genotyp se projevi zménou funkce eNOS pouze za podminek oxidativniho stresu. Toto
vysvétleni pochazi z pozorovani nékterych autord, ktefi zjistili silnou asociaci mezi

genotypem DD u nemocnych s ICHS, ale neprokézali ji u arteridlni hypertenze (41,42).

VNTR-5 tandemovéa 27 bp repetice na 4. intronu genu pro eNOS v non-BB konstituci je
rovnéz spojovana se zvysSenym rizkem fady kardiovaskularnich onemocnéni. Delsi B alela
zahrnuje 5 tandem repetici gaagtctagacctgetge(a/g)gggtgag, krat$i alela 4. Dusledkem je
snizend produkce NO u nosic¢l alely A. U nemocnych s PAH jsme prokazali hrani¢né
statisticky signifikantné vyssi prevalenci alely A proti kontrolam (19% u PAH, 13.3 % u
kontrol, p=0.052). Genotyp AA se vyskytuje signifikantné Ccastéji u pacientdt s PAH
asociovanou se systémovym onemocnénim pojiva nez u pacientl s idiopatickou, hereditarni a
PAH a u PAH asociované s vrozenou srdecni vadou. Pfitomnost alely A a genotypu AA tak
miZze predstavovat rizikovy faktor pro rozvoj PAH u nemocnych se systémovym
onemocnénim pojiva. Tento ndlez tak mize byt dal$im kritériem pfi posuzovani indikace
invazivniho hemodynamického vySetfeni u nemocnych s detekovanymi hrani¢nimi tlaky

v plicnici nebo s lehkou plicni hypertenzi, zejména jsou-li oligosymptomaticti.

Genovy polymorfismus -786 T/C na promotoru genu pro eNOS je zplsoben zdménou
v sekvenci bazi (tymin za cytozin). Genotyp non TT je spojovan se sniZzenou aktivitou

promotoru a v disledku toho se snizenou produkci NO a vys$si pohotovosti k vazokonstrikci a
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k remodelacnim zméndm. V nasi praci jsme neprokazali signifikantni rozdil mezi prevalenci
alely C u nemocnych s PAH a u kontrol (p=0.573). Heterozygoti TC pfi soucasné pfitomném
genotypu AB polymorfismu VNTR tandemova 27 bp repetice na 4. intronu genu pro eNOS se
vsak signifikantné Castéji vyskytuji v populaci pacientl s PAH asociovanou se systémovym

onemocnénim pojiva.

Pfi analyze vztahu jednotlivych genotypl k vysledku vazodilataéni reakce jsou nalezy
diskrepatnni. U nosicii nékterych genotypti dochazi k signifikantné vyraznéjSimu narlstu
srdecniho indexu na vrcholu vazodilatace, u jinych ke statisticky signifikantn€ niz§imu
nartstu srde¢niho vydeje. Klicovy parametr, kterym je zména plicni cévni rezistence, se vSak
u nosicil jednotlivych genotypti signifikantné neli$i. Vysvétlenim muize byt skute¢nost, Ze u
vétSiny pacientll s PAH v okamziku stanoveni diagnozy jiz nelze vyznamnéjsi vazoreaktivni

potencial vilbec zaznamenat.

8.5. Zavér

Prevalence alely A VNTR-5 tandemové 27 bp repetice genu pro eNOS je hrani¢né
signifikantné vy$si u pacientii s PAH ve srovnani s kontrolami. Vyskyt genotypu AA, ktery je
statisticky signifikantné castéjSi u nemocnych sPAH asociovanou se systémovym
onemocnénim pojiva muze zpfesnit indikaci invazivniho hemodynamického vySetfeni u
pacientl se systémovym onemocnénim pojiva a detekovanou plicni hypertenzi.

V nasi praci jsme neprokéazali vyznamngj$i vztah polymorfismi Glu298Asp v sedmém exonu
a -786 T/C na promotoru genu pro eNOS k PAH. RovnéZ jsme neprokézali presvédcivy vztah

mezi vySetfenymi polymorfismy a vazorekaitivtou u téchto nemocnych.
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9. Koagulaéni profil u plicni arterialni hypertenze
9.1. Uvod

U PAH je zndma fada abnormit koagula¢niho a fibrinolytického systému. ZvySena byva
hladina vWF, fibrinopeptidu A, inhibitoru aktivatoru plasminogenu a tromboxanu. Naopak
snizena byva hladina tkanového aktivatoru plasminogenu a trombomodulinu. Rovnéz
vyznamnou roli hraje posunuti rovnovdhy mezi produkci vazokonstriktorii (tromboxan,
serotonin, endothelin) se u¢inky protombotickymi a vazodilatatort (NO, prostacyklin)
s U¢inky antitromotickymi ve prospéch produkce vazokonstriktori u dysfunkéniho endothelu.
Dtsledkem interakce dysfunkéniho cévniho endothelu s krevnimi destickami a plazmatickymi
koagula¢nimi faktory u PAH je zvySena pohotovost ke vzniku trombt in situ vedouci k tzv.
trombotické arteriopatii pfi poruSe rovnovahy mezi aktivaci trombocytl, aktivaci koagulace,
inhibici agregace krevnich desticek a aktivaci fibrinolytickych mechanismi. (25). Znamky
trombotické arteriopatie 1ze nalézt u vSech forem tézké prekapildrni plicni hypertenze, podle
nékterych autorti az u 75 % nemocnych s CTEPH a u 50 % nemocnych s PAH (26).

VétSina abnormit koagula¢niho a fibrinolytického systému byla dosud popséna u pacienti
s idiopatickou PAH. Podstatné méné se vi o jejich vyskytu u jednotlivych asociovanych forem
PAH. U né&kterych znich vSak miZe byt role trombdzy vyznamna. Napiiklad u mnoha
nemocnych s Eisenmengerovym syndromem nachazime pravidelné i trombdzu velkych vétvi
plicnice.

Poruchy koagulacniho a fibrinolytického systému jsou spolu s klinickou evidenci a
dokumentovanym rozvojem trombotické arteriopatie zédkladem pro indikaci antikoagulacni
l1écby u pacientli s idiopatickou PAH. Soucasny pohled na chronickou antikoagulac¢ni 1é¢bu u
asociovanych forem PAH je spiSe zdrzenlivy. Trombofilie neni laboratorné dostatecné
prokézana, dlouhodoby tucinek antikoagulace neni klinicky spolehlivé doloZzen a riziko
krvacivych komplikaci zejména u pacientl s PAH asociovanou s vrozenymi srde¢nimi

vadami neni zanedbatelné.
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9.2. Soubor nemocnych a metodika

Vybrané koagulani parametry byly vySetieny u 93 pacienti s PAH diagnostikovanych
v Centru pro plicni hypertenzi na IlI. interni klinice VSeobecné fakultni nemocnice a 1.LF UK
v Praze a u 79 kontrolnich osob pochazejicich z Ceské republiky. Celkem 59 nemocnych
mélo idiopatickou a familiarni PAH, 13 pacientli mélo PAH asociovanou se systémovym
onemocnénim pojiva a 21 pacient mélo PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou (defekt
septa sini, defekt septa komor, oteviena tepennd ducej, komplexni vrozena srdecni vada,
ptipadné PAH v diisledku pozdé korigované vrozené srde¢ni vady).

Diagnéza PAH byla vzdy potvrzena invazivnim hemodynamickym vySetfenim. U vSech
nemocnych byla hodnota stfedniho tlaku v plicnici > 25 mmHg v klidu a hodnota tlaku
v zaklinéni pod 15 mmHg. Nomenklatura podskupin PAH vychézi z klinické klasifikace
PAH publikované v doporucenych postupech Evropské kardiologické spole¢nosti v roce 2009
(1). Z analyzy byli vylouceni nemocni s vyznamnou poruchou ventila¢nich parametri (FVC
nebo TLC nebo FEVI < 60 % nalezitych hodnot), u nichz mtze byt plicni hypertenze
disledkem respiraéniho onemocnéni. Také byli vylouceni nemocni s vyznamnym
onemocnénim levého srdce.

Struktura jednotlivych podskupin PAH ve vySetfeném souboru je uvedena v tabulce 9.1.
Charakteristika jednotlivych podskupin PAH (idiopatické a hereditarni PAH, PAH asociovana
se systémovymi onemocnénimi pojiva, PAH asociovand s vrozenymi zkratovymi srde¢nimi
vadami) je uvedena v tabulce 9.2.

Kontrolni skupinu pfedstavovali zdravi darci krve, ktefi se proti skupiné PAH nelisili
vyznamnéji v zastoupeni pohlavi (67% Zen ve skupiné PAH a 62.7 % zen v kontrolni

skupin¢) a podle ve€ku (median ve skupiné PAH 60.8 roku, medién v kontrolni skupiné 59 let).



Tab. 9.1.

Struktura podskupin PAH ve vySetfeném souboru

PAH (N=93) N (%)
IPAH + HPAH 59

IPAH 53(89.8%)
HPAH 6(10.2%)
PAH asociovana se systémovymi onemocnénimi pojiva 13
Systémové sklerodermie 4(30.8%)
Systémovy lupus erytematodes 1(7.7%)
Revmatoidni artritida 1(7.7%)
Sjoegrenitv syndrom 1(7.7%)
Ostatni 6(46.2%)
PAH asociovana s vrozenou srde¢ni vadou 21

Defekt septa sini 7(33.3%)
Defekt septa komor 10(47.6%)
Oteviena tepennd ducej 2(9.5%)
Ostatni 1(4.8%)
Rezidualni po pozdni korekci vady 1(4.8%)
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Tab. 9.2.

Charakteristika jednotlivych podskupin PAH

39

IPAH + HPAH CTD-PAH CHD-PAH
(N=59) (N=13) (N=21) P

Pohlavi

Muzi 19 (32.2%) 3 (23.1%) 6 (28.6%) 0.569
Zeny 40 (67.8%) 10 (76.9%) 15 (71.4%)

Vék (roky) 62.8 (28.8;75.7) 67.0 (43.2;81.8) 44.3 (23.3;67.8) <0.001
'Vyska (cm) 165.0 (148.0;184.0) 162.5(150.0;172.0) 165.0 (137.0;177.0)  0.695
'Vaha (kg) 75.5 (55.0;115.0) 71.0 (64.0;91.0) 60.0 (42.0;123.0) 0.080
BMI (kg/m®) 28.0 (19.0;39.8) 26.8 (23.0;40.0) 23.0(15.0;45.2) 0.156
6MWD (m) 292.5 (0.0;509.0) 234.0 (0.0;449.0)  358.0(196.5;541.5)  0.097
Borg 6.00 (1.00;9.00) 6.50 (0.00;10.00) 5.00 (1.50;8.50) 0.645
PAMP (mmHg) 50.0 (28.0;81.0) 39.0 (26.0;56.0) 78.0 (30.0;101.0) 0.001
PASP (mmHg) 80.0 (41.0;114.0) 57.0 (38.0;85.0) 116.0 (47.0;139.0)  <0.001
PCWP (mmHg) 13.0 (7.0;17.0) 10.0 (7.0;18.0) 14.0 (8.0;20.0) 0.045
CI (/min/m?) 3.55 (1.54;6.55) 4.74 (1.56;7.13) 3.73 (2.60;7.07) 0.214
Sa02 (%) 94.0 (81.0;97.9) 95.2 (87.0;98.1) 89.0 (77.2;97.7) 0.002
SvO2 (%) 69.5 (54.0;81.0) 72.7 (58.2;81.1) 75.0 (64.6;83.8) 0.061
PVR (WU) 7.67 (2.37;19.80) 5.23 (1.54;14.11) 11.1(2.5;20.3) 0.218
TLC (% n.h.) 96.3 (62.0;126.3) 79.3 (61.0;90.8) 90.4 (61.0;120.4) 0.024
FEV1 (% n.h.) 93.0 (65.0;125.3) 88.5 (57.0;127.0) 74.4 (46.0;108.5) 0.055
EF LK (%) 62.0 (50.0;73.0) 63.0 (45.0;69.0) 60.0 (47.0;74.0) 0.858

Kategorialni proménné jsou uvedeny jako pocet a procento.

Spojité proménné jsou popsany jako median (5-95 percentil)

Chi-kvadrat test maximalni vérohodnosti byl pouzit pro analyzu kategorialnich dat, Kruskal-Wallisiv pro data

spojita. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tucné.
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Ze zékladnich koagulac¢ni parametrii byl hodnocen fibrinogen, aPTT, INR, protein C, protein
S, APC rezistence, AT III, D-dimer, APA IgG, APA IgM, Faktor VIII, vWF, t-PA a PAL

Fibrinogen byl stanovovan modifikovanou Claussovou metodou v citratové plazmé& pomoci
Fibrinogen reagencie (Technoclone GmbH, Wien, Austria). Citrdtova plazma byla nafedéna a
inkubovéana po pfidani nadbytku trombinu (zhruba 80 IU/ml). Nasledné byl zméfen reakéni

¢as. Mezi logaritmem koagulacniho ¢asu a koncentraci fibrinogenu existuje linearni zavislost.

Aktivovany parcidlni tromboplstinovy ¢as (aPTT) byl stanovovan v citratové plazmé pomoci
Pathromtinu SL (Dade Behring, Marburg, SRN). Inkubace plazmy s optimalnim mnozZstvim
fosfolipidii a povrchovym aktivatorem vede k aktivaci faktori endogenniho koagula¢niho
systému. Pfidanim kalciovych iontl se spusti koagulace; méfi se ¢as do vzniku fibrinového

koagulatu.

Ke stanoveni tromboplatinového ¢asu byl pouzit Thromborel S - Huménni thromboplastin
obsahujici kalcium (Thromborel® S, Dade Behring, Marburg, SRN). Principem metody je
vyvolani koagulace pfi inkubaci plazmy s optimalnim mnoZstvim tromboplastinu a kalcia.
M¢ii se Cas do vzniku fibrinového koaguldtu. Vysledek méfeni se udava v sekundach,
piipadné jako prothrombin ratio. Prothrombin ratio miize byt za pouZiti international
sensitivity indexu pfepocteno na mezinarodné srovnatelné hodnoty a tim se zisk4 international

normalised ration (INR).

Protein C byl ur¢ovan imunochemicky pomoci Berichrom Protein C (Dade Behring Marburg
GmbH, Némecko). Pii testu se protein C ve vzorku aktivuje specifickym aktivatorem

z hadiho jedu. Vznikly protein C se méfi kinetickym testem jako narist extinkce pii 405 nm.

Ke stanoveni funkéni aktivity volného proteinu S byl uZit test ProS™. Principem testu je
meéfeni prodlouZzeni protrombinového casu v pfitomnosti tkanového faktoru, fosfolipidd,
vapenatych iontl a aktivovaného proteinu C. Aktivita proteinu S je umérna prodlouzeni ¢asu

srazeni smési protein S deficitni plazmy a nafedéného vzorku.
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APC rezistence byla analyzovana pomoci Coatest® APC Resistance (Chromogenix
ABMolndal, Sweden). V testu je plazma inkubovana s aPTT reagenciemi po standardni
casovou periodu. SrdZeni je iniciovano pfidanim CaCl, v pfitomnosti a neptfitomnosti APC a

¢as nutny pro srazeni je zaznamenan.

Antitrombin byl stanovovan pomoci Berichromu Antitrombin III (Dade Behring, Marburg,
SRN). AT III ve vzorku se vaZe na trombin za pfitomnosti heparinu a pfebytecné mnozstvi
trombinu vytvoii se substratem p-nitroanilinové zabarveni, které je méteno v kinetickém

testu pii 405 nm.

D-dimer byl ur¢ovan pomoci latexové zesileného turbidimetrického testu (D-Dimer PLUS,
Dade Behring, Marburg, SRN). Vtestu aglutinuji polystyrenové C¢Castice s navazanou
monoklondlni protilatkou DDS5 proti pfi€né zesiténym Stépnym produktiim fibrinu (D-dimer)
pokud jsou v kontaktu se vzorkem obsahujicim D-dimer. Epitop pro monoklondlni protilatku
je pritomen dvakrat, proto sta¢i jedna protilatka pro vyvolani aglutinacni reakce. Ta je

detekovéana nartistem turbidity.

Stanoveni antifosfolipidovych protilatek IgG, IgM bylo provedeno ELISA testem v citratové
plazmé (Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz, Germany). Protilatky se vaZou na smés vysoce
purifikovanych fosfolipid v mikrotitracni desti¢ce. Anti-lidsky IgG nebo IgM znaceny
kfenovou peroxiddzou se imunologicky véze za vzniku komplexu konjugét/protilatka/antigen.
Enzymovy substrat se v pfitomnosti navazaného konjugatu hydrolyzuje za vzniku modrého
zbarveni. Ptidavek kyseliny zastavi reakci tvorbou kone¢ného Zzluté zbarveného produktu.

Intenzita Zlutého zbarveni je métena fotometricky pii vinové délce 450 nm.

Principem urceni procenta aktivity koagula¢niho faktoru VIII bylo urceni stupné korekce
ziskané tak, Ze se nafedéna testovand plazma ptida k faktor VIII deficientni plasmé
(lyofilizovana smésna plazma, ze které byl faktor VIII odstranén imunoadsorbci specifickou
protilatkou antiVIII, pfi¢emz aktivita faktoru VIII je mensi nez 1% s pfihlédnutim k smé&sné

normalni plazmé definované jako 100 % aktivity). Stupen korekce je ur€ovan aPTT a udavan
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v procentech normy, ¢tenych rovnou z referencni kiivky vytvofené z normalni plasmy.

Normalni plazma je uvazovana jako 100 % korekce.

Stanoveni vysoce citlivého CRP bylo provadéno pomoci aglutina¢ni reakce s monoklondlnimi
protilatkami proti CRP (N vysoce citlivé CRP, Dade Behring, Marburg, SRN). Monoklonalni
protilatky jsou navazany na polystyrolovych casticich. To zpisobuje rozptyl dopadajiciho
svétla. Intenzita rozptyleného svétla je zavisla na koncentraci CRP ve vzorku. Vyhodnoceni

se provadi porovnanim se zndmou koncentraci ve standardu.

Ke kvantitativnimu stanoveni antigenu VWF byl pouZzit enzymovy imunotest REAADS®
(Von Willebrand antigen test kit, Corgenix, Broomfield, Colorado, USA). Jednd se o
kvantitativni ELISA metodu, pfi niZ je zfedénd plasma inkubovana s protildtkami. Pro
stanoveni VWF se pouzivd kienova peroxiddza jako konjugat. Po nasledném pfidani
chromogenniho substratu tetramethylbenzidinu s peroxidem vodiku je sila zbarveni métena

jeko opticka hustota spektrofotometrem pti 450 nm.

Tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA) byl v citratové plazmé ur¢ovan pomoci enzymového
imunotestu (ELITEST t-PA, HYPHEN BioMed, Neuville sur Oise, Francie). V testu se t-PA
ve vzorku vaze na smé&s monoklondlnich protilatek proti t-PA. Nasleduje pfidani enzymem
znaCené monoklondlni protilatky anti-t-PA a roztoku substratu. Plsobenim enzymu na
substrat vznik4d modie zbarveny produkt, ktery zezloutne po pfidani kyseliny. Absorbance se
odecitad pfi 450 nm. Intenzita zbarveni je imérnad koncentraci t-PA plivodné ptfitomného ve

vySetiovaném vzorku.

Inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI-1) byl stanovovéan v citratové plazmé enzymovym
imunotestem (ELITEST PAI-1, HYPHEN BioMed, Neuville sur Oise, Francie). Pti reakci se
obdobné jako pfi stanoveni t-PA vaze PAI-1 ve vzorku s protilatkami. Po pfidani enzymem
zna¢ené monoklondlni protilatky anti-PAI-1 vznika konjugat, ktery po pfidani substratu pro

enzym vede ke vzniku modfe zbarveného produktu. Reakce je zastavena pfidanim kyseliny
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sirové. Intenzita zbarveni je imérna koncentraci PAI-1 pfitomného v plivodnim vySetfovaném

vzorku. Absorbance se odecita pii 450 nm.

Pro statistickou analyzu byly pouzity standardni deskriptivni metody. Kontinualni proménné
jsou popséany jako median, 5. a 95. percentil. Kategoridlni proménné jsou popsany jako
celkovy pocet a procento z celkového poctu. Zptisob testovani statistické vyznamnosti je

uveden pod jednotlivymi tabulkami.

9.3. Vysledky

9.3.1. Charakteristika analyzovanych souborii

Pacienti s diagnostikovanou PAH m¢li vSichni prekapilarni plicni hypertenzi, vétSinou téZkou.
Pii srovnani podskupiny nemocnych s idiopatickou/hereditarni PAH, PAH asociovanou se
systémovym onemocnénim pojiva a PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou je ziejmé, Ze
neni patrny rozdil ve véku, vySce, vaze, BMI, vzdalenosti dosazené pii testu Sestiminutovou
chiizi, Borgove skore dusnosti, srdecnim indexu, plicni cévni rezistenci, saturaci smisené Zilni
krve kyslikem, jednovtefinovém vydechu a v systolické funkci levé komory (tabulka 9.2.).
Nemocni s PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou byli vyznamné mlads$i nez pacienti
v ostatnich dvou podskupinach PAH (p<0.001), méli vyznamné vyssi stfedni tlak v plicnici
(p=0.001), systolicky tlak v plicnici (p<0.001), tlak v zaklinéné plicnici (p=0.045) a
signifikantné niz§i saturaci tepenné krve kyslikem (p=0.002). Pacienti s PAH asociovanou se
systémovym onemocnénim pojiva méli signifikantn€ niz8i celkovou plicni kapacitu nez

pacienti v ostatnich dvou podskupinach PAH (p=0.024).

9.3.2. Koagulaéni profil u celého souboru pacienti s PAH

Srovnani jednotlivych koagula¢nich parametrti parametrii mezi skupinou nemocnych s PAH a

kontrolni skupinou je uvedeno v tabulce 9.3. U nemocnych s PAH jsme zaznamenali
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signifikantné vys$i hladinu fibrinogenu (p=0.016), CRP, vysoce citlivého CRP (p<0.001), a
signifikantné€ niz$i hladinu D-dimeru (p=0.004).

Pacienti s PAH méli signifikantné€ niz8i hladinu AT III (p<0.001), a vy$si hladinun proteinu S
(p=0.040). Hladina proteinu C a APC rezistence se u nemocnych s PAH a v kontrolnim
souboru signifikantné nelisila.

U nemocnych s PAH jsme proti kontrolnimu souboru zaznamenali signifikantné vyssi hladinu
antifosfolipidovych protilatek ve tidé IgM (p=0.014) i IgG (p<0.001). U pacientii s PAH byla
také statisticky signifikantné vyssi hladina vWF, t-PA i PAI (p<0.001).

9.3.3. Koagulaéni profil v jednotlivych podskupinach nemocnych s PAH

Srovnani mezi koagulacnimi parametry u jednotlivych podskupin PAH je uvedeno v tabulce
9.4. Nemocni s idiopatickou/hereditirni PAH a PAH asociovanou se systémovym
onemocnénim pojiva maji ve srovnani s PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou
signifikantné vy$si hladinu fibrinogenu (p=0.003) a VvWF (p=0.002). Hladina t-PA je u
nemocnych s PAH u vrozenych srdec¢nich vad signifikantn€é niz$i (p=0.004). V ostatnich

parametrech se soubory jednotlivych podskupin PAH statisticky signifikantné nelisily.

9.3.4. Vztah koagulacnich parametri k hemodynamice v celém souboru nemocnych s PAH

V tabulce 9.5. je uveden vztah mezi jednotlivymi koagula¢nimi parametry a vybranymi
hemodynamickymi parametry (PAMP, CI, PAR) v celé skupiné nemocnych s PAH.

Je patrné negativni korelace mezi hladinou fibrinogenu a PAMP (r=-0.219, p=0.035) a vysoce
citlivym CRP a PAMP (r=-0.288, p=0.008). Rovnéz negativni korelace je mezi hladinou AT
I a PAMP (1r=-0.256, p=0.013), hladinou vWF a PAMP (r=-0.307, p=0.003) a PAI a PAMP
(r=-0.232, p=0.028). Pozitivni korelace je mezi aPTT a PAMP (r=0.288, p=0.005) a INR a
PAMP (r=0.364, p<0.001).

Prokéazali jsme pozitivni korelaci mezi vysoce citlivym CRP a CI (r=0.424, p<0.001),
hladinou AT III a CI (r=0.256, p=0.016) a negativni korelaci mezi INR a CI (r=-0.215,
p=0.044), t-PA a CI (r=-0.262, p=0.019).
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Dale je patrna negativni korelace mezi hladinou AT III a PAR (r=-0.306, p=0.008) (obr. 9.1.)
a PAI a PAR (r=-0.269, p=0.023).

9.3.5. Vztah koagulacnich parametri k hemodynamice u nemocnych s idiopatickou a

hereditarni PAH

V tabulce 9.6. je analyza vztahu mezi jednotlivymi hemokoagulacnimi a vybranymi
hemodynamickymi parametry u pacientt s idiopatickou a hereditarni PAH.

Je patrna negativni korelace mezi hladinou AT IIl a PAMP (r=-0.272, p=0.037) a pozitivni
korelace mezi aPTT a PAMP (r=0.261, p=0.046) a mezi hladinou t-PA a PAMP (r=0.289,
p=0.038).

Mezi hladinou vysoce citlivého CRP a CI jsme zaznamenali pozitivni korelaci (r=0.504,
p<0.001). Déle jsme zaznamenali pozitivni korelaci mezi hladinou AT III a CI (r=0.279,
p=0.038), a hladinou faktoru VIII a CI (r=0.412, p=0.026).

Pfi hodnoceni vztahu mezi koagulaénimi parametry a PAR jsme zaznamenali negativni
korelaci mezi hladinou AT III a PAR (r=-0.308, p=0.039) (obr. 9.2.) a pozitivni korelaci mezi
t-PA a PAR (r=0.373, p=0.018).

9.3.6. Vztah koagula¢nich parametri k hemodynamice u nemocnych s PAH asociovanou se

systémovymi onemocnénimi pojiva

V tabulce 9.6. je shrnuta analyza vztahu mezi jednotlivymi hemokoagulacnimi a vybranymi
hemodynamickymi parametry u pacientii s PAH asociovanou se systémovymi onemocnénimi
pojiva.

Neni patrnd vyznamngj$i zavistolost mezi vySetienymi koagula¢nimi parametry a PAMP, CI,

PAR.
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9.3.7. Vztah koagulacnich parametri k hemodynamice u nemocnych s PAH asociovanou

s vrozenou srde¢ni vadou

V tabulce 9.8. jsou uvedeny vysledky analyzy vztahu mezi jednotlivymi hemokoagula¢nimi a
vybranymi hemodynamickymi parametry u pacienti s PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni
vadou.

Zjistili jsme pozitivni korelaci mezi INR a PAMP (r=0.527, p=0.014) a negativni korelaci
mezi hladinou proteinu C a PAMP (r=-0.929, p=0.003), proteinu S a PAMP (r=-0.786,
p=0.036) (obr. 9.3., 9.4.), mezi hladinou koagula¢niho faktoru VIII a PAMP (r=-0.786,
p=0.036) a mezi hladinou von Willebrandova faktoru a PAMP (r=-0.498, p=0.022).
Zaznamenali jsme pozitivni korelaci mezi vysoce senzitivnim CRP a CI (1=0.454, p=0.045) a
mezi hladinou von Willebrandova faktoru a CI (r=0.483, p=0.027). Korelace mezi INR a CI je
negativni (r=-0.499, p=0.021)

Dale jsme prokazali negativni korelaci mezi hladinou proteinu S a PAR (r=-0.886, p=0.019) a
pozitivni korelaci mezi INR a PAR (r=0.493, p=0.038).



Tab. 9.3.

Hematologické parametry u nemocnych s PAH a v kontrolni skupiné

PAH Kontroly

N=93 N=79 p
Fbg (g/1) 3.50(2.20;5.60) 3.25(2.30;4.17) 0.016
APTT (s) 34.7(26.0;49.5) 31.5(26.4;38.3) <0.001
INR 1.10(0.90;2.20) 0.97(0.83;1.10) <0.001
PC (%) 106.0(65.0;154.0) 112.0(81.0;131.0) 0.850
PS (%) 94.0(58.0;135.0) 80.0(60.0;110.0) 0.040
AT III (%) 83.0(59.0;111.0) 101.0(80.7;121.0) <0.001
APC 2.70(1.80;3.90) 2.60(1.90;3.70) 0.241
D-dimer (pg/l) 84.0(26.0;594.0) 147.0(25.0;333.7) 0.004
CRP (mg/l) 12.6(3.5;53.3) 0.30(0.11;0.88) <0.001
CRP senz (mg/l) 0.74(0.07;7.96) 0.26(0.02;3.60) <0.001
APA IgG (U/ml) 2.78(1.56;8.51) 1.79(0.72;7.04) <0.001
APA IgM (U/ml) 1.97(0.54;15.02) 1.50(0.88;4.33) 0.014
vWEF (%) 137.6(61.4;239.6) 106.1(65.8;145.0) <0.001
t-PA (ng/ml) 6.34(1.83;16.44) 3.94(2.40;9.40) <0.001
PAI (ng/ml) 77.8(45.6;108.2) 56.7(15.7;106.1) <0.001

Spojité proménné jsou popsany jako median (5-95 percentil)
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Chi-kvadrat test maximalni vérohodnosti byl pouzit pro analyzu kategorialnich dat, Kruskal-Wallistv pro data

spojita. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tuéné.



Tab. 9.4.

Hematologické parametry u jednotlivych podskupin PAH
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IPAH + HPAH
(N=59)

CTD-PAH
(N=13)

CHD-PAH
(N=21)

P

Fbg (g/1)
APTT (s)
INR

3.60 (2.30;6.90)
36.1 (26.1:49.5)
1.10 (0.90;2.20)

4.00 (2.38;5.10)
31.0 (26.0;69.6)
1.00 (0.78;3.08)

2.90 (2.10:4.90)
33.2 (25.8;49.0)
1.10 (0.98;2.04)

0.003
0.165
0.076

PC (%)

PS (%)

AT III (%)

APC

D-dimer (pg/l)
CRPsenz (mg/ml)
APA IgG (U/ml)
APA IgM (U/ml)
FVIII (%)

vVWF (%)

t-PA (ng/ml)
PAI (ng/ml)

107.0 (52.0;154.0)
95.0 (63.0;138.0)
84.0 (60.0;112.0)
2.70 (1.80:3.90)
81.0 (20.0;594.0)
0.59 (0.08;7.96)
2.78 (1.41;8.51)
1.90 (0.54;21.31)
127.0 (74.0;175.0)
148.9 (79.4;236.6)
7.51 (1.83;16.83)
79.2 (46.8;109.0)

120.0 (65.0;167.0)
100.0 (57.0;132.0)
84.0 (63.0;118.0)

2.80 (1.80:3.60)
136.0 (31.0;6400.0)
2.02 (0.17;9.65)
3.44 (1.80;16.28)
2.51 (1.00;25.43)
177.0 (74.0;189.0)
150.5 (86.6;244.0)
5.63 (3.87;17.25)
88.5 (56.0;110.7)

94.0 (70.0;131.0)
80.0 (55.0;124.0)
80.0 (53.0;109.0)
2.70 (1.80:4.00)
72.0 (29.0;191.0)
0.57 (0.05:4.24)
2.69 (1.80:4.58)
2.12 (0.34;8.41)
121.0 (60.0;170.0)
112.2 (50.4;236.6)
3.17 (0.99;10.22)
74.3 (39.2;93.4)

0.357
0.434
0.547
0.941
0.180
0.073
0.393
0.522
0.272
0.002
0.004
0.060

Spojité proménné jsou popsany jako median (5-95 percentil)

Chi-kvadrat test maximalni vérohodnosti byl pouzit pro analyzu kategorialnich dat, Kruskal-Wallistv pro data

spojita. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tuéné.
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Tabulka 9.5.
Vztah hematologickych parametri a vybranych hemodynamickych parametri u nemocnych

s PAH

PAMP g Cl ~ PAR
(mmHg) P Uminmd) P wo P
Fbg (/1) 20219 0.035 | 0.073 0498 | -0.151 0.203
APTT (s) 0.288 0.005 | -0.132 0219 | 0.167 0.158
INR 0364 <0001 0215  0.044 | 0.180 0.128
PC (%) 20297 0.059 |  0.159 0319 | -0312 0.073
PS (%) 20.123 0445 | 0.182 0255 | -0.179 0.311
AT 111 (%) -0.256 0.013 | 0256 0.016* | -0.306 0.008
APC -0.006 0958 i 0.019 0.864 | -0.030 0.800
D-dimer (ng/l) 0.174 0.09 | 0.I51 0.160 | -0.149 0.208
CRP (mg/ml) 0.008 0.983 | 0333 0.381 |  -0.048 0.911
CRP senz (mg/ml)  -0.288 0.008 |  0.424 <0.001 |  -0.141 0.263
APA IgG (U/ml) 0.022 0835 | -0.036 0743 | 0.110 0.360
APA IgM (U/ml) -0.024 0.822 |  -0.031 0.775 | -0.041 0.732
FVIII (%) 20246 0111 | 0248 0109 | -0.194 0.257
VWF (%) -0.307 0.003 | 0.182 0.094 | -0210 0.077
t-PA (ng/ml) 0.123 0267 | 0262 0.019 |  0.125 0.316
PAI (ng/ml) -0.232 0.028 | 0.126 0251 | -0.269 0.023

Korelace jsou popsany pomoci Spearmanova korelacniho koaficientu. Spojité proménné jsou popsany jako

median (5-95 percentil). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tu¢né.
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Tabulka 9.6.
Vztah hematologickych parametri a vybranych hemodynamickych parametri u nemocnych

s idiopatickou a hereditarni PAH

s PAMP . Cl 2 o1 PaR )
(mmHg) i (I/min/m") ; (WU)
Fbg (2/1) -0.088 0508 | 0.043 0753 | -0.016 0.914
APTT (s) 0.261 0.046 |  -0.200 0.140 | 0.143 0.349
INR 0.249 0057 | -0.198 0143 | -0012  0.936
PC (%) -0.085 0.674 |  0.186 0352 | -0.132 0.559
PS (%) 0.052 0.796 | 0283 0.153 |  0.148 0.511
AT I (%) 0272 0.037 | 0279 0.038 | -0308 0.039
APC 0.149 0260 i -0.056 0.683 | 0.168 0.270
D-dimer (pg/l) -0.229 0.081 | 0.182 0.180 | -0.118 0.440
CRP (mg/ml) -0.036 0933 | 0262 0.531 | 0.036 0.939
CRP senz (mg/ml)  -0.097 0499 | 0504 <0001 0015 0.929
APA IgG (U/ml) 0.064 0.631 | -0.076 0582 | 0.09 0.553
APA IgM (U/ml) -0.027 0.838 |  -0.028 0.838 |  -0.108 0.483
FVIII (%) 20.035 0.856 | 0412 0.026 | -0.179 0.402
VWF (%) -0.037 0791 | 0213 0122 | -0.063 0.684
t-PA (ng/ml) 0.289 0.038 | -02I5 0.134 | 0373 0.018
PAI (ng/ml) -0.047 0732 | 0.058 0.680 | -0.126 0.421

Korelace jsou popsany pomoci Spearmanova korelacniho koaficientu. Spojité proménné jsou popsany jako

median (5-95 percentil). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tu¢né.
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Tabulka 9.7.
Vztah hematologickych parametri a vybranych hemodynamickych parametri u nemocnych

s PAH asociovanou se systémovymi onemocnénimi pojiva

—n PAMP . Cl 2 o1 PaR )
(mmHg) i (I/min/m") ; (WU)
Fbg (g/1) 20425 0147 | 0204 0547 | 0211 0.558
APTT (s) 0.353 0237 | 0.282 0400 | 0.140 0.700
INR 0.148 0.628 | 0.007 0.984 | 0.380 0.279
PC (%) 20.179 0702 |  0.714 0.071 | -0.600 0.208
PS (%) 0.162 0728 | 0.072 0878 | -0.771 0.072
AT I (%) -0.092 0766 | 0.169 0619 | -0.624 0.054
APC -0.105 0734 | 0437 0179 |  -0.565 0.089
D-dimer (pg/l) 0.088 0.775 | -0.342 0304 | 0267 0.455
CRP senz (mg/ml)  -0.221 0.469 |  -0.032 0.926 |  0.389 0.266
APA IgG (U/ml) 0.471 0.104 | -0.096 0780 |  0.498 0.143
APA IgM (U/ml) -0.468 0107 | -0.009 0979 | -0.286 0.424
FVIII (%) -0.036 0.939 | 0.000 1.000 | 0.143 0.787
VWF (%) 0.223 0464 | -0.323 0332 | 0.59 0.069
t-PA (ng/ml) 0.502 0.115 {  0.033 0932 |  0.033 0.932
PAI (ng/ml) -0.408 0.167 | 0.346 0.297 20.255 0.476

Korelace jsou popsany pomoci Spearmanova korelacniho koaficientu. Spojité proménné jsou popsany jako

median (5-95 percentil). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tu¢né.
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Tabulka 9.8.
Vztah hematologickych parametri a vybranych hemodynamickych parametri u nemocnych

s PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou

o1 PAMP L Cl 2 o | AR )
(mmHg) i (I/min/m") ; (WU)
Fbg (/1) 20.136 0556 | 0255 0265 | -0.188 0.454
APTT (s) 0.381 0.088 |  0.043 0.854 | 0.106 0.675
INR 0.527 0.014 | 0499 0021 | 0493 0.038
PC (%) 20.929 0.003 | 0.286 0535 | -0.600 0.208
PS (%) -0.786 0.036 | 0.464 0294 | -0.886 0.019
AT 111 (%) -0.336 0136 | 0263 0250 | -0.299 0.227
APC -0.126 0.586 |  0.049 0.831 |  -0.244 0.329
D-dimer (ng/l) 0.277 0224 | 0.374 0.095 | -0.036 0.887
CRP senz (mg/ml)  -0.427 0.060 |  0.454 0.045 | -0.368 0.147
APA IgG (U/ml) 20.043 0.853 |  0.063 0786 | 0.015 0.951
APA IgM (U/ml) 0.140 0545 | -0.118 0610 | 0214 0.395
FVIII (%) -0.786 0.036 | 0571 0.180 |  -0.486 0.329
VWF (%) -0.498 0022 | 0483 0.027 | -0.467 0.050
t-PA (ng/ml) -0.051 0.830 |  -0.116 0.627 | -0.346 0.174
PAI (ng/ml) -0.282 0215 | 0.256 0.263 -0.348 0.157

Korelace jsou popsany pomoci Spearmanova korelacniho koaficientu. Spojité proménné jsou popsany jako

median (5-95 percentil). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tu¢né.



53

Obr. 9.1.
Vztah mezi PAR (WU) a hladinou AT III (%) u nemocnych s PAH (n=73)
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Obr. 9.2.
Vztah mezi PAR (WU) a hladinou AT III (%) u nemocnych s idiopatickou a hereditdrni PAH
(n=45)
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Obr. 9.3.
Vztah mezi hladinou proteinu C (%) a PAMP (mmHg) u nemocnych s CHD-PAH (n=7)
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Obr. 9.4.
Vztah mezi hladinou proteinu S (%) a PAMP (mmHg) u nemocnych s CHD-PAH (n=7)
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9.4. Diskuse

Zjisténé rozdily ve véku mezi jednotlivymi podskupinami nemocnych s PAH (pacienti s PAH
asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou byli mlad$i nez pacienti s ostatnimi typy PAH) lze
vysvétlit rozdilnou délkou rozvoje onemocnéni. U PAH asociované s vrozenou srde¢ni vadou
trva vyvoléavajici pticina od narozeni a tedy i manifestace PAH ptichazi v relativné mladsim
véku. Roky a mnohdy 1 desitky let rozvoje onemocnéni jsou pfi€inou statisticky signifikantné
tepenné krve kyslikem je zpiisobena pravo-levym zkratem pifi Eisenmengerové syndromu.
Nizsi celkova plicni kapacita u pacientii s PAH asociovanou se systémovym onemocnénim
pojiva je zpusobena vyskytem hemodynamicky nevyznamného postizeni plicniho interstici
pii systémové chorobé. Zavaznost funkéniho postizeni je z hlediska validity diagn6zy PAH

akceptovatelna.

Stanoveni aPTT slouZi jako rychly vyhledavaci test pro poruchy endogenniho koagula¢niho
systému, citlivé zachycuje faktory VIII a IX. Naopak méfeni INR slouzi jako vyhledavaci test
pro stanoveni koagulac¢nich poruch v exogennim systému (faktory II, V, VII a X).
Signifikantni prodlouzeni aPTT i INR u nemocnych s PAH ve srovnéni s kontrolami odrazi

vliv endogenniho exogenniho koagula¢niho systému na vzniku trombotické arteriopatie.

CRP je proteinem akutni fize. Jeho koncentrace v séru nebo v plazmé stoupa v pribehu
zakladni nespecifické odpovédi na infekéni a neinfekéni zanétlivé procesy vetné cévnich
postizeni (43). CRP se tvoifi v jatrech a za normalnich okolnosti je v séru pfitomen ve
stopovém mnozstvi. ZvySena hodnota CRP je vZdy spojena s patologickymi procesy. ZvySené
hodnoty jsou nespecifické (44, 45). U pacienti s PAH mize byt zvysend hladina CRP
odrazem role zanétu v remodelaci plicnich cév. Belgi¢ti autofi analyzovali CRP u 104
nemocnych s PAH (46). Zjistili jeho signifikantné vyssi hladinu ve srovnani s kontrolnim
souborem. Vy38i hladina CRP v souboru nemocnych s PAH korelovala s funkéni tfidou podle
NYHA, stlakem v pravé sini, negativné¢ korelovala se vzdalenosti dosaZenou pii testu

Sestiminutovou chizi a byla také negativnim prediktorem prognézy.
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V naSem souboru 93 nemocnych s PAH zjiStujeme statisticky signifikantné¢ vyS$si hladinu
CRP i vysoce citlivého CRP ve srovnani s kontrolami. Pfi analyze jednotlivych podskupin
PAH je hladina vysoce citlivécho CRP vys$§i u nemocnych s PAH asociovanou se
systémovymi onemocnénimi pojiva, rozdil vSak neni statisticky vyznamny. Nélez lze
interpretovat jako nespecificky obraz zanétlivé reakce, kterda mimo jiné aktivnuje takeé

koagula¢ni systém. Nepozorovali jsme korelaci mezi hladinou CRP a PAR.

Fibrinogen miiZze byt kratkodob¢ zvysen jako protein akutni faze a dlouhodobé& byva zvySen u
chronickych zanétlivych procest (47).

V celém souboru PAH nalézame statisticky signifikantné vyS$$i hladinu fibrinogenu ve
srovnani s kontrolnim souborem. Mezi jednotlivymi podskupinami PAH byla hladina
fibrinogenu signifikantn€¢ vy$§i u pacientl sPAH asociovanou se systémovym
onemocnénénim pojiva. Nalez lze opét interpretovat jako obraz chronické zanétlivé reakce,
kterd je soucasti cévni remodelace plicnich arteriol u nemocnych s PAH, zejména u PAH
asociované se systémovym onemocnénim pojiva. Neni patrna korelace mezi hladinou

fibrinogenu a hemodynamickou zavaznosti plicni hypetenze charakterizovanou pomoci PAR.

vvvvv

vyskyt ukazuje na reaktivni fibrinolyzu a na pfitomnost koagula (48).

Neprokazali jsme signifikantné vyssi hladinu D-dimeru u pacientl s PAH. Mezi jednotlivymi
podskupinami PAH nebyl vyznamny rozdil. Rovnéz jsme nepozorovali vztah mezi hladinou
D dimeru a hemodynamickou zavaznosti PAH. Hladina D-dimeru byla zatim u PAH ve
vztahu k tizi plicni hypertenze analyzovana pouze u nemocnych se systémovou sklerodermii
(49). Autofi rovnéz neprokazali zavislost hladiny D-dimeru na tiZi plicni hypertenze. Ta vSak
byla pouze odhadovdna pomoci dopplerovské echokardiografie, invazivni hemodynamicka

data nebyla k dispozici.

AT III, protein C a protein S patii k pfirozenym inhibitoriim koagulace. AT III je plazmaticky
inhibitor trombinu. Aktivuje faktor X a tvofi s nim inaktivni komplex. Deficit mize byt

vrozeny nebo ziskany pfi konzumpci (50). Protein C reguluje aktivitu koagula¢nich faktort
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V a VIIL Jeho vrozeny deficit vede k venéznim trombdzadm. Ziskany deficit mize souviset
s nedostatkem vitaminu K (51). Protein Sje vitamin K dependentni kofaktor
s antikoagulacnim a profibrinolytickym uUc¢inkem na aktivovany protein C. Jako aktivni
kofaktor plisobi jen volna forma (40% proteinu C). Deficit miize byt vrozeny nebo ziskany a
je spojen s vysokym rizikem vzniku zilnich tromboz. Ziskany deficit vznika pti nedostatku
vitaminu K, pfi jaternich onemocnénich, v gravidité, pti hormonalni antikoncepci (52, 53).

V minulosti se nepodafilo u 83 pacientli s PAH prokazat vyznamnéjsi vyskyt deficitu AT III,
proteiny C nebo S (31). Pfi vySetfeni naseho souboru 93 nemocnych s PAH jsme rovnéz
neprokazali deficit proteinu C nebo S ve srovndni s kontrolami. Zajimavym zjisténim vsak je,
ze proieny C a S negativné koreluji s hodnotou stfedniho tlaku v plicnici u pacientli s PAH
asociovanou s vrozenou srdecni vadou a protein S negativné koreluje s PAR u téchto
nemocnych. To miize pfispét k vysvétleni typického vzniku tromboz in situ i ve velkych
plicnich cévach u pacientl s Eisenmengerovym syndromem.

Hladina AT III byla vnasem souboru na rozdil od piedchozich zjisténi statisticky
signifikantné niz8i nez v kontrolnim souboru. Nepozorovali jsme rozdil mezi jednotlivymi
typy PAH. ZjiStujeme ale negativni korelaci mezi hladinou AT III a PAMP, CI i PAR

v celém souboru PAH a pak v podskupiné nemocnych s idiopatickou a hereditarni PAH.

Von Willebnrandiv faktor byva u PAH typicky zvySen a povaZuje se také za nezavisly
negativni prediktor progndzy (54). Také vnaSem souboru jsme prokazali statisticky
vyznamné vys$i hladinu vVWF u nemocnych s PAH proti kontrolnimu souboru, zejména u
pacientt s idiopatickou, hereditdrni PAH a u nemocnych s PAH asociovanou se systémovymi
onemocnénimi pojiva. Neprokazali jsme zavislost hladiny vWF na tiZzi plicni hypertenze

charakterizované hodnotou PAR.

Vyskyt vysSich titrGi antifosfolipidovych protilatek u pacientt s PAH byva davan do
souvislosti s poskozenim cévni endothelu. Pfedpokladd se, Ze se vyskytuje pfedevSim u
pacientii s PAH asociovanou se systémovymi onemocnénimi pojiva. Existuji prace, které
dokumentuji asociaci mezi rozvojem PAH a pozitivitou antifosfolipidovych protilatek u

systémovych onemocnéni pojiva (55, 56). V nasem souboru nemocnych s PAH jsou hladiny



58

antifosfolipidovych protilatek signifikantn€ vyssi nez v kontrolnim souboru, a to jak ve tiidé
IgM, tak ve tiid¢ IgG. Mezi jednotlivymi podskupinami PAH jsme nenalezli statisticky
vyznamny rozdil. Stejné€ tak jsme nenalezli vztah mezi hladinou antifosfolipidovych protilatek

a hemodynamickymi parametry.

Tkanovy aktivator plazminogenu je hlavnim aktivatorem fibrinolyzy. Je tvofen v buinikach
cévniho endothelu, odkud je uvoliiovan do ob¢hu jako reakce na podnéty (stres, fyzicka
zatéz). 'V pritomnosti nerozpustného polymerniho fibrinu aktivuje plazminogen a
proteolytickym Srépenim vznikd plazmin, ktery vede k odbourdvéni fibrinu. Poruchy ve
fibrinolytickém systému zvysuji riziko zilni i arteridlni trombozy (57, 58).

Pti vySetieni hladiny t-PA u nemocnych s PAH jsme nalezli vyS$$i hladiny neZ u kontrol. Pti
srovnani hladin t-PA u jednotlivych podskupin jsme pozorovali statisticky vyznamné nizsi
hodnoty u pacientli s PAH asociovanou s vrozenou srdecni vadou proti ostatnim typim PAH.
Toto zjisténi miize rovnéz piispet k vysvétleni typického nalezu trombli vznikajicich in situ
ve velkych plicnich cévach u pacientd stimto typem PAH. U pacientl s idiopatickou a
hereditarni PAH jsme nelazli pozitivni korelaci mezi hladinou t-PA a PAMP a mezi hladinou

t-PA a PAR.

PAI je glykoprotein syntetizovany bunikami cévniho endothelu a hepatocyty. PAI reguluje
fibrinolyzu inhibici t-PA. Byvd zvySen u trombdzy, malignich onemocnéni, jaternich
onemocnéni, pii pooperacnich stavech a pifi sepsi. Existuje vztah mezi zvySenymi
koncentracemi PAI a kardiovaskularnimi rizikovymi faktory (59, 60).

Pti vySetfeni hladiny PAI u nemocnych s PAH jsme nalezli signifikantn€ vyssi hodnoty nez u
jedinct v kontrolnim souboru. Jednolivé podskupiny PAH se v koncentracich PAI statisticky
signifikantné neliSily. Pfi hodnoceni vztahu koncentrace PAI a hemodynamickych parametrii

jsme zjistili negativni korelaci mezi hladinou PAI a PAMP a PAR.

Pti vySetieni pacientii s PAH zjiStujeme fadu abnormit v koagulaénim systému, které jsou

integralni soucasti patogenetickych zmén probihajicich pfi rozvoji PAH a vedou ve svém
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disledku ke wvzniku trombotické arteriopatie. Vyss$i hladiny CRP a fibrinogenu jsou
nespecifickym projevem zéanétu, ktery se na rozvoji PAH rovnéz podili.

Potvrdili jsme absenci deficitu proteinu C a S v populaci nemocnych s PAH, nové jsme
prokézali vyznamné nizsi hladiny dal$iho pfirozeného inhibitoru koagulace — AT III.

Pfi srovnani koagula¢niho profilu u jednotlivych podskupin PAH zjiStujeme zejména u
pacientll s PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou vedle ostatnich abnormit signifikantné
nizsi hladinu t-PA. To miiZze vysvétlit vyraznéjsi trombogenni potencial téchto nemocnych
dokumentovatelny rozvojem in situ vznikajicich trombdz i ve velkych plicnich cévach.
Analyza zavislosti koagulacnich parametri na vybranych hemodynamickych parametrech
pfinasi rozporuplné vysledky (negativni korelace hladiny AT II s hemodynamickymi
parametry a piekvapiv€ negativni korelace mezi PAI a hemodynamickymi parametry, ve
vétsSiné pripadi absence jakékoli zavislosti). Nelze tedy uzaviit, Ze hemodynamicky
dokumentuje skutecnost, ze zavaznost plicni hypertenze nelze popsat pouhymi nckolika
parametry centralni hemodynamiky, ale fadou parametri, které dokumentuji stav myokardu

pravé komory, jaterni a rendlni funkce, funkéni tfidu a funkéni zdatnost.

9.5. Zavér

Koagula¢ni profil u pacientii s PAH je charakteristicky fadou abnormalnich nélezti (nizsi
hladina pfirozenych inhibitorG koagulace, vyssi hladina antifosfolipidovych protilatek, vyssi
hladina von Willebrandova faktoru a vyssi hladina inhibitori fibrinolyzy).

U nemocnych s PAH asociovanou se systémovymi onemocnénimi pojiva prokazujeme vyssi
hladiny CRP a fibrinogenu.

U pacientii s PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou je akcentovana porucha fibrinolyzy.
Neprokézali jsme jednoznacny vztah mezi koagulaéni poruchou a hemodynamickou

zavaznosti plicni hypertenze charakterizovanou PAMP, CI a PAR.
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10. Vyskyt plicni arterialni hypertenze v Ceské republice

10.1. Uvod

Na sklonku 19. stoleti, v roce 1891, Romberg popsal sklerézu plicni tepny. Jednalo se velmi
pravépodobné o prvni dokumentovany ptipad primarni plicni hypertenze (PPH). Tento termin
zavedl v roce 1951 David Dresdale pro nélez etiologicky nevysvétlitelné plicni hypertenze u
mladSich jinak zdravych jedinci (61). VéEt§i zajem o plicni hypertenzi vzbudil v druhé
poloviné minulého stoleti zvySeny vyskyt PPH u pacientek uzivajicich nékterd anorektika.
Reakci na tuto skutecnost bylo poradani prvniho WHO sympozia o plicni hypertenzi v roce
1973 v Zenevé.

Ve snaze podrobnégji poznat epidemiologii PPH byl v USA vroce 1981 iniciovan narodni
registr tohoto onemocnéni. Do roku 1985 bylo zatazeno celkem 187 pacientli z 32 center.
Analyza téchto dat pfinesla zatim nejrozsahlejsi udaje o epidemiologii PPH (35). Z USA
pochézi také udaje o vyskytu PPH, které byly ziskdny retrospektivni analyzou 120
nemocnych s PAH diagnostikovanych na zékladé striktnich klinickych a hemodynamickych
kritérii na Mayo Clinic (62). V dalsich letech byly retrospektivné analyzovany dostupné udaje
o vyskytu PPH ve Francii, Izraeli a Japonsku (63).

Vroce 1994 byly publikovany nékteré udaje o epidemiologii PAH v Belgii na zakladé
analyzy dat u 24 nemocnych diagnostikovanych béhem 2 let (64).

Z nasledujicich let pochazeji také udaje o epidemiologii chronické plicni hypertenze ve
Svycarsku (65). Do §vycarského registru bylo od ledna 1999 do prosince 2004 zatazeno 252
nemocnych s PAH, plicni hypertenzi pii respiracnich onemocnénich a s CTEPH.

Francouzsky néarodni registr zafadil prospektivné od fijna 2002 do fijna 2003 konsekutivné
vSechny pacienty s PAH ve veéku nad 18 let, ktefi byli sledovani nebo nové diagnostikovani
v celkem 17 univerzitnich centrech (36). Byly ziskany tidaje o 674 nemocnych, u nichz byla
diagnéza stanovena na zaklad¢ katetrizace. Prace na zadkladé¢ striktné dodrzovanych kritérii

popsala epidemiologii PAH v dospélé francouzské populaci.
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Informace o vyskytu PAH ve Skotku vychazeji ze dvou relativné rozdilnych zdrojh. Jednak
z udaji expertniho centra, které dispenzarizuje vSechny nemocné s PAH ve Skotku a pak
z ndrodni databaze nemocnych propusténych po hospitalizaci (66).

V USA byl vroce 2004 iniciovan jednotny registr plicni hypertenze. Celkem bylo do ng;
zahrnuto 578 pacienti s PAH diagnostikovanych v letech 1982-2006 (67).

Jedina préace o vyskytu PAH v ¢inské populaci pochazi z udaji ziskanych v letech 1999-2004
(68). Analyzovano bylo celkem 72 nemocnych s idiopatickou a familiarni PAH.

V posledni dobé vznikaji registry podporované farmaceutickym primyslem. Umoziuji
zahrnout relativné velké poCty pacienti. Mezi jejich ambice nepatii popisovat epidemiologii,
ale pfedevSim terapeutickou strategii v redlném Zzivoté. Mezi nejvétsi registry tohoto typu
patii americky registr REVEAL, ktery ma prospektivné zahrnout data z 54 center v letech
2006-2012 (69).

Klinicka problematika plicni cirkulace ma v Ceské republice dlouhou historii. Pfed vice jak
40 lety existovaly v Praze 3 vyzkumné kardiopulmonalni skupiny (na II. interni klinice
Vseobecné nemocnice, v Ustavu pro choroby ob&hu krevniho v Praze — Kréi a v Ustavu
klinické a experimentalni terapie). Byly zdrojem fady cennych publikaci, které si ziskaly
svétovy ohlas. Postupem c¢asu byly aktivity utlumeny, jednak diky nepfizni politickych
okolnosti, a také diky omezenému z4jmu o onemocnéni plicni cirkulace, kterd v té dobé byla
stale terapeuticky velmi nevdécna.

V roce 1998 jsme se pokusili zijem o klinickou problematiku plicni hypertenze v Ceské
republice obnovit. Iniciovali jsme vznik specializovaného centra pro plicni hypertenzi na II.
interni klinice VSeobecné fakultni nemocnice v Praze, které se tak stalo prvnim pracovistém
v CR zaméfenym na komplexni diagnostiku a 1é¢bu chronické plicni hypertenze.

Svoji iniciativu jsme zahdjili retrospektivni analyzou poctu diagnéz PPH stanovenych na
ceskych kardiologickych a pneumologickych klinikdch v letech 1980-1999. Podafilo se ndm
ziskat data o 17 diagnostikovanych pacientech (59 % zen, primérny vek 43,6 roku) bez
dalsich udajii o jejich osudu (39). Od roku 1998 do dubna 2005 byla v naSem centru
stanovena diagn6za PAH u 71 % nemocnych. Primérny vék v celém souboru byl 47 let, 62 %

pfedstavovaly Zeny. Idiopatickou PAH mélo 34 nemocnych, familiarni PAH 4 nemocni, PAH
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pfi systémovych onemocnénich pojiva 24 pacienti a PAH v disledku vrozenych levo-
pravych zkratovych vad 7 pacienti. PAH pfi jaternim onemocnéni byla diagnostikovana ve 2
pfipadech. Primérny stfedni tlak v plicnici byl 57 mmHg, primérny srde¢ni index 2,12
I/min/m® a primérna plicni arteriolarni rezistence 12,9 WU. Ve funkéni tiidé NYHA I a II
bylo 14 % nemocnych, ve funkéni tfidé NYHA III 38 % nemocnych a ve funkéni tfidé
NYHA 1V 48 % nemocnych (70).

Ze souboru pacientii s PAH zijicich v roce 2007 v Ceské republice jsme se pokusili ziskat

zédkladni epidemiologické data o skute¢ném vyskytu onemocnéni v dospélé ¢eské populaci.

10.2. Metodika

Do sledovani byli zatazeni vSichni pacienti s PAH ve véku 18 let a vySe diagnostikovani pied
1.1. 2007 a sledovani k tomuto datu v centru pro plicni hypertenzi na II. interni klinice
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze a na Klinice kardiologie Institutu klinické a
experimentalni mediciny v Praze. Dale byli zafazeni pacienti s PAH ve véku 18 let a vySe
nové diagnostikovanou na téchto dvou pracovistich od 1.1. 2007 do 31.12. 2007.

Diagnoéza PAH piedpokladala invazivni hemodynamické vysSetieni, hodnotu stiedniho tlaku
v plicnici > 25 mmHg v klidu a hodnotu tlaku v zaklinéné plicnici pod 15 mmHg. Za datum
diagno6zy bylo povazovano datum pravostranné srdecni katetrizace. Nomenklatura podskupin
PAH vychdzi zklinické klasifikace PAH. Z analyzy byli vylouceni nemocni s tézkou
poruchou ventilacnich parametri (FVC nebo TLC nebo FEV1 < 60 % nalezitych hodnot) a
nemocni s vyznamnym onemocnénim levého srdce. Piitomnost vazoreaktivity byla
posuzovana pii testu akutni plicni vazodilatace. Jako vazodilatans byl pouzit intraven6zni
nebo inhalacni synteticky analog prostacyklinu. Pozitivni test byl definovan jako pokles
sttedniho tlaku v plicnici alespoit o 10 mmHg vstupnich hodnot s kone¢nou hodnotou
sttedniho tlaku v plicnici pod 40 mmHg bez poklesu srde¢niho vydeje.

Incidence PAH byla stanovena analyzou pfipadi nové diagnostikovanych béhem roku 2007.
Prevalence PAH byla stanovena analyzou diagnostikovanych pfipadi aktudlné

dispenzarizovanych k definovanému datu. Vypocet prevalence a incidence vychazel z poctu
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8257780 dospélych obyvatel v Ceské republice ke konci roku 2007. Vypodet byl
standardizovan na 100 000 dospé€lych obyvatel (71).

10.3. Vysledky

10.3.1. Soubor nemocnych

Do registru bylo zatazeno 191 pacientti s PAH. Celkem 79.6 % nemocnych (n=152) bylo
diagnostikovano na II. interni klinice VSeobecné fakultni nemocnice v Praze, 20.4 %
nemocnych (n=39) bylo diagnostikovano na Klinice kardiologie IKEM v Praze. U 52,3 %
pacienti (n=100) byla diagnéza stanovena pied 1.1. 2007, 47.7 % pacientd (n=91) bylo
diagnostikovano od 1.1. 2007 do 31.12. 2007.

V souboru pievazovaly Zeny (n=125), primérny vek u zen byl 51,9 roku, u muza 51,4 roku.
Rozdil ve v€ku mezi pohlavim nebyl statisticky vyznamny. Z hlediska distribuce
v jednotlivych dekddach bylo nejvice pacientli diagnostikovano ve véku 51-70 let. V roce
2007 byli diagnostikovani nemocni signifikantné starS$i nez v letech ptedchozich (tabulka
10.1.).

Nejcasteji diagnotikovanym typem PAH byla idiopatickd a hereditarni PAH (64.4%), pak
nasledovala PAH asociovand s vrozenou srdecni vadou (20 %) a se systémovym
onemocnénim pojiva (11.4 %). Proporce téchto jednotlivych podskupin se u incidentnich a

prevalentni ptipadl zdsadné neliSila (tabulka 10.2.).

10.3.2. Klinické, hemodynamické a funkéni parametry nemocnych s PAH

V tabulce 10.3. jsou uvedeny klinické, hemodynamické a funkéni parametry u pacientll
s PAH v prevalenci a incidenci. Prevalentni a incidentni pfipady se neliSily v BMI, ve funk¢ni
tfid€ podle NYHA, ve vzdalenosti dosazené pii testu Sestiminutovou chlizi a v Borgove Skale
dusnosti. Déle nebyl patrny rozdil v hodnoté¢ tlaku v pravé sini a v hodnot¢ saturace tepenné
krve kyslikem. Naopak pacienti nové diagnostikovani v roce 2007 méli signifikantné nizsi

hodnotu saturace smiSené Zilni krve kyslikem, méli nizsi srde¢ni vydej a srdecni index a vyssi
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hodnoty systolického, diatolického a stfedniho tlaku v plicnici. S tim souvisi také
signifikantné vyssi hodnota plicni cévni rezistence v této skuping.

Test akutni plicni vazoreaktivity byl proveden u vSech pacientl. Celkové byl test pozitivni u
3,1 % pacientll (n=6). U pacientl s idiopatickou PAH byl test pozitivni v 5 ptfipadech, u
nemocnych s PAH asociovanou se systémovym onemocnénim pojiva byl test pozitivni v 1
ptipad¢. U ostatnich podskupin PAH jsme vazoaktivni potencial nezaznamenali.

VétSina pacientt (71.2 %) byla diagnostikovéana fe funkéni tfidé NYHA Il a IV.

10.3.3. Incidence a prevalence

Odhadovana ro¢ni incidence PAH v dospélé ceské populaci je celkem 1.07 ptipadii na
100 000 obyvatel, u muzt 0.75 na 100 000 a u Zen 1.37 na 100 000.

Odhadovana prevalence PAH v dospélé ceské populaci je 2.24 piipadi na 100 000 obyvatel, u
muzu 1.6 na 100 000 a u zen 2.85 na 100 000.

10.3.4. Pfezivani pacientti s PAH

V celém souboru cinila doba od prvnich symptomt do stanoveni spravné diagnézy pramérné
38.7 mésice. U nemocnych s idiopatickou a hereditarni PAH byla doba od prvnich symptomt
do stanoveni diagnézy 37.2 mésice, u pacientll s PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou
52 mesicli a tato doba se vyznamné neliSila mezi incidentnimi a prevalentnimi ptipady. U
nemocnych s PAH asociovanou se systémovym onemocnénim pojiva byla primérna doba do
stanoveni spravné diagnozy 30.8 mésice, ale u nemocnych diagnostikovanych nové v roce
2007 byla statisticky signifikantné krat$i (primérné 12.6 mésice proti 46.9 mésice u diive
diagnostikovanych, p=0.049) (tabulka 10.4.).

Na obrazku 8.1. je Kaplan-Meierova kiivka preziti pacientti s PAH nové diagnostikovanych
vroce 2007. Vtomto souboru piezilo 12 mésici 89 % nemocnych, 24 mésica 78%
nemocnych a 30 mésicit 74 % nemocnych. Na obrazku 8.2. je zndzornéno rozdilné piezivani

nemocnych s idiopatickou a hereditarni PAH a s PAH asociovanou s vrozenou srdecni vadou
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a s PAH asociovanou se syst¢émovym onemocnénim pojiva. Nejlepsi prognézu maji pacienti

s PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou.



Tab. 10.1.

VéEkova struktura pacientli v incidenci a prevalenci
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Vék Celkem Srovnani pohlavi Pacienti v prevalenci dle obdobi
pacienti v diagnozy
Muzi Zeny p <2007 2007 p
Vék v kategoriich
<30 let N=27 N=7 N=20 0.259 N=20 N=7(7.7%) | 0.003
(14.1%) (10.6%) (16.0%) (20.0%)
30 -40 N=24 N=9 N=15 N=18 N=6 (6.6%)
(12.6%) (13.6%) (12.0%) (18.0%)
40 - 50 N=30 N=16 N=14 N=16 N=14
(15.7%) (24.2%) (11.2%) (16.0%) (15.4%)
50 - 60 N=40 N=12 N=28 N=18 N=22
(20.9%) (18.2%) (22.4%) (18.0%) (24.2%)
60 - 70 N=42 N=12 N=30 N=20 N=22
(22.0%) (18.2%) (24.0%) (20.0%) (24.2%)
> 70 let N=28 N=10 N=18 N=8 (8.0%) N=20
(14.7%) (15.2%) (14.4%) (22.0%)
VéKk sumarné
Median 55.2 51.6 56.4 0.760 47.8 59.8 <0.001
Primér 51.9 51.9 51.9 47.0 57.3
5%-95% 24.4-75.3 26.7-175.1 233 -75.7 19.4 —73.7 27.4-75.7

Chi-kvadrat test maximalni vérohodnosti byl pouzit pro analyzu kategorialnich dat, Mann Whitney U test pro

data spojita; statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tu¢né.
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Tab. 10.2.
Zastoupeni jednotlivych typti PAH podle doby stanoveni diagnézy

Diagnoza Do roku 2007 Rok 2007 Celkem p
IPAH +HPAH N=70 (70.0%)  N=53(58.2%) N=123(64.4%) 0.098
CTD-PAH N=12 (12.0%) N=9 (9.9%) N=21(11.0%) 0.817
CHD-PAH N=16 (16.0%)  N=23 (25.3%) N=39 (20.4%) 0.150
ostatni N=2 (2.0%) N=6 (6.6%) N=8 (4.2%) 0.154
Celkem N=100 (0.0%) N=91 (0.0%) N=191 (0.0%)

Fishertv pfesny test.

Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny *




Tab. 10.3.

Klinické, hemodynamické a funkéni parametry u pacientti s PAH podle roku diagnozy
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Do roku 2007 Rok 2007 Celkem p
N = 100 N =91 N =191
Feny N=65 (65.0%) N=60 (65.9%) N=125 (65.4%) 0.892
NYHAT—TI N=34 (34.0%) N=21 (23.1%) N=55 (28.8%)
NYHA III N=64 (64.0%) N=67 (73.6%) N=131 (68.6%) 0.229
NYHA IV N=2 (2.0%) N=3 (3.3%) N=5 (2.6%)
Borg 0-2 N=20 (20.0%) N=15 (16.5%) N=35 (18.3%)
Borg 3 — 4 N=24 (24.0%) N=20 (22.0%) N=44 (23.0%) 0.092
Borg 5 a vic N=27 (27.0%) N=44 (48.4%) N=71 (37.2%)
" 470 573 519
Vel (roky) 47.8 (19.4; 73.8) 59.8 (27.4;75.7) 552 (24.4;75.3) <0.001
., 234 2738 23.1
BMI (kg/m’) 26.0 (18.3; 35.9) 26.5(19.5; 37.9) 26.1 (18.7; 37.5) 0.146
. 332. 314.0 3228
6MWD" (m) 4356.0 (150.0;511.0)  332.5(128.0:474.0)  339.0(129.0;5000) 313
. 10.0 98 9.9
RAP" (mmHg) 9.0 (3.0; 20.0) 9.0 (2.0; 21.0) 9.0 (2.0; 20.0) 0.934
. 65.8 51.8 592
PAMP" (mmHg) 56.5 (32.0; 89.0) 47.0 (27.0; 91.0) 54.0 (29.0; 91.0) 0.004
. 88.2 30.7 84.6
PASP (mmHg) 91.0 (45.0; 134.0) 77.0 (40.0; 132.0) 85.0 (44.0; 132.0) 0.017
; 105 11.9 112
PCWP' (mmHg) 11.0 (5.0; 15.0) 12.0 (7.0; 15.0) 11.0 (6.0; 15.0) 0.003
e 1.9 24 21
CI' (Vmin/m’) 1.7 (0.8;3.3) 2.4(1.1;3.9) 2.0(0.9;3.5) <0.001
925 917 922
1o
5202 (%) 94.5 (78.0; 98.1) 93.5 (79.0; 98.0) 94.0 (78.0; 98.0) 0.461
66.4 70.0 68.1
1.0
SvO2" (%) 66.0 (55.8; 78.7) 72.0 (56.0; 81.2) 68.0 (56.0; 81.0) 0.002
97.0 913 94.1
100
TLC (% n.h) 97.0 (71.8; 125.0) 90.9 (67.0; 119.6) 93.5 (70.0; 120.8) 0.018
955 85.9 90.9
10
FEVI (Yon.h.) 943 (63.0; 124.8) 84.1 (61.0; 108.5) 89.0 (62.3; 123.0) 0.001
96.7 88.8 928
100
FVC (% n.h.) 95.0 (72.0; 124.0) 90.0 (65.0; 113.0) 92.0 (68.1; 121.0) 0.006
62.0 8.4 60.1
100
DLCO (% n.h.) 65.0 (30.6; 88.8) 58.1 (26.6; 92.0) 61.0 (29.4; 90.4) 0.130
o 60.9 593 60.2
EF LK (%) 61.5 (46.0; 74.0) 58.0 (45.0; 72.0) 59.5 (45.0; 73.0) 0.199
; 20.1 108 155
PAR (WD) 16.0 (4.2; 42.2) 8.5 (3.0; 25.8) 12.1(3.2;31.0) <0.001
. 34 43 3.9
CO" (/min) 3.2(1.6; 6.4) 3.92.1;7.1) 3.5(1.7; 6.8) <0.001

! primér, median (5-95 percentil)

Mann-Whitney U test pro spojita data; Chi-kvadrat test maximalni vérohodnosti pro kategorialni data

Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tu¢né.




Tab. 10.4.

Doba od prvnich symptomt do stanovni diagnézy PAH
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Diagnoza Do roku 2007 Rok 2007 Celkem!
(N=79)" (N=T7)" P
353 39.6 37.2
IPAH + HPAH 0.749
22.0 (1.0; 120.0) 23.0(2.0; 120.0) 22.0 (2.0; 120.0)
46.9 12.6 30.8
CTD-PAH 0.049
24.0 (6.0; 192.0) 12.0(2.0;24.0) 12.0(2.0;192.0)
31.2 61.6 52.0
CHD-PAH 0.244
20.5(0.0; 120.0) 36.0(1.0; 251.0) 24.0 (0.0; 251.0)
18.0 53.7 44.8
ostatni 0.286
18.0 (12.0; 24.0) 50.0 (6.0; 120.0) 26.0 (6.0; 120.0)
35.8 41.6 38.7
Celkem 0.523

22.0 (1.0; 120.0)

24.0 (2.0; 120.0)  24.0(0.0; 0.0)

! pramér, median (5-95 percentil)
Mann-Whitney U test pro spojita data

Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny tucné.




Obr. 10.1.
Celkové preziti pacientll v incidenci roku 2007 (N=91)

Sich

fezivsic

Podil p

0.9 -

0.8

0.7 4

06 4

0.5 4

0.4 4

0.3 4

0.2 4

0.0

95% interval

spolehlivostiv
daném Case

Cas (mésice)

Mésice Piefiti (95% IS)
6 0.93 (0.88; 0.99)
12 0.89 (0.83; 0.95)
18 0.82 (0.75; 0.90)
24 0.78 (0.70; 0.87)
30 0.74 (0.65; 0.83)
(Ii 1 I2 1 IB 2I4 SIU 3I6 4I2

70



Obr. 10.2.

Pteziti pacientl v incidenci roku 2007 podle typu PAH (N=85)
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10.4. Diskuse

Francouzsky registt PAH pfinesl dosud nejpiesnéjsi epidemiologickd data o pacientech
s timto onemocnénim. Ostatni publikované registry nezahrnuly bud celé spektrum
jednotlivych typli PAH, predevSim asociovanych forem (americky registr inicovany v roce
1981), nebo nebyla diagnéza ve vSech pfipadech ovéfena invazivnim hemodynamickym
vySetfenim ve specializovaném centru (skotsky registr).

Mezi pacienty postizenymi PAH ptevazuji Zeny (v americkém narodnim registru nemocnych
s PPH byl pomér zen a muzt 1.9:1, ve francouzském registru bylo 65.3 % zZen, v nasi studii je
65.4 % Zen). PtedevSim v souvoslosti se zafazenim asociovanych forem PAH je vyskyt PAH
patrny i u nemocnych ve vys$§im véku. Primérny vék nemocnych ve francouzském registru se
pohyboval kolem 50let, nasi pacienti jsou primérné asi o 2 roky star$i. Prevalentni pacienti
jsou star$i neZ pacienti s nove stanovenou diagnozou a tento nami zjistény rozdil je prakticky
identicky jako u nemocnych zatazenych do francouzského registru.

Nejcastésim typem PAH je idiopatickd PAH (64.4 % vnaSem souboru, 39.2 % ve
francouzském registru). Druhym nejéastdjsim typem PAH je vCR PAH asociovani
s vrozenou srde¢ni vadou (20 % vsech pifipadi PAH), ve francouzském registru PAH
asociovand se systétmovym onemocnénim pojiva (15.3 % vSech PH). Vyssi vyskyt PAH
asociované s vrozenou srde¢ni vadou mezi pacienty s PAH diagnostikovanou nové v roce
2007 souvisi ziejm& snoveé dostupnou specifickou farmakoterapii pro tuto skupiny
nemocnych s PAH. Tfeti nejéast&jsi skupinou PAH jsou v CR nemocni s PAH asociovanou se
systémovym onemocnénim pojiva, ve francouzském registru pacienti s PAH asociovanou
s vrozenou srde¢ni vadou. Vyssi zastoupeni nemocnych s PAH asociovanou s vrozenou
srdeéni vadou v CR miize byt dan dokonalejsi centralizaci pacientii s vrozenymi srdeénimi
vadami v CR. Dal§im vysvétlenim miize byt skute¢nost, Ze problematikou péée o PAH se ve

Francii zabyvaji pfedevS§im pneumologové, v CR kardiologové.

Hemodynamické parametry u naSich nemocnych jsou charakteristické nalezem tézké
prekapilarni plicni hypertenze s nizkym srde¢nim vydejem a vysokou plicni cévni rezistenci.

Podobné jako v jinych registrech je vyskyt nemocnych se zachovalou vazoreaktivitou velmi
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maly a nepochybn¢ souvisi s pozdé stanovenou diagnézou (71.2 % nemocnych je
diagnostikovdno ve funkéni tiidé NYHA III a IV, ve francouzském registru bylo v téchto
funkénich tfidach 75 % nemocnych). Hor$i hemodynamické parametry u nemocnych nové
diagnostikovanych v roce 2007 ve srovnani s prevalentnimi piipady lze vysvétlit prezivanim

pacientt s lepsi prognézou ve skupiné prevalentnich ptipadi

Odhad ro¢ni incidence PAH u dospélych ve francouzském registru je 0.24 ptipadu na 100 000
obyvatel, ve skotském registru 0.76 novych piipadi na 100 000 obyvatel. Odhad prevalence
PAH je ve francouzském registru 1.5 piipadu na 100 000 dospélych obyvatel, ve skotském
registru 5.2 ptipadu na 100 000 dospélych obyvatel. Znaény rozdil v odhadu je dan rozdilnou
metodikou stanoveni diagnézy PAH: zatimco skotsky registr ¢erpa z analyzy hospitaliza¢nich
dat a podminkou zafazeni nebylo invazivni hemodynamické vySetfeni, ve francouzském
registru byla u vSech nemocnych diagnéza PAH potvrzena katetrizacné. Proto se také
francouzska data povazuji za minimalni incidenci a prevalenci. NaSe vysledky ukazuji vyssi
incidenci a prevalenci v dospélé ceské populaci (ro¢ni incidence 1.07 na 100.000 obyvatel,
prevalence 2.24 na 100 000 obyvatel). Zdanlivé vyssi vyskyt PAH v CR je dan dobrou
organizaci centralizace péce o tyto nemocné v relativné nevelké zemi. Vzhledem k tomu, Ze u
vSech pacientll v ¢eském registru byla diagnéza PAH rovnéZz potvrzena katetrizacné, lze
pfedpokladat, Ze stanoveni incidence a prevalence se vyznamné blizi skute¢nému vyskytu

onemocnéni v evropské populaci.

Piezivani pacientt s PAH nové diagnostikovanych vroce 2007 a lécenych moderni
specifickou farmakoterapii je velmi neptiznivé. Jednoleté piezivani nasSich nemocnych (89 %)
je zcela srovnatelné s pfezivanim nové diagnostikovanych pacientli ve francouzském
narodnim registru (89 %). Registry jsou nenahraditelnym zdrojem dat o redlném osudu
nemocnych s PAH. Na rozdil od hodnoceni mortality v otevienych fazich ptvodné
zaslepenych randomizovanych klinickych studii totiz umoziuji hodnoceni celého vzorku
populace od okamziku stanoveni diagndzy a ne pouze selektovaného homogenniho vzorku

pacientl sledovanych od okamziku zatazeni do klinické studie.
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10.5. Zavér

Registry PAH piinéseji nenahraditelné tidaje predevsim o epidemiologii a pfeZivani pacientt.
Cesky registr PAH je spolu s francouzskym registrem v Evropé jedinou databazi, ktera
umoziiuje spolehlivé odhadnou zékladni epidemiologické parametry. Odhad vyskytu
onemocnéni v CR je vy$i nez ve Francii zftejmé diky jednodussi a také striktngjsi centralizaci
pacienti s PAH. Struktura nemocnych zhruba odpovidé struktufe pacientl ve francouzském

registru, obdobné je prezivani pacientd.
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11. Zavéreéné shrnuti

Z vysledki prace vyplyvaji nékteré nové zavéry pro poznani patofyziologie PAH:

1. Prevalence alely A VNTR-5 tandemové 27 bp repetice genu pro eNOS byla hrani¢né
signifikantné vys$i u pacientt s PAH ve srovnani s kontrolami. U nemocnych s PAH
asociovanou se systémovym onemocnénim pojiva je vyssi vyskyt genotypu AA ve srovnani
s ostatnimi podskupinami PAH. Vztah polymorfismii Glu298Asp a -786 T/C k PAH jsme
neprokézali. Rovnéz jsme neprokazali presvédCivy vztah mezi vySetfenymi polymorfismy a
vazorekaitivtou.

2. U 93 nemocnych s PAH a 79 jedinct kontrolniho souboru jsme vysetiili fibrinogen, aPTT,
INR, Protein C, Protein S, APC rezistenci, AT III, D-dimer, APA IgG, APA IgM, faktor VIII,
von Willebrandiiv faktor, tPA a PAI a mutace FII, FVL s cilem popsat rozdily v koagula¢nim
profilu u jednotlivych podskupin PAH a zhodnotit vztah koagula¢nich parametri
k hemodynamické zavaznosti PAH.

U nemocnych s PAH jsme ve srovndni s kontrolni populaci prokézali niz§i hladinu
ptirozenych inhibitori koagulace, vyssi hladinu antifosfolipidovych protilatek, vyssi hladinu
von Willebrandova faktoru a vys8i hladinu inhibitorti fibrinolyzy. U nemocnych s PAH
asociovanou se systémovymi onemocnénimi byly vyS$§i hladiny CRP a fibrinogenu. U
pacient s PAH asociovanou s vrozenou srde¢ni vadou je akcentovana porucha fibrinolyzy.
Vztah mezi koagulaéni poruchou a hemodynamickou zavaZznosti plicni hypertenze
charakterizovanou PAMP, CI a PAR jsme ve vySetfovaném souboru nemocnych s PAH

jednozna¢né neprokazali.

V druhé &asti prace jsou prezentovana prvni presna data o epidemiologii PAH v Ceské
republice.  Analyzovali jsme soubor 191 pacienti s PAH, znichz 47.7 % (n=91) bylo
diagnostikovano od 1.1. 2007 do 31.12. 2007 (incidentni piipady) a 52.3 % (n=100) bylo
diagnostikovano pied 1.1. 2007 (prevalentni ptipady). Mezi nemocnymi s PAH pfevazovaly
zeny (n=125). Nejvice pacientl bylo diagnostikovano ve véku 51-70 let. NejCastejSim typem

byla idiopaticka a hereditdrni PAH. VétSina pacienti méla v dobé diagndzy tézkou fixovanou
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plicni hypertenzi, 71.2 % nemocnych bylo diagnostikovano ve funkéni tfidé NYHA 11T a I'V.
Odhadovana ro¢ni incidence PAH v dospélé Ceské populaci je 1.07 ptipadl na 100 000
obyvatel. Prevalence PAH v dospélé Ceské populaci je 2.24 ptipadl na 100 000 obyvatel.
Pacienti s PAH nové diagnostikovanou v roce 2007 ptezivali pfi maximalni terapii 12 mésict

v 89 %, 24 mésicli v 78% nemocnych a 30 mésicii v 74 %.
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