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Diagnostika plucnej artériovej hypertenzie (PAH)
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Mutacie asociované s PAH

» Klasifikacia génov, zohravajucich kauzalnu ulohu v PAH na zaklade levelu d6kazov (World Symposium on
PH in Nice, 2018)1

Vyssi level dokazov NizsSi level dokazov
BMPR2, ACVRL1 (ALK1), AQP1, ATP13A3, CAV1, BMPR1B, KCNA5, KLF2, SMAD1, SMAD4
EIF2AK4, ENG, GDF2 (BMP9), KCNK3, SMADS, SOX17,

TBX4

e Odporucania ESC/ERS 2022 pre diagndzu a lieCbu plicnej hypertenzie? — zoznam génov asociovanych s
hPAH a iPAH: gény s vyssim levelom dokazov + ABCCB?, KDR*

* PAH-Specificky génovy panel (Heidelberg, Nemecko; Eurdpsky patent EP3507380)°

1) Morrell NW, et al. Eur Respir J. 2019;53(1):1801899.

2) Marc Humbert, et al. European Heart Journal, 2022: 3618-3731

3) Bohnen MS, et al. Circ Genom Precis Med. 2018;11(10):e002087

4) Swietlik EM, et al. Circ Genom Precis Med. 2020: 15;14(1):e003155.
5) Eichstaedt et al. Respir Res. 2022: 27;23(1):74.



Polymorfizmus EDN2 (rs5370)

Endotelin-1 zohrava klucovu ulohu v patofyzioldgii PAH spolu s drahou NO a prostacyklinu

Gén pre endotelin-1 (EDN1)

Polymorfizmus EDN1 (rs5370; K198N; Lys198Asn; +134 ins/delA,), majoritnd/variantna alela = G/T
Klinicky/patologicky vyznam polymorfizmu: benigny?/neznamy (tdaje z odbornych zdrojov a predikcii )
Alelova frekvencia v eurdpskej populacii (s vynimkou Finov) = 21,5 %
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Yuzugulen, J, et al. 2017: Sci Rep 7, 4956



Polymorfizmus EDN2 (rs5370)

Asociacia polymorfizmu EDN1 (rs5370) s PAH /PH

<. .1 . . Pocet Pocet
Studia Populacia ,
pripadov kontrol
Vadapalli et Spanielska pripad- 41 50
al., 2010 kontrola
Pousada et indicka pripad- 71 100
al., 2015 kontrola
Calabro, et talianska pripad- 98 100
al., 2012 kontrola

Typ

ochorenia
PAH RR = 2,51
iPAH OR=3,38
PAH OR=3,8

Vybrané asociacie polymorfizmu EDN1 (rs5370) s dalSimi ochoreniami: reumaticka mitralna stenéza s
pridruzenou PH, arterialna hypertenzia, NCMP, primarny nefroticky syndrém, astma,..



Ciele a hypotéza

Pacienti s podozrenim na pltucnu hypertenziu

P~ (population) indikovani na pravostrannu katetrizaciu srdca

E (exposure) Nositelia polymorfizmu EDN1 (rs5370)

Pacienti indikovani na katetrizaciu

& ((EempRIEiTe bez hemodynamicky potvrdenej PH

Plicna artériova hypertenzia (klinicka klasifikacia — skupina 1):
O (outcome) ESC/ERS 2022 kritéria: mPAP > 20; PAWP < 15; PVR > 2, s vylicenim
CTEPH a PH asociovanou s ochorenim pluc

,Je polymorfizmus génu pre endotelin-1 (EDN1;, rs5370)
asociovany s hemodynamicky potvrdenou plucnou artériovou
hypertenziou (PAH) u pacientov s podozrenim na plucnu
hypertenziu indikovanych na pravostrannu srdcovu katetrizaciu v
porovnani s pacientmi bez hemodynamicky potvrdenej PH?“




Metodika

* Monocentricka observacna, retrospektivna “case-contro
* FEtické schvalenie — Eticka komisia NUSCH
e Zber vzoriek a dat —2018 az 2023

I”

Studia

Oddelenia zlyhavania a transplantacie srdca (OZaT)

Narodného ustavu srdcovych a cievnych choréb (NUSCH)
Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského Bratislava v Bratislave




Uéastnici $tudie

(V) Inkluzne kritéria (%) Exklizne kritéria
1. Podpisany informovany suhlas pacienta s Guc¢astou na 1. Odmietnutie podpisania informovaného
studii suhlasu
2. Vek =18 rokov 2. Nedostupnost vzorky krvi
3. Indikacia na pravostrannu srdcovu katetrizaciu z aspon 3. Kontraindikacia pre katetrizaciu alebo
jedného z nasledujucich dévodov: nedostupnost Udajov z katetrizacie

A. podozrenie na plicnu hypertenziu (PH)

B. pacienti s potvrdenou plucnou hypertenziou s
cielom prehodnotenia stavu

C. pacienti so srdcovym zlyhavanim s cielom
posudenia stavu pre transplantaciu srdca

D. pritomna, nevysvetlena dychavica

Q0 Pripady (“Cases”): I
- pacienti s potvrdenou PAH, klinicka skupina 1
- prekapilarna plucna hypertenzia podfa ESC/ERS2022: mPAP > 20 mmHg, PAWP < 15 mmHg,
PVR > 2 Wood units + absencia CTEPH a PH asociovanej s ochorenim pluc
 Komparatori (“Controls“):
\ - pacienti hemodynamicky bez plucnej hypertenzie (mPAP < 20) /




Metodika

Vzorka
 Odber a spracovanie krvi * lzolacia DNA * Genotypizacia

A @ ‘ — .
¥ 5 N s e o, B
4& ' with DNA buffer buffer \ A
‘ " NS N= N 5 T/ M0 )
[1 'l — oA -. ; = — — ‘ ‘
\ > s » | » |3 > g > | = Ready to-
5 | use purified
b N ./-1.[_) \7 ) DhA
AR /

Klinické udaje
* Pseudonymizované klinické udaje zbierané retrospektivne z ¢asu katetrizacie zahrrujuce:
rutinné klinické testy, laboratérne, echokardiografické a katetrizacné udaje

Statistické spracovanie
* Porovnanie alelovej frekvencia, gnomAD (Eurdpska populacia s vynimkou Finov)
* Predpokladany dominantny geneticky model
» Kompardcia skupin (t-test, MW, Chi-kvadratovy test s N-1 stupnami volnosti)
 Pomer Sanci (Odds ratio, OR)




Vseobecné PAH non-PH adj. p-value

charakteristiky (N = 16) (N=17)
Vek (roky; rozpatie) 41 (31-69) 56 (21 - 80) 0,400
BMI (kg/m2) 26,83 +£4,68 26,69 +5,17 0,935
Pohlavie
. , Zeny 11 (69%) 8 (47%) 0,400
Vse O be cha Muzi 5 (31%) 9 (53%) 0,400
NYHA funkcna skupina
o . [ 5(31,6%) 3 (17,6%) 0,603
C h a ra kte rl St [ ka [ 9 (56,3%) 8 (47,1%) 0,603
° v 2(12,5%) 1(5.9%) 0,603
p acientov Nezadefinované 0 (0%) 5 (29,4%) 0,603
Kardiopulmondrne & Echokardiografické parametre
( N — 3 3) NT-proBNP (ng/l) 1996,52 + 2039,65 1779,41 +301; 0,484
= cTnT (ng/!) 15,55 + 10,93 21,98 +25,51  0,9619
LVEF (%) 61,75 £ 4,80 32,59+17,29 <0,0001
TAPSE (mm) 16,81 £ 5,06 19,29 + 6,68 0,4736
Hemodynamické parametre
mPAP (mmHg) 51,50 £ 14,36 17,06 £ 2,44 <0,0001
PAWP (mmHg) 10,13 +£2,94 9,94 +2,22 0,9078
PVR (Wood units) 10,69 = 5,59 1,68 +0,53 <0,0001
TPG (mmHg) 42,50 + 13,52 7,12+ 1,65 <0,0001
Cl (I/min/m?) 2,39 + 0,66 2,31+0,54 0,9078

Data su vyjadrené v percentudlnom zastupeni (%) alebo ako priemer+SD,
PAH = Prekapildrna plucna artériovd hypertenzia: mPAP > 20; PAWP < 15; PVR > 2
non-PH = Bez plucnej hypertenzie: mPAP < 20



Genotyp a alelova frekvencia

Majoritna/variantna alela = G/T

PAH (N = 16) non-PH (N = 17)
Vyskyt genotypu (%) Vyskyt genotypu (%)
G/G 3 (18,75 %)* 14 (82,3 %)
G/T 10 (62,5 %)* 2 (11,8 %)
/T 3 (18,75 %) 1(5,9 %)
HWE ( P > 0,05) P =0,48 P =0,09

HWE = Hardyho-Weinbergova rovnovaha

v celkovej vzorke

PAH (%) non-PH (%) (%) v eurépskej vzorka vs. eurépska
N =16 N=17 N = 33 populacii* (%) populacia (P < 0,05)
Alelova 50 % 11,7 % 30,3 % 21,51% (PAH): P= 0,0055%
frekvencia (non-PH): P=0,325
T

*P < 0,05: frekvencia genotypu v PAH skupine vs. non-PH
#Alelova frekvencia v eurdpskej populacii (s vynimkou Finov) ziskana z databazy gnomAD (v2.1.1)
$ P < 0,05; statisticky signifikantny rozdiel medzi alelovou frekvenciou PAH alebo non-PH v porovnani s frekvenciou eurdpskej populécie (s vynimkou Finov)



Hlavny vysledok

PlUcna artériova hypertenzia (PAH) vs. Komparatori (non-PH)

Kontingencna tabulka

PAH non-PH
EDN1 rs5370 (+) 13 3
Genotyp G/T, T/T
EDN1 rs5370 (-)
Genotyp G/G 3 14
OR = 20,222
95% Cl = (3,446 — 118,657)
P =0,0009

Senzitivita =81%
Specificita =82 %
Presnost =82%
AUC (ROC) =82%

»Sanca PAH je az 20-ndsobne vyssia u nositelov polymorfizmu EDN1 (rs5370), v porovnani s inymi
katetrizovanymi pacientmi bez hemodynamicky potvrdenej PH. "



Funkény vyznam polymorfizmu EDNa1 (rs5370)

Stanovenie plazmatickej koncentracie endotelinu-1 — nositelia polymorfizmu EDN1 maju vyssie hladiny endotelinu-1,
nez pacienti bez polymorfizmu (samostatna studia, n=61)

,M0ze mat polymorfizmus EDN1 vplyv na zostrih/tvorbu funkéného maturovaného proteinu endotelinu-1?*

Molekulové modelovanie — pritomnost variantu by mohla zvysovat efektivitu proteolytického Stiepenia proET-1
furinom — prejavenia sa vo zvysenej tvorbe endotelinu-1

s 0.0468
6 o)
S . O
~ 5
£ 4
= 4
2 %
T 31 _Lol.o
: | %
2 D oo d
D
14 P °F
0

1 1
rs5370(+) rs5370(-)

Porovnanie plazmatickych koncentrécii

endotelinu-1 u nositelov polymorfizmu EDN1 3D Struktura komplexu furin-proET1, (Frecer et.al 2023)
(rs5370) vs. pacienti bez polymorfizmu.



Take-home message

* zaznamenana bola silna pozitivna asociacia medzi EDNz1 (rs5370) a
prekapilarnou PAH

* sanca PAH je az 20-nasobne vyssia u nositelov polymorfizmu EDN2a
(rs5370), v porovnani s inymi katetrizovanymi pacientmi bez
hemodynamicky potvrdenej PH.
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