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K. Sztuka Rozprawa doktorska Wrykaz skrotdw

Wykaz skrotow

5-HT - serotonina, 5-hydroksytryptamina (ang. 5-hydroxytryptamine)

5-HTT, SERT - transporter serotoniny (ang. serotonin transporter)

6MWT — test szeSciominutowego marszu (ang. 6-minute walk test)

ACE - enzym konwertujacy angiotensyng (ang. angiotensin-converting enzyme)

ACEI - inhibitory konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin-converting enzyme inhibitors)
ALK1 - kinaza podobna do receptora aktywiny-1 (ang. activin receptor-like kinase-1)

AM — adrenomedulina (ang. adrenomedullin)

AMP — adenozyno-5'-monofosforan (ang. adenosine-5'-monophosphate)

AMPK - kinaza biatkowa aktywowana przez AMP (ang. AMP-activated protein kinase)
Ang — angiotensyna (ang. angiotensin)

ANP — przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ang. atrial natriuretic peptide)

anty-TGF-B — przeciwciato przeciwko transformujacemu czynnikowi wzrostu  (ang. antibody
against transforming growth factor beta)

ATP — adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine-5'-triphosphate)

ATRA — kwas all-trans retinowy, tretynoina (ang. all-trans retinoic acid)

BMPR2 — receptor biatka morfogenetycznego ko$ci typu 2 (ang. bone morphogenetic protein
receptor 2)

BNP — peptyd natriuretyczny typu B (ang. brain natriuretic peptide)

cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan (ang. cyclic adenosine monophosphate)

cAng — cykliczny analog angiotensyny (ang. cyclic angiotensin)

CAV1 - kaweolina-1 (ang. caveolin-1)

cGMP — cykliczny guanozynomonofosforan (ang. cyclic guanosine monophosphate)

CH — przewlekte niedotlenienie (hipoksja) (ang. chronic hypoxia)

CNP — peptyd natriuretyczny typu C (ang. C-type natriuretic peptide)

CO - pojemno$¢ minutowa serca (ang. cardiac output)

COX - cyklooksygenaza (ang. cyclooxygenase)

CPET - sercowo-ptucny test wysitkowy (ang. cardiopulmonary exercise test)

CTEPH - przewlekle zakrzepowo-zatorowe nadci$nienie ptucne (ang. chronic thromboembolic
pulmonary hypertension)

DHEA - dehydroepiandrosteron (ang. dehydroepiandrosterone)

DPN — diarylopropionitryl

EGF — naskorkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)

EGFR - receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor)

EIPA — etyloizopropyl amilorydu (ang. ethylisopropyl amiloride)



K. Sztuka Rozprawa doktorska Wrykaz skrotdw

EMA — Europejska Agencja Lekow (ang. European Medicines Agency)

ENG — endoglina (ang. endoglin)

eNOS — srodbtonkowa syntaza tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide synthase)

ER — retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)

ERAs — antagonisty receptorow endotelinowych (ang. endothelin receptor antagonists)

ERK — kinaza regulowana zewnatrzkomérkowo (ang. extracellular signal regulated kinase)
ESC/ERS - Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne/Europejskie Towarzystwo Oddechowe (ang.
European Society of Cardiology/European Respiratory Society)

ET-1 - endotelina 1 (ang. endothelin-1)

FDA — Agencja do spraw Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration)

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)

FGFR — receptor czynnika wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor receptor)
GABA — kwas y-aminomastowy (ang. gamma-aminobutyric acid)

GMP — monofosforan guanozyny (ang. guanosine monophosphate)

HC — hiperkapnia (ang. hypercapnia)

HDAC — deacetylaza histonow (ang. histone deacetylase)

HDACI — inhibitory deacetylazy histonow (ang. histone deacetylase inhibitors)

HIF-1a — czynnik indukowany hipoksja 1o (ang. hypoxia-inducible factor 1alpha)

HMG-CoA — 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzym A (ang. 3-hydoxy-3-methylglutaryl-CoA)
i.p. — dootrzewnowo (ang. intraperitoneally)

IFN — interferon

IPAH — idiopatyczne tetnicze nadci$nienie ptucne (ang. idiopathic pulmonary arterial hypertension)
IQR — zakres miedzykwartylowy (ang. interquartile range)

KCNKS - podrodzina kanatu potasowego w domenie dwuporowej, cztonek K3 (ang. potassium two
pore domain channel subfamily K member 3)

LP — usuniecie lewego ptuca (ang. left pneumonectomy)

LP+MCT — potaczenie usunigcia lewego ptuca z podaniem monokrotaliny

m.C. — masa ciata

MABP — $rednie cisnienie tetnicze krwi (ang. mean arterial blood pressure)

MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase)
MCP-1 — biatko chemotaktyczne monocytow (ang. monocyte chemotactic protein)

MCT — monokrotalina (ang. monocrotaline)

MCTP — dehydromonokrotalina (ang. dehydromonocrotaline)

MLCP - fosfataza lekkich tancuchoéw miozyny (ang. myosin light chain phosphatase)

MMP — metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomérkowej (ang. matrix metalloproteinases)
MPAP — érednie ci$nienie w tetnicy ptucnej (ang. mean pulmonary arterial pressure)

MRP4 — biatko oporno$ci wielolekowej 4 (ang. multidrug resistance-associated protein 4)
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n-3 PUFA — n-3 nienasycone kwasy tluszczowe (ang. n-3 polyunsaturated fatty acids)
NEP — neprylizyna (ang. neprilisin)

NFZ — Narodowy Fundusz Zdrowia

NF-kB- transkrypcyjny czynnik jadrowy «B (ang. nuclear factor kappa B)

NO — tlenek azotu (ang. nitric oxide)

NPs — peptydy natriuretyczne (ang. natriuretic peptides)

NT-proBNP — N-koncowy fragment propeptydu natriuretycznego typu B

OA-NO; — kwas 10-nitro-oleinowy

PAB - banding t¢tnicy ptucnej (ang. pulmonary artery banding)

PAH — tetnicze nadcisnienie ptucne (ang. pulmonary arterial hypertension)

PASMCs — komorki migsni gladkich tetnicy ptucnej (ang. pulmonary artery smooth muscle cells)
PAWP — cisnienie zaklinowania w tetnicy plucnej (ang. pulmonary artery wedge pressure)
PCPA — 4-chloro-DL-fenylalanina (ang. 4-chloro-DL-phenylalanine)

PDE - fosfodiesteraza (ang. phosphodiesterase)

PDE-5i — inhibitory fosfodiesterazy typu 5 (ang. phosphodiesterase type 5 inhibitors)
PDGF — ptytkopodobny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor)

PDGFR — receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu (ang. platelet-derived growth factor
receptor)

PDH — dehydrogenaza pirogronianowa (ang. pyruvate dehydrogenase)

PDK - kinaza dehydrogenazy pirogronianowej (ang. pyruvate dehydrogenase kinase)
PDTC — pirolidynoditiokarbaminian (ang. pyrrolidine dithiocarbamate)

PEA — endarterektomia ptucna (ang. pulmonary endarterectomy)

PGI, — prostaglandyna I,

PH — nadci$nienie plucne (ang. pulmonary hypertension)

P13K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol-3-kinase)

PNS — saponiny z zen-szenia falszywego (ang. Panax notoginseng saponins)

PPAR — receptory aktywowane proliferatorami peroksysoméw (ang. peroxisome proliferator-
activated receptors)

PPT — propylopirazoletriol

PU — przedziat ufnosci

PVR — ptucny op6r naczyniowy (ang. pulmonary vascular resistance)

RAAS — uktad renina-angiotensyna-aldosteron (ang. renin-angiotensin-aldosterone system)
RAD — 40-O-(2-hydroksyetyl)-rapamycyna

RHC — cewnikowanie prawego serca (ang. right heart catherization)

RNS - reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species)

ROCK - kinaza zalezna od Rho (ang. Rho-associated kinase)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
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RVH — przerost mig$nia prawej komory serca (ang. right ventricular hypertrophy)

RVP — érednie ci$nienie w prawej komorze serca (ang. right ventricular pressure)

RVSP — skurczowe ci$nienie w prawej komorze serca (ang. right ventricular systolic pressure)

s.c. — podskornie (ang. subcutaneously)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SEM - btad standardowy (ang. standard error of mean)

Ser —seryna

sGC - rozpuszczalna cyklaza guanylanowa (ang. soluble guanylatecyclase)

SHR — szczury spontanicznie rozwijajace nadci$nienie tetnicze (ang. spontaneously hypertensive
rat)

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

SSRI - selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (ang. selective serotonin reuptake
inhibitor)

STS - sulfonian sodowy tanshinone 1A

SV — objetos¢ wyrzutowa serca (ang. stroke volume)

TAFI — inhibitor fibrynolizy aktywowany trombing (ang. thrombin-activatable fibrinolysis
inhibitor)

Thr — treonina

TKs — kinazy tyrozynowe (ang. tyrosine kinases)

TKI — inhibitory kinaz tyrozynowych (ang. tyrosine kinases inhibitors)

Tph — hydroksylaza tryptofanowa (ang. tryptophan hydroxylase)

TPR — catkowity opér obwodowy (ang. total peripheral resistance)

TXA;— tromboksan A; (ang. thromboxane Ay)

VEGF-R2 — receptor typu 2 czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial
growth factor receptor)

VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy (ang. vasoactive intestinal peptide)

WHO-FC/NYHA — Klasyfikacja czynno$ciowa Swiatowej Organizacji Zdrowia/Nowojorskie
Towarzystwo Kardiologiczne (ang. World Health Organization Functional Class/ New York Heart
Association)

WT — grubos¢ $ciany (ang. wall thickness)
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1. Wstep i cele pracy

Nadcisnienie ptucne (PH) to stan hemodynamiczny i patofizjologiczny, w ktorym $rednie
ci$nienie w tetnicy plucnej jest rowne lub przekracza 25 mmHg w spoczynku [69]. Moze by¢
samoistng jednostka chorobowa, ale czesciej wystepuje jako pozny objaw wielu schorzen uktadu
sercowo-naczyniowego i uktadu oddechowego. Nadcisnienie ptucne jest chorobg o ciezkim
przebiegu, obarczong wysokg $miertelnos$cig. Szczegdlng grupe stanowig pacjenci z rzadkimi
i nieuleczalnymi postaciami schorzenia, do ktorych zalicza si¢ tetnicze nadci$nienie ptucne (PAH)
[105].

W 1995 roku amerykanska Agencja do spraw Zywnosci i Lekow (FDA) zarejestrowala
pierwszy lek w terapii celowanej (swoistej) tetniczego nadcisnienia ptucnego — epoprostenol [121].
Od tego czasu dokonat si¢ znaczacy postep W diagnostyce oraz w leczeniu farmakologicznym
i chirurgicznym PH. Wdrozenie farmakoterapii celowanej na tetniczki ptucne zmniejszyto
$miertelno$¢ wsrdd pacjentdow z tetniczym nadci$nieniem plucnym 0 okolo 40% oraz liczbe
hospitalizacji o okoto 60% [70]. Zastosowanie lekow swoistych poprawito jako$¢ zycia pacjentow
i wydluzyto czas przezycia. Nie uzyskano jednak dtugotrwatej normalizacji powstatych oporéw
plucnych i catkowitego odwrocenia zmian patomorfologicznych. Wérod glownych przyczyn
wymienia si¢ wieloczynnikowy, nie w petni poznany patomechanizm choroby, ktory obejmuje wiele
wzajemnie powigzanych szlakow biochemicznych oraz rozne typy komoérek i geny. Dotychczasowe
badania wskazujg, ze w przebiegu choroby dochodzi do dysfunkcji $rodbtonka tetnic ptucnych
z zaburzeniem rownowagi pomig¢dzy substancjami o dziataniu wazodylatacyjnym, antymitotycznym
i antyproliferacyjnym a substancjami o dziataniu prozapalnym, mitogennym i wazokonstrykcyjnym
[140]. Nadcisnienie ptucne pozostaje wcigz chorobg nieuleczalng pomimo znacznego postepu
w diagnostyce i farmakoterapii. Dlatego tez poszukuje si¢ nowych mechanizmoéw zaangazowanych
W patogeneze schorzenia oraz nowych lekow. W tym celu prowadzi si¢ m. in. badania przedkliniczne
z wykorzystaniem modeli zwierzecych. Obecnie nie jest znany ,idealny” model nadci$nienia
ptucnego, ktory catkowicie odzwierciedla obraz i stopien ciezko$ci choroby u ludzi. Modele
zwierzgce PH moga by¢ zréznicowane pod wzgledem techniki indukcji schorzenia, mechanizmu
dziatania czynnikéw wywotujacych PH oraz w zakresie powstatych zmian hemodynamicznych
i przerostowych w obrebie krazenia ptucnego [161, 178].

Przeniesienie wynikéw prob przedklinicznych na efekty kliniczne stanowi istotny problem
badawczy. Badania Kkliniczne czgsto nie potwierdzaja spodziewanych korzysci, pomimo
obiecujacych wynikow uzyskanych w badaniach eksperymentalnych. Dotychczasowe proby
przedkliniczne pokazaty efektywnos$¢ terapeutyczng wielu substancji testowanych w kierunku
potencjalnego zastosowania w nadcisnieniu ptucnym, np. statyn, inhibitoréw kinaz tyrozynowych

(TKI), tergurydu [54, 71, 101]. Dalsze proby na ludziach nie potwierdzily skutecznosci
11
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wymienionych zwigzkow. Thumaczy si¢ to roznicami miedzygatunkowymi czy niezadawalajgca
powtarzalnoscia wynikéw prob na zwierzgtach [150]. Nie bez znaczenia pozostaje réwniez
wieloczynnikowa etiologia nadci$nienia plucnego, ktéra utrudnia poszukiwania nowych opcji
terapeutycznych. Szanse na potwierdzenie wynikéw badan eksperymentalnych w probach
klinicznych moze zwigkszy¢ wybor odpowiedniej metody badawczej. Stad znajomo$é zakresu
indukowanych zmian hemodynamicznych i przerostowych wydaje si¢ kluczowa. Wtasciwy dobor
modelu zwierzgcego PH moze stanowi¢ istotny czynnik warunkujagcy prawidtowa ocene

efektywnosci potencjalnych, nowych lekow — kandydatow do dalszych prob klinicznych.

Glowne cele pracy obejmujg oceng zasadnosci budowy modelu zwierzecego PH, oparta na
jakosciowej i ilosciowej analizie:
1. wptywu sktadowych wybranych modeli zwierzgcych nadcisnienia ptucnego na stopien
rozwoju i cigzko$¢ schorzenia,
2. efektywnos$ci zwigzkow testowanych na wybranych modelach zwierzecych nadcisnienia

ptucnego.

W pracy przyjeto, ze model zwierzecy nadci$nienia ptucnego jest opisany przez okreslenie takich
cech sktadowych jak: metoda wywotania nadci$nienia plucnego (rodzaj, dawka, sposéb podania
czynnika indukujacego), czas trwania indukcji schorzenia, gatunek zwierzat doswiadczalnych.
Ocenie poddano najczgsciej wykorzystywane i najlepiej poznane modele zwierzece nadci$nienia
plucnego: model ekspozycji na przewlekte niedotlenienie (hipoksje) (CH), model monokrotaliny
(MCT) oraz ich modyfikacje: model Sugenu 5416 w potaczeniu z ekspozycja na przewlekle
niedotlenienie oraz opcjonalnie z warunkami normoksji (po zakonczeniu ekspozycji na przewlekta
hipoksje), model monokrotaliny w potaczeniu z ekspozycja na przewlekle niedotlenienie
(MCT+CH) Ilub z usunigciem lewego ptuca (LP+MCT), model ekspozycji na przewlekle
niedotlenienie w potaczeniu z hiperkapnig (CH+HC).

Wplyw cech sktadowych wybranych modeli zwierzecych nadci$nienia ptucnego na stopien rozwoju
i cigzko$¢ schorzenia oraz efektywno$¢ nowych zwiazkoéw oceniono w oparciu o odnotowane
zmiany (pogorszenie lub poprawa) najczesciej raportowanych parametréw hemodynamicznych
i przerostowych w badaniach eksperymentalnych z zakresu nadci$nienia ptucnego. Byly to: $rednie
i/lub skurczowe ci$nienie w prawej komorze serca (RVP, RVSP), srednie ci$nienie W tetnicy plucne;j

(mPAP), przerost migénia prawej komory serca (RVH) i przyrost $ciany tetnic ptucnych (WT).

12
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Cele pracy zrealizowano dokonujac:

a)

b)

przegladu systematycznego artykutow opublikowanych od 1 stycznia 1995 roku do
31 grudnia 2015 roku w elektronicznych bazach danych — Medline i IS Web of Science, wg
przyjetych kryteriow wiaczenia i wylaczenia, bez ograniczen jezykowych (podrozdziat
3.1.1),
szeregu analiz jednoczynnikowych i wieloczynnikowych danych pozyskanych z publikacji,
ktore spehity przyjete kryteria wlgczenia, z uwzglednieniem:
— meta-analizy (model z efektem zmiennym) oraz analizy skumulowanej, analizy
w podgrupach, analizy niejednorodnosci i analizy wrazliwosci (podrozdziat 3.1.3.2,
3.1.3.3,3.1.4),
— analizy metaregresji wieloczynnikowej (model z efektem zmiennym) (podrozdziat
3.1.6),
oceny bledu publikacji z wykorzystaniem wykresow lejkowych oraz testow statystycznych
(podrozdziat 3.1.5):
— testu Begga i Mazumdar,
— testu Eggera,

— procedury Trim and Fill.

W niniejszej pracy sformulowano nastepujace hipotezy badawcze:

1.
2.

Modele zwierzgce nadcisnienia ptucnego sg zrdéznicowane,

Stopien rozwoju i cigzko$¢ wywotanych zmian hemodynamicznych i przerostowych zalezy
od wyboru modelu zwierzgcego nadcis$nienia ptucnego,

Rodzaj zastosowanego w badaniach przedklinicznych modelu zwierzecego nadcisnienia

plucnego moze wptywac na efektywnos¢ ocenianych zwigzkow.

Na potrzebe weryfikacji postawionych hipotez:

przeprowadzono oceng jakosciowa sktadowych modeli zwierzecych nadcisnienia ptucnego,
dokonano ilosciowej oceny wptywu sktadowych modeli zwierzecych nadci$nienia plucnego
na stopien rozwoju i ciezko$¢ schorzenia, wyrazonego przez zmian¢ analizowanych
parametréw hemodynamicznych i przerostowych,

przeprowadzono ilosciowg oceng¢ efektywnosci testowanych zwigzkow oraz grup
terapeutycznych/farmakologicznych (wg przyjetej w pracy klasyfikacji [168]) dla dwoch
miar efektu — réznicy $rednich (D) oraz ilorazu rdznic $rednich (R),

oceniono efektywno$¢ zwigzkow z dziesieciu najczeSciej analizowanych przez badaczy grup

terapeutycznych/farmakologicznych (ustalonych wg przyjetej w pracy klasyfikacji [168]).

13
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Uwzgledniono takze rodzaj schematu badawczego (model prewencyjny i terapeutyczny). Za miare

efektu przyjeto iloraz rdznic $rednich (R).
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2. Cze$¢ teoretyczna

2.1. Nadci$nienie plucne
2.1.1. Definicja

Nadcis$nienie ptucne (PH) definiuje si¢ jako stan patofizjologiczny, w ktorym S$rednie
cisnienie W tetnicy ptucnej oznaczone metoda cewnikowania prawego serca (RHC), jest rowne lub
przekracza 25 mmHg w spoczynku. W zaleznosci od warto$ci dodatkowych parametrow
hemodynamicznych, takich jak ci$nienie zaklinowania w tetnicy ptucnej (PAWP), definiuje si¢
nadci$nienie plucne przedwlosniczkowe (PAWP <15 mmHg) oraz nadcisnienie plucne

pozawlosniczkowe (PAWP >15 mmHg) [69].

2.1.2. Klasyfikacja kliniczna i epidemiologia

Obecna klasyfikacja kliniczna PH (V Swiatowe Sympozjum Nadci$nienia Plucnego, Nicea,
2013) wyrdznia pie¢ gtownych grup schorzenia: tetnicze nadcisnienie ptucne, nadcisnienie ptucne
spowodowane chorobami lewej czgsci serca, nadci$nienie ptucne w przebiegu chorob phuc i/lub
hipoksji, przewlekte zakrzepowo-zatorowe nadcisnienie plucne (CTEPH), nadcisnienie ptucne
0 niewyjasnionym i/lub wieloczynnikowym patomechanizmie (Tabela 1) [72, 173]. Grupy te r6znig
si¢ etiologia, epidemiologig, obrazem zmian patomorfologicznych, rokowaniem oraz podej$ciem
terapeutycznym. Szczegolnie cigzka 1 postgpujaca postacig choroby jest tetnicze nadci$nienie ptucne,
nazywane takze ,,zlo§liwym” ze wzgledu na charakter zmian histopatologicznych powstajacych

W naczyniach plucnych, w obrebie ktorych moze doj$¢ do rozwoju pleksogennej arteriopatii [25, 87].
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Tabela 1. Skrocona klasyfikacja kliniczna nadci$nienia plucnego (na podstawie [69]); * — receptor biatka

morfogenetycznego kosci typu 2 (BMPR2)

1. Tetnicze nadciSnienie plucne (PAH)

1.1. Idiopatyczne

1.2. Dziedziczne

1.2.1. Mutacje BMPR2*

1.2.2. Inne mutacje

1.3. Wywotane przez leki lub toksyny
1.4. PAH zwigzane z:

1.4.1. Chorobami tkanki tgcznej
1.4.2. Zakazeniem HIV

1.4.3. Nadcis$nieniem wrotnym
1.4.4. Wadami wrodzonymi serca
1.4.5. Schistosomatoza

3. Nadci$nienie plucne w przebiegu choréb pluc

i/lub hipoksji

3.1. Przewlekta obturacyjna choroba pluc

3.2. Sr6dmigzszowa choroba ptuc

3.3. Inne choroby ptuc z mieszanymi zmianami
restrykcyjnymi i obturacyjnymi

3.4. Zaburzenia oddychania w czasie snu

3.5. Zaburzenia wentylacji pecherzykowe;j

3.6. Przewlekta ekspozycja na duze wysokos$ci
3.7. Wady rozwojowe ptuc

4. Przewlekle zakrzepowo-zatorowe

nadcisnienie plucne i inne zawezenia tetnic

1.” Choroba =zarostowa zyt ptucnych i/lub
kapilarna hemangiomatoza ptucna

1.” Przetrwate PH noworodkow

2. Nadcisnienie plucne spowodowane

plucnych

4.1. Przewlekte zakrzepowo-zatorowe nadci$nienie
ptucne (CTEPH)

4.2. Inne zawezenia tetnic ptucnych:

4.2.1. Angiosarcoma

4.2.2. Inne nowotwory wewnatrznaczyniowe

4.2.3. Zapalenie tetnic

4.2.4. Wrodzone zw¢zenia tetnic ptucnych

4.2.5. Pasozyty (hydatidozy)

5. Nadcisnienie ptucne o niewyjasnionym i/lub

choroba lewej czesci serca

2.1. Zaburzenia czynno$ci skurczowej lewej
komory serca

2.2. Zaburzenia czynnos$ci rozkurczowej lewej
komory serca

2.3. Wady zastawkowe

2.4. Wrodzone Iub nabyte zawgzenie drogi
naptywu lub odptywu lewej komory serca lub
kardiomiopatie wrodzone

2.5. Wrodzone/nabyte zwe¢zenia zyt plucnych

wieloczynnikowym patomechanizmie
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Szacuje si¢, ze w Polsce na tgtnicze nadcisnienie ptucne choruje okoto 1000 osdb, a okoto 500 osob
— na przewlekle zakrzepowo-zatorowe nadcisnienie ptucne. Zapadalno$¢ na PAH wynosi okoto 30,8
przypadkow/min [110, 114]. Dane epidemiologiczne dotyczace chorobowos$ci tetniczego
nadci$nienia ptucnego w Polsce przedstawiono w Tabeli 2. Sredni wiek pacjentéw z tetniczym
nadci$nieniem ptucnym wynosi 45-50 lat, a liczba zachorowan wérod kobiet jest wigksza niz wsrod
mezczyzn [14, 147]. Wazne jest wezesne | prawidlowe rozpoznanie choroby oraz szybkie wdrozenie

odpowiedniego leczenia.

Tabela 2. Chorobowos¢ tetniczego nadcisnienia ptucnego w Polsce (na podstawie [110, 114])

Liczba dorostych pacjentow z tetniczym
Stan na Chorobowosé
nadciSnieniem plucnym

2013 571 18,2/min
2014 667 21,3/min
2015 753 24,1/min
2016 871 27,8/min
2017 934 29,8/min
2018 970 30,8/min

2.1.3. Rozpoznawanie

Ocena chorych z podejrzeniem nadci$nienia plucnego wymaga przeprowadzenia szeregu
badan. Majg one na celu potwierdzenie rozpoznania choroby, okreslenie grupy klinicznej PH oraz
etiologii w obrebie PAH; dokonuje si¢ tez oceny zaburzen czynnosciowych, biochemicznych
i hemodynamicznych. Rozpoznaniu schorzenia shuzy algorytm diagnostyczny zawarty
w wytycznych Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego i Europejskiego Towarzystwa
Oddechowego (ESC, ERS) [69]. Zdiagnozowanie nadci$nienia ptucnego we wczesnym stadium jest
trudne; poczatkowe objawy kliniczne PH sa niespecyficzne (np. duszno$¢, ostabienie, omdlenia)
i moga przypomina¢ inne schorzenia, takie jak astma oskrzelowa czy przewlekta obturacyjna
choroba ptuc. W konsekwencji schorzenie czesto jest rozpoznawane poézno, W zaawansowanym
stadium [68, 132]. Wskazuje si¢, ze $redni czas od wystapienia pierwszych objawow tetniczego
nadcis$nienia ptucnego do postawienia prawidtowej diagnozy wynosi okoto 3 lata [97].

Do badan szczegélnie przydatnych w diagnostyce nadci$nienia plucnego zalicza sig:
elektrokardiografi¢ (EKG), radiogram klatki piersiowej (Rtg klp), echokardiografig, scyntygrafi¢
perfuzyjng lub wentylacyjno-perfuzyjna pluc, tomografie komputerowa wysokiej rozdzielczosci,
arteriografi¢ tetnic ptucnych, badanie ultrasonograficzne jamy brzusznej oraz morfologie krwi,

gazometri¢, oznaczenie poziomu NT-proBNP i przeciwciat anty-HIV. Istotng rol¢ w diagnozowaniu
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tetniczego nadci$nienia plucnego przypisuje si¢ badaniom genetycznym, prowadzonym w kierunku
mutacji takich genow jak BMPR2, ALK1, ENG, KCNK3 czy tez CAV1. Badaniem kluczowym
uznawanym za ,,zloty standard” w diagnostyce nadci$nienia plucnego jest cewnikowanie prawej
czesci serca (RHC) [86, 132]. Stuzy ono potwierdzeniu rozpoznania schorzenia i ocenie stopnia
ciezkosci zmian hemodynamicznych oraz monitorowaniu odpowiedzi na wdrozone leczenie.
Cewnikowanie prawej czgsci serca wykorzystuje si¢ réwniez dla okre§lenia wazoreaktywnosci
krazenia phlucnego, co decyduje o kwalifikacji pacjentdow do leczenia wazodylatacyjnego
antagonistami wapnia [107, 113].

W ocenie klinicznej pacjentdow z nadcisnieniem ptucnym stosuje si¢ klasyfikacje czynno$ciowa
WHO-FC/NYHA. W zaleznosci od stopnia aktywnosci fizycznej chorego oraz od wystepowania
takich objawow klinicznych jak duszno$¢, zmgczenie czy bole w klatce piersiowej, pacjentow
przyporzadkowuje si¢ do jednej z czterech klas (Tabela 3) [69, 203]. W celu okreslenia stopnia
wydolnosci fizycznej chorego z nadci$nieniem ptucnym, przeprowadza si¢ test szesciominutowego
marszu (6MWT) oraz analiz¢ spiroergometryczng (CPET), czyli sercowo-ptucny test wysitkowy.
Klasyfikacja czynnosciowa WHO-FC/NYHA okresla stopien cigzkosci choroby i rokowanie
pacjentow. Jej pogorszenie $wiadczy o postepie schorzenia, a osiggnigcie przez pacjentow 1-2 Klasy

czynno$ciowej stanowi jeden z celow terapii nadcisnienia ptucnego [68].

Tabela 3. Klasyfikacja czynno$ciowa w nadci$nieniu plucnym, zmodyfikowana na podstawie
klasyfikacji czynno$ciowej NYHA zgodnie z klasyfikacja WHO z 1998 roku (na podstawie [69])

Chorzy z nadci$nieniem plucnym bez ograniczonej aktywnosci fizycznej. Zwykta

S aktywnos¢ fizyczna nie powoduje (nadmiernej) dusznosci ani zmeczenia, bolu w klatce
asa
piersiowej oraz stanu przedomdleniowego.

Chorzy z nadcisnieniem ptucnym powodujgcym niewielkie ograniczenie aktywno$ci
fizycznej, bez dolegliwosci w spoczynku. Zwykta aktywno$¢ fizyczna powoduje
(EEEWA (nieproporcjonalng) duszno$é lub zmgczenie, bol w klatce piersiowej lub stan

przedomdleniowy.

Chorzy z nadcisnieniem plucnym powodujagcym znaczne ograniczenie aktywnosci

- fizycznej, bez dolegliwosci w spoczynku. Aktywno$¢ mniejsza od zwyklej powoduje
asa
dusznos¢, zmgczenie, bol w klatce piersiowej lub stan przedomdleniowy.

Chorzy z nadci$nieniem ptucnym niezdolni do podejmowania jakiejkolwiek aktywnos$ci
fizycznej bez pojawienia si¢ objawdéw. Maja objawy niewydolno$ci prawokomorowe;j
(EEEWAN serca. Duszno$¢ i/lub zmeczenie moga wystepowaé juz w spoczynku. Aktywno$é

fizyczna nasila objawy.
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2.1.4. Patomechanizm

Z przedstawionej klasyfikacji klinicznej nadci$nienia ptucnego wynika, ze niejednokrotnie
do rozwoju PH dochodzi w nastepstwie innych schorzen, takich jak choroby serca czy choroby ptuc.
Nadcisnienie plucne moze rowniez wystgpowac samoistnie, czego przyktadem jest idiopatyczne
tetnicze nadci$nienie ptucne (IPAH). Dotychczas udowodniono, ze w przebiegu PAH dochodzi do
uposledzenia czynno$ci kanaléw potasowych migsni gladkich i dysfunkcji $rédbtonka tetnic
plucnych z zaburzeniem réwnowagi pomiedzy szlakami sygnatowymi z udziatem substancji
0 dziataniu wazodylatacyjnym, antymitotycznym i antyproliferacyjnym (tlenek azotu — NO,
prostacyklina PGIly) a substancjami o dziataniu prozapalnym, mitogennym i wazokonstrykcyjnym
(endotelina-1, tromboksan A;) [154]. W konsekwencji obserwuje si¢ nadmierng proliferacje
i opornos$¢ na proces apoptozy komoérek srodbtonka i migsni gladkich, a takze zmiany prozakrzepowe
i prozapalne w obrgbie naczyn plucnych. Opisane zaburzenia prowadzg do skurczu, przebudowy
tetnic phlucnych (tzw. remodeling) oraz do ograniczenia tozyska naczyniowego. Dochodzi do
wzrostu plucnego oporu naczyniowego (PVR) oraz postepujacego wzrostu sredniego ci$nienia
w tetnicy plucnej (mPAP). Skutkiem opisanych zmian moze by¢ wigksze obciazenie nastgpcze
prawej komory serca, przerost jej $cian oraz rozwdj niewydolnosci prawokomorowej [185, 191,
207]. Wiele badan wskazuje, ze do podobnej dysfunkcji srodbtonka tetnic ptucnych moze dochodzié¢
roOwniez w rozwoju przewlektego zakrzepowo-zatorowego nadci$nienia ptucnego oraz nadci$nienia

ptucnego spowodowanego niedotlenieniem [163, 186].

2.1.4.1. Szlak endoteliny-1 (ET-1)

Endoteliny naleza do rodziny biatek ztozonych z 21 aminokwaséow o silnym dziataniu
naczynioskurczowym. Dotychczas wyodrebniono trzy izopeptydy: ET-1, ET-2 oraz ET-3. Najlepiej
zbadanej endotelinie-1 (ET-1) przypisuje si¢ udziatl w patogenezie wielu chordb uktadu sercowo-
naczyniowego, w tym nadcisnienia ptucnego [52, 111]. W warstwie migsniowej i srodbtonkowej
tetnic plucnych oraz w zmianach splotowatych pacjentéw z PH dochodzi do podwyzszenia poziomu
endoteliny-1 oraz jej prekursora — preproendoteliny. Zaobserwowano roéwniez zwigkszong ilos¢
receptoréw dla ET-1 u 0sob z idiopatycznym tetniczym nadci$nieniem ptucnym (IPAH) oraz PAH
wywotanym przez wrodzone wady serca [40]. Endotelina-1 jest wydzielana przez komorki
srédbtonka naczyn krwiono$nych. U chorych z PH skutkuje to skurczem i przebudowsa tetnic
ptucnych. Peptyd wykazuje dziatanie wazokonstrykcyjne, mitogenne, prozapalne, a takze stymuluje
proces proliferacji i witoknienia fibroblastow. Dziata przez dwa typy receptorow zwigzanych
z biatkiem G: ET-A oraz ET-B, ktére sg zlokalizowane w komodrkach mieéni gladkich naczyn
krwiono$nych. Typ ET-B wystepuje takze w komorkach érodbtonka. Aktywacja receptorow dla
endoteliny-1 powoduje skurcz miesni gladkich i w efekcie — zwezenie naczyn krwiono$nych oraz

nasilenie procesu proliferacji. Pobudzenie $rodbtonkowych receptorow ET-B prowadzi do
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zwigkszonego uwalniania substancji 0 dzialaniu wazodylatacyjnym: NO i PGl,, oraz do
zahamowania procesu apoptozy komorek $rodblonka i migéni gladkich w tozysku ptucnym [40,
175].

2.1.4.2. Szlak prostacykliny PGI:

W patomechanizmie nadci$nienia plucnego dochodzi rowniez do zaburzen zwigzanych ze

szklakiem sygnatowym prostaglandyny I>. U osob z PH obserwuje si¢ zmniejszone wytwarzanie
srédbtonkowej PGI».
Prostacyklina PGIl, powstaje w wyniku przemian kwasu arachidonowego pod wpltywem
cyklooksygenazy (COX-2). Zwigzek dziata przez aktywacje receptoréw I, zwigzanych z biatkiem G,
ktore znajdujg si¢ m. in. w komorkach §rodblonka naczyn plucnych. Efektem ich pobudzenia jest
zwigkszenie wewnatrzkomorkowego stezenia cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP).
Poprzez aktywacje kinazy biatkowej A, cAMP powoduje zwigkszenie zewnatrzkomoérkowego
stezenia jonow Ca?*, co prowadzi do rozkurczu mieéni gladkich W obrebie naczyn plucnych [142].
Dodatkowo PGl,, oprocz opisanego dzialania wazodylatacyjnego, wykazuje aktywno$¢
antyproliferacyjna, antymitogenna, immunomodulujaca oraz przeciwzapalng. Dziala takze
przeciwzakrzepowo i hamuje agregacj¢ ptytek krwi [39, 199]. Uposledzenie syntezy PGI. przebiega
réwnocze$nie z pobudzeniem drugiej $ciezki przemian kwasu arachidonowego i nasileniem syntezy
tromboksanu Az (TXAy), ktory wykazuje aktywno$¢ wazokonstrykcyjng oraz stymuluje agregacje
plytek krwi [41].

2.1.4.3. Szlak tlenku azotu (NO)

Tlenek azotu jest uwalniany 2z komoérek $rodbltonka naczyn  plucnych.
Powoduje rozkurcz tetnic ptucnych, hamuje proliferacje migsni gtadkich oraz agregacje ptytek krwi.
U o0s6b z nadcisnieniem ptucnym dochodzi do zmniejszonego wydzielania i/lub zaburzonego
dziatania tlenku azotu oraz enzymu katalizujgcego synteze NO — srodbtonkowej syntazy NO (eNOS)
[92]. Dziatanie tlenku azotu zalezy W duzym stopniu od aktywacji rozpuszczalnej cyklazy
guanylanowej (sGC). Enzym ten pobudza produkcje cyklicznego guanozynomonofosforanu
(cGMP), ktory aktywuje kinaze biatkowg G. Prowadzi to do zmniejszenia wewnagtrzkomorkowego
stezenia jonéw wapnia Ca?*, hiperpolaryzacji blony komorkowej mie$ni gtadkich i do rozszerzenia
naczyn plucnych. Tlenek azotu wplywa takze na ograniczenie produkcji dziatajacej
wazokonstrykcyjnie endoteliny-1. Uposledzenie wydzielania tlenku azotu przyczynia si¢ do
nadmiernego wytwarzania ET-1. Protekcyjna aktywnos¢ NO ograniczaja wolne rodniki tlenowe,
ktore nasilaja dzialanie stresu oksydacyjnego [39, 96, 104]. U chorych z nadcis$nieniem ptucnym
obserwuje si¢ takze zwigkszona aktywnos¢ fosfodiesterazy typu 5, ktéra odpowiada za hydrolizg
cGMP do nieaktywnego GMP i tym samym ostabia dziatanie NO [175].
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Opisane powyzej szlaki sygnatowe wyjasniaja tylko czesciowo patogeneze nadcis$nienia
plucnego. Wiadomo, ze patomechanizm choroby jest wieloczynnikowy i obejmuje liczne szlaki
biochemiczne oraz roézne typy komorek i genéw. W dalszym ciagu naukowcy poszukuja innych
mechanizméw zaangazowanych w patogeneze choroby. Ma to na celu pelne wyjasnienie
molekularnego podtoza nadcis$nienia ptucnego, znalezienie punktéw uchwytu dla nowych lekow
oraz optymalizacj¢ obecnie Stosowanej terapii. Zaburzenia przekaznictwa w obrebie szklakow
sygnatowych dla endoteliny-1, prostacykliny I, oraz tlenku azotu staly si¢ podstawg do wdrozenia
terapii celowanej tetniczego nadcis$nienia phlucnego. Opiera si¢ ona na lekach, dla ktoérych

wymienione szlaki sg punktami uchwytu.

2.1.5. Farmakoterapia

Celem farmakoterapii nadci$nienia phlucnego jest zahamowanie postgpu choroby,
ztagodzenie objawow klinicznych, poprawa jakosci zycia pacjentdow oraz wydiluzenie czasu
przezycia.

Terapia tetniczego nadci$nienia ptucnego obejmuje farmakoterapi¢ celowang na tetniczki
plucne, leczenie nieswoiste (objawowe) oraz chirurgiczne. Proces leczenia jest $cisle okreslony przez
algorytmy terapeutyczne zawarte w europejskich wytycznych ESC/ERS [67]. U niektorych
pacjentow z PAH poczatkowo wdraza si¢ leczenie antagonistami wapnia (np. amlodypina,
diltiazem). Do terapii kwalifikujg si¢ pacjenci z pozytywnym wynikiem ostrego testu
wazoreaktywnos$ci. U chorych, u ktérych nie zaobserwowano naczyniorozszerzajacego dziatania
lekow blokujacych kanaty wapniowe rozpoczyna si¢ wiasciwg terapie celowang na tetniczki ptucne
[113]. Dobor tzw. lekow swoistych wiaze si¢ z zakwalifikowaniem pacjenta do odpowiedniej klasy
czynno$ciowej WHO-FC/NYHA. W tym celu okresla si¢ wydolno$¢ fizyczng pacjenta w teScie
szesciominutowego marszu (6MWT) oraz stopien duszno$ci towarzyszacy wysitkowi. Leki
stosowane w terapii swoistej PAH wplywajg na szlaki sygnatowe, ktérych zaburzenia maja
udokumentowany udziat w patomechanizmie schorzenia. Zalicza si¢ do nich opisane
wczesniej (podrozdziat 2.1.4.) szlaki sygnatowe zwigzane z endoteling-1, prostacykling I, oraz
tlenkiem azotu. Terapia celowana na tetniczki plucne jest obecnie stosowana w tetniczym
nadcis$nieniu plucnym oraz w przewlektym zakrzepowo-zatorowym nadcisnieniu phlucnym.
W odniesieniu do pozostatych grup klinicznych, a w szczegolnosci do nadci$nienia plucnego
spowodowanego chorobami lewej czeéci serca (grupa 2) oraz nadcis$nienia ptucnego W przebiegu
chorob ptuc i/lub hipoksji (grupa 3), postgpowanie terapeutyczne polega na leczeniu choroby
podstawowej. Obecnie nie zaleca si¢ podawania lekow swoistych dla PAH pacjentom z grup
Klinicznych 2 i3 [87, 127]. Podejmuje si¢ jednak proby zastosowania takiej terapii u chorych
z przewlekla obturacyjna choroba pluc (syldenafil, iloprost) oraz ze zdiagnozowanym CTEPH
(syldenafil, bozentan, treprostynil) [44, 50, 119, 164, 181, 192].
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Pierwszy lek w terapii swoistej tetniczego nadci$nienia plucnego — epoprostenol, zostat
zarejestrowany przez FDA w 1995 roku (Rycina 1) [121]. Od tego czasu nastgpit znaczacy postep
w leczeniu PAH.

Obecnie farmakoterapia celowana na tetniczki ptucne obejmuje pigé grup lekow (wymieniono wg

kolejnosci dopuszczenia na rynek farmaceutyczny przez FDA):

— prostacykling PGl i jej analogi (prostanoidy),

— antagonisty receptoréw endotelinowych (ERAs),
— inhibitory fosfodiesterazy typu 5 (PDE-5i),

— stymulator cyklazy guanylanowej (riocyguat),

— agoniste receptora dla prostacykliny IP (seleksypag).

1995 2002 2005 2009 2015
Epoprostenol Treprostynil  Syldenafil Tadalafil Seleksypag
2001 2004 2007 2013
Bozentan lloprost  Ambrisentan Riocyguat
Macytentan

Rycina 1. Leki swoiste stosowane w terapii tetniczego nadcis$nienia plucnego przedstawione
chronologicznie wg daty dopuszczenia na rynek farmaceutyczny przez FDA

Efektem dziatania ww. lekow jest normalizacja zaburzen sygnatowych na poziomie molekularnym
i poprawa funkcji srodbtonka tetnic ptucnych. Prowadzi to do zmniejszenia powstalych oporow
ptucnych oraz poprawy wydolnosci wysitkowej i parametrow hemodynamicznych. Towarzyszy
temu ztagodzenie objawow choroby i poprawa jakosci zycia. W praktyce klinicznej przektada sie to
m. in. na utrzymanie pacjentow w 1-2 klasie czynnosciowej WHO-FC/NYHA, brak objawow
niewydolnos$ci prawokomorowej serca, wynik testu 6MWT powyzej 440 m oraz na popraweg

parametréw hemodynamicznych i biochemicznych [97].
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Leki stosowane w ramach farmakoterapii swoistej tetniczego nadci$nienia ptucnego roznig si¢
migdzy sobg mechanizmem dziatania, skutecznos$cia terapeutyczng oraz wtasciwo$ciami
farmakokinetycznymi, ktore determinuja drogg podania lekow oraz dawkowanie.

Przewlekte zakrzepowo-zatorowe nadci$nienie ptucne to posta¢ PH, ktérg mozna catkowicie
wyleczy¢. Leczeniem z wyboru jest zabieg endarterektomii ptucnej (PEA). U chorych
niekwalifikujagcych si¢ do PEA Iub u ktérych nadci$nienie plucne utrzymuje si¢ pomimo
przeprowadzonego zabiegu, zastosowanie znajduje farmakoterapia celowana. Lekiem swoistym
zarejestrowanym w terapii przewleklego zakrzepowo-zatorowego nadci$nienia plucnego jest
riocyguat. Chorzy powinni takze otrzymywa¢ bezterminowo leki przeciwzakrzepowe.
W przypadku wystgpienia niewydolnosci prawokomorowej serca wdraza si¢ leki moczopedne,

natomiast w hipoksemii — tlenoterapi¢ [103, 186].

2.1.5.1. Prostacyklina PGI: i jej analogi (prostanoidy)

Punktem uchwytu dla zwigzkow z grupy prostanoidow jest szlak prostacykliny. Leki te
wykazujg dzialanie naczyniorozszerzajace, antyagregacyjne oraz antyproliferacyjne [176].
Pierwszym lekiem zarejestrowanym w terapii swoistej PAH byt epoprostenol. To syntetyczna
prostacyklina PGl, o krotkim okresie pottrwania wynoszacym 3—6 minut, stabilna w temperaturze
pokojowej przez 8 godzin. Z tego wzgledu epoprostenol podaje si¢ w statym wlewie dozylnym za
pomocg pompy infuzyjnej. Obecnie jest dostgpna termostabilna posta¢ leku, zachowujaca trwatos¢
przez 24 godziny, zarejestrowana w Polsce pod nazwg Veletri w dawkach 0,5 i 1,5 mg. Lek jest
wskazany do stosowania w 3—4 Klasie czynnosciowej WHO-FC/NYHA. Leczenie rozpoczyna si¢ od
dawki 2-4 ng/kg/min stopniowo ja zwigkszajac az do uzyskania dawki optymalnej wynoszacej
2040 ng/kg/min, co moze ograniczy¢ dziatania niepozadane [33, 61, 80, 176]. Dalsze badania
prowadzone nad grupg prostanoidow poskutkowaly wprowadzeniem na rynek farmaceutyczny
trzech innych stabilnych chemicznie analogéw prostacykliny Io: beraprostu, treprostynilu i iloprostu.
Beraprost byt pierwszym stabilnym chemicznie analogiem prostacykliny. Lek podawany doustnie
poprawiat wydolnos¢ wysitkowa pacjentow. Efekt ten utrzymywat sie jedynie przez 3 do 6 miesigcy;
nie towarzyszyta mu zmiana parametréw hemodynamicznych. Beraprost zostat dopuszczony do
leczenia PH w Japonii i w Korei Potudniowej [49, 82].

Treprostynil to trojpierscieniowy cykliczny analog epoprostenolu podawany doustnie, wziewnie lub
dozylnie. Preferowana droga jest podanie podskorne za pomoca pompy mikroinfuzyjnej przez
cewnik [117]. W Polsce substancja jest zarejestrowana w postaci roztworu do infuzji podskornej
w dawkach: 1; 2,5; 5 lub 10 mg/ml (Remodulin, Tresuvi, Trepulmix). Lek jest wskazany do
stosowania w 3—4 klasie czynnosciowej WHO-FC/NYHA. Leczenie rozpoczyna si¢ od mniejszej

dawki i stopniowo sie ja zwieksza do uzyskania dawki optymalnej [29, 61, 69].
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Innym chemicznie stabilnym analogiem prostacykliny I, jest iloprost. Lek mozna podawa¢ dozylnie,
wziewnie lub doustnie, chociaz skuteczno$¢ tej ostatniej formy nie zostata jeszcze potwierdzona
[117]. W Polsce iloprost jest dostgpny w postaci roztworu do nebulizacji pod nazwa Ventavis
i lloprost Zentiva, w dawkach 10 i/lub 20 mcg/ml. Jest wskazany do stosowania u pacjentow w 3
klasie czynnosciowej WHO-FC/NYHA [67]. Dawke przeznaczonag na jedng inhalacje podaje si¢ od
6 do 9 razy na dobg w zaleznosci od indywidualnych potrzeb pacjentow. Czas inhalacji wynosi od 3
do 8 minut. Bezpieczenstwo i skutecznos¢ dziatania leku wykazano w przypadku stosowania
nebulizatoréw Breelib, Venta-Neb i I-Neb AAD. Ze wzgledu na roznice we wiasciwosciach
fizycznych aerozolu wytwarzanego przez nebulizatory, zmiany urzadzenia dokonuje si¢ pod
nadzorem lekarza prowadzacego [34]. Konieczno$¢ przyjmowania leku kilka razy dziennie w postaci
kilkuminutowych inhalacji moze pogarsza¢ komfort zycia chorych. Leki z grupy prostanoidoéw sg
wzglednie dobrze tolerowane przez pacjentow. Charakteryzuje je wysoka skuteczno$é
terapeutyczna. Wyniki badan klinicznych wskazuja, ze dozylne podawanie prostanoidow pozwala
na uzyskanie istotnej poprawy przezywalnosci iwydolnosci fizycznej W poroOwnaniu do
pozostatych form podania lekow [12]. Prostanoidy sg stosowane w leczeniu zaawansowanych
postaci tetniczego nadcisnienia ptucnego (3—4 klasa czynnosciowa WHO-FC/NYHA). Dziatania
niepozadane opisywanej grupy lekow sa w duzej mierze zwigzane z konieczno$cia czasochtonnych
inhalacji oraz iniekcjami dozylnymi badz podskornymi. W tym ostatnim przypadku moze dochodzi¢
do rozwoju miejscowego stanu zapalnego na przebiegu cewnika, infekcji bakteryjnych oraz bélu
w miejscu wktucia, zakrzepicy czy awarii pompy. Z kolei najczesciej raportuje si¢ bole gtowy,

biegunke, bole zuchwy i szczeki, wymioty, napady goraca oraz zaczerwienie skory [61].

2.1.5.2. Antagonisty receptorow endotelinowych (ERAs)

Antagonisty receptorow endotelinowych to kolejna grupa lekéw stosowana z powodzeniem
w terapii tetniczego nadci$nienia ptucnego. Mechanizm dziatania polega na blokowaniu receptoréw
dla ET-1 typu A i/lub typu B. Wyniki badan eksperymentalnych wskazuja na korzySci stosowania
lekéw nieselektywnych [67, 80]. Zaobserwowano, ze niewybiodrcza inhibicja receptoréw ET-A oraz
ET-B w wigkszym stopniu ogranicza zmiany przerostowe naczyn plucnych w poréwnaniu do
selektywnej blokady receptorow ET-A [93]. Leki z grupy ERAs sa wskazane w leczeniu chorych
w 2-3 klasie czynnosciowej WHO-FC/NYHA. Bozentan — nieselektywny antagonista receptorow
ET-A i ET-B, byt pierwszym antagonista receptoréw endotelinowych wprowadzonym na rynek
farmaceutyczny. Lek zostat zarejestrowany w 2001 roku przez FDA ze wskazaniem do leczenia
tetniczego nadci$nienia plucnego u dzieci i U dorostych. Bozentan jest dostepny w Polsce w postaci
tabletek powlekanych (Tracleer 62,5; 125 mg, Stayveer 62,5; 125 mg, Bopaho 62,5; 125 mg,
Bosentan Sandoz GmbH 62,5; 125 mg) oraz w postaci tabletek do sporzadzania zawiesiny doustnej

(Tracleer 32 mg). Chorzy leczeni bozentanem wymagaja systematycznej kontroli czynno$ci
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watroby, poniewaz dzialania niepozadane leku wiaza si¢ ze zwickszeniem aktywnoSci
aminotransferaz. Zmniejszenie dawki lub odstawienie leku pozwala na normalizacj¢ parametrow
watrobowych [67]. Lek jest metabolizowany przez izoenzymy cytochromu P-450 — CYP3A4
i CYP2C9. Jest takze ich induktorem. Ze wzgledu na ryzyko Wystapienia interakcji zaleca si¢
zachowanie ostroznosci przy jednoczesnym stosowaniu bozentanu z innymi lekami [31, 117].
Modyfikacja struktury chemicznej bozentanu pozwolila na otrzymanie macytentanu (FDA, 2013).
Macytentan charakteryzuje wysoka lipofilnos¢, dobre przenikanie do tkanek i wydhizony czas
wigzania z receptorami endotelinowymi. W badaniu klinicznym SERAPHIN wykazano korzystny
wplyw macytentanu, przyjmowanego doustnie w dawce 10 mg jeden raz na dobg, na zmniejszenie
ryzyka zgonu, ograniczenie postepu choroby (045%) czy na ztagodzenie objawow PH [111].
Nie zaobserwowano znaczacego dziatania hepatotoksycznego. Lek jest dostepny w Polsce pod
nazwa Opsumit W postaci tabletek powlekanych [16, 28, 170].

Receptory ET-A sg takze selektywnie blokowane przez inne ERAs: ambrisentan i sitaksentan.
Sitaksentan zostal wycofany z obrotu w 2010 roku z powodu ostrej niewydolno$ci watroby jakg
wywotywat [170]. Preparat zawierajacy ambrisentan jest dostgpny w Polsce pod nazwa Volibris
w postaci tabletek powlekanych (5, 10 mg) [35].

Wszystkie opisane leki z grupy ERAs zwigkszaja ryzyko rozwoju obrzgkow obwodowych [28, 31,
35].

2.1.5.3. Inhibitory fosfodiesterazy typu 5 (PDE-5i)

Hamowanie aktywno$ci fosfodiesterazy typu 5, ktora rozktada cykliczny monofosforan
guanozyny (cGMP) do monofosforanu guanozyny (GMP), wzmacnia szlak sygnatowy NO/cGMP.
Leki hamujace aktywnos¢ PDE-5 zwickszajg wewnatrzkomorkowe stezenie cGMP, co prowadzi do
rozszerzenia naczyn plucnych. Inhibitory fosfodiesterazy typu 5 wykazujg dziatanie
naczyniorozszerzajace oraz antyproliferacyjne [137]. Obecnie znane sa trzy leki bedace
selektywnymi inhibitorami PDE-5: syldenafil, tadalafil i wardenalfil. Wardenafil nie uzyskat
dotychczas rejestracji w terapii nadcisnienia ptucnego przez Europejska Agencje Lekow (EMA) oraz
FDA.

Syldenafil byt pierwszym inhibitorem PDE-5 dopuszczonym do obrotu przez FDA w 2005 roku ze
wskazaniem w terapii PAH. W Polsce lek zarejestrowano pod nazwami Revatio, Granpidam,
Remidia, Sildenafil Zentiva, Sildenafil Aurovitas do stosowania doustnego (proszek do sporzadzania
zawiesiny doustnej, tabletki powlekane). Lek jest wskazany w leczeniu tetniczego nadcisnienia
plucnego u dorostych oraz u dzieci od pierwszego roku zycia [30, 170], a standardowe dawkowanie
to 20 mg trzy razy na dobe¢. Tadalafil jest zarejestrowany w Polsce w postaci tabletek powlekanych
(preparat Adcirca, 20 mg). Ze wzglgdu na dtuzszy okres pottrwania, lek podaje si¢ raz na dobg [67].
Inhibitory PDE-5 sa wskazane w leczeniu pacjentéw w 2-3 klasie czynnosciowej WHO-FC/NYHA.
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Omawiane leki sg dobrze tolerowane przez chorych. Z dziatan niepozadanych wymienia si¢ bole

glowy, zaczerwienienie skory, krwawienia z nosa, bole migéni oraz uderzenia gorgca [23].

2.1.5.4. Stymulator cyklazy guanylanowej (riocyguat)

Dziatanie PDE-bi zwigzane z hamowaniem rozktadu cGMP zalezy od poziomu tlenku azotu,
ktory jest zwykle zmniejszony u chorych na tetnicze nadci$nienie ptucne. Z tego wzgledu rozpoczeto
badania nad opracowaniem leku, ktory w sposéb bezposredni pobudza tworzenie cGMP [170].
W 2013 roku FDA wydata pozwolenic na dopuszczenie do obrotu riocyguatu bedacego
stymulatorem rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej (SGC). Podstawa rejestracji leku bylo
randomizowane badanie kliniczne CHEST-1, w ktorym zaobserwowano poprawe funkcji
czynnosciowych oraz rokowania pacjentdow. Riocyguat wykazuje dziatanie wazodylatacyjne oraz
antyproliferacyjne. Jest dostepny w Polsce pod nazwag Adempas w postaci tabletek powlekanych,
w dawkach 0,5-2,5 mg. Obecnie jest to jedyny lek na $wiecie zarejestrowany w terapii
nieoperacyjnego lub przetrwalego, przewlektego zakrzepowo-zatorowego nadcisnienia ptucnego.
Riocyguat stosuje si¢ rowniez W leczeniu tetniczego nadcisnienia ptucnego u pacjentéw w 2—3 klasie
czynnosciowej WHO-FC/NYHA. Wsrod glownych dziatan niepozadanych leku wymienia sig
niedoci$nienie. Ze wzgledu na ryzyko wystapienia cigzkiej hipotonii, riocyguatu bezwzglednie nie
nalezy taczy¢ z donorami tlenku azotu (np. monoazotanem izosorbidu) oraz inhibitorami PDE-5 [27,
103, 188].

2.1.5.5. Agonisty receptora prostacykliny IP

Ograniczenia stosowania doustnych prostanoidéw zwigzane z krotkim okresem pottrwania
oraz niska biodostgpnoscig sktonity badaczy do poszukiwan nowego, doustnego leku o podobnej
aktywnosci. W 2014 roku zakonczono pomysSlnie trzecig faz¢ badania klinicznego GRIPHON,
w ktorym oceniono efektywno$¢ terapeutyczng nowego leku — seleksypagu. W 2015 roku zwigzek
zostat dopuszczony do leczenia przez FDA, a w 2016 roku — przez EMA [53]. Seleksypag jest tym
samym najnowszym lekiem zarejestrowanym w terapii swoistej tetniczego nadcis$nienia ptucnego.
Bedac selektywnym, nieprostanoidowym agonistg receptora prostacykliny IP, wykazuje dzialanie
naczyniorozszerzajace oraz antyproliferacyjne. Lek jest hydrolizowany w watrobie do aktywnego
metabolitu ACT-333679 (MRE-269), ktory dziata 37-krotnie silniej niz zwigzek macierzysty.
Seleksypag jest selektywny w stosunku do receptorow IP i nie wplywa na inne receptory
prostanoidow, np. EP, FP, DP. W rezultacie nie wykazuje m.in. dziatania skurczowego w obrgbie
naczyn krwiono$nych oraz przewodu pokarmowego. W badaniach na modelach zwierzgcych
wykazano, ze seleksypag, W przeciwienstwie do analogow prostacykliny PGlz, nie powoduje
zjawiska tachyfilaksji. Jest zarejestrowany w Polsce pod nazwa Uptravi, w postaci tabletek

powlekanych, w dawkach 0,2-1,6 mg, w leczeniu pacjentow w 2-3 klasie czynno$ciowej WHO-
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FC/NYHA. Seleksypag moze wywota¢ takie dziatania niepozadane jak bole glowy, migsni i stawow,
zaczerwienienie twarzy, biegunke, wymioty [32, 82]. Obecnie trzecig fazg¢ badan klinicznych
przechodzi ralinepag (ADP811), nalezacy do najnowszej generacji doustnych nieprostanoidowych
agonistow receptorow prostacykliny [89]. Efektywno$¢ terapeutyczna zwigzku jest badana
u chorych na tetnicze nadci$nienie ptucne. Wyniki zakonczonego badania drugiej fazy pokazaty
znaczaca redukcje PVR oraz poprawe wydolnosci wysitkowej [187]. Jego mechanizm dziatania jest
zblizony do seleksypagu. Nowy zwigzek cechuje dtuzszy okres poéltrwania (24 godziny),
w wigkszym stopniu hamuje on agreagacje ptytek krwi oraz znaczgco podwyzsza poziom cAMP.
Ralinepag wywiera silniejsze dziatanie wazodylatacyjne niz iloprost, treprostynil oraz seleksypag.
Wyniki badan invitro i na modelach zwierzecych potwierdzity tez dziatanie antyproliferacyjne
nowej czasteczki [78, 189].

Opisane wyzej leki swoiste stosuje si¢ w monoterapii lub terapii skojarzonej. Terapia
skojarzona umozliwia zastosowanie dwoch lub trzech lekow z réznych klas, o réznych
mechanizmach dzialania, co jest standardem w leczeniu nadci$nienia ptucnego. Wyniki
randomizowanych badan klinicznych  wskazuja na znaczng poprawe parametrow
hemodynamicznych, wydolnosci wysitkowej oraz rokowania pacjentow dzigki wdrozeniu terapii
skojarzonej [24]. Moze by¢ ona stosowana wg schematu terapii poczatkowej (up-front) lub
sekwencyjnej. Terapia sekwencyjna polega na dotaczeniu do monoterapii drugiego leku. Terapig
sekwencyjna stosuje si¢ u pacjentow w 2—4 klasie czynnosciowej, w przypadku niewystarczajacych
efektow terapeutycznych, takich jak brak poprawy przezywalnosci badz wydolnosci wysitkowe;j.
Obecnie wszystkie dostepne w Polsce leki celowane sg objete refundacja w ramach Programu
Lekowego Narodowego Funduszu Zdrowia. Nowy zakres $wiadczen obowigzuje od 1 stycznia 2021
roku. Program jest przeznaczony dla pacjentow w 2—4 klasie WHO-FC/NYHA ze zdiagnozowanym
i udokumentowanym tetniczym nadci$nieniem ptucnym. Dodatkowo od 2015 roku riocyguat jest
refundowany we wskazaniu do stosowania w nieoperowalnym lub przetrwatym CTEPH. W nowym
programie refundacja objgto takze seleksypag. Obecny zakres §wiadczen daje mozliwosc¢ taczenia ze
sobg lekéw z grupy prostanoidow, ERAs i PDE-5i w terapii dwulekowej lub trojlekowe;j.
Przeciwwskazane jest jednoczesne stosowanie inhibitorow PDE-5 z riocyguatem lub bozentanu
zinnymi ERAs ze wzgledu na ryzyko interakcji lekowych. W ramach terapii skojarzonej
poczatkowej, u pacjentow w 3 klasie czynnosciowej WHO-FC/NYHA stosuje si¢ leki doustne,
a w 4 klasie czynnosciowej — potaczenia lekéw doustnych z prostacykling PGI», podawang dozylnie,
domiesniowo lub wziewnie. W przypadku braku poprawy lub pogorszenia stanu chorego, do

schematu leczenia dodaje si¢ kolejny — trzeci lek [159].
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Kryteria wiaczenia do terapii dwulekowej lub trojlekowej objetej programem lekowym NFZ

obejmujg m.in.:

— nieskuteczne lub Zle tolerowane dotychczasowe leczenie schematem lekowym do
stosowania w monoterapii,
— 4 klasg czynnosciows nadcisnienia ptucnego W momencie rozpoznania choroby lub pomimo

dotychczasowego leczenia [159].

W ramach farmakoterapii uzupetniajacej tetniczego nadci$nienia ptucnego stosuje si¢ leki
dziatajace nieswoiscie na tetniczki ptucne. Zmniejszajg one objawy kliniczne choroby, ale nie maja
wplywu na przezywalnos$¢ pacjentow. Chorzy mogg otrzymywac leki przeciwzakrzepowe i/lub leki
moczopedne  (spironolakton, furosemid, hydrochlorotiazyd) — zmniejszajace objawy
prawokomorowej niewydolnosci serca. U pacjentow z tachykardig i nadkomorowymi zaburzeniami
rytmu serca stosuje si¢ leki inotropowo dodatnie (np. digoksyng). Tlenoterapi¢ wdraza si¢ do

leczenia, jesli u chorych rozwinie si¢ hipoksemia [186].

2.2. Kierunki poszukiwan nowych mozliwosci terapeutycznych w nadci$nieniu
plucnym

Pomimo znacznego postgpu w diagnostyce i farmakoterapii oraz rozwoju leczenia
operacyjnego, wiele postaci nadcisnienia plucnego w dalszym ciggu pozostaje nieuleczalne. Obecnie
stosowane leki swoiste, cho¢ poprawiaja jakos¢ zycia pacjentow i wydtuzaja czas przezycia, nie
powoduja catkowitego odwrdcenia powstatych zmian patomorfologicznych i hemodynamicznych.
Z tego wzgledu badacze poszukujg nowych punktow uchwytu dla potencjalnych lekow i nowych
mozliwosci terapeutycznych. Trudnosci dostarcza wieloczynnikowy i nie w pelni poznany
patomechanizm choroby. Ztozona etiologia schorzenia sktania do opracowania terapii skojarzonych,
opierajacych si¢ na hamowaniu lub pobudzaniu wielu $ciezek sygnatowych, ktorych zaburzenia
obserwuje si¢ w przebiegu nadcisnienia plucnego. Uwage zwraca takze brak zarejestrowanych
lekow, ktore istotnie ograniczatyby przebudowe $ciany naczyn plucnych. Leki dostepne w ramach
terapii swoistej dziatajg gléwnie wazodylatacyjnie, wykazujac mniejszy wplyw na zmiany
przerostowe. Z tego wzgledu poszukiwanie nowych mozliwosci leczenia nadci$nienia ptucnego jest
w duzym stopniu ukierunkowane na zahamowanie i/lub odwrécenie powstatych zmian
patomorfologicznych, co mogtoby pozwoli¢ na catkowite wyleczenie. Uwage naukowcow zwraca
réwniez pewne podobienstwo patomechanizmu tetniczego nadci$nienia plucnego do kancerogenezy.
W rozwoju PAH, analogicznie do procesu nowotworzenia, obserwuje si¢ dysfunkcj¢ mitochondriéw
i nasilenie glikolizy tlenowej [160]. Dochodzi do nadmiernej migracji i proliferacji komorek,
rozwoju opornosci komorek na apoptozg, a takze do zaburzenia szlakow sygnatowych zwigzanych

z czynnikami wzrostu (PDGF, EGF, FGF) oraz z kinaza aktywowana mitogenami (MAPK).
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Z tego powodu dziatanie niektorych lekéw przeciwnowotworowych, w szczegdlnosci lekow
antyproliferacyjnych, zostatlo poddane ocenie w kierunku potencjalnego wykorzystania w terapii

tetniczego nadcisnienia plucnego [79, 185].

W kolejnych podrozdziatach (2.2.1-2.2.11) omowiono obecnie najpopularniejsze kierunki
poszukiwan nowych szlakow sygnatowych w farmakoterapii nadci$nienia ptucnego. Szlaki te moga

stanowi¢ punkty uchwytu dla potencjalnych, nowych lekow.

2.2.1. Uklad renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS)

Wydzielanie reniny w nerkach aktywuje ogolnoustrojowa kaskade enzymatyczno-
hormonalng zwang uktadem renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS). Uktad RAAS odpowiada
m.in. za regulacje ci$nienia krwi oraz gospodarke wodno-elektrolitowa organizmu. Zbadano takze
obecnos¢ uktadéw renina-angiotensyna w obrgbie serca, mozgu, nerek, naczyn krwiono$nych oraz
nadnerczy. U pacjentdw z tetniczym nadci$nieniem ptucnym moze dochodzi¢ do zwigkszenia
aktywnos$ci uktadu RAAS i tkankowych uktadéw renina-angiotensyna [73]. Potwierdzono takze
zwigzek miedzy wzrostem tej aktywnosci a rozwojem PAH [22].

Pierwszym etapem aktywacji uktadu RAAS jest wydzielanie reniny, ktora przeksztalca powstaty
W watrobie angiotensynogen w nieaktywny dekapeptyd —angotensyne 1 (Ang-1). Nastepnie, za
posrednictwem enzymu konwertujgcego angiotensyne (ACE), powstaje glowny efektor uktadu
RAAS — angiotensyna 2 (Ang-2). Enzym ACE jest rozpowszechniony w tkankach ptuc [22].
Konwersja Ang-1 do Ang-2 moze réwniez zachodzi¢ pod wplywem chymazy obecnej m. in.
w komorkach tucznych, mig$niach szkieletowych oraz w sercu. Dodatkowo ACE inaktywuje
bradykining oraz kalidyn¢ — dziatajgce wazodylatacyjnie [129]. Nasilona aktywno$¢ angiotensyny 2
w przebiegu nadcisnienia ptucnego przyczynia si¢ do przewagi procesow wazokonstrykcyjnych
i proproliferacyjnych. Angiotensyna 2 dziata przez dwa typy receptoréw: AT i AT,.. Pobudzenie
receptora AT: powoduje skurcz naczyn krwiono$nych iwzrost resorpcji sodu w nerkach, co
prowadzi do wzrostu ci$nienia krwi i objetosci krwi krazacej. Dzialanie to jest nasilone przez
jednoczesne wydzielanie aldosteronu w wyniku pobudzenia receptorow AT: W obrgbie nadnerczy.
Ponadto Ang-2 stymuluje proliferacje¢ i migracje komorek migsni gltadkich naczyn krwiono$nych,
prowadzac tym samym do ich przebudowy. Angiotensyna 2 przyczynia si¢ do rozwoju procesow
zapalnych i oksydacyjnych m.in. poprzez aktywacje szklaku sygnatowego kinaz tyrozynowych oraz
kinazy aktywowanej mitogenami. Uczestniczy takze w rozwoju stresu oksydacyjnego przez
wzmozong produkcje reaktywnych form tlenu w nastepstwie pobudzenia oksydazy NADPH [36,
129]. Nadaktywno$¢ ukladu RAAS jest zwigzana z rozwojem przewleklego stanu zapalnego
w obrebie naczyn ptucnych, do ktérego dochodzi w przebiegu nadci$nienia plucnego. Wynika to
z pobudzenia przez angiotensyne 2 mediatoréw prozapalnych, takich jak interleukiny IL-1 i IL-6,

TNF-a, TGF-B czy biatko chemotaktyczne monocytow (MCP-1). Ponadto dochodzi do zwiekszenia
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aktywnos$ci  czynnika  transkrypcyjnego  NF-kB, co  skutkuje  nasileniem  stresu
oksydacyjnego i procesu zapalnego [36].

Uwage badaczy poszukujacych nowych mozliwos$ci terapeutycznych w leczeniu nadci$nienia
plucnego zwraca efekt pobudzenia receptorow AT.. Moze to skutkowaé rozszerzeniem naczyn
ptucnych, zahamowaniem procesu proliferacji i migracji komoérek naczyn krwiono$nych oraz
miocytow, a takze redukcjg stanu zapalnego oraz stresu oksydacyjnego. Wymienione dzialania
wptywaja korzystnie na ograniczenie rozwoju tetniczego nadci$nienia ptucnego. Alternatywny szlak
przemian Ang-2 w uktadzie RAAS jest zwigzany z jej przeksztatceniem do postaci Ang (1-7).
Konwersja moze zachodzi¢ pod wplywem enzymow: neprylizyny, endopeptydazy prolilowej,
karboksypeptydazy prolilowej lub enzymu konwertujacego angiotensyne 2 (ACE2), ktory jest
homologiczny z ACE. Angiotensyna (1-7) dziata przez pobudzenie zwigzanego z biatkiem G
receptora Mas 1 hamuje aktywno$¢ Ang-2, wykazujac dziatanie przeciwzakrzepowe,
antyproliferacyjne oraz wazodylatacyjne. W badaniach eksperymentalnych dowiedziono, ze
zwigkszony poziom ACE2 oraz Ang (1-7) zapobiega hipertrofii i widknieniu miocytow. Moze to
wynika¢ m.in. z korzystnego wptywu na metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP),
ktore predysponuja do przebudowy migsnia sercowego [129, 171]. Okreslenie udziatu kaskady
RAAS w patomechanizmie te¢tniczego nadci$nienia plucnego pozwolito na identyfikacj¢ nowych
punktow uchwytu dla potencjalnych lekow w terapii PH.

W oparciu 0 obecny stan wiedzy zaproponowano strategi¢ terapeutyczng opartg na wzmocnieniu osi
ACE2-Ang(1-7)-Mas, przy zahamowaniu wptywu osi ACE-Ang-2-AT:. Ma to na celu
przywrocenie  réwnowagi  pomiedzy  zaburzonymi  procesami  wazokonstrykcyjnymi
a wazodylatacyjnymi oraz zahamowanie postepu choroby. W badaniach eksperymentalnych
z zakresu nadcisnienia ptucnego ocenie poddano zwiazki regulujace aktywnos¢ uktadu RAAS, takie
jak aktywatory ACEZ2, analogi Ang (1-7), inhibitory ACE, antagonisty receptoréw AT1 oraz agonisty
receptorow AT [96].

2.2.2. Kinazy tyrozynowe (TKS)

Kinazy tyrozynowe warunkujg potranslacyjng fosforylacje biatek i wplywaja na
mechanizmy kontrolujace procesy wzrostu, roznicowania, proliferacji, migracji, przemian
metabolicznych i apoptozy komodrek. Zarowno w przebiegu tetniczego nadcisnienia plucnego jak
i wielu chorob nowotworowych moze dochodzi¢ do nasilenia aktywnosci kinaz tyrozynowych oraz
ich receptoréw. Stato si¢ to punktem wyjscia do podjecia prob eksperymentalnych z wykorzystaniem
lekoéw stosowanych dotychczas w terapii ostrych i przewlektych biataczek szpikowych, raka trzustki
czy jelita grubego. Mechanizm dziatania inhibitoré6w kinaz tyrozynowych polega na hamowaniu
kinaz Bcr-Abl oraz receptorow TK. Receptory TKS to transbtonowe glikoproteiny, przez ktore

dzialajg czynniki wzrostu i inne zewnatrzkomorkowe czasteczki sygnatowe. W przebiegu tetniczego
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nadci$nienia ptucnego moze dochodzi¢ do nasilenia aktywnosci receptoréw kinaz tyroynowych,
takich jak receptor naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR) i ptytkopochodnego czynnika wzrostu
(PDGFR a i B) oraz receptor czynnika wzrostu fibroblastow (FGFR) [99, 155]. Wyniki badan
eksperymentalnych i klinicznych swiadcza 0 duzej roli wymienionych mediatorow w rozwoju PAH,
a zwlaszcza w przebudowie naczyn ptucnych. Ptytkopochodny czynnik wzrostu jest wytwarzany
przez wiele typow komorek, w tym przez komorki migsni gladkich i fibroblasty naczyn plucnych.
Ma strukture dimerycznej czasteczki, ktora jest zbudowana z dwoch polipeptydowych tancuchow
potaczonych ze sobg mostkami disiarczkowymi. Obecnie znane sg cztery izoformy tancuchow:
PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C i PDGF-D. Ptytkopochodny czynnik wzrostu wywiera dziatanie przez
aktywacj¢ dwoch btonowych receptorowych kinaz tyrozynowych: PDGF-a i PDGF-p, ktére po
przylaczeniu PDGF ulegaja autofosforylacji. Reakcja ta pobudza wiele szlakow
wewnatrzkomorkowych, ktore reguluja procesy wzrostu, proliferacjg, migracje i przezycie komorek.
Sa to m in. szlaki zwigzane z Ras/MAPK, PI3K, PLC-y, Src, kinazg Akt czy z omawianym wczesniej
uktadem RAAS [6]. W oparciu o obecny stan wiedzy sugeruje si¢, ze inhibitory kinaz tyrozynowych
(TKI) jako leki antyproliferacyjne moga przeciwdziata¢ zmianom przerostowym w przebiegu

tetniczego nadci$nienia ptucnego [139].

2.2.3. Szlak sygnalowy ROS/RNS

Wyniki dotychczasowych badan $wiadcza o udziale reaktywnych form tlenu i azotu
w patogenezie nadci$nienia ptucnego. Badacze wskazuja, ze obserwowana w przebiegu choroby
nadprodukcja ROS oraz RNS moze odgrywac rolg w skurczu i W przebudowie naczyn ptucnych.
Do reaktywnych form tlenu (ROS) zalicza si¢: nadtlenek (O2’), nadtlenek wodoru (H.0.), rodnik
hydroksylowy (-OH") i anion podchlorynowy (OCI"). Reaktywne formy tlenu biorg udziat w wielu
procesach komorkowych, takich jak wzrost, proliferacja, apoptoza czy ekspresja genow.
Ich nadprodukcja prowadzi do rozwoju stresu oksydacyjnego, ktéry definiuje sie jako brak
rownowagi pomigdzy produkcja reaktywnych form tlenu a procesami antyoksydacyjnymi. Stres
oksydacyjny aktywuje reakcje utleniania, ktoére moga doprowadzi¢ do uszkodzenia wielu struktur
komorkowych, powodujgc rozne dysfunkcje oraz mutacje genow [148]. Wskazuje sie, ze mutacje
genu BMPR2, rozpoznane w patogenezie dziedzicznego i idiopatycznego tetniczego nadci$nienia
ptucnego, moga by¢ zwigzane z nadprodukcjg ROS. W $wietle badan nad patogeneza nadcisnienia
ptucnego wykazano liczne powigzania pomiedzy dzialaniem reaktywnych form tlenu a rozwojem
schorzenia. Ich aktywacja wptywa takze na zmniejszenie dostgpnosci tlenku azotu, upo$ledzenie
funkcji wazodylatacyjnej naczyn ptucnych, nasilenie procesow prozapalnych i proliferacyjnych.
Wsrod komorkowych zrodet reaktywnych form tlenu wyrdznia si¢ rodzing enzymoéw NADPH (Nox),
mitochondria, oksygenazy lipidowe (cyklooksygenaza, lipooksygenaza, cytochrom P-450), syntazy

tlenku azotu oraz oksydaze ksantynowa [63].
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Do reaktywnych form azotu (RNS) nalezy m.in. peroksynitryt (ONOO"), ktory powstaje
w wyniku reakcji wolnego rodnika tlenku azotu z nadtlenkiem. Jego toksyczne dziatanie jest
zwigzane z reakcja nitrowania biatek wielu szlakéw sygnatowych, co prowadzi do uposledzenia ich
funkcji. Przyktadowo, nitrowanie kinazy proteinowej G zaburza jej funkcje, w tym dziatanie
wazodylatacyjne. Wykazano takze zdolnos$¢ peroksynitrytu do aktywacji ERK, p38 MAPK oraz
kinazy proteinowej C. Enzymy te biorg udziat w proliferacji komorek srodbtonka i migéni gtadkich
naczyn ptucnych, co moze wskazywaé na udziat ONOO"w patomechanizmie nadci$nienia plucnego
[60, 183].

W badaniach na modelach zwierzgcych tetniczego nadcisnienia plucnego wykazano
zwiekszong aktywnos¢ enzymow Nox?2 oraz Nox4, ktore moga by¢ odpowiedzialne za wytwarzanie
ROS w $cianie naczyn plucnych. Rodzina enzyméw Nox obejmuje siedem transbtonowych
oksydoreduktaz (Nox1-5 oraz Duox1-2). Enzym Nox4 odpowiada za réznicowanie i proliferacje
komorek w obrgbie migsni gltadkich w warunkach hipoksji, a Nox2 kontroluje napigcie naczyn
ptucnych oraz procesy wzrostu komorek, angiogenezy i zapalenia w $rodbtonku naczyniowym [63,
66]. Sugeruje si¢, ze aktywacja omawianych izoenzymow prowadzi do indukcji szlakow
sygnalowych z udzialem MAPK oraz NF-xB. Wykazano takze, ze Nox moga by¢ aktywowane przez
inne zwigzki, ktore sg badane pod katem udziatu w patomechanizmie nadcisnienia ptucnego. Wsrod
nich wymienia si¢: serotoning, tromboksan Ay, angiotensyne 2, czynnik TNF-o oraz TGF-. Z tych
wzgledow podjeto probe wykorzystania enzymow Nox jako punktéw uchwytu dla nowej grupy
lekéw w terapii nadci$nienia ptucnego [183].

Badania eksperymentalne nad patogeneza PH wskazuja na upo$ledzenie aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w mitochondriach komoérek naczyn ptucnych [60]. Enzym ten
przeksztatca anion Oz do nadtlenku wodoru. Zmniejszona ekspresja SOD prowadzi do nadprodukcji
O7 i nasilenia jego toksycznego dziatania. Nie bez znaczenia pozostaje roOwniez ograniczenie
wytwarzania fizjologicznego nadtlenku wodoru. H,O2, poprzez wptyw na liczne szlaki sygnatowe,
np. szlak kinazy AMPK, bierze udziat w kontroli napigcia naczyn ptucnych, procesow proliferacji
i apoptozy [183].

Wisréd potencjalnych punktéw uchwytu dla nowych lekéw w terapii nadci$nienia ptucnego,
wymienia si¢ inne zrodto ROS — $rodblonkowa syntazg tlenku azotu niesprzezong ze swoim
kofaktorem lub substratem (uncoupled eNOS). Enzym ten aktywuje produkcje O, przez co
dochodzi do zmniejszenia syntezy i dostepnosci NO. Uwaza si¢, ze niesprzezona eNOS odgrywa
istotng role¢ w rozwoju wielu chorob uktadu sercowo-naczyniowego, w tym nadcisnienia ptucnego.
U o0s6b z tetniczym nadcisnieniem plucnym aktywno$¢ niesprzezonej eNOS moze by¢ zwigkszona

(3].
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2.2.4. Stan zapalny

Zainteresowanie naukowcoéw poszukujagcych nowych mozliwosci terapeutycznych
w nadci$nieniu ptucnym, skupia si¢ rowniez na rozwoju stanu zapalnego w patogenezie schorzenia.
Od ponad dwoch dekad badacze prébuja znalezé odpowiedz na pytanie czy stan zapalny jest
przyczyng czy konsekwencja rozwoju PH [194]. Brak jednoznacznej odpowiedzi moze wynikac¢
z r6znych patomechanizmow choroby w zalezno$ci od rozpatrywanej postaci klinicznej. O udziale
stanu zapalnego w rozwoju i przebiegu PH moze $wiadczyé obecno$¢ komorek zapalnych
w obrebie tetniczek ptucnych, takich jak makrofagi, komérki dendrytyczne, limfocyty T i B, komorki
tuczne. Stan zapalny rozwija si¢ takze w obrebie mie$nia sercowego u oséb z PAH. W krazeniu
systemowym chorych moze dochodzi¢ do podwyzszenia poziomu niektorych cytokin (IL-1B, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-8, TNF-a) i chemokin (CCL2, CCL5, CXC3CL1). Sugeruje si¢, ze niektore komorki
zapalne biora udziat w procesie przebudowy naczyn ptucnych, pobudzajac proliferacje migsni

gladkich (np. IL-1, IL-6) oraz hamujac apoptoze komorek srodbtonka (np. TNF-o)) [158, 168].

2.2.5. Kinaza RhoA/ROCK

Istotng rol¢ w patomechanizmie nadci$nienia plucnego przypisuje si¢ takze szlakowi kinazy
RhoA/ROCK. Kinaza RhoA/ROCK pobudza agregacje ptytek krwi oraz procesy prozapalne
W obrebie naczyn krwionosnych. Dotychczasowe badania wskazujg na zwiazek pomigdzy szlakiem
RhoA/ROCK a zaburzeniami $ciezek sygnatowych zwigzanych z tlenkiem azotu oraz endoteling-1.
Wyniki préb eksperymentalnych pokazuja negatywny wplyw nasilonego przekaznictwa
RhoA/ROCK na ekspresje NOS, aktywno$¢ eNOS oraz dostgpnos¢ tlenku azotu. Inne badania
wskazuja na zwigzek pomigdzy wzmozong aktywno$ciag omawianego szlaku a podwyzszonym
poziomem endoteliny-1 w przebiegu nadcisnienia ptucnego [11, 95].

Bialka RhoA to mate, monomeryczne GTP-azy, nalezace do nadrodziny biatek Ras. Sa
zaangazowane w rozne aktywno$ci komorkowe, takie jak skurcz miesni gladkich, organizacja
cytoszkieletu, proliferacja, migracja 1 apoptoza komorek, przebudowa macierzy
zewnatrzkomorkowej, a takze ekspresja gendw. Biatka RhoA oscylujg migdzy postacig aktywng —
zwigzang z GTP i nieaktywng — zwigzang z GDP. Ich efektorem jest kinaza serynowo/treoninowa
zalezna od Rho (ROCK), nalezaca do rodziny kinaz AGC (kinazy proteinowe A, G, C). Pobudzenie
ROCK moze nastgpi¢ pod wptywem kwasu arachidonowego lub wzrostu wewnatrzkomorkowego
stezenia Ca®* [46]. Obecnie wyrdznia si¢ dwie izoformy ROCK: ROCK 1(B) oraz ROCK2(a). Kinazy
ROCK Kkatalizujg fosforylacje tancuchow lekkich miozyny, zmniejszajac tym samym aktywno$¢ ich
fosfatazy (MLCP), co prowadzi do skurczu migéni gtadkich [11, 43, 83].

Inhibicja szklaku sygnatowego RhoA/ROCK stata si¢ kolejnym, potencjalnym punktem uchwytu dla

nowej grupy lekow w farmakoterapii nadci$nienia ptucnego.
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Badacze wskazuja, ze zahamowanie aktywno$ci opisywanego ukladu moze przyczyni¢ si¢ do
relaksacji naczyn ptucnych oraz do ograniczenia ich przebudowy [100].

Do inhibitorow ukladu RhoA/ROCK naleza statyny. To dobrze znana grupa lekéw
stosowana z powodzeniem w leczeniu hipercholesterolemii oraz w prewencji pierwotnej i wtornej
choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Uwage zwraca ich dziatanie plejotropowe. Mechanizm
dziatania statyn opiera si¢ na kompetycyjnej inhibicji reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
koenzymu A (HMG-CoA), ktora prowadzi do zahamowania przeksztalcenia kwasu f-hydroksy-p-
metyloglutarylowego do kwasu mewalonowego, ograniczenia syntezy izoprenoidow i biosyntezy
cholesterolu. W konsekwencji potranslacyjna prenylacja biatka RhoA zostaje zahamowana, co
wplywa negatywnie na przekaznictwo uktadu RhoA/ROCK [118]. Wykazano, ze statyny poprawiaja
funkcje srodbtonka naczyn krwionosnych poprzez zwigkszenie aktywnosci §rodblonkowej syntazy
tlenu azotu (eNOS) oraz indukcje¢ apoptozy komorek §rodbtonka, w wyniku aktywacji kaspazy-3.
Hamuja rowniez proliferacjg komorek miesni gladkich, thumig proces zapalny, wykazuja aktywnos¢
antyoksydacyjng, zapobiegaja zakrzepicy in Situ oraz ograniczajg nadmierng ekspresje genu BMPR2.
Whyniki licznych badan sugeruja, ze terapia skojarzona statyn z lekami zarejestrowanymi w t¢tniczym

nadci$nieniu ptucnym moze korzystnie wzmocni¢ efekty ich dziatania [101, 130, 197].

2.2.6. Uklad serotoninergiczny

Serotonina (5-HT) jest endogenng aming, wytwarzang w mozgu, ptytkach krwi oraz
w komorkach enterochromatofilych jelit, gdzie petni role neuroprzekaznika [105]. Udziat
sktadowych uktadu serotoninergicznego w patomechanizmie tetniczego nadcisnienia plucnego
zostal potwierdzony w badaniach eksperymentalnych i klinicznych. Pierwsze przypuszczenia
o0 zwigzku serotoniny z rozwojem PAH pojawily si¢ w latach sze$c¢dziesiatych po wprowadzeniu na
rynek lekow anoreksygennych, w tym fenfluraminy, ktére podnosily stezenie 5-HT w obrebie
krazenia ptucnego [2]. Zwigkszong liczbg przypadkow osob chorych na tetnicze nadci$nienie ptucne
powigzano ze stosowaniem fenfuraminy.
Serotonina powstaje w wyniku hydrolizy L-tryptofanu pod wptywem dziatania hydroksylazy
tryptofanowej (Tph) w komorkach §rodbtonka naczyn ptucnych. Powoduje skurcz tetnic ptucnych
poprzez pobudzenie receptorow serotoninergicznych, gtownie 5-HT1g oraz 5-HT2a. Serotonina jest
przenoszona do komoérek miesni gtadkich tetnic ptucnych przez transporter serotoniny (5-HTT,
SERT). Dziatajac przez kinaz¢ RhoA i jej efektor ROCK i/lub reaktywne formy tlenu, 5-HT
powoduje skurcz naczyn oraz proliferacj¢ warstwy srodblonkowej, migéni gladkich i fibroblastow.
Podwyzszony poziom serotoniny sprzyja wzmozonej agregacji ptytek krwi i miejscowemu
wykrzepianiu w naczyniach. U chorych na t¢tnicze nadcisnienie ptucne zaobserwowano zwigkszona
aktywno$¢ Tph w komorkach miegéni gladkich i $rodbtonka naczyn ptucnych oraz podwyzszony

poziom serotoniny w osoczu krwi. Dodatkowo w badaniach na zwierzg¢tach wykazano nasilone
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dziatanie transportera serotoniny w komoérkach migsni gtadkich tetnic ptucnych (PASMCs) [18, 56,
57]. Sktadowe uktadu serotoninergicznego, biorace udziat m. in. w syntezie i transporcie 5-HT, staty
si¢ potencjalnymi punktami uchwytu dla nowych lekow w terapii nadci$nienia ptucnego. Badania
eksperymentalne w tym zakresie dotycza mozliwosci hamowania nadmiernego przekaznictwa
serotoninergicznego. W obszarze zainteresowan badaczy znalazly si¢ selektywne/nieselektywne
antagonisty receptorow 5-HT1g i 5-HT2a oraz inhibitory Tph [85]. Wskazuje si¢ takze na korzysci
jednoczesnej blokady receptoréw 5-HTig oraz transportera serotoniny. Wynika to z wzajemnego
krzyzowania si¢ komorkowych szlakoéw pobudzenia 5-HTis oraz SERT, w ktorych posredniczy
kinaza ROCK [105].

2.2.7. Receptory aktywowane proliferatorami peroksysomow typu gamma (PPARY)

Receptory aktywowane proliferatorami peroksysomoéw to czynniki transkrypcyjne nalezace
do receptorow jadrowych. Ich rola polega gtownie na kontroli przemian kwaséw thuszczowych oraz
glukozy. Dotychczas poznano trzy izotypy PPAR: a, B, vy, ktére moga wystgpowaé w rdznych
tkankach 1 sg aktywowane przez rozne zwigzki [182]. Uwage naukowcow badajacych
patomechanizm nadci$nienia plucnego zwraca szczegodlnie szlak sygnatowy zwigzany z receptorami
aktywowanymi proliferatorami peroksysoméw typu vy, ktore wplywaja na procesy komorkowe, takie
jak proliferacja i roznicowanie komoérek. Aktywatory PPARy staly si¢ celem terapii
przeciwnowotworowych, poniewaz ograniczaja proliferacje komorek nowotworowych i wptywaja
na procesy proapoptyczne. Ligandy PPARy hamujg tez procesy angiogenezy [88]. Wyniki badan
przedklinicznych i klinicznych dowodza, ze szlaki sygnatowe kontrolowane przez PPARy maja
udziat w patomechanizmie nadci$nienia ptucnego. W tkankach ptuc zmienionych chorobowo geny
kodujace receptory typu y miaty zmniejszong ekspresje. Przeprowadzone proby eksperymentalne
wskazuja, ze aktywacja opisywanych receptorow moze prowadzi¢ do relaksacji miesni gladkich
naczyn ptucnych. Wynika to z pobudzenia produkcji NO i zmniejszonego uwalniania ET-1 [88, 122,
179].

2.2.8. Przekaznictwo B-adrenergiczne

Receptory B-adrenergiczne staly si¢ kolejnym, nowym punktem uchwytu w terapii
nadci$nienia ptucnego. U oséb z PH moze dochodzi¢ do zwigkszenia aktywno$ci ukladu
wspotczulnego oraz do zmniejszenia liczby i wrazliwosci receptoréw [-adrenergicznych (regulacja
w dot). Skutkuje to rozwojem nadcisnienia tetniczego, zwigkszonym zapotrzebowaniem migsnia
sercowego na tlen czy tez jego przebudowa [153]. Uzasadnienie podjecia prob przedklinicznych
i klinicznych z wykorzystaniem tej grupy lekow jest zwigzane z ich dziataniem inotropowoujemnym
I przeciwdziataniem arytmiom nadkomorowym. Wskazuje si¢ rowniez na korzystng normalizacje

zuzycia tlenu przez migsien sercowy, co jest szczegOlne istotne przy wspolistniejace]
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prawokomorowej niewydolnosci serca, obserwowanej W zaawansowanym stadium schorzenia [75].
Dotychczasowe badania pokazuja, ze pobudzenie receptorow B3 zapobiega neurohormonalnej
przebudowie mig$nia sercowego [168]. Sugeruje si¢ zastosowanie W terapii PAH lekoéw selektywnie
blokujacych receptory 1, zwlaszcza nalezacych do trzeciej generacji, dodatkowo pobudzajacych
receptory B3 oraz szlak syntezy NO.

2.2.9. Modulacja czynnos$ci mitochondriow

Obserwowana w przebiegu nadcis$nienia plucnego nadmierna proliferacja komorek miesni
gtadkich naczyn ptucnych oraz ich oporno$¢ na apoptozg, moze byé zwigzana z uposledzeniem
funkcji mitochondriéw. Mitochondria pelnig istotng role w kontroli przezywalno$ci komorek,
warunkowanej produkcja ATP. Apoptoza komorek zalezna od mitochondriow wplywa na
utrzymanie homeostazy, a jej supresja sprzyja proliferacji komorek. W migs$niach gladkich tetnic
ptucnych u os6b z PAH moze dochodzi¢ do hiperpolaryzacji btony mitochodriow oraz do
ograniczenia procesu utleniania glukozy i oddychania komorkowego. Podobnie jak w komorokach
nowotworowych obserwuje si¢ wtorne nasilenie glikolizy (tzw. efekt Warburga), ktora sprzyja
proliferacji [152]. Jak dowodza wyniki licznych badan nad patogeneza PAH, ograniczenie reakcji
utleniania glukozy jest zwigzane z zahamowaniem aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowej
(PDH). Opisano kilka mechanizméw inhibicji tego enzymu. Sa to: indukcja kinazy dehydrogenazy
pirogronianowej (PDK), hamowanie sirtuiny 3 (SIRT3) — glownej deacetylazy mitochondrialnej czy
hamowanie uwalniania biatka 2 (UCP2). Ten ostatni mechanizm prowadzi do zmniejszenia poziomu
mitochondrialnego wapnia oraz do nasilenia B-oksydacji kwasow ttuszczowych [134]. Dodatkowo
proces zapalny i hipoksja moga powodowac stres retikulum endoplazmatycznego (ER), czyli
zaburzenie homeostazy retikulum endoplazmatycznego w wyniku nagromadzenia niezwinigtych lub
nieprawidlowo pofatdowanych biatek. Dochodzi woéwczas do zwigkszenia odlegto$ci pomigdzy ER
a mitochondrium, co skutkuje ograniczeniem transportu jonow Ca®* iaktywacjg kinazy
dehydrogenazy pirogronianowej. Zahamowanie utleniania glukozy i nasilenie przemian
beztlenowych promuje procesy proliferacji komorek i ogranicza apoptoze. Zwigzki, ktore pobudzaja
PDH i ograniczajg przemiany beztlenowe moga potencjalnie przeciwdziata¢ przebudowie tetnic
ptucnych w PH. Wymaga to jednak dalszego potwierdzenia w probach przedklinicznych
i klinicznych [168].
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2.2.10. Mechanizmy epigenetyczne

Uposledzenie funkcji mitochondriéw nie jest jednym zaburzeniem metabolicznym, ktore
moze leze¢ u podstaw rozwoju nadci$nienia ptucnego. Zainteresowanie badaczy wzbudzajg rowniez
modyfikacje epigenetyczne, ktore odgrywajg istotng role w patogenezie réznych chordb, gltéwnie
nowotworowych i neurodegeneracyjnych oraz w procesach starzenia. Epigenetyke W ogdlnym
ujeciu definiuje sie jako dziedziczng zmiane aktywnosci oraz ekspresji genow, ktéra zachodzi bez
zmiany sekwencji DNA. Innymi stowy, modyfikacja epigenetyczna to zmiana w fenotypie komorki,
ktéra nie jest wynikiem zmian w sekwencji kodu genetycznego. Modyfikacje te moga dotyczy¢
metylacji DNA oraz zmiany struktury i funkcji chromatyny w nastgpstwie acetylacji/deacetylacji
histonéw [37]. Metylacja DNA mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej SOD2 moze prowadzié
do zmniejszenia jej ekspresji w przebiegu tetniczego nadci$nienia ptucnego i tym samym
spowodowaé zmniejszong produkcje H-O- i zwickszong ekspresje czynnika indukowanego hipoksja
(HIF-1a). Zmiany te powodujg nasilenie procesu proliferacji i ograniczenie apoptozy w obrebie
komorek migsni gtadkich tetnic plucnych [7]. Sugeruje sie, ze zahamowanie procesu metylacji DNA
dysmutazy ponadtlenkowej SOD2 moze stanowi¢ nowa opcje w leczeniu PAH.

Innym potencjalnym punktem uchwytu dla nowych lekow moga by¢ deacetylazy histonow
(HDAC). Histony to biatka zasadowe, ktére wraz z DNA tworza strukture chromatyny. Najczestszg
modyfikacjg histondéw jest ich acetylacja pod wplywem acetylotransferaz histonowych. Proces
deacetylacji jest katalizowany przez deacetylazy histonowe. Enzymy te odrywaja istotng role
w epigenetycznej regulacji ekspresji gendéw, ktore wplywaja na rozne szklaki sygnatowe
warunkujace procesy komdrkowe, cykl komorkowy, proces angiogenezy oraz apoptoze. Zwigkszong
ekspresj¢ HDAC obserwuje si¢ w przebiegu chordob nowotworowych oraz choréb 0 podtozu
zapalnym. Wyniki licznych prob eksperymentalnych wskazuja réwniez, ze HDAC moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju nadcisnienia ptucnego. Wsrod proponowanych mozliwosci w terapii PH
wymienia si¢ inhibitory deacetylazy histonow (HDAC1). Zwiazki te moga mie¢ korzystny wptyw na
ograniczenie przebudowy migsnia prawej komory serca oraz scian naczyn ptucnych. Wynika to ze
wspomnianego juz hamowania procesow proliferacji i angiogenezy oraz indukowania apoptozy
komorek naczyn ptucnych [37]. Proby eksperymentalne dowodza takze, ze HDACi mogg zmniejszaé
poziom ROS oraz ekpresje NADPH [38].

2.2.11. Inne szlaki sygnalowe

Adenozyna to substancja rozszerzajaca naczynia, stosowana alternatywnie w ostrym tescie
wazoreaktywnos$ci u chorych na nadci$nienie ptucne. Dziala przez cztery typy receptorow: Az, Asa,
Aoe oraz As, ktore sg sprzezone z biatkiem G. Sg one obecne w sercu, W §rodbtonku naczyn,
w fibroblastach oraz w miocytach. Pobudzenie receptora Aza powoduje rozszerzenie naczyn

ptucnych, aktywuje $rédbtonkows syntazg tlenku azotu i zwicksza dostgpnos¢ NO oraz hamuje
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aktywno$¢ szlaku RhoA/ROCK. Wyniki prob eksperymentalnych pokazuja, ze aktywacja
receptorOw Aza ogranicza migracje fibroblastow i agregacje¢ ptytek krwi. Sugeruje si¢, ze pobudzenie
receptordw Aza przyczynia si¢ do ograniczenia stanu zapalnego w obrebie naczyn ptucnych. Ma to
zwigzek ze zmniejszeniem ekspresji czynnika NF-kB oraz ze zmniejszonym uwalnianiem cytokin
prozapalnych, takich jak TNF-a i IL-1p [5, 128]. Stwarza to mozliwo$¢ wykorzystania agonistow
receptorow Asa w leczeniu nadcisnienia ptucnego.

Endogenne peptydy wazoaktywne odgrywajg istotng role w patogenezie wielu chordb

uktadu sercowo-naczyniowego, w tym nadci$nienia plucnego. Zwiazki te biorag udziat w kontroli
napigcia naczyniowego 1 gospodarki wodno-elektrolitowej. Wsréd nowych czasteczek
0 potencjalnym zastosowaniu w terapii PH wymienia si¢ m.in.: peptydy natriuretyczne (NPs),
wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) oraz adrenomeduling (AM). Dotychczas poznano trzy gtéwne
peptydy natriuretyczne: przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP), peptyd natriuretyczny typu B
(BNP) oraz typu C (CNP). NPs dziatajg przez dwa typy receptorow: NPR-A oraz NPR-B, ktore sg
sprzezone z biatkiem G. Ich aktywacja zwicksza wewnatrzkomorkowe stezenie cGMP. Peptydy
natriuretyczne wykazuja dziatanie wazodylatacyjne, antyproliferacyjne oraz przeciwzapalne. Ich
wykorzystanie jako potencjalnych lekéw w nadcisnieniu ptucnym moze by¢ jednak trudne ze
wzgledu na krotki okres pottrwania oraz niska biodostepno$é¢ po podaniu doustnym. Z tego powodu
prowadzone sg badania nad opracowaniem bardziej stabilnych form podawania peptydéw
natriuretycznych (liposomy czy plastry transdermalne) [26, 157, 168].
Adrenomedulina (AM) jest polipeptydem rozpowszechnionym m. in. w obrebie ptuc, serca, nerek.
Dziata przez swoiste receptory sprzezone z biatkiem G. Jest produkowana iwydzielana przez
srodblonek oraz komorki migsni gladkich naczyn krwiono$nych. Mozliwe wykorzystanie
adrenomeduliny jako leku w terapii nadcisnienia plucnego wynika z jej dziatania plejotropowego.
AM dziata wazodylatacyjne, diuretyczne oraz natriuretyczne. Aktywnos$¢ naczyniorozszerzajaca
peptydu opiera si¢ na wzroScie wewnatrzkomorkowego stezenia cAMP, aktywacji kanatow
potasowych i hiperpolaryzacji btony mig¢sniowej naczyn phlucnych. Ponadto adrenomedulina
aktywuje eNOS oraz szlak PIK3/Akt. Wyniki badan wskazujg réwniez na korzystne dziatanie
antyproliferacyjne adrenomoduliny w obrgbie serca i naczyn ptucnych oraz na hamowanie stresu
oksydacyjnego [76].

Wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) dziata przez dwa typy receptoréw: VPACI1 oraz
VPAC2, ktore sa sprz¢zone z biatkiem G. Pobudzenie receptorow VIP wplywa na zwigkszenie
wewnatrzkomorkowego stezenia cAMP i ¢cGMP, co skutkuje rozszerzeniem naczyn ptucnych.
W badaniach  eksperymentalnych analogi VIP wykazywaly dziatanie przeciwzapalne,
antyproliferacyjne oraz przeciwzakrzepowe. U pacjentéw z tetniczym nadcisnieniem plucnym moze
dochodzi¢ do zmniejszenia poziomu wazoaktywnego peptydu jelitowego w krazeniu systemowym

oraz plucnym, a takze do nasilenia ekspresji receptorow VIP w obrgbie tetnic plucnych. Uzasadnia
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to zbadanie efektywnosci terapeutycznej wazoaktywnego peptydu jelitowego i jego analogow
w farmakoterapii nadci$nienia ptucnego [156].

Zainteresowanie badaczy zwraca takze inhibitor fibrynolizy aktywowany trombing (T AFI).
Jest to glikoproteina produkowana w watrobie iaktywowana w wyniku interakcji pomiedzy
trombing i trombomoduling. TAFI hamuje proces fibrynolizy. U oséb z przewleklym zakrzepowo-
zatorowym nadci$nieniem ptucnym moze dochodzi¢ do podwyzszenia osoczowego poziomu TAFI,
CO przyczynia si¢ do powstawania zakrzepow W tetnicach ptucnych. Stad sugeruje si¢ wykorzystanie
inhibitorow TAFI w leczeniu osob z CTEPH [169, 205].

W rozwoju nadci$nienia plucnego dochodzi do zaburzen w obrebie wielu szlakow
sygnatowych, ktore mogg by¢ wzajemnie ze sobg powigzane. Ztozona etiologia i wieloczynnikowy
charakter schorzenia wskazuja, ze skuteczno$¢ przysztych terapii moze zaleze¢ od wptywu lekéw na
roézne szlaki biochemiczne i typy komorek. Znajomos$¢ patomechanizmu nadcisnienia plucnego,
umozliwia nie tylko optymalizacj¢ dotychczasowego leczenia, ale stanowi takze fundament badan
stuzacych opracowaniu nowych czasteczek — potencjalnych lekow. Poszukiwaniom punktow

uchwytu dla nowych substancji stuzg badania przedkliniczne.

2.3. Badania przedkliniczne

Badania przedkliniczne sg istotnym etapem rozwoju kazdego leku i wptywaja na podjecie
decyzji o dalszych probach klinicznych. Stuzg m. in. ocenie wlasciwosci farmakologicznych,
farmakokinetycznych oraz toksycznosci potencjalnych lekow, tym samym — wstepnej ocenie
efektywnosci 1 bezpieczenstwa stosowania. Proby przedkliniczne w ocenie leku trwaja zwykle od
2 do 5 lat [150]. Eksperymenty sa prowadzone w warunkach in vitro na modelach komérkowych
oraz in vivo na modelach zwierzecych zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjnej oraz
w $wietle regulacji prawnych okreslonych m. in. w ustawie 0 ochronie zwierzat wykorzystywanych
do celow naukowych lub edukacyjnych z 15 stycznia 2015 roku (Dz.U. 2015 poz. 266) [90]. Modele
zwierzgce Stosowane W badaniach eksperymentalnych sluzg odzwierciedleniu proceséw
fizjologicznych lub patologicznych zachodzacych u ludzi. Uwagg zwraca ich uzyteczno$c
W badaniach nad patogeneza chordb oraz przydatnos¢ w poszukiwaniu nowych szlakow
sygnalowych, ktorych zaburzenia leza u podstaw rozwoju wielu schorzen. Wyjasnienie etiologii,
podtoza molekularnego oraz fizjologicznego chordb dostarcza wiedzy niezbednej do opracowania
struktury 1 wlasciwos$ci terapeutycznych nowych lekéw. Zastosowanie modeli zwierzecych pozwala
na prowadzenie badan w sposob, ktory nie bylby mozliwy u ludzi ze wzglgdu na procedury
inwazyjne. Wiekszo$¢ gatunkoéw zwierzat cechuje Krotszy czas zycia w porownaniu do cztowieka.
Umozliwia to pozyskanie istotnych informacji dotyczacych wplywu badanych lekow na
poszczegdlne etapy cyklu zycia zwierzat oraz na ich potomstwo. Oczekuje sig¢, aby

etiologia i fenotyp choroby w modelu zwierzecym byly odwzorowaniem schorzenia
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wystepujacego u ludzi. Dotychczas nie opracowano modeli, ktore catkowicie spetniajg te wymogi.
Wynika to m. in. z rdéznic miedzygatunkowych odnoszacych si¢ do fizjologii i proceséw
biotransformacji ksenobiotykow, jakie zachodza u zwierzat do$wiadczalnych i ludzi. Ponadto
ztozona i nie do konca poznana etiologia wielu choréb powoduje, ze modele zwierzece pozwalaja na
czesciowe odwzorowanie procesu patologicznego. Wyboér organizmu modelowego jest
podyktowany wieloma czynnikami, takimi jak podobiefistwo genetyczne, czynniki ekonomiczne
i etyczne. Najwigcej wspoOlnych cech biologicznych z organizmem cztowieka ma szympans. Z uwagi
na wzgledy etyczne i wysokie koszty prowadzenia eksperymentéw, zwierzgta te sa rzadko
wykorzystywane w badaniach. Te najczeSciej prowadzi si¢ na gryzoniach, a w szczego6lnosci na
szczurach i myszach. Wynika to z szybkiego wzrostu, duzej ptodnosci, matego rozmiaru zwierzat
i niskich kosztoéw prowadzenia eksperymentow. Ze wzgledu na rodzaj prowadzonej hodowli mozna
wyr6zni¢ np. szczepy wsobne lub niekrewniacze, a takze modyfikowane genetycznie, kongeniczne
i zwierzeta hybrydowe. Odmiany te sg zroznicowane pod wzgledem genetycznym i fenotypowym
[135, 162, 201].

Wyrdznia si¢ nastepujace rodzaje modeli zwierzecych:

— indukowane,

— spontaniczne,

— modyfikowane genetycznie,
— ujemne,

— sieroce.

W badaniach przedklinicznych najczesciej stosuje si¢ modele indukowane, ktore opierajg si¢ na
sztucznym ,,wytworzeniu” choroby. Fenotyp obrazujacy badane schorzenie mozna uzyskaé przez
ingerencj¢ chirurgiczng (np. banding tetnicy plucnej), wdrozenie odpowiedniej diety
(np. wysokocholesterolowej) czy modyfikacje warunkéw srodowiskowych (np. ekspozycja na
przewlekte niedotlenienie). Modele indukowane mogg sie opiera¢ na wywotaniu choroby
nowotworowej U zwierzat laboratoryjnych poprzez zastosowanie mutagendéw lub wszczepienie
komoérek nowotworowych [201].

W badaniach z zakresu farmakologii eksperymentalnej czesto wykorzystuje si¢ modele
spontanicznie, w ktorych obserwuje si¢ samoistny rozwoj choroby w wyniku okreslonych mutacji.
Przyktadowo, badania nad cukrzyca i otyloscia prowadzi si¢ na szczepach myszy z uposledzonym
wydzielaniem leptyny (ob/ob) lub brakiem czynnych receptorow leptyny (db/db). Proby
eksperymentalne z zakresu nadcis$nienia tg¢tniczego moga by¢ prowadzone z udzialem szczuréw
SHR, u ktorych choroba rozwija si¢ samoistnie czy tez z udzialem sodowrazliwych szczuréw Dahl

SS (ang. salt-sensitive) [196].

40



K. Sztuka Rozprawa doktorska 2. Cze$é teoretyczna

Modyfikacje genetyczne zapewniaja wywotanie okreslonych cech przez wprowadzenie do genomu
fragmentow DNA lub ich usunigcie (ang. knock-out). Mozna je uzyska¢ m.in. poprzez mikroiniekcj¢
DNA lub genu czy wszczepienie zmodyfikowanych komorek. Pozwala to na zbadanie roli r6znych
gen6w kodujacych biatka zaangazowane w szlaki sygnalowe zwigzane Zrozwojem chordb.
Przyktadowo, w badaniach z zakresu farmakokinetyki i farmakodynamiki wykorzystuje si¢ myszy
Mdrla z brakiem genu kodujacego glikoproteing P, a w badaniach nad cukrzyca i miazdzyca —
kroliki pozbawione genu apolipoproteiny, ktora jest odpowiedzialna za metabolizm lipidow.
Genetycznie zmodyfikowane myszy znalazly rowniez szerokie zastosowanie jako modele do badan
z zakresu onkologii. Tak zwane modele ujemne to modele zwierzgce odporne na czynniki
chorobotworcze. Wykorzystuje sie¢ je w badaniach nad mechanizmami opornosci na dany czynnik.
Z kolei modele sieroce znalazty zastosowanie w badaniach nad schorzeniami wystepujacymi tylko
u zwierzat [201].

Proby prowadzone na modelach zwierzgcych stuzg poszukiwaniom nowych lekow w terapii
nadci$nienia plucnego. Dobdér wlasciwego modelu badawczego jest jednym z czynnikow
decydujacym 0 mozliwosci przeniesienia wynikow prob przedklinicznych na badania kliniczne.
Wymaga to pozyskania wiedzy o korzysciach i ograniczeniach modeli, aw szczego6lnosci

znajomosci charakteru indukowanych zmian hemodynamicznych i histopatologicznych.

2.4. Modele zwierzece nadci$nienia plucnego

Wyrdznia si¢ wiele rodzajow modeli zwierzgcych nadcisnienia ptucnego. Roznice pomiedzy
nimi mogg dotyczy¢ metodyki, mechanizmu indukcji schorzenia oraz obrazu wywotywanych zmian
hemodynamicznych i histopatologicznych w obrgbie krazenia ptucnego (serce i naczynia ptucne).
Od modeli zwierzecych oczekuje si¢ powtarzalnosci uzyskanych wynikoéw, braku dzialan
toksycznych, matej inwazyjnosci oraz niskich kosztow prowadzenia eksperymentow. Obecnie nie
jest znany model zwierzgcy, ktoéry w petni odzwierciedla przebieg choroby u ludzi. Badacze wcigz
poszukuja modelu ,jidealnego”, ktory bedzie obrazowal zakres zmian hemodynamicznych
i patomorfologicznych zgodny z przebiegiem schorzenia u ludzi. Wér6d modeli zwierzecych
nadcis$nienia plucnego mozna wyr6zni¢ modele niegenetyczne oraz modele genetyczne. Do najlepie;j
poznanych i najczes$ciej wykorzystywanych modeli niegenetycznych naleza modele klasyczne —
model przewlektej ekspozycji na niedotlenienie i model monokrotaliny, ich modyfikacje, oraz

modele nadci$nienia plucnego zwigzanego z wrodzonymi chorobami serca.
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2.4.1. Modele klasyczne
2.4.1.1. Model ekspozycji na przewlekle niedotlenienie (hipoksje)

Model ekspozycji na przewlekte niedotlenienie (hipoksj¢) to jeden z najczesciej
wykorzystywanych modeli w badaniach na zwierzgtach do$wiadczalnych z zakresu nadci$nienia
plucnego. Jest szczegblnie przydatny w probach eksperymentalnych dotyczacych PH, ktore rozwija
si¢ w przebiegu chorob uktadu oddechowego i/lub hipoksji (grupa 3 wg klasyfikacji klinicznej).
Model ten jest jednak czgsto wykorzystywany w badaniach nad innymi postaciami schorzenia, co
jest uznawane przez ekspertow za nieprawidtowe [161]. Przewlekte niedotlenieniec wywotuje sie
u zwierzat doswiadczalnych poprzez umieszczenie w komorze normobarycznej w warunkach
hipoksji (stezenie tlenu okoto 10%) lub w komorze hipobarycznej na okres 2—5 tygodni [190, 193].
Badania najcze$ciej prowadzone sa na myszach lub szczurach. Ekspozycja na przewlekle
niedotlenienie powoduje przebudoweg naczyn plucnych, gléwnie warstwy blony zewnetrznej oraz
srodkowej tetnic ptucnych. Dochodzi do maskularyzacji matych tetniczek plucnych i tetnic
przedwtosniczkowych oraz do przerostu t¢tnic proksymalnych. Zmiany te sa spowodowane migracja
i proliferacjg komorek migsni gladkich, akumulacja fibroblastow, miofibroblastow oraz sktadowych
macierzy  zewnatrzkomorkowej,  tj.  kolagenu, elastyny, fibronektyny i tenascyny.
Zaleta modelu ekspozycji na przewleklte niedotlenienie jest prosta technika indukcji nadci$nienia
ptucnego oraz relatywnie niskie koszty prowadzenia eksperymentéw. Co wigcej model ten
charakteryzuje si¢ powtarzalnoscia i1 przewidywalnoscia wynikdw otrzymanych z uzyciem
wybranego szczepu zwierzat [47]. Ograniczenia modelu CH dotycza rozwoju nadcisnienia ptucnego
0 umiarkowanym stopniu ci¢zkosci oraz ryzyka normalizacji zmian hemodynamicznych
i histopatologicznych w wyniku przerwania ekspozycji na niedotlenienie [13]. W badaniach nad
modelem hipoksji nie zaobserwowano hiperplazji warstwy zewnetrznej, jej zwloknienia oraz
rozwoju zmian splotowatych charakterystycznych dla tetniczego nadci$nienia plucnego.

W modelu ekspozycji na przewlekle niedotlenienie u szczuréw Fawn-hooded
(Fawn-hooded rat pulmonary hypertension) spontanicznie rozwija si¢ cigzka postac tetniczego
nadci$nienia plucnego. Moze to wynika¢ z wrodzonego uposledzenia wychwytu serotoniny
w plytkach krwi oraz ze zmniejszonej liczby pgcherzykéw ptucnych u szczurow Fawn-hooded.
Dochodzi réwniez do zwigkszenia $redniego ci$nienia w tetnicy ptucnej, ciSnienia skurczowego
w prawej komorze serca i jej przerostu, oraz do przebudowy naczyn ptucnych. Model ten jest
wykorzystywany gtownie w badaniach nad udziatem czynnikéw genetycznych w rozwoju PAH
[167, 178].
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2.4.1.2. Model monokrotaliny (MCT)

Obecnie najpopularniejszym modelem zwierzecym nadci$nienia plucnego jest model
monokrotaliny (MCT). Model ten zostat wykorzystany w badaniach nad lekami zarejestrowanymi
obecnie w terapii swoistej PAH, takimi jak antagonisty receptora endoteliny, inhibitory
fosfodiesterazy typu 5, analogi prostacykliny oraz seleksypag (EMA, 2016) [115, 141, 146].
Monokrotalina jest toksycznym alkaloidem pirolizydynowym otrzymywanym z nasion ro$liny
z gatunku Crotalaria spectabilis. Doktadny mechanizm indukcji nadci$nienia ptucnego w modelu
monokrotaliny nie jest w pelni poznany. Wiadomo, ze za toksyczne dziatanie odpowiada aktywny
metabolit — dehydromonokrotalina (MCTP), ktora powstaje w watrobie w wyniku dehydratacji MCT
pod wptywem izoenzymu cytochromu P-450 — CYP 3A4 [74]. Dehydromonokrotalina uszkadza
srodblonek naczyn plucnych oraz wywotuje stan zapalny w obrebie ptuc, w wyniku akumulacji
komorek tucznych, makrofagow oraz prozapalnych cytokin (m. in. IL-18, IL-6) [174, 178]. Technika
indukcji nadci$nienia plucnego w modelu MCT polega na pojedynczym, podskérnym lub
dootrzewnowym podaniu monokrotaliny w dawkach 40-80 mg/kg masy ciata (m.c.). Najczesciej
stosuje si¢ dawke 60 mg/kg m.c. Czas wywotania PH wynosi zwykle 3—4 tygodnie [54, 85].
Gatunkiem preferowanym w opisywanym modelu jest szczur. Pozostate gatunki, takie jak mysz czy
pies, nie metabolizujag MCT do dehydromonokrotaliny. W takim przypadku zwierz¢tom podaje si¢
aktywny metabolit monokrotaliny [172, 178]. Zmiany przerostowe naczyn w modelu MCT
przyczyniaja si¢ do wzrostu Sredniego ci$nienia w tetnicy phucnej oraz cisnienia skurczowego
w prawej komorze serca i jej przerostu. W konsekwencji moze dojs¢ do rozwoju niewydolnosci
prawokomorowej serca [74, 146]. Model monokrotaliny charakteryzuje si¢ przewidywalnoscig
1 powtarzalno$ciag otrzymywanych wynikéw w odniesieniu do wybranego szczepu zwierzat, prosta
technikg indukcji nadci$nienia phlucnego i wzglednie niskimi kosztami prowadzenia badan.
W przeciwienstwie do modelu ekspozycji na przewlekte niedotlenienie, monokrotalina indukuje
ciezka posta¢ nadcisnienia ptucnego, cho¢ nie obserwuje si¢ rozwoju zmian splotowatych
charakterystycznych dla przebiegu schorzenia u ludzi. Ograniczeniem wykorzystania modelu MCT
jest toksyczno$¢ monokrotaliny izwigzana z nig $miertelno§¢ zwierzat. Monokrotalina moze
powodowac tzw. ,,syndrom MCT”, ktory nie wystepuje w rozwoju nadci$nienia ptucnego u ludzi

i charakteryzuje si¢ uszkodzeniem watroby, nerek oraz serca [74].

2.4.2. Modele alternatywne

Brak modelu zwierzecego nadcisnienia ptucnego, ktory odzwierciedlatby w petni ciezko$¢
i obraz kliniczny schorzenia u ludzi, sktonit badaczy do dalszych poszukiwan metod indukcji PH.
W tym celu zaproponowano modyfikacje metod klasycznych i opracowano modele alternatywne, do
ktorych zalicza si¢ model monokrotaliny w potgczeniu z usunigciem lewego ptuca (LP) (LP+MCT),

lub z przewlekta ekspozycjg na niedotlenienie (MCT+CH).
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2.4.2.1. Model monokrotaliny w polaczeniu z usuni¢ciem lewego ptuca (LP+MCT) lub
z przewlekla ekspozycja na niedotlenienie (MCT+CH)

Metoda taczaca monokrotaling z usuni¢ciem lewego ptuca polega na podaniu induktora PH,

najczesciej w dawce 60 mg/kg m.c. (s.c. lub i.p.) siedem dni po zabiegu pneumonektomii. Okres
wywotania nadci$nienia ptucnego wynosi zwykle 4 tygodnie od podania MCT. Gatunkiem z wyboru
jest szczur [62, 123].
Technika modelu laczacego MCT z przewlekla ekspozycja na niedotlenienie opiera si¢ na
umieszczeniu zwierzat w komorze normobarycznej lub hipobarycznej, a nastepnie jednorazowym
podaniu monokrotaliny (60 mg/kg m.c., s.c. lub i.p.). Okres indukcji choroby wynosi zwykle 2—4
tygodnie od podania MCT [209].

2.4.2.2. Model Sugenu (Sugen 5416)

W badaniach przedklinicznych nad nadcisnieniem plucnym, a zwlaszcza te¢tniczym
nadci$nieniem ptucnym, wykorzystuje si¢ tez model oparty na potaczeniu Sugenu 5416 z przewlekta
ekspozycja na niedotlenienie (Su+CH). Sugen 5416 jest inhibitorem receptora typu 2 czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF-R2). Receptor ten nalezy do rodziny receptoréw kinaz
tyrozynowych i powoduje apoptoze komorek srodbtonka naczyn krwionosnych. Pierwotnie zwigzek
byl badany pod katem aktywnosci przeciwnowotworowej. Wykazano, ze w wyniku potaczenia
Sugenu 5416 zprzewlekta ekspozycja na niedotlenienie dochodzi do proliferacji komorek
sroédbtonka opornych na proces apoptozy, przebudowy naczyn ptucnych, i w konsekwencji do
rozwoju nadci$nienia ptucnego [161, 166]. Technika indukcji PH w opisywanym modelu polega na
pojedynczym, domie$niowym podaniu Sugenu 5416 w dawce 20 mg/kg m.c., a nast¢pnie
umieszczeniu zwierzat w komorze normobarycznej lub hipobarycznej zwykle na okres 3—4 tygodni.
Opcjonalnie, po zakonczonej ekspozycji na hipoksjg, zwierzgta mozna umiesci¢ W warunkach
normoksji na okres Kkilku tygodni [42, 64]. Brak normalizacji wywotanych zmian
hemodynamicznych i histopatologicznych, §wiadczy o przetrwatym i nieodwracalnym charakterze
zaindukowanego nadcisnienia ptucnego w tym modelu. Gatunkiem z wyboru jest szczur. Potaczenie
z przewleklym niedotleniem nie jest konieczne do wywotania ci¢zkiej postaci PH. Podobny zakres
zmian hemodynamicznych i histopatologicznych mozna wywota¢ przez potaczenie Sugenu 5416
z usuni¢ciem lewego ptuca lub z podaniem albuminy jaja kurzego [81, 136]. Model Su+CH pozwala
na wywolanie przerostu warstwy srodbtonkowej z okluzjg naczyn przedwtosniczkowych oraz na
rozwoj zmian splotowatych i warstwy neointima [145, 178]. Dochodzi takze do przerostu warstwy
srodkowej tetniczek ptucnych oraz do ich maskularyzacji w wyniku proliferacji miocytow. Zmiany
splotowate pojawiajg si¢ U szczuréw zwykle po zakonczonej ekspozycji na niedotlenienie, tj. po
okoto 10 tygodniach przebywania w warunkach normoksji [1, 167]. Wykorzystanie metody opartej

na polaczeniu Sugenu 5416 z przewlekla hipoksja pozwala na wywotanie cigzkiej postaci
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nadci$nienia ptucnego z pleksogenng arteriopatia ptucng charakterystyczng dla PAH. Obserwuje si¢
takze mniejsza toksyczno$¢ i $miertelno$¢ W poréwnaniu do obecnie najczesciej wykorzystywanego
modelu monokrotaliny [161]. W modelu Su+CH nie dochodzi do rozwoju zapalenia
okotonaczyniowego. Stanowi to ograniczenie modelu podobnie jak rdéznice w obrazie
histopatologicznym zmian splotowatych, jakie obserwuje si¢ u zwierzat laboratoryjnych i u ludzi
[45, 145].

2.4.3. Modele indukcji nadciSnienia plucnego zwigzanego z wrodzonymi chorobami
serca

W badaniach nad nadci$nieniem plucnym, ktore rozwija si¢ w nast¢pstwie wrodzonych
choréb serca, zastosowanie znajduja modele zwierzece opierajace si¢ na zwezeniu tegtnicy ptucnej,
tzw. bandingu (PAB) lub wytworzeniu przecieku pomigdzy krazeniem systemowym i ptucnym (ang.
left-to-right shunt). Modele te odzwierciedlaja zmiany hemodynamiczne i histopatologiczne
zwigzane 2z przerostem iprzebudowa prawej komory serca. Sg rowniez wykorzystywane
w badaniach nad zwigzkami o potencjalnym zastosowaniu W leczeniu dysfunkcji prawej komory
serca [124, 198].

2.4.4. Modele genetyczne

W  ostatnich latach ro$nie =zainteresowanie modelami zwierzecymi genetycznie
modyfikowanymi. Badania eksperymentalne wskazuja na udzial w patogenezie nadci$nienia
ptucnego mutacji genéw, ktére kodujg biatka szklakow sygnatowych zwigzanych z rozwojem
schorzenia. U 0s6b z dziedzicznym oraz idiopatycznym PAH stwierdza si¢ mutacje genu kodujacego
receptor typu 2 dla biatka morfogenetycznego kosci (BMPR2) oraz mutacje genéw kodujacych
kinaz¢ podobna do receptora aktywiny-1 i endogliny. Zbadano takze mutacje heterozygotyczne
genow kodujacych kaweoling-1 (CAV1) oraz genu KCNK3 kodujacego biatka kanatu potasowego
[69]. Modele genetyczne nadci$nienia ptucnego opieraja si¢ na wprowadzeniu do genomu fragmentu
DNA lub na jego usunigciu (ang. knock-out). Badania najczgsciej prowadzi si¢ z udziatem myszy,
z uwagi na wzglednie tatwa ingerencj¢ genetyczng. W modelach genetycznych nadci$nienia
ptucnego wykorzystuje si¢ mutacje genéw kodujacych biatka zaangazowane w rozwdj PH. Wsrod
najpowszechniejszych wyrdznia si¢ m. in. modele oparte na mutacji genu BMPR2, zmniejszone;j
ekspresji wazoaktywnego peptydu jelitowego (VIP) lub neprylizyny (NEP) oraz modele oparte na
nadekspresji takich biatek jak interleukina-6 (IL-6), angiopoetyna-1 lub btonowy transporter
serotoniny (SERT) [77, 112, 138, 165, 200, 206].
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2.4.5. Inne modele

W badaniach przedklinicznych z zakresu nadcisnienia ptucnego stosuje si¢ rowniez modele
zwierzece, w ktorych indukcja schorzenia jest zwigzana z podaniem czynnika zakaznego. Wyrdznia
si¢ m. in. model indukowany ekspozycja na larwy przywry zylnej S. mansoni lub na paciorkowce
Streptococcus B. Pierwszy z wymienionych modeli dotyczy PAH spowodowanego schistosomatoza
(grupa kliniczna 1). Podskorne wstrzyknigcie zawiesiny larw przywry zylnej powoduje u zwierzat
przebudowe naczyn ptucnych oraz rozwdj stanu zapalnego [145, 161].

W ostatnich latach wzrosto takze zainteresowanie badaczy metodg indukcji nadcisnienia
phucnego bleomycyna. Jako zwierzgta doswiadczalne wykorzystuje sie myszy, szczury oraz kroliki.
Podanie dootrzewnowe lub dotchawicze bleomycyny powoduje maskularyzacj¢ naczyn ptucnych,
rozwoj stanu zapalnego i zwtoknienie ptuc. Obserwuje si¢ rOwniez przerost migsnia prawej komory
serca. Model znajduje szczegolne zastosowanie w badaniach nad nadci$nieniem plucnym

w przebiegu srodmigzszowej choroby ptuc [145].
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3. Czes¢ doswiadczalna

3.1. Materialy i metodyka

Metodyke badania przedstawiono schematycznie na Rycinie 2.

Eta_p I . Wyszukiwanie artykulow w elektronicznych
Wyszukiwanie, bazach danych (1991-2015)
identyfikacja
1 selekcja artykutow
1 | Mediine | [ ISIWebof Science |
N

Wstepna kwalifikacja na podstawie
tytulow i streszczen artykulow

Wytaczenie artykuldéw na podstawie tytutow
i streszczen:

— badania, ktore nie dotyczyly oceny
efektywnosci nowych, potencjalnych
lekow w terapii nadci$nienia phlucnego,
z zastosowaniem modeli zwierzgcych,

— artykuly zdublowane. /

Zakwalifikowane artykuty petnotekstowe

Kryteria wlgczenia Kryteria wylgczenia

Artykuty
niezakwalifikowane

Etap Il
Pozyskanie danych
z zakwalifikowanych

[
|
|
i Artykuly zakwalifikowane
}

artykutow i
|
|
|
|
|
|
|
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Etap 111
Ocena artykutow,
analizy jako$ciowe
i ilosciowe

Etap II1 A
Ocena jakosci
zakwalifikowanych
artykutow

Opracowanie listy oceniajacej jako$é
zakwalifikowanych artykutow

( )
Analizy jednoczynnikowe i wieloczynnikowe
4 Etap I11 B ) | yjednoczy Y )
Ocena jakosciowa s ~
i ilosciowa wptywu cech Obliczenie acznej miary efektu D (réznica $rednich
sktadowych modeli warto$ci) dla analizowanych parametrow (95% PU)
zwierzgeych nadci$nienia

- J

phucnego na raportowany
rozwdj schorzenia aalizy w podgrupach — ocena rozwoju PH w zaleZn@

\ j od:

a) gatunku zwierzat do§wiadczalnych,

b) metody indukcji PH,

C) czasu trwania indukcji PH,

d) wielkos$ci dawki zastosowanego induktora,
e) srodka znieczulajgcego zastosowanego
podczas badan hemodynamicznych.

Etap 111 C
Ocena jakosciowa
i ilo$ciowa efektywnosci
terapeutycznej testowanych
lekow/substancji

- J

Obliczenie tacznej miary efektu D (réznica $rednich
warto$ci) oraz R (iloraz réznic $srednich wartosci) dla

analizowanych parametrow (95% PU) )

|

|

|

|

|

|

|

|

|

i

|

|

i /Analizy w podgrupach — ocena wplywu testowanyc\h
} zwigzkow na poprawe analizowanych parametrow
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

w zaleznos$ci od:

a) zastosowanego schematu badawczego,

b) zwiazku i/lub grupy terapeutycznej/farmakologicznej
(wg przyjetej w pracy klasyfikacji [168]).

J

Rycina 2. Schemat badania
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3.1.1. Wyszukiwanie, identyfikacja i selekcja artykulow (etap I)

W pierwszym etapie dokonano przegladu dwoch elektronicznych baz danych — Medline oraz
ISI Web of Science, od 1 stycznia 1991 roku do 31 grudnia 2015 roku, bez ograniczen jezykowych.
W celu wstegpnej selekeji artykutow zastosowano kombinacj¢ stow kluczowych: mice OR rat OR
mammals AND pulmonary hypertension AND RVP OR PAP OR RVSP OR RVH OR wall thickness
OR RV/LV + S OR pulmonary artery pressure OR remodeling. Nastepnie przeanalizowano tytuty
i streszczenia zakwalifikowanych prac. Wylaczono publikacje, ktore nie dotyczyly oceny
efektywnosci nowych, niezarejestrowanych zwigzkéw w nadcis$nieniu ptucnym na modelach
zwierzegcych. Odrzucono prace powtarzajgce si¢. Pozostate artykuty oceniono zgodnie z przyjetymi

kryteriami wiaczenia i wylaczenia.

3.1.1.1. Kryteria wlaczenia artykuléw
Kryteria wlaczenia artykutow obejmowaty:

1. Zwierzeta doswiadczalne z gatunku ssakow,
2. Klasyczne modele zwierzgce nadci$nienia ptucnego:
— model ekspozycji na przewlekle niedotlenienie (hipoksje) (CH),
— model monokrotaliny (MCT),
3. Modyfikacje klasycznych modeli zwierzgcych nadci$nienia ptucnego:
— model Sugenu 5416 w potaczeniu z ekspozycja na przewlekte niedotlenienie
(hipoksje) (Sugen 5416),
— model monokrotaliny w potaczeniu z usunieciem lewego ptuca (LP+MCT),
— model monokrotaliny w polaczeniu z ekspozycja na przewlekte niedotlenienie
(hipoksje) (MCT+CH),
— model ekspozycji na przewleklte niedotlenienie (hipoksje) w polaczeniu
z hiperkapnig (CH+HC),
Wywotanie przewlektego nadcisnienia plucnego u zwierzat doswiadczalnych,
Przewlekta ekspozycje zwierzat doswiadczalnych na testowane zwiazki,

Zwiazki dotychczas niezarejestrowane w terapii nadcisnienia ptucnego,

N o g &

Oceng zmian najczesciej raportowanych parametrow hemodynamicznych i przerostowych:
— $redniego i/lub skurczowego cisnienia W prawej komorze serca (RVP i/lub RVSP),
— $redniego ci$nienia w tetnicy ptucnej (mPAP),
— przerostu migs$nia prawej komory serca opisanego indeksem Fultona (RV/LV + S),

— przyrost $ciany tetnic ptucnych (WT%),
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uwzglednienia artykulu w dalszych analizach byto podanie wyniku przynajmniej jednego
z parametrow: RVP i/lub RVSP, RVH, mPAP, WT.

Przyrost $ciany tetnic ptucnych (WT%) opisano wzorem:

2x grubosc Sciany tetnicy ptucnej
WT = g y te Yy D ]

~ $rednica zewnetrzna tetnicy ptucnej

x 100%

lub

Srednica zewnetrzna tetnicy ptucnej - Srednica wewnetrzna tetnicy ptucnej
WT = ST . A ! x 100%

$rednica zewnetrzna tetnicy ptucnej

8. Oceng analizowanych parametrow w trzech badanych grupach:

— interwencji lekowej (zwierzeta poddane ekspozycji na testowane leki/substancje, u ktérych
wywotano PH),

— kontroli pozytywnej (zwierzgta niepoddane ekspozycji na testowane leki/substancje,
u ktérych wywotano PH),

— kontroli negatywnej (zwierzeta zdrowe, niepoddane ekspozycji na testowane leki/substancje,
u ktorych nie wywotano PH),

9. Okreslenie liczby zwierzat doswiadczalnych w badanych grupach.

W analizach jakosciowych uwzgledniono réwniez inne parametry hemodynamiczne: pojemnosc¢
minutowg serca (CO), objeto$é wyrzutowa serca (SV), naczyniowy opér ptucny (PVR), catkowity
opor obwodowy (TPR) oraz s$rednie cisnienie tetnicze krwi (MABP). Ocena ww. parametrow

w publikacjach nie byta warunkiem koniecznym do wtaczenia artykutu do pracy.

3.1.1.2. Kryteria wylaczenia artykulow
Kryteria wylaczenia publikacji obejmowaty:

Zwierzeta modyfikowane genetycznie,
Zwierzgta nowonarodzone,
Zwierzgta cigzarne,

Zwierzgta z chorobami wspoétistniejacymi,

o &~ v Do

Badania, ktorych celem bylo pogorszenie ocenianych parametrow: RVP i/lub RVSP, mPAP,
RVH lub WT,

6. Wywolanie ostrego nadci$nienia ptucnego u zwierzat do§wiadczalnych,

7. Nieprecyzyjne okreslenie wielkosci dawki ocenianych lekow/substancji (brak przeliczenia

na kg m.c.).
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3.1.2. Pozyskanie danych z wlaczonych artykulow (etap 11)
Z zakwalifikowanych artykutow pozyskano dane dotyczace:

1. Bibliografii publikacji:
— autor,
— tytut czasopisma,
— rok opublikowania artykutu,
2. Zwierzat do§wiadczalnych:
— gatunek,
- szczep,
- pleg,
- wiek,
— waga zwierzat na poczatku doswiadczenia (przed indukcja PH),
— liczba zwierzat,
3. Metod indukcji nadci$nienia plucnego:
— rodzaj czynnika indukujacego,
— dawka czynnika indukujacego,
— czas trwania indukcji nadci$nienia ptucnego (liczony od dnia podania induktora do
dnia badania hemodynamicznego),

4. Testowanych lekow/substancji:

nazwa leku/substanciji,
— dawka jednorazowa,
— dawka dobowa,
— czas ekspozycji,
— droga podania,
5. Rodzaju schematu badawczego, w ktorym oceniano efektywnos¢ terapeutyczng badanych
lekéw/substancji:
— model prewencyjny (model badawczy, w ktorym zwigzek podawano w celu
prewencji zmian wywotanych w PH),
— model terapeutyczny (model badawczy, w ktorym zwigzek podawano w celu
redukcji zmian wywolanych w PH),
6. Srednich wartoéci parametrow:
RVP i/lub RVSP,
mPAP,
- RVH,
- WT,
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oraz warto$ci odchylenia standardowego (SD) lub btedu standardowego (SEM). W publikacjach,
W ktorych dane byly prezentowane graficznie, kontaktowano si¢ z autorami w celu uzyskania

wynikéw badan. W razie potrzeby wartosci danych odczytano z wykresow.

7. Rodzajuidawki srodka znieczulajgcego zastosowanego podczas badan hemodynamicznych.

3.1.2.1. Klasyfikacja ocenianych zwigzkéw

Oceniane zwigzki przyporzadkowano do grup terapeutycznych/farmakologicznych
w oparciu o ich wskazania terapeutyczne i/lub mechanizmy dziatania, zgodnie z klasyfikacja

zaproponowang przez Sardana i wsp. (2015) [168].

3.1.3. Analiza jako$ciowa i ilosciowa (etap III)
3.1.3.1. Ocena jakosci zakwalifikowanych artykulow (etap 111 A)

Przeprowadzono oceng jakosci artykuldw wiaczonych do badania. W tym celu

z analizowanych publikacji pozyskano informacje dotyczace:

Faktu opublikowania w recenzowanym czasopismie,
Oszacowania wielko$ci proby,

Losowego przydziatu do grupy eksperymentalnej,
Zaslepienia rodzaju grupy eksperymentalnej,
Zas$lepienia oceny wynikow,

Prowadzenia badan z uzyciem zwierzat z chorobami towarzyszacymi,

N o g > w DN

Oswiadczenia o zgodnosci z prawnymi regulacjami dotyczacymi badan na
zwierzetach,
8. Oswiadczenia w sprawie potencjalnych konfliktéw interesow,

9. Wspdtczynnika oddziatywania impact factor.
W oparciu 0 punkty 1-8 opracowano liste oceniajacg jako$¢ zakwalifikowanych publikacji.

Za kazdg odpowiedZz twierdzgca na pytania w punktach 1-8 przypisywano wartos¢ 1, za kazda

odpowiedz przeczacg — wartos¢ 0.
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3.1.3.2. Meta-analiza

Meta-analizg przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania STATISTICA 12. Ze wzgledu
na niejednorodno$¢ badan zastosowano model z efektem losowym (zmiennym). Wielkos$¢ efektu
wzglednego zostata obliczona z 95% przedziatlem ufnosci (PU).
Warto$¢ p<0,05 uznano za statystycznie istotng. Wyniki parametrow analizowano jako wartosci
srednie + odchylenie standardowe (SD). W publikacjach, w ktorych wyniki pomiarow
przedstawiono za pomocg mediany, podajac wartosci minimum i maksimum i/lub zakres
miedzykwartylowy (IQR), wartosci $rednie obliczono za pomocg metody opisanej przez Wan

i wsp. (2014) [195].
W publikacjach, w ktorych za miare rozrzutu przyjeto SEM, warto$¢ SD obliczano za pomoca wzoru:
SD =SEM Xn

gdzie: n oznacza liczbe zwierzat w badanej grupie

3.1.3.2.1. Analiza wplywu cech skladowych modeli zwierzecych nadci$nienia plucnego
na rozwoj nadcisnienia plucnego (etap I1I B)

Miarg rozwoju nadci$nienia ptucnego w analizowanych modelach zwierzecych bylo
pogorszenie wybranych parametréw hemodynamicznych i/lub przerost migsnia prawej komory serca
(indeks Fultona) oraz przyrost $ciany tetnic ptucnych. Wartoéci ocenianych parametréw poddano

analizie ilosciowej.
W tym celu przeprowadzono Klasyczne analizy w parach, stosujac metode DerSimonian — Laird [51]:
D=X, —X;

gdzie: D — réznica $rednich arytmetycznych, X; — $redni wynik w grupie kontroli pozytywnej,
X3 — $redni wynik w grupie kontroli negatywnej

Powyzsze poréwnanie (D) zdefiniowano jako interwencje. Jezeli w jednej publikacji przedstawiono
wyniki dla kilku porownan pomiedzy kontrola pozytywna a kontrolg negatywna, ze wzgledu na inne

warunki eksperymentu (rodzaj induktora, dawka induktora lub czas indukcji), to kazde poréwnanie

zdefiniowano jako osobng interwencjg.

Dla analizowanych parametréw — RVP i/lub RVSP, mPAP, RVH, WT, obliczono taczna miare
efektu (D) z 95% przedziatem ufnosci (PU).
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3.1.3.2.1.1. Analiza w podgrupach

Dla parametrow RVSP, RVP, mPAP, RVH, WT przeprowadzono analizy w podgrupach
wyznaczonych przez:

a) gatunck zwierzat doswiadczalnych,

b) rodzaj metody indukcji nadcisnienia ptucnego,

C) skategoryzowang zmienng: czas trwania indukcji nadci$nienia ptucnego,
d) skategoryzowang zmienng: wielko$¢ dawki induktora,

e) rodzaj srodka znieczulajacego zastosowanego podczas badan hemodynamicznych.

Wykorzystano model z efektem zmiennym i oddzielnym T2 — estymatorem wariancji rzeczywistych
efektow. Zastosowano testy porownujace wyniki badan w podgrupach: test Z oraz test chi-kwadrat
(Q) oparty na analizie wariancji ianalizie niejednorodnosci. Wyznaczono warto$é
Q niejednorodno$ci pomiedzy grupami. Istotne wyniki testow Z i Q niejednorodnosci (p<0,05)
wskazywaty na rdéznice miedzy poréwnywanymi podgrupami w odniesieniu do analizowanej
zmiennej.

a) Rozwdj nadci$nienia plucnego w zaleznosci od gatunku zwierzat do§wiadczalnych

Przeprowadzono analizy danych: roznice $rednich warto$ci (D) parametréw RVP i/lub RVSP,

mPAP, RVH, WT w dwoch podgrupach (gatunek szczur, gatunek mysz).

b) Rozw6i nadci$nienia plucnego w zalezno$ci od wybranej metody indukciji PH

Przeprowadzono analizy danych: réznice $rednich warto$ci (D) parametréw RVP i/lub RVSP,
mPAP, RVH, WT w dwoch podgrupach (klasyczne metody indukcji nadcisnienia ptucnego oraz ich
modyfikacje) i dla dalszej oceny — roznice $rednich wartosci (D) parametréw RVP i/lub RVSP,

mPAP, RVH, WT w podgrupach wyznaczonych przez poszczegdlne metody indukcji PH.

¢) Rozwdj nadcisnienia ptucnego w zaleznosci od czasu trwania indukcji schorzenia

Przeprowadzono analizy danych: roznice $rednich warto$ci (D) parametrow RVP i/lub RVSP,
mPAP, RVH, WT w podgrupach wyznaczonych przez skategoryzowany czas trwania indukcji

nadci$nienia ptucnego.

d) Rozwij nadcisnienia ptucnego w zalezno$ci od zastosowanej dawki monokrotaliny

Przeprowadzono analizy danych: réznice $rednich wartosci (D) parametréw RVP i/lub RVSP,

mPAP, RVH, WT w podgrupach wyznaczonych przez przyjete kategorie dawek monokrotaliny.
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e) Rozwdj nadcisnienia plucnego w zalezno$ci od $rodka znieczulajacego zastosowaneqo

podczas badan hemodynamicznych

Przeprowadzono analizy danych: réznice $rednich wartosci (D) parametrow RVSP i mPAP
W podgrupach wyznaczonych przez $rodek znieczulajacy zastosowany podczas badan

hemodynamicznych.

3.1.3.2.2. Ocena efektywnosci nowych, potencjalnych lekow w terapii nadci$nienia
plucnego (etap I1I C)

Miarg efektywnosci testowanych zwiazkow byla poprawa wybranych parametrow
hemodynamicznych i (lub) zmniejszenie przerostu migsnia prawej komory serca (indeks Fultona)

oraz grubosci $ciany tetnic ptucnych.

W celu oceny ilosciowej przeprowadzono klasyczne analizy w parach, stosujac metodg DerSimonian
— Laird [51]:

D:X1_X2

gdzie: D — réznica $rednich arytmetycznych, X; — éredni wynik w grupie kontroli pozytywnej,
Xz — éredni wynik w grupie interwencji lekowe;j.

Dla parametréw — RVSP, mPAP, RVH, WT, obliczono taczng miare efektu D z 95% przedziatem
ufnosci (PU).

Poréwnanie D zdefiniowano jako interwencje.

W celu ujednolicenia wynikéw opisujacych dziatanie testowanych zwigzkoéw na roznych modelach

zwierzgcych PH, zaproponowano wzor:

_ X1-X2
© X1-X3

gdzie: R — iloraz r6znic $rednich arytmetycznych, Xi1 — $redni wynik w grupie kontroli pozytywnej,

Xz — $redni wynik w grupie interwencji lekowej, Xs — sredni wynik w grupie kontroli negatywne;j.

Dla parametréw — RVSP, mPAP, RVH, WT, obliczono 1aczng miarg efektu R z 95% przedziatem
ufnosci (PU).

lloraz R zdefiniowano jako interwencje. Jezeli w jednej publikacji przedstawiono wyniki dla kilku
porownan pomiedzy kontrolg pozytywng a interwencja lekows, ze wzgledu na rézne warunki
eksperymentu (rodzaj substancji, dawka leku, droga podania leku, czas podawania leku, rodzaj
modelu badawczego — prewencyjny/terapeutyczny), to kazde poréwnanie D oraz R zdefiniowano

jako osobng interwencje.
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3.1.3.2.2.1. Analiza w podgrupach

Dla parametrow RVSP, mPAP, RVH, WT - przeprowadzono analizy w podgrupach
wyznaczonych przez:

a) zwiazki i/lub grupy terapeutyczne/farmakologiczne,
b) rodzaj schematu badawczego (model prewencyjny/terapeutyczny).

Wykorzystano model z efektem zmiennym i oddzielnym T2 — estymatorem wariancji rzeczywistych
efektow. Zastosowano testy porownujace wyniki badan w podgrupach: test Z oraz test chi-kwadrat
(Q) oparty na analizie wariancji ianalizie niejednorodnosci. Wyznaczono wartos¢
Q niejednorodnosci pomiedzy grupami. Istotne wyniki testoéw Z oraz Q niejednorodnosci (p<0,05)

wskazywaty na r6znice mi¢gdzy poréwnywanymi podgrupami.

a) Wplyw testowanych lekow/substancii na poprawe analizowanych parametréw w zaleznos$ci od

wyboru zwiazku i/lub grupy terapeutycznej/farmakologicznej (wg przyjetej w pracy klasyfikacji
168

Przeprowadzono analizy danych: iloraz r6znic §rednich wartosci (R) parametréw RVSP, mPAP,
RVH, WT w podgrupach wyznaczonych przez oceniany zwigzek oraz grupe

terapeutyczng/farmakologiczna.

b) Wplyw testowanych lekdw/substancji na poprawe analizowanych parametrow w zalezno$ci od

zastosowanego schematu badawczego

Przeprowadzono analizy danych: iloraz r6znic $rednich wartosci (R) parametrow RVSP, mPAP,

RVH, WT odpowiednio w dwoch podgrupach (model prewencyjny, model terapeutyczny).

Przeprowadzono rowniez analizy majace na celu okreslenie wptywu rodzaju zastosowanego modelu
zwierzgcego nadci$nienia plucnego na odnotowang efektywno$¢ ocenianych zwigzkow
w zakwalifikowanych publikacjach. W tym celu poréwnano interwencje, w ktorych testowano te
same leki/substancje, z zachowaniem zblizonych warunkéw eksperymetow, ale na roznych
modelach PH.
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3.1.3.3. Analiza niejednorodnosci

Heterogenno$¢ badan oceniono ilosciowo za pomoca wartosci Q Cochrana, ktéra zostata
obliczona jako wazona suma kwadratéw roéznic migdzy poszczegdlnymi efektami badan i efektem
tacznym wszystkich prob. Wspotczynnik Q pochodzi z rozktadu chi-kwadrat z k (liczba badan)
minus 1 stopien swobody. Przyjeto, ze statystycznie istotna warto$¢ Q pomiedzy badanymi grupami
(p<0,05) potwierdza heterogenno$¢ badan, natomiast nieistotna statystycznie warto$¢ Q
W poszczegolnych grupach (p>0,05) wskazuje na ich jednorodnos¢. Zastosowano takze inng miare
niejednorodnosci — statystyke 12, ktora przedstawia udziat procentowy zmienno$ci rzeczywistej do

tacznej. Wielkosci efektow wyrazono jako $rednig roznice (MD) i 95% przedziat utnosci (PU).

3.1.4. Analiza wrazliwos$ci

Przeprowadzono analize wrazliwo$ci przy uzyciu metody wytaczania (leave-one-out
method) z meta-analizy poszczegolnych badan, w celu oceny ich wptywu na ogdlng wielko$¢ efektu.
Zastosowana metoda polega na wielokrotnym powtarzaniu meta-analizy i obliczaniu wartosci efektu

Tacznego, po wylaczeniu kazdego pojedynczego badania.

3.1.5. Blad publikacji (publication bias)

Do oceny btedu publikacji wykorzystano metod¢ wykresow lejkowych (funnel plot) oraz
testy asymetrii Begga i Mazumdar, korelacji rang Begga i liniowej regresji wazonej Eggera.
Zastosowano procedure Trim and Fill opracowang przez Duval i Tweedie W celu okreslenia liczby
brakujacych publikacji do uzyskania symetrii wykreséw lejkowych i obliczenia wielkosci efektu po
skorygowaniu o btad publikacji [17, 55, 58].

3.1.6. Meta-regresja

Przeprowadzono analiz¢ meta-regresji wieloczynnikowej, aby oceni¢ wplyw czasu trwania
indukcji nadci$nienia plucnego na pogorszenie ocenianych parametrow w zaleznosci od

zastosowanego modelu zwierzgcego [9, 19].
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3.1.7. Inne analizy statystyczne

Wstepne  jednoczynnikowe analizy przeprowadzono z zastosowaniem —testow
parametrycznych (test t Studenta dla prob niezaleznych lub jednoczynnikowa analiza wariancji
ANOVA) badz testow nieparametrycznych (test U-Manna Whitneya lub test Kruskala-Wallisa).

Analizy przeprowadzono po uprzedniej weryfikacji zatozen:

— zgodno$ci  rozktadu  badanej zmiennej z  rozkladem  normalnym
(test Shapiro-Wilka),

— jednorodnosci wariancji (test Browna-Forsythe’a).

Wartos¢ p<0,05 uznano za statystycznie istotna.
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3.2. Wyniki

3.2.1. Wyszukiwanie, identyfikacja i selekcja artykulow

Szczegotowe wyniki wyszukiwania, identyfikacji i selekcji artykutow przedstawiono na Rycinie 3.

s N
} Wyszukiwanie artykulow w elektronicznych
|
Etap | i L bazach danych (1991-2015) )
|
|
i Medline ISI Web of Science |
! n=6621 n=6551
I J
|
i 2
: Wstepna kwalifikacja artykutdéw na podstawie
| tytutow i streszczen, n=13 172
\ J
|
|
i @qczenie artykutow na podstawie tytutow \
! | streszczen: -
} — sprawozdania z konferencji naukowych
i — badania kliniczne,
i - artykuty pogladowe, n=12 174
} — opisy przypadkéw u ludzi,
i — pozostate badania, ktore nie dotyczyly
} oceny, efektywnosci nowych, J
i potencjalnych lekéw w PH, testowanych na
} \modelach zwierzgcych, n=59.
1
} [ Wylaczenie artykulow zdublowanych, n=373
‘ J
|
|
i Artykuly zakwalifikowane petnotekstowe, n=566
|
|
i Kryteria wlaczenia Kryteria wylgczenia
|
|
|
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
- N
Etap I, 11 A, || Artykuly zakwalifikowane | | Artykuly niezakwalifikowe
1B i n=290 n=276
\. J |
,,,,,,,,,,,,,,,,,,, MR
( ) i
Etap 111 C ! [ Artykuty niezakwalifikowane, n=5 ]
|
\. J i
1

Artykuly zakwalifikowane n=285
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Do analizy zakwalifikowano 566 publikacji pelnotekstowych. Odrzucono 276 artykuty, ktore nie

spetnity kryteriow wiaczenia. Odrzucono badania, w ktorych:

— eksperymenty przeprowadzono na zwierzgtach modyfikowanych — genetycznie,
nowonarodzonych, ci¢zarnych lub z chorobami wspotistniejagcymi (n=59),

— uzwierzat do$wiadczalnych indukowano ostre nadci$nienie ptucne (n=5),

— nieprecyzyjnie okre§lono wielkosci dawek ocenianych zwigzkéw, tj. nie podano dawki
w przeliczeniu na kg/m.c. (n=27),

— nie podano liczebnosci badanych grup (n=14),

— oceniane zwiazki nie byly podawane zwierzgtom przewlekle (n=26),

— nie oceniano parametrow: RVP i/lub RVSP, mPAP, RVH, WT (n=145).

Ocene wptywu cech sktadowych modeli zwierzecych nadci$nienia ptucnego na stopien rozwoju
choroby (etap 111 B) przeprowadzono w oparciu o dane pozyskane z 290 publikacji (611 interwenciji).
Wykaz zakwalifikowanych publikacji przedstawiono w Zalgczniku 1. Do dalszej czgéci badania, tj.
analizy efektywnosci terapeutycznej potencjalnych lekoéw w terapii PH (etap 111 C), zakwalifikowano

285 artykutow (522 interwencji). Odrzucono pig¢ publikacji z uwagi na:

— brak wynikow dla parametrow: RVP i/lub RVSP, mPAP, RVH, WT (2 artykuty),
— znaczne pogorszenie raportowanych parametrow (2 artykuty),

— oceng terapii skojarzonej, bez wynikow monoterapii (1 artykut).

3.2.2. Charakterystyka zakwalifikowanych badan

Szczegobtows charakterystyke zakwalifikowanych badan przestawiono w Tabeli 1 (Zalacznik 2).

3.2.2.1. Charakterystyka zwierzat doSwiadczalnych

W 290 zakwalifikowanych artykutach (611 interwencji) przedstawiono wyniki prob
eksperymentalnych przeprowadzonych z uzyciem tacznie 11 535 zwierzat. Liczba ta stanowi sume
zwierzat bioracych udzial we wszystkich interwencjach, tj. przydzielonych do trzech grup:
interwencji lekowej, kontroli pozytywnej i negatywnej. Badania prowadzono na dwoch gatunkach
zwierzat doswiadczalnych — szczurach (568/611 interwencji; 92,96%) oraz na myszach (43/611

interwencji; 7,04%).
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W wigkszos$ci analizowanych interwencji wykorzystano szczepy szczurow:

— Sprague-Dawley (57,28%),
—  Wistar (34,53%),
—  Wistar-Kyoto (8,19%).

Najpopularniejszym szczepem wsrod myszy byly zwierzeta CS57BL  (34/611; 5,56%).
W pozostatych badaniach zastosowano szczepy BALB/c oraz FVB.

Lacznie 94,92% (580/611) interwencji przeprowadzono na osobnikach plci meskie;j.

Informacje o wieku zwierzat podano w 141/290 publikacjach (48,62%). Mtode osobniki, tj. w wieku
od trzech do dwunastu tygodni, uzyto w 83/141 badaniach (58,87%).

Dane dotyczace poczatkowej wagi zwierzat doswiadczalnych (tj. przed indukcja nadci$nienia
plucnego) zamieszczono w 223 artykutach sposrod 290 wiaczonych prac (76,90%). Wigckszos$¢ badan
przeprowadzono na szczurach o masie poczatkowej od 221 do 450 gramow oraz na myszach 0 masie

poczatkowej od 18 do 25 gramow.

3.2.2.2. Charakterystyka modeli zwierzecych nadciSnienia plucnego
a) Rodzaj metody indukcji nadcisnienia ptucnego

Wigkszo$¢ interwencji przeprowadzono z zastosowaniem klasycznych modeli zwierzgcych
nadci$nienia ptucnego (578/611 interwencji; 94,60%). Nadcisnienie ptucne najczesciej indukowano

przez podanie monokrotaliny (MCT) (382/611; 62,52%) (Rycina 4).
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MCT+CH CH+HC cH
3,03%
6,06%0 33,91%
Modele alternatywne Modele klasyczne
LP+MCT MCT /
0,
Sugen 5416 72,13% 66,09%
18,18%

Rycina 4. Klasyczne 1 alternatywne modele zwierzece nadciSnienia plucnego stosowane
w zakwalifikowanych probach eksperymentalnych

Monokrotaling podawano w pojedynczej iniekcji podskornej lub dootrzewnowo, w zakresie dawek
od 40 mg/kg m.c. (63/611; 10,31%) do 80 mg/kg m.c. (9/611; 1,47%). W wiekszosci analizowanych
badan stosowano MCT w dawce 60 mg/kg m.c. (312/611; 51,06%).

W dalszych analizach uwzglgdniono trzy kategorie dawek monokrotaliny:

— ponizej 60 mg/kg m.c.,
— 60 mg/kg m.c.,
—  powyzej 60 mg/kg m.c.

W szesciu interwencjach (6/611; 0,98%) czynnikiem indukujacym nadcisnienie ptucne byt Sugen
5416. W dwoch interwencjach zastosowano metod¢ oparta na polaczeniu Sugenu 5416
z przewlekla hipoksjg. W czterech interwencjach potaczono iniekcje Sugenu 5416 z ekspozycja na
przewlekta hipoksje¢, po zakonczeniu ktorej zwierzeta poddano dalszej ekpozycji w warunkach

normoksji.
b) Czas trwania indukcji nadci$nienia ptucnego

Z uwagi na duze zroznicowanie czasu trwania indukcji PH w ocenianych artykulach przyjeto

nastepujace Kategorie:
— ponizej 8 dni,
— od 8 do 14 dni,
— od 15 do 21 dni,

— o0d 22 do 28 dni,
— powyzej 28 dni.
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Mediana liczby dni od podania czynnika indukujacego nadci$nienie ptucne do oceny parametrow
hemodynamicznych wynosita 28 (IQR: 21-28 dni). W wigkszosci zakwalifikowanych badan czas
trwania indukcji schorzenia wynosit od 22 do 28 dni (233/611; 38,13%) (Rycina 5).

250 r 38,13%
200 | 28,31%
oy
C
S 150 19,49%
o
E
8 100 12,60%
o
S
50 F
1,47%
0
< 8dni 8-14 dni 15-21 dni 22-28 dni > 28 dni

Rycina 5. Kategorie czasu trwania indukcji nadci$nienia ptucnego w zakwalifikowanych probach
eksperymentalnych. % — odsetek ogdlnej liczby interwencji (n=611)

3.2.2.3. Charakterystyka testowanych zwigzkow

W 285 (522 interwencji) zakwalifikowanych badaniach oceniono efektywnos¢
terapeutyczng 206 zwiazkow. Sposrod 522 interwencji, 41 byto nieefektywnych, tj. oceniane
substancje nie spowodowaty poprawy lub pogorszyly oceniane parametry. Interwencje te nie zostaty

uwzglednione w dalszej analizie jako$ciowej 1 ilosciowej.
a) Klasyfikacja testowanych lekow/substancji

W oparciu o wskazania terapeutyczne i/lub mechanizmy dzialania analizowane zwigzki
zakwalifikowano do dwudziestu szesciu grup terapeutycznych/farmakologicznych [168]. Pozostate
zwiazki, takie jak acetazolamid, kwas y-aminomastowy, MK571 (inhibitor biatka opornosci
wielolekowej MRP4), U50,488H, ze wzgledu na inne mechanizmy dziatania nie przydzielono do

zadnej z grup.
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Klasyfikacj¢ ocenianych lekow/substancji przedstawiono w kolejnosci alfabetycznej. Do dalszych

analiz wyodrgbniono dziesi¢¢ najczesciej badanych grup, ktore 0znaczono ,,*”:

1) acetazolamid,

2) agonisty receptorow aktywowanych proliferatorami peroksysoméw (PPAR),

3) agonisty receptorow/pochodne estrogenu (18/522; 3,45%)*,

4) aktywatory kanatow potasowych ATP-zaleznych (20 interwencji/522 interwencji; 3,83%)*,

5) analogi/agonisty prostacykliny PGl,,

6) antagonisty receptorow adrenergicznych,

7) antagonisty receptorow urotensyny II,

8) antagonisty receptorow/inhibitory endoteliny-1 (ET-1),

9) antagonisty wapnia,

10) inhibitory cyklooksygenazy (COX),

11) inhibitory deacetylazy histonow (HDAC),

12) inhibitory fosfodiesterazy (PDE),

13) inhibitory kinaz serynowo-treoninowych (Ser-Thr)/kinaz tyrozynowych (TKI) (24/522;
4,60%)*,

14) inhibitory proteazy HIV,

15) inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny) (46/522; 8,81%)*,

16) inhibitory stresu retikulum endoplazmatycznego (ER) i dysfunkcji mitochondridéw,

17) inhibitory szlaku przemian serotoniny (5-HT) (49/522; 9,39%)*,

18) inhibitory szlaku RhoA/ROCK (20/522; 3,83%)*,

19) kwas y-aminomastowy (GABA),

20) leki przeciwzakrzepowe/przeciwptytkowe,

21) MK571,

22) peptydy wazoaktywne,

23) regulatory uktadu RAAS (38/522; 7,28%)*,

24) stymulatory rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej (sGC),

25) U50,488H (agonista receptora k-opioidowego),

26) zwiazki o dziataniu antyremodelingowym (30/522; 5,75%)%*,

27) zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym (51/522; 9,77%)*,

28) zwiazki pochodzenia roslinnego (67/522; 12,84%)%*,

29) zwiazki redukujace stres oksydacyjny,

30) zwigzki zwiekszajgce poziom tlenku azotu (NO).
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Do grupy zwigzkow o dziataniu antyremodelingowym (punkt 26) zakwalifikowano substancje
0 wlasciwos$ciach antyproliferacyjnych i/lub proapoptycznych, ktéorych mechanizmy dziatania,
opisane dotychczas dla nadcisnienia plucnego, byly inne niz w pozostatych grupach. Leki/substancje
nalezace do dziesieciu najczesciej badanych grup w zakwalifikowanych probach eksperymentalnych
zestawiono w Tabeli 4. Zwiazki nalezace do pozostatych grup przestawiono w Tabeli 2,
(Zalacznik 2).

Tabela 4. Leki/substancje przydzielone do dziesigciu najczgsciej badanych grup

terapeutycznych/farmakologicznych (wg przyjetej w pracy klasyfikacji [168]) w zakwalifikowanych
probach eksperymentalnych

NEFTELG DY Nazwa leku/substancji

terapeutycznej/farmakologicznej

Agonisty receptoréw estrogenowych:
DPN, PPT, raloksyfen

Agonisty receptoréw/pochodne

1
estrogenu Pochodne estrogenu:
17B-estradiol, 2-etoksyestradiol,
2-hydroksyestradiol, 2-metoksyestradiol
2. Aktywatory kanalow potasowych Iptakalim, nikorandyl, pinacydyl

ATP-zaleznych

Inhibitory kinaz serynowo-
treoninowych (Ser/Thr)/TKI

Imatynib, PH-797804, PK10453, SB203580,
sorafenib, sunitynib, trycyrybina

Inhibitory reduktazy HMG-CoA
(statyny)

Atorwastatyna, fluwastatyna, prawastatyna,
rozuwastatyna, simwastatyna

Inhibitory szlaku przemian
serotoniny
(5-HT)

Antagonisty receptora 5-HTs/SERT: LY 393558

Antagonisty receptorow serotoniny: C-122,
DV-7028, GR127935, ketanseryna, PRX-08066,
RS127445, sarpogrelat, terguryd

Inhibitory hydroksylazy tryptofanowej (Tph):
PCPA, LP533401

Inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny
(SSRI): citalopram, fluoksetyna, sertralina
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Tabela 4. cd.

6. Inhibitory szlaku RhoA/ROCK

Azaindol-1, fasudil, KMUP-1, KMUP-1A

Regulatory ukladu renina-
7. angiotensyna-aldosteron (RAAS)

Adenozyna i agonisty receptora Aza:
adenozyna, LASSBi0-1359, LASSBi0-1386

Agonisty receptora AT, C21

Aktywatory konwertazy angiotensyny 2:
NSC-354317, XNT

Analogi angiotensyny: angiotensyna (1-7),
cykliczny analog angiotensyny (1-7)

Antagonisty aldosteronu: spironolakton

Antagonisty receptora AT:: GR138950C,
losartan, olmesartan, telmisartan

Inhibitory konwertazy angiotensyny (ACEI):
enalapryl, peryndopryl, kwinapryl

Zwiazki o dzialaniu
8. antyremodelingowym

A-484954, AICAR, amiloryd, batimastat,
bortezomib, DAPT, doksycyklina, EIPA, elafina,
fenamil, LY294002, M249314, MDL 28170,
metformina, paklitaksel, ATRA, YM155, ZD0892

Zwiazki o dzialaniu
przeciwzapalnym

DHEA, deksametazon, BI1113823, etanercept,
IMD-0354, interferon alfa-2b, infliksymab,
kromoglikan dwusodowy, OA-NO;,melatonina,
montelukast, mykofenolan mofetylu,

n-3 nienasycone kwasy thuszczowe (kwas
dokozapentaenowy, kwas dokozaheksaenowy),
pirogronian etylu, PDTC, przeciwciata
anty-TGF-B, rapamycyna, RAD, T9429

10. ZwiazKki pochodzenia roslinnego

Azjatykozyd, bajkalina, brewiskapina, chryzyna,
diosgenina, genisteina, ginkgolid B/Ginko biloba
glikozydy, glycyryzyna, kapsaicyna, kwas
elagowy, kwercetyna, naryngenina, oridonina,
oksymatryna, PNS, plumbagina, resweratrol,
ruskogenina, rutakarpina, salidrozyd, sezamina,
sulfonian sodowy tanshinone IlA (STS),
tetrandryna, trimetoksystylben, tryptolid
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b) Rodzaj schematu badawczego

W analizowanych prébach eksperymentalnych zastosowano rézne schematy badawcze. Testowane
zwigzki podawano w celu zapobiegania (model prewencyjny) lub cofnigcia (model terapeutyczny)
zmian wywotanych w PH. W modelu prewencyjnym zwiazki podawano zwierzgtom przed indukcja
schorzenia lub w krotkim czasie (np. w tym samym dniu) po ekspozycji na czynnik wywotujacy PH,

w modelu terapeutycznym — w trakcie rozwoju PH, po zaindukowaniu schorzenia.

Przyktady schematow badawczych stosowanych w zakwalifikowanych badaniach przedstawiono na

Rycinie 6.

Rozpoczgceie podawania
leku/substancji

@ Rozwoj PH

!
I
0 7 14 21 28 (dni)

Ekspozych na czynnik Zakonczenie podawania
indukujacy PH leku/substancji
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K. Sztuka Rozprawa doktorska
b)
Rozpoczecie podawania
leku/substancji
: Rozwoj PH
| | |
I I I I
0 7 14 21 28 (dni)
Ekspozycja na czynnik Zakonczenie podawania
indukujacy PH leku/substancji

c)

Rozpoczecie podawania
leku/substancji

SR S

[
I
0 7 14 21 28 (dni)

leku/substancji

Ekspozycja na czynnik
indukujacy PH

} Zakonczenie podawania

Rycina 6. Przyktady schematow badawczych zastosowanych w zakwalifikowanych probach
eksperymentanych: a) i b) model prewencyjny, ¢) model terapeutyczny. Rozwoj nadci$nienia plucnego
— pogorszenie ocenianych parametréw (0znaczono gradientem koloru niebieskiego), w zaleznosci od

czasu trwania indukcji PH
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Wigkszo$¢ analizowanych interwencji przeprowadzono W celu prewencji zmian zwigzanych

z rozwojem nadcis$nienia ptucnego (372/522; 71,26%) (Rycina 7).

400
350 | modele alternatywne
300
= 250 modele klasyczne
Q'
S 250
s liczba zwigzkow
*GE) 200 testowanych w modelu
P prewencyjnym
ﬁ 150 + | terapeutycznym
8
100 ‘
50 |
0

model prewencyjny model terapeutyczny

Rycina 7. Rodzaje schematow badawczych zastosowanych w zakwalifikowanych prébach
eksperymentalnych

3.2.2.4. Analizowane parametry hemodynamiczne i zmiany przerostowe

W zakwalifikowanych probach eksperymentalnych najczesciej badano przerost migsnia prawej
komory serca (indeks Fultona, 275/611; 45,01%) oraz parametry hemodynamiczne: srednie ci$nienie
w tetnicy phlucnej (165/611; 27,00%) i skurczowe cisnienie w prawej komorze serca (165/611;
27,00%) (Rycina 8).
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[ Zmiany przerostowe ]

WT
24%

RVH
76%

Parametry hemodynamiczne

mPAP
34%

CcO Cl
4% 3%
MABP
16% ‘

RVSP
34%

RVP
4%

TPR
2%

Rycina 8. Oceniane parametry hemodynamiczne i zmiany przerostowe w zakwalifikowanych probach
eskperymentalnych. % — odsetek ogdlnej liczby interwencji (n=611)

3.2.2.5. Srodki znieczulajace zastosowane podczas badan hemodynamicznych

W 260 publikacjach (260/290; 89,66%) podano informacje o zastosowanych srodkach

znieczulajacych. W zakwalifikowanych badaniach uzyto tgcznie dziewigtnascie roznych zwigzkoéw

lub ich potaczen. Srodki znieczulajace podawano w iniekcji dootrzewnowej, domigéniowej lub

wziewnie. Wiekszos¢ interwencji (235/611; 38,46%) przeprowadzono z uzyciem pentobarbitalu

sodu, ktory podawano w zakresie dawek od 30 do 120 mg/kg m.c. Do dalszej analizy ilo$ciowej

wybrano pi¢¢ srodkow znieczulajacych, najczgsciej stosowanych w analizowanych probach

eksperymentalnych — oznaczono * (Rycina 9).
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Srodek znieczulajgcy

Pentobarbital sodu*
Ksylazyna+ketamina*
1zofluran*

Uretan*

Wodzian chloralu*

Tiopental
Fentanyl+fluanizon+midazolam
Ksylazyna+acepromazyna
Ketamina+pentobarbital sodu
Ketamina+medetomidyna
Ketamina

Ketamina+siarczan atropiny
Halotan

Chloraloza+uretan
Ksylazyna+pentobarbital sodu
Ketamina+fentanyl
Ketamina+diazepam
Karbaminian etylu

Tiobutabarbital

(Zakres stosowanych dawek)
(30 - 120 mg/kg)
(3.mg/kg + 20 mg/kg) — (50 mg/kg + 100 mg/kg)
(1% - 5%)
(2000 - 1200 mg/kQ)
(35 - 400 mg/kg)

20 40 60 80 100 120

Liczba préb eksperymentalnych

Rycina 9. Srodki znieczulajace zastosowane podczas badan hemodynamicznych w zakwalifikowanych

probach eksperymentalnych

3.2.3. Ocena jakoSci zakwalifikowanych badan

Dla kazdej ocenianej interwencji obliczono sume¢ punktow przyznanych za odpowiedzi

w pozycjach 1-8 listy oceniajacej jakos¢ zakwalifikowanych publikacji. Mediana sum wszystkich

interwencji wyniosta 3 (IQR: 2-3). Wyniki kazdego z badan zostaty opublikowane w recenzowanym

czasopismie. Sposrod 290 prob eksperymentalnych, w 193 (66,55%) badaniach podano informacje

o randomizowanym przydziale do badanych grup, w trzech (1,03%) o zaslepieniu przydziatu do

grupy badanej, w czterech (1,38%) o zaslepieniu oceny wynikow, a w dwoch badaniach (0,69%)

oszacowano wielko§¢ proby. W 238 publikacjach (238/290; 82,07%) stwierdzono zgodnos¢

z wymogami regulujacymi badania eksperymentalne na zwierzetach, a w 99 badaniach (34,14%)
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odniesiono si¢ do zaistnienia potencjalnego konfliktu interesow. Nie stwierdzono istotnej roznicy
miedzy probami zaslepionymi i niezaslepionymi oraz mig¢dzy eksperymentami z losowym
przydziatem do grup badanych oraz prébami nierandomizowanymi, W odniesieniu do $redniego

wzrostu RVSP, mPAP oraz RVH.

3.2.4. Analiza wplywu cech skladowych modeli zwierzecych nadci$nienia plucnego na
rozwaéj schorzenia

Stosowane w pracach poszczegolne metody indukcji nadci$nienia ptucnego wplynety
istotnie na pogorszenie parametrow hemodynamicznych oraz nasilenie zmian przerostowych prawej
komory serca i sciany tetnic ptucnych. W porownaniu do kontroli negatywnej, wartosci Skurczowego
ci$nienia w prawej komorze serca (RVSP) wzrosty s$rednio o 29,13 mmHg (27,27 — 30,99;
p<0,00001; 165 interwencji; 2661 zwierzat), sredniego cisnienia W prawej komorze serca (RVP) —
0 21,29 mmHg (16,88 — 25,70; p<0,00001; 18 interwencji; 275 zwierzat), $redniego ci$nienia
w tetnicy ptucnej (MPAP) — 017,32 mmHg (16,16 — 18,47; p<0,00001; 165 interwencji; 2799
zwierzat), warto$§¢ parametru opisujgcego przerost migsnia prawej komory serca (RVH) — 0 0,22
(0,21 — 0,23; p<0,00001; 275 interwencji; 4555 zwierzat), a przebudowe naczyn ptucnych (WT) —
0 19,58 (17,64 — 21,51; p<0,00001; 122 interwencji; 2183 zwierzat). Przeprowadzona analiza
niejednorodnosci wskazata na heterogenno$¢ wynikéw badan dla ocenianych parametréw: RVSP —
Q=6755,71; 1°=97,57%; df=164; p<0,00001; RVP — Q=861,23; 1°=98,03%; df=17; p<0,00001;
MPAP — Q=6416,34; 1°=97,44%; df=164; p<0,0001; RVH — Q=12939,56; 1°=97,88%; df=274;
p<0,00001; WT — Q=11300,36; 1°=98,93%); df=121; p<0,00001.

3.2.4.1. Analiza w podgrupach

Okreslono wplyw cech sktadowych modeli zwierzgcych nadci$nienia ptucnego na

pogorszenie parametrow hemodynamicznych i zmian przerostowych.

a) Rozwoj nadcis$nienia ptucnego w zalezno$ci od gatunku zwierzat do§wiadczalnych

Proby eksperymentalne, w ktorych zastosowano metode indukcji nadci$nienia ptucnego oparta na
ekspozycji na przewlekle niedotlenienie (CH), przeprowadzono z uzyciem gatunku szczura lub
myszy. Odnotowano réznice migdzygatunkowe w odpowiedzi zwierzat na zastosowany model
badawczy. Szczury, w porownaniu do myszy, w wigkszym stopniu rozwingty nadci$nienie ptucne;
potwierdzilo to znamienne pogorszenie parametrow RVSP, RVH oraz WT (p<0,00001).
Badania z wykorzystaniem innych modeli przeprowadzono tylko na szczurach. Podobnie jak proby,

w ktorych oceniano przyrost Sredniego cisnienia w tetnicy ptucnej (mPAP).

72



K. Sztuka Rozprawa doktorska 3. Cze$¢ doSwiadczalna

b) Rozwdi nadci$nienia plucnego w zalezno$ci od wybranej metody indukcji schorzenia

Wszystkie zastosowane w probach eksperymentalnych metody indukcji nadcis$nienia ptucnego,
tj.. CH, MCT, CH+HC, LP+MCT, MCT+CH i/lub Sugen 5416, wptynety na pogorszenie
analizowanych parametrow (p<0,05). Klasyczne metody indukcji PH wywotaty stabszy rozwdj
schorzenia w porownaniu z metodami alternatywnymi. W modelu ekspozycji na przewlekla
hipoksje odnotowano najmniejszy przyrost wartosci analizowanych parametrow. W probach
eksperymentalnych przeprowadzonych z uzyciem Sugenu 5416 jako induktora, wykazano
najwickszy przyrost RVSP i WT. Znaczne pogorszenie RVH oraz mPAP uzyskano w metodach
opartych na potgczeniu usunigcia lewego ptuca z monokrotaling. Model Sugenu 5416 nie byt
oceniany z uwagi na brak wynikéw odnoszacych si¢ do parametrow RVH i mPAP we wiaczonych
badaniach. Analiza niejednorodnosci wskazata na brak efektu wspolnego pomigdzy badanymi
metodami indukcji PH (p<0,05), co dato podstawy do odrzucenia hipotezy o jednorodno$ci badan.

Szczegotowe wyniki przedstawiono w Tabeli 5 oraz na Rycinie 10.

Tabela 5. Wptyw wybranych metod indukcji nadci$nienia plucnego na rozwdj schorzenia. Efekt taczny
wyrazony jako réznica $rednich (D) (model z efektem zmiennym)

MetodaindukcliPH | D | 9%PU | p |

Metody klasyczne 28,19 26,37-30,00 <0,00001

CH 17,80 15,65-19,95 <0,00001

MCT 32,93 30,88-34,98 <0,00001

RVSP [mmHg] Metody alternatywne 42,89 33,80-51,97 <0,00001
Sugen 5416 54,84 31,12-72,56 <0,00001

MCT+CH 40,52 21,90-59,14 <0,00001

LP+MCT 35,83 20,22-51,45 <0,00001

RVP [mmHg] MCT 27,17 17,20-37,14 <0,00001
CH 11,90 8,45-15,35 <0,00001

Metody klasyczne 16,45 15,42-17,47 <0,00001

CH 13,62 12,53-14,71 <0,00001

mPAP [mmHg] MCT 19,13 17,49-20,78 <0,00001
Metody alternatywne 23,36 17,94-28,78 <0,00001

LP+MCT 23,89 17,62-30,16 <0,00001

CH+HC 14,92 14,00-15,84 <0,00001

Metody klasyczne 0,21 0,20-0,22 <0,00001

CH 0,16 0,15-0,18 <0,00001

MCT 0,23 0,22-0,25 <0,00001

RVH Metody alternatywne 0,38 0,35-0,41 0,00001
Sugen 5416 0,42 0,34-0,50 <0,00001

MCT+CH 0,30 0,18-0,42 <0,00001

LP+MCT 0,38 0,35-0,41 <0,00001

Metody klasyczne 19,01 17,11-20,91 <0,00001

CH 11,97 9,65-14,28 <0,00001

WT [%] MCT 22,64 19,89-25,40 <0,00001
Metody alternatywne 31,87 16,98-46,77 <0,00001

MCT+CH 16,83 3,19-30,55 =0,0162

LP+MCT 41,71 28,99-54,43 <0,00001
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a) b)
Metoda Metoda
CH -
CH ¢ [ ]
MCT -
CH+HC u
LP+MCT —_—
MCT =
MCT+CH —_—e
Sugen 5416 S LP+MCT
Q=113,89 (df=4; p<0,00001) Q=37,78 (df=3; p<0,00001)
-20 0 20 40 60 80 -20 0 20 40 60
Efekt laczny (D) Efekt laczny (D)
c) d)
Metoda Metoda
CH ¢ =
CH | =
MCT [ 3
MCT+CH | —
MCT+CH —
MCT ¢t E
LP+MCT } -
Sugen 5416 | - LP+MCT ¢ "
Q=125,97 (df=4; p<0,00001) Q=48,70 (df=3; p<0,00001)
0,0 0.4 0.8 -20 0 20 40 60
Efekt laczny (D) Efekt laczny (D)

Rycina 10. Wptyw metod indukcji nadci$nienia plucnego na pogorszenie parametrow: a) RVSP, b) mPAP,
c) RVH, d) WT. Efekt taczny wyrazony jako réznica §rednich (D) (model z efektem zmiennym). Poziome
stupki btedow odpowiadaja 95% przedziatowi ufnosci. Wielko$§¢ znacznikoéw jest proporcjonalna do wagi
badan, ktora stanowi odwrotno$¢ wariancji wewnatrz badan, powigkszonej o wariancje pomigdzy
badaniami (zmienno$¢). Q — wspdtczynnik Cochrana; df - liczba stopni swobody
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W analizowanych probach eksperymentalnych wydluzenie czasu indukcji nadci$nienia ptucnego
skutkowato pogorszeniem ocenianych parametréow (p<0,05). Najwickszy przyrost RVSP, mPAP
oraz RVH zaobserwowano, gdy indukcja schorzenia trwata powyzej 28 dni, a WT — powyzej 14 dni.
Przeprowadzona analiza niejednorodnosci wskazata na istotng zmienno$¢ wynikow w badanych
grupach, ktore zostaty wyznaczone przez podgrupy — kategorie czasu trwania indukcji PH (p<0,05)
(Rycina 11).

a) b)
Czas trwania Czas trwania
indukcji PH [ indukcji PH
(dni) (dni)
<8 —_—
8-14 ¢ —.—
8-14 -
15-21 -
15-21 -
22-28 t -m-
22-28 -
>28 —.—
>28 -
Q=22,68 (.df:3; p<0,90001) Q=72,34 (df=4; p<0,00001)
0 20 4n 0 20 40
Efekt laczny (D) Efekt laczny (D)
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c) d)
Czas trwania Czas trwania
indukcji PH indukeji PH
(dni) <8 - (dni)
8-14 -
8-14 —-—
15-21 —a—
15-21 -
22-28 —a
22-28 -
>28 —.
>28 —-—
Q=354,07 (df=4; p<0,00001) Q=99,45 (df=3; p<0,00001)
0,0 0,2 0,4 -10 0 10 20 30
Efekt laczny (D) Efekt laczny (D)

Rycina 11. Wplyw czasu trwania indukcji nadcis$nienia plucnego na pogorszenie parametrow: a) RVSP,
b) mPAP, ¢) RVH, d) WT. Efekt tgczny wyrazony jako roznica $rednich (D) (model z efektem
zmiennym). Poziome stupki btedow odpowiadajg 95% przedziatowi ufnosci. Wielko§¢ znacznikow jest
proporcjonalna do wagi badan. Q — wspoétczynnik Cochrana; df — liczba stopni swobody

d) Rozwij nadcisnienia plucnego w zalezno$ci od zastosowanej dawki monokrotaliny

W zakwalifikowanych probach przedklinicznych zwigkszenie dawki czynnika indukujacego
nadci$nienie plucne — monokrotaliny, spowodowato pogorszenie ocenianych parametrow
hemodynamicznych i zmian przerostowych. Z uwagi na znaczng zmienno$¢ wynikow
przeprowadzono dalsze analizy w podgrupach. Odnotowano, ze wigksze dawki MCT mialy istotny
wplyw na przyrost skurczowego ci$nienia W prawej komorze serca w tych badaniach, gdzie czas
trwania indukcji nadci$nienia plucnego przekraczat 14 dni (p<0,00001). Zastosowanie
monokrotaliny w duzych dawkach — powyzej 70 mg/kg m.c. nie wptyngto istotnie na dalsze
pogorszenie cisnienia skurczowego w prawej komorze serca. Istotng zalezno$¢ pomiedzy
zwigkszeniem dawki MCT i pogorszeniem RVH odnotowano w modelach, w ktorych zastosowano
dawke induktora wieksza niz 60 mg/kg m.c., a czas wywotania schorzenia przekraczat 28 dni
(p<0,00001).
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e) Rozwdj nadci$nienia plucnego w zalezno$ci od rodzaju zastosowanego srodka znieczulajacego

podczas badah hemodynamicznych

Wybér srodka znieczulajacego do badan hemodynamicznych wplywal na warto$¢ ocenianych
parametréw. Przyktadowo, wartosci skurczowego cisnienia w prawe komorze serca (RVSP)
i $redniego cisnienia w tetnicy ptucnej (MPAP) odczytane podczas pomiardéw byly znaczgco wyzsze
w tych probach przedklinicznych, w ktorych zastosowano izofluran. W tych probach
eksperymentalnych, gdzie zastosowano chloral sodu przyrost RVSP byl najmniejszy. Podobna
zalezno$¢ wykazano, gdy wzigto pod uwage wybrane metody indukcji, tj. MCT lub CH, a czas

trwania indukcji nadcis$nienia plucnego wynosit wigcej niz 14 dni (Tabela 6).

Tabela 6. Wptyw $rodka znieczulajgcego zastosowanego podczas badan hemodynamicznych na rozwoj
nadci$nienia ptucnego w zaleznosci od sktadowych modelu zwierzecego PH: czasu trwania i metody
indukcji PH. Efekt taczny wyrazony jako roznica $rednich (D) (model z efektem zmiennym)

Skladowa
Parametr modeli Srodek znieczulajacy 95% PU
zwierzecych PH
1zofluran 30,35 30,24-40,48  <0,00001
Czas trwania
Uretan 30,65 21,89-39,42  <0,00001
indukcji PH .
) Pentobarbital sodu 28,17 25,38-30,96  <0,00001
(wszystkie )
. Ksylazyna+ketamina 22,13 17,62-26,64  <0,00001
kategorie)
Wodzian chloralu 21,66 14,10-29,21  <0,00001
I1zofluran 37,72 32,14-43,30  <0,00001
Czas trwania | Uretan 30,65 21,89-39,42  <0,00001
RvSP indukcji PH | Pentobarbital sodu 28,04  2511-30,97  <0,00001
[mmHg] > 14 dni Ksylazyna+ketamina 2561  19,35-31,87  <0,00001
Wodzian chloralu 21,66 14,10-29,21  <0,00001
| lzofluran 36,60 29,80-43,39  <0,00001
MCT (wszystkie
. Uretan 35,64 27,27-44,01  <0,00001
kategorie czasu
o | Pentobarbital sodu 31,19 28,05-34,34  <0,00001
trwania indukcji .
PH) Ksylazyna+ketamina 29,52 21,87-37,17  <0,00001
Wodzian chloralu 21,66 14,10-29,21  <0,00001
CH (wszystkie | l1zofluran 20,89 15,62-26,16  <0,00001
kategorie czasu | Pentobarbital sodu 20,08 16,80-23,35  <0,00001
trwania indukcji | Uretan 16,86 6,07-27,66 =0,0022
PH) Ksylazyna+ketamina 13,02 8,73-17,31 <0,00001
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Tabela 6 cd.

Czas trwania | Izofluran 24,84 18,07-31,61  <0,00001
indukcji PH Uretan 16,50 13,17-19,84  <0,00001
. Pentobarbital sodu 14,37 13,06-15,68  <0,00001

(wszystkie .
Ksylazyna+ketamina 20,08 15,85-24,31  <0,00001
kategorie) Wodzian chloralu 17,16 14,86-19,45  <0,00001
Izofluran 24,84 18,07-31,61  <0,00001
mMPAP Czas trwania | Uretan _ 21,11 16,70-25,51  <0,00001
[mmHg] indukcji PH Pentobarbital sodg 15,56 13,84-17,28  <0,00001
Ksylazynatketamina 21,93 18,85-25,00  <0,00001
> 14 dni Wodgzian chloralu 17,16 14,86-19,45  <0.00001
| 1zofluran 24,84 18,07-31,61  <0,00001
'\:;;é\:iizﬁ;ge Ksylazyna+ketamina 22,38 18,74-26,02  <0,00001
trwania indukcji Uretar.1 20,28 13,66-26,90  <0,00001
PH) Wodzian chloralu 18,56 15,77-21,35  <0,00001
Pentobarbital sodu 17,17 14,62-19,73  <0,00001
CH (wszystkie | Ksylazyna+ketamina 17,13 13,13-20,93  <0,00001
kategorie czasu | Uretan 12,40 9,18-15,61 <0,00001
trwania indukcji | Pentobarbital sodu 11,89 10,60-13,18  <0,00001
PH) Wodzian chloralu 10,60 8,73-12,47 <0,00001

3.2.4.2. Analiza wrazliwosSci

Przeprowadzona analiza wrazliwosci wykazata, ze zadna z zakwalifikowanych do meta-
analizy interwencji nie wptynela istotnie na zmiang efektu lacznego wyrazonego jako rdznica
srednich (D) (p<0,00001). Tym samym zadne z wtaczonych badan nie odbiegato od pozostatych na
tyle, by znaczaco wplywaé na warto$ci ocenianych parametrow. W Tabeli 7 zestawiono efekt tgczny
po uwzglednieniu wszystkich interwencji oraz po wylgczeniu interwencji o najwickszym wptywie

na cato$ciowy wynik.
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Tabela 7. Analiza wrazliwosci przeprowadzona dla interwencji opisujacych modele zwierzece
nadcis$nienia plucnego, zastosowane w zakwalifikowanych probach eksperymentalnych. Efekt taczny
wyrazony jako réznica $rednich (D) (model z efektem zmiennym)

Zmian

Parametr 95% PU SDIi /Oa
RVSP Efekt taczny 29,13 27,27-30,99  <0,00001 0,00
[mmHg] Efekt taczny po usunigciu 29,22 27,28-31,16  <0,00001 4,44
interwencji* 29,19 27,42-30,95  <0,00001 -4,99
MPAP Efekt taczny 21,29 16,88-25,70  <0,00001 0,00
[mmHg] Efekt taczny po usunigciu 22,08 16,79-27,36  <0,00001 19,92
interwencji* 19,30 15,33-23,28  <0,00001 -9,81
Efekt taczny 17,32 16,16—18,47  <0,00001 0,00
RVH Efekt gezny po usuniceiu 1735 16,16 1854 <0,00001 2,34
interwencji* 18,36 16,30-18,43  <0,00001 -8,28
Efekt taczny 0,22 0,21-0,23 <0,00001 0,00
WT[%] Efekt faczny po usunieciu 0,22 0,21-0,24  <0,00001 3,60
interwencji* 0,22 0,20-0,23 <0,00001 -9,07

3.2.4.3. Blad publikacji

Wykresy lejkowe dla parametrow RVSP, RVP, mPAP, RVH oraz WT obrazuja
niesymetryczny rozrzut wynikoéw badan wokot efektu tacznego (D). Wskazuje to na obcigzenie
publikacyjne badanych préb. Wyniki testow asymetrii Begga i Mazumdar oraz test Eggera wskazaty
na istotng statystycznie zalezno$¢ migdzy bledem standardowym efektu a jego wartoscig dla
parametrow RVSP, mPAP, RVH oraz WT. Potwierdza to obcigzenie mierzonego efektu tacznego
(D) btedem systematycznym. Przeprowadzona procedura Trim and Fill umozliwita oceng wielkosci
efektu po skorygowaniu o btad publikacji dla parametréw RVSP, RVP, mPAP, WT i RVH (Rycina
12).
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Blad standardowy

Blad standardowy

10

12

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

-

b

-10 0 10 20 30

40 50

D=15,61 (14,43-16,80)  Efekt laczny (D)

D=17,32 (16,16-18,47)
p<0,00001 p<0,00001

Liczba dodanych badan n=24
Test Eggera: b=4,11 (95% PU; 2,53-5,69); p<0,00001
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Blad standardowy
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D=8,12 (6,18-10,06)  Efekt laczny (D) D=19,58 (17,64-21,51)
p<0,00001 p<0,00001

Liczba dodanych badan n=68
Test Eggera: b=8,13 (95% PU; 5,82-10,43); p<0,00001

Rycina 12. Wykresy lejkowe (model z efektem zmiennym; 95% PU) z wynikami metody Trim and Fill
dla parametréow: a) RVP, b) RVSP, ¢c) mPAP, d) RVH, e) WT. Mierzony efekt faczny wyrazono jako D
(r6znica $rednich). Wypemlione kwadraty oznaczajg opublikowane badania zakwalifikowane do
metaanalizy; niewypetnione, czerwone kwadraty — badania dodatkowe, potencjalnie brakujace. Linie
ciagle odnosza si¢ do rzeczywistego efektu tacznego (D) i rozrzutu wynikow w badaniach wlaczonych
do meta-analizy, linie przerywane opisujg efekt tgczny (D) po skorygowaniu o btad publikacji i rozrzut
wynikéw w badaniach dodanych

3.2.4.4. Meta-regresja

Wyniki analizy meta-regresji (model z efektem zmiennym) wskazuja na istotny wplyw czasu
trwania indukcji nadci$nienia ptucnego oraz wybranej metody indukcji schorzenia na pogorszenie

analizowanych parametrow hemodynamicznych i przerostowych (p<0,05) (Rycina 13).
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Roéwnania regresji: \cT: p = 3,44 + 1,17 x x (p<0,05)
CH: D = —8,78 + 1,17 x x (p<0,05)
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Czas trwania indukcji PH (dni)

Rownania regresji:  sygen: p = 41,25 + 0,21 x x (p<0,05)
MCT+CH: D = 34,66 + 0,21 x x (p<0,05)
LP+MCT: D = 29,34 + 0,21 X x (p<0,05)
MCT: D = 26,66 + 0,21 X x (p<0,05)
CH: D = 12,60 + 0,21 x x (p<0,05)
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Rycina 13. Meta-regresja zaleznosci pomiedzy czasem trwania indukcji PH a efektem tgcznym (D),
z uwzglednieniem rodzaju metody indukcji PH dla parametrow: a) RVP, b) RVSP, ¢) mPAP, d) RVH,
e) WT. Mierzony efekt taczny wyrazony jako D (r6znica $rednich). Kolorem czerwonym oznaczono
metody altenatywne, zielonym — metody klasyczne

Wyniki analizy meta-regresji wskazaty, ze wydtuzenie czasu indukcji nadci$nienia plucnego
W mniejszym stopniu wptyneto na pogorszenie ocenianych zmian w odniesieniu do klasycznych
metod indukcji. Dlatego przeprowadzono analizy, ktoérych celem byto pordéwnanie wptywu
wybranych sktadowych modeli zwierzecych PH na najcze$ciej raportowane parametry sposrod
analizowanych, tj. RVSP, mPAP i RVH, z uwzglednieniem jedynie klasycznych metod (MCT, CH).
W przypadku zwierzat doswiadczalnych poddanych ekspozycji na przewlekta hipoksje, wptyw czasu
trwania indukcji PH na pogorszenie RVSP, mPAP, RVH byt mniejszy w porownaniu do metody
indukcji opartej na monokrotalinie. Przeprowadzona analiza niejednorodnosci potwierdzita

heterogennos¢ uzyskanych wynikéw (p<0,00001) (Rycina 14 i 15).
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Rycina 14. Wplyw czasu trwania indukcji nadci$nienia plucnego na pogorszenie parametrow:
a) RVSP, b) mPAP, ¢) RVH dla modelu MCT. Efekt taczny wyrazony jako roznica $rednich (D) (model
z efektem zmiennym). Poziome stupki bledow odpowiadaja 95% przedzialowi ufnoSci.
Q — wspolczynnik Cochrana, df — liczba stopni swobody
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a) b)
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Rycina 15. Wplyw czasu trwania indukcji nadci$nienia plucnego na pogorszenie parametrow:
a) RVSP, b) mPAP, c) RVH dla modelu CH. Efekt taczny wyrazony jako rdznica $rednich (D) (model
z efektem zmiennym). Poziome stupki btedéw odpowiadajg 95% przedziatowi ufnosci. Q — wspotczynnik
Cochrana, df — liczba stopni swobody
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3.2.5. Ocena efektywnosci nowych, potencjalnych lekéw w terapii nadci$nienia
plucnego

W zakwalifikowanych do analizy badaniach eksperymentalnych poszczegélne zwiagzki

spowodowaty zmniejszenie réznicy $rednich (D) wartoSci parametréw hemodynamicznych lub
zmian przerostowych w grupach zwierzat otrzymujacych poszczegodlne interwencje w porownaniu
do kontroli pozytywnej. Odnotowano zmniejszenie wartosci RVSP $rednio 0 14,08 mmHg (13,08 —
15,09; p<0,00001; 250 interwencji; 4232 zwierzat), mPAP o 9,55 mmHg (8,82 — 10,28; p<0,00001;
226 interwencji; 3925 zwierzat), RVH (indeks Fultona) o 0,12 (0,11 — 0,12; p<0,00001; 384
interwencje; 6566 zwierzat) oraz WT o 12,31% (11,57 — 13,05; p<0,00001; 173 interwencje; 3057
zwierzat). Przeprowadzona analiza niejednorodno$ci wykazata zmienno$¢ uzyskanych wynikoéw
w odniesieniu do wszystkich ocenianych parametréw: RVSP — Q=3553,12; 1=92,99%; df=249;
p<0,00001; mPAP — Q=3536,13; 1°=93,64%; df=225, p<0,00001; RVH — Q=6304,24; 1°=93,92%;
df=383; p<0,00001; WT — Q=5676,58; 1>=96,97%); df=172; p<0,00001.
W odniesieniu do ilorazu réznicy $rednich (R), analizowane substancje spowodowaty poprawe
parametréw: RVSP (R=0,48; 0,46 — 0,50; p<0,00001), mPAP (R=0,54; 0,52 — 0,56; p<0,00001),
RVH (R=0,49; 0,48 — 0,51; p<0,00001) oraz WT (R=0,58; 0,56 — 0,61; p<0,00001). Wartos¢ R=0,5
ilorazu oznacza, ze testowany zwigzek zmniejszyt o potowe S$rednig warto$¢ analizowanego
parametru, podwyzszong w wyniku indukcji nadci$nienia ptucnego. Warto§¢ R=1,0 wskazuje na
calkowite odwrdcenie zmian powstatych w wyniku indukcji PH u zwierzat otrzymujacych oceniany
zwigzek. Analiza niejednorodnosci wykazata zmienno$¢ uzyskanych wynikow w odniesieniu do
ocenianych parametrow: RVSP — Q=562,966,65; 12=99,96%; df=249; p<0,00001; mPAP —
Q=184,962,67; 12=99,88%; df=225; p<0,00001; RVH — Q=754,740,99; 1°=99,95%; df=383;
p<0,00001; WT — Q=408,226,56; 1?=99,96%); df=172; p<0,00001.

a) Wplyw testowanych substancji na poprawe analizowanych parametrow w zalezno$ci od

zastosowanego schematu badawczego

W tych badaniach, gdzie testowane zwiazki podawano w celu prewencji zmian wywotanych indukcja
nadci$nienia ptucnego, odnotowano wigksze korzySci z zastosowanej terapii. Wartosci
wspotczynnika R opisujace analizowane parametry w modelu prewencyjnym byly wyzsze
w porownaniu do warto$Ci tego parametru, jakie obliczono w oparciu o wyniki odnotowane
w modelu terapeutycznym (Rycina 16). Wyniki analizy niejednorodnos$ci wskazuja na istotne
réznice pomiedzy badaniami, ktore przeprowadzono w celu prewencji lub odwrdcenia zmian
wywotanych indukcjg PH (mPAP, RVH oraz WT; p<0,05).
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Rycina 16. Wptyw zastosowanego schematu badawczego (prewencyjnego, terapeutycznego) na
pogorszenie ocenianych parametréw hemodynamicznych i zmian przerostowych. Mierzony efekt
taczny wyrazony jako R (iloraz réznicy $rednich). Pionowe stupki bledow odpowiadaja 95%
przedziatowi ufnosci. Q — wspotczynnik niejednorodnosci pomiedzy analizowanymi grupami; NS —
nieistotne statystycznie

b) Wplyw testowanych lekéw/substancji na poprawe analizowanych parametrow w zalezno$ci od

wyboru zwiazku i grupy terapeutycznej/farmakologicznej (wg przyjetej w pracy klasyfikacji [168])

W odniesieniu do roznicy $rednich (D) najwicksza poprawe parametrow opisujacych funkcije
i zmiany przerostowe prawej komory serca odnotowano w przypadku statyn (rozuwastatyna,
atorwastatyna, simwastatyna). Przewlekte podawanie lekow z tej grupy spowodowato zmniejszenie
RVSP o 23,02 mmHg (17,41 — 28,63; p<0,00001), a RVH 0 0,17 (0,14 — 0,20; p<0,00001). Istotna
poprawe mPAP oraz WT odnotowano zwtaszcza w przypadku nowego inhibitora PDE, lodenafilu —
zmniejszenie wartosci mPAP o 13,00 mmHg (4,73 — 21,27 mmHg, p=0,0021), WT o0 21,45% (10,30
-32,60; p=0,0002). Bylo to jednak pojedyncze badanie przedkliniczne. Znaczacy wynik uzyskaty
takze zwigzki z grupy aktywatoréw kanalow potasowych ATP-zaleznych (iptakalim, nikorandyl,
pinacydyl). W tym przypadku przewlekla ekspozycja na wymienione leki spowodowata
zmniejszenie mPAP o 12,99 mmHg (9,73 — 16,25 mmHg, p<0,00001). Szczegétowe wyniki

skutecznosci lekow/substancji przedstawiono na Rycinie 17 i w Tabeli 3 (Zalacznik 2).
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Rycina 17. Efektywno$¢ ocenianych zwigzkow i grup terapeutycznych/farmakologicznych (wg przyjetej
w pracy klasyfikacji [168]) dla parametrow: a) RVSP, b) mPAP, ¢) RVH, d) WT. Mierzony efekt tgczny

wyrazony jako rt6znica $rednich (D). PodkreSlono nazwy grup, ktére najczesciej badano

w zakwalifikowanych prébach eksperymentalnych

Analiza efektywnos$ci zwigzkow w opraciu o efekt tagczny wyrazony réznicg srednich (R)
wykazata znaczaca poprawe zwlaszcza w przypadku niezarejestrowanych aktywatorow sGC
(ataciguat, YC-1) oraz peptydéw wazoaktywnych (adrenomedulina, wazoaktywny peptyd jelitowy).
Odnotowano poprawe parametru RVSP — odpowiednio R=0,72 (95% PU; 0,63 — 0,81; p<0,00001)
i R=0,74 (0,60 — 0,90; p=0,0033). W wyniku przewleklej ekspozycji zwierzat do§wiadczalnych na
biatko opornosci wielolekowej 4 (MRP-4) — MK571 odnotowano ograniczenie przerostu prawej
komory serca (R=0,77; 0,65 — 0,90; p=0,0012). Zastosowanie nowych inhibitorow PDE (lodenafil)
spowodowato zmniejszenie $redniego ci$nienia w tgtnicy ptucnej (R=0,93; 0,87 — 0,99; p=0,0207),
a inhibitorow COX (celekoksyb) grubosci $ciany przysrodkowej tetnic ptucnych (R=0,94; 0,94 —
0,94; p<0,00001). Rankingi efektywnosci ocenianych zwigzkow i grup
terapeutycznych/farmakologicznych sporzadzono w oparciu o analize skumulowana (Rycina 18).

Szczegotowe wyniki skutecznosei lekow/substancji przedstawiono w Tabeli 4 (Zalacznik 2).
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Inhibitory szlaku RhoA/ROCK

Zwiazki redukujace stres oksydacyjny

Zwiazki pochodzenia roslinnego
Leki przeciwzakrzepowe/przeciwptytkowe

-
-
-
-
—
-
—
-
—-
-
-
Zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym -
- 26
-
-
—-
-
-
-
-
-
-
-
-
—
-
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=
©

Zwiazki o dziataniu antyremodelingowym

Inhibitory szlaku przemian 5-HT
Inhibitory kinaz Ser-Thr/TKI
Inhibitory PDE
Agonisty PPAR
Inhibitory stresu ER i dysfunkcji mitochondriow
Inhibitory proteazy HIV
Stymulatory sGC
Regulatory RAAS
Peptydy wazoaktywne
Inhibitory HDAC
Agonisty receptoréw/pochodne estrogenu

Antagonisty receptorow adrenergicznych
Acetazolamid

0,5 1
Efekt laczny (R)
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K. Sztuka

d
) Zwiazek lub grupa
farmakologiczna/terapeutyczna

Inhibitory COX
Inhibitory receptoréw adrenergicznych
Leki przeciwzakrzepowe/przeciwptytkowe
U50,488H
Zwiazki redukujace stres oksydacyjny
Inhibitory proteazy HIV
Regulatory RAAS
Agonisty PPAR
Zwiazki zwigkszajace poziom NO
Inhibitory stresu ER i dysfunkcji mitochondriow
Analogi/agonisty PGl,
Inhibitory HDAC
Aktywatory kanatéw potasowych ATP-zaleznych
Zwiazki pochodzenia roslinnego
Inhibitory kinaz Ser-Thr/TKI
Inhibitory szlaku przemian 5-HT

Zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym

Agonisty receptorow/pochodne estrogenu

Zwiazki o dziataniu antyremodelingowym

Peptydy wazoaktywne

Statyny
GABA

Inhibitory PDE

Inhibitory szlaku RhoA/ROCK
Antagonisty wapnia

Antagonisty receptorow/inhibitory ET-1

Liczba interwencji

P P Wk P >~OWO O WwN

Efekt laczny (R)

Rycina 18. Efektywnos¢ ocenianych zwigzkow i grup terapeutycznych/farmakologicznych (wg przyjetej
w pracy klasyfikacji [168]) dla parametrow: a) RVSP, b) mPAP, ¢) RVH, d) WT. Mierzony efekt taczny
wyrazony jako iloraz réznic S$rednich (R). PodkreSlono nazwy grup, ktore najczgéciej badano

w zakwalifikowanych probach eksperymentalnych

Efektywnos¢ zwiazkow

zakwalifikowanych do dziesieciu najczgsciej

terapeutycznych/farmakologicznych przedstawiono na Rycinie 19.

badanych grup
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a.1) Aktywatory kanatow potasowych a.2) Agonisty receptorow/pochodne estrogenu
ATP-zaleznych

Agonisty rec. estrogenu S ——
DPN
Raloksyfen -
Iptakalim
PPT
Pochodne estrogenu —_—
Nikorandyl 2-etoksyestradiol .
17p-estradiol e
. 2-metoksyestradiol —_—
05 1
Efekt laczny (R) 05 1
Efekt laczny (R)
a.3) Inhibitory kinaz Ser-Thr/TKI a.4) Inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny)
SB203580 _
Rozuwastatyna —=—
PK10453 —
Simwastatyna —
Imatynib —
PH-797804 Prawastatyna — -
Sorafenib ——
Atorwastatyna —_—
Sunitynib
05 1 0,5 1
Efekt laczny (R) Efekt laczny (R)
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a.5) Inhibitory szlaku przemian 5-HT

Antagonisty
rec. 5-HTe/SERT

LY393558

Antagonisty rec. 5-HT E—

C-122
Terguryd
GR127935 -

Ketanseryna -

SSRI —_—

Fluoksetyna
Citalopram —_

Inhibitory Tph ~————

LP533401 ————

KMUP-1

Azaindol-1

Fasudil

05 1

Efekt laczny (R)

a.7) Regulatory RAAS

Adenozyna i agonisty rec. Aya
LASSBi0-1386
Adenozyna
LASSBi0-1359
Aktywatory ACE2

XNT

Antagonisty rec. AT,
Olmesartan

Telmisartan

Antagonisty aldosteronu
Spironolakton
Agonistyrec. AT,

C21

Analogi Ang

Ang-(1-7)

cAng-(1-7)

0,5 1
Efekt laczny (R)

a.6) Inhibitory szlaku RhoA/ROCK

-

—
0,5 1
Efekt laczny (R)
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a.8) Zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym

IMD-0354

n-3 PUFA
anty-T GF-
PDTC
BI1113823
Deksametazon
OA-NO,
T9429

INF alfa-2b
Rapamycyna
Melatonina
Mykofenolat mofetylu

RAD

05 1
Efekt laczny (R)

a.10) Zwiazki pochodzenia roslinnego

Trymetoksystylben —_—

Bajkalina .
Tryptolid .
Resweratrol -
Oksymatryna —_
Kwas elagowy _—
Tetrandryna -
Glicyryzyna
Salidrozyd

Rutakarpina E—
Kwercetyna —_
Sezamina E——
Ruskogenina -
STS e
Chryzyna —_—
05 l_'
Efekt laczny (R)

a.9) Zwiazki o dziataniu antyremodelingowym

6 DAPT

MDL28170

Bortezomib

Elafina

Amiloryd

05 1
Efekt laczny (R)
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b.1) Aktywatory kanatow potasowych b.2) Inhibitory kinaz Ser-Thr /TKI
ATP-zaleznych

Iptakalim H
Trycyrybina n
Nikorandyl -
Imatinib —a—
Pinacydyl L
0,5 1
05 1
Efekt laczny (R) Efekt laczny (R)
b.3) Inhibitory szlaku przemian 5-HT b.4) Inhibitory szlaku RhoA/ROCK
Inhibitory Tph —
PCPA —
Anatgonisty rec. 5-HT —
Fasudil — =
C-122 -
PRX-08066 -
Sarpogrelat _ KMUP-1A =
DV-7028 —_—
SSRI —
KMUP-1
Fluoksetyna —_—
Sertralina —_
0,5 1 05 1
Efekt I R
Efekt laczny (R) ekt Iaczny (R)
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b.5) Inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny)

b.6) Regulatory RAAS

Adenozyna
Atorwastatyna Aktywatory ACE2 *
NSC-354317 -
Antagonisty rec. AT, -
Rozuwastatyna s o
GR138950C .
Losartan .
Simwastatyna —.— ACEI -
Kwinapryl -
Peryndopryl ——
0,5 -
05 1
Efekt laczny (R)
Efekt laczny (R)
b.7) Zwiazki o dziataniu antyremodelingowym b.8) Zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym
LY294002 -
YM155 PDTC -
A-484954 - Etanercept I
ZD0892 .
B1113823 .
M249314
AICAR - Rapamycyna —
Amiloryd - Deksametazon —_
Batimastat -
DHEA -
ATRA
Metformina _ Pirogronian etylu —_
EIPA = Kromoglikan dwusodowy -
Doksycyklna —_—
RAD
Paklitaksel
0,5 1 05 1
Efekt laczny (R) Efekt Iaczny (R)
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b.9) Zwiazki pochodzenia roslinnego

Plumbagina
Bajaklina
Azjatykozyd
Ginko biloba glikozydy
Tryptolid
Kapsaicyna
Genisteina
Brewiskapina
Tetrandryna
Ginkgolid B
Kwercetyna
Resweratrol
Oridonina
Sezamina
Ruskogenina

STS

Chryzyna
Rutakarpina

PNS
Trymetoksystylben

c¢.2) Agonisty receptoréw/pochodne estrogenu

Pochodne estrogenu

2-hydroksyestradiol

17p-estradiol

2-etoksyestradiol

2-metoksyestradiol

Agonisty rec. estrogenu

PPT

DPN ——

05

Efekt laczny (R)

1

05
Efekt laczny (R)

1

c.1) Aktywatory kanatéw potasowych

Iptakalim

Nikorandyl

Pinacydyl

c.3) Inhibitory kinaz Ser-Thr/TKI

PH-797804

SB203580

Sunitynib

Sorafenib

Imatynib

ATP-zaleznych

05 1

Efekt laczny (R)

05 1
Efekt laczny (R)

101



K. Sztuka Rozprawa doktorska 3. Cze$¢ doSwiadczalna

c.4) Inhibitory szlaku przemian 5-HT c.5) Inhibitory szlaku RhoA/ROCK
Antagonisty rec. 5-HT -
Terguryd —
Sarpogrelat —
PRX-08066 -
KMUP-1 =
GR127935 _—
Ketanseryna —_
Inhibitory Tph E—
PCPA ™ Fasudil N
LP533401 -
SSRI -
Fluoksetyna -
Sertralina - Azaindol-1 =
Citalopram
Antagonisty rec. 5-HTg/SERT .
LY393558 -
05 1 o8 :
' Efekt laczny (R)
Efekt laczny (R)
¢.6) Inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny) c.7) Regulatory RAAS
Aktywatory ACE2 -
Rozuwastatyna - XNT .
NSC-354317 .
Adenozyna i agonisty rec. Aya S
Atorwastatyna —_—
Adenozyna .
LASSBIi0-1359 .
Simwastatyna - Antagonisty rec. AT;
Telmisartan .
Olmesartan -
Fluwastatyna _— Losartan
Agonisty rec.AT, .
Cc21
Prawastatyna —
ACEI —_
Enalapryl —_
Kwinapryl _
05 1 Analogi Ang -
Efekt laczny (R) cANng-(1-7) -
Ang-(1-7) —_—
Antagonisty aldosteronu e
Spironolakton —_—

05 1
Efekt laczny (R)
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€.8) Zwigzki o dziataniu przeciwzapalnym

n-3 PUFA .
PDTC
IMD-0354 —
Montelukast -
BI1113823 -
OA-NO,
Deksametazon e
Melatonina -
Rapamycyna
Mykofenolat mofetylu

Pirogronian etylu

INF alfa-2b —_—
RAD _—
Kromoglikan dwusodowy

DHEA

0,5 1
Efekt laczny (R)

€.9) Zwiazki pochodzenia roslinnego

Ginko biloba glikozydy =
Genisteina —
Azjatykozyd -
Tryptolid
Brewiskapina —_—
Ginkgolid B -
Oksymatryna e
Resweratrol e
Diosgenina
Chryzyna —
Tetrandryna
Bajkalina
Kwercetyna
Sezamina —_—
Naryngenina -
STS e
Trymetoksystylben
Rutakarpina —_—
Kwas elagowy _—
PNS
Kapsaicyna
Salidrozyd
Glycyryzyna -

0,5 1

Efekt laczny (R)
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d.1.) Aktywatory kanatow potasowych

ATP-zaleznych

Nikorandyl —-—
Iptakalim —_—
Pinacydyl -
05 1
Efekt laczny (R)

d.3.) Inhibitory szlaku przemian 5-HT

Antagonistyrec. 5-HT

Sarpogrelat

Terguryd

SSRI

Fluoksetyna

05 1

Efekt laczny (R)

d.2.) Agonisty receptorow/pochodne estrogenu

Pochodne estrogenu

17B-estradiol

2-etoksyestradiol

2-metoksyestradiol

Agonisty rec. estrogenu

Raloksyfen

05 1

Efekt laczny (R)

d.4.) Inhibitory szlaku RhoA/ROCK

KMUP-1

Azaindol-1

Fasudil

05 1

Efekt laczny (R)
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d.5.) Inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny)

Atorwastatyna ——
Simwastatyna -
Rozuwastatyna —_
0,5 l_
Efekt laczny (R)

d.7.) Zwiazki o dziataniu antyremodelingowym

M249314

ZD0892

ATRA —_—

Bortezomib _—

DAPT -

Paklitaksel ——

05

1

d.6.) Regulatory RAAS

ACEI

Peryndopryl
Antagonisty rec.AT;
Losartan

Aktywatory ACE2
XNT

Agonisty rec. AT,

c21
Analogi Ang ——
Ang-(1-7) ——
05 1
Efekt laczny (R)

d.8.) Zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym

Pirogronian etylu

Montelukast

Deksametazon

DHEA

Melatonina -

Mykofenolst mofetylu —_—

05

Efekt laczny (R)

1

Efekt laczny (R)

105



K. Sztuka Rozprawa doktorska 3. Cze$¢ doSwiadczalna

d.9) Zwiazki pochodzenia roslinnego

Azjatykozyd
Brewiskapina -
Resweratrol ——
Kwercetyna .
Ginkgolid B -
Bajkalina "
Glycyryzyna -
Ruskogenina ——
Naryngenina .
Trymetoksystylben
Diosgenina .
0,5 1
Efekt laczny (R)

Rycina 19. Efektywnos$¢ zwigzkow zakwalifikowanych do dziesigciu najcze$ciej badanych grup
terapeutycznych/farmakologicznych. (wg przyjetej w pracy klasyfikacji [168]) dla parametrow:
a) RVSP, b) mPAP, ¢) RVH, d) WT

Sposrod dziesigciu najliczniej przebadanych grup, najwigksza skutecznos$cig zarowno w odniesieniu
do parametrow hemodynamicznych jak i zmian przerostowych wykazaty sie: iptakalim z grupy
aktywatory kanatow potasowych ATP-zaleznych, wielonienasycone kwasy ttuszczowe z rodziny
omega-3 oraz IMD-0354 i PDTC z grupy zwiazkow o dziataniu przeciwzapalnym, a takze
adenozyna, agonisty receptora AT, losartan i peryndopryl — z grupy regulatorow uktadu RAAS.
Jedynie w 9 zakwalifikowanych publikacjach oceniano korzysci z zastosowania tych samych
zwigzkoéw z wykorzystaniem co najmniej dwoch réznych modeli nadcisnienia ptucnego. Ilosciowa
synteza wynikéw uzyskanych przez badaczy wskazala na mozliwy wpltyw modelu PH na
odnotowang efektywnos¢ testowanych substancji wyrazong przez iloraz roznic $rednich (R). Rycina
20 przedstawia zmiang warto$ci skurczowego ci$nienia w prawej komorze serca u zwierzat
poddanych przewlektej ekspozycji na bortezomib lub fasudil. Leki testowano na dwoch réznych
modelach zwierzgcych PH, przy zachowaniu podobnych warunkéw eksperymentow.
Przeprowadzona analiza wskazata na wigksze korzysci z zastosowania lekow ocenionych w modelu

ekspozycji na przewlekts hipoksje (CH) w poréwnaniu do modelu monokrotaliny (MCT).
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a) Bortezomib

Model

MCT |

CH |

051
Efekt laczny (R)

b) Fasudil

Model _

MCT

CH

05 1

Efekt laczny (R)

Rycina 20. Efektywno$¢ wybranych zwigzkoéw z wykorzystaniem réznych modeli
zwierzecych PH w odniesieniu do parametru RVSP (p<0,05)

3.2.5.1. Analiza wrazliwosSci

Przeanalizowano zmiany w obliczonym efekcie tacznym wyrazonym przez wspotczynnik R,

spowodowane wylaczeniem z meta-analizy poszczegdlnych badan. Analiza wrazliwosci wykazata,

ze zadna z zakwalifikowanych do meta- analizy interwencji nie wplyneta istotnie na zmiang efektu

tacznego (R) dla ocenianych parametrow (p<0,00001). W Tabeli 8 zestawiono efekt taczny (R)

uzyskany po uwzglednieniu wszystkich interwencji oraz po wytaczeniu z analizy interwencji

0 najbardziej znaczacym wplywie na wynik.
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Tabela 8. Analiza wrazliwosci przeprowadzona dla interwencji opisujacych efektywno$¢ ocenianych

zwigzkoéw w terapii nadciSnienia ptucnego. Efekt taczny wyrazony jako iloraz réznic Srednich (R) (model
z efektem zmiennym)

Parametr 95% PU
RVSP Efekt taczny 0,48 0,46—0,50 <0,00001 0,00
[mmHg] Efekt taczny po usunigciu 0,48 0,46—-0,50 <0,00001 3,51
interwencji* 0,48 0,46-0,50 <0,00001 -1,62
MPAP Efekt faczny 0,54 0,52-0,61 <0,00001 0,00
[mmHg] Efekt taczny po usunigciu 0,54 0,52-0,61 <0,00001 6,32
interwencji* 0,54 0,52-0,61 <0,00001 -2,21
Efekt taczny 0,50 0,47-0,52 <0,00001 0,00
RVH Efekt aczny po usuniceiu 0,49 046-052  <0,00001 13,05
interwencji* 0,49 0,47-0,52 <0,00001 -6,94
Efekt taczny 0,58 0,56—0,61 <0,00001 0,00
WT% Efekt taczny po usunieciu 0,58 0,56-0,61  <0,00001 4,15
interwencji* 0,58 0,56-0,61 <0,00001 -4,23

3.2.5.2. Blad publikacji

Wykresy lejkowe dla parametrow RVSP, mPAP, RVH i WT pokazujg niesymetryczny
rozrzut wynikow badan wokot efektu tacznego (D). Wskazuje to na obigzenie publikacyjne
analizowanych prob. Potwierdzaja to takze uzyskane wyniki testow asymetrii Begg’a i Mazumdar
oraz testu Egger’a, ktére wskazuja na wystepowanie btedu systematycznego (p<0,05). Poprzez
zastosowanie metody Trim and Fill oszacowano wielko$¢ efektu (D) po skorygowaniu o btad
publikacji (Rycina 21).
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a)
0
n [ [ ]
4
-
]
x : :
= .l
: .'
= 1
§" :
< |
<
= 16 |
20 u !
E 3
1=
-40 -20 0 20 40 60
D=10,20 (9,19-11,21)  Efekt laczny (D) D=14,08 (13,08-15,09)
p<0,0001 p<0,0001
Liczba dodanych badan: 76
Test Egger’a: b=2,53 (95% PU;1,89-3,18); p<0,0001
b)
0
2
> 4
z
=]
=
5 6
=
s
> 8
=
iy
=)
10
12
14

-15 0

15

30

D=7,39 (6,62-8,16)
p<0,0001

Efekt laczny (D)

D=9,55 (8,82-10,28)
p<0,0001

Liczba dodanych badan=52

Test Egger’a: b=1,94 (95% PU; 1,12-2,76); p<0,0001
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c)

d)

0,00
0,04
? 0,08
e
3
ot
S 012
£
8
<, 016
=
-2
0,20
0,24
-0,4 -0,2 0,0 02 04 06
D=0,08 (0,08-0,09) Efekt laczny (D) D=0,12 (0,11-0,12)
p<0,0001 p<0,0001
Liczba dodanych badan=94
Test Egger’a: b=2,02 (95% PU; 1,36-2,68); p<0,0001
0
4

12

Blad standardowy
(ee]

16
20 0 20 40
D=5,63 (4,86-6,40) Efektlaezny (D)  D=12,31 (11,57-13,05)
p<0,0001 p<0,0001

Liczba dodanych badan=96
Test Egger’a: b=2,93 (95% PU; 1,98-3,87); p<0,0001

Rycina 21. Wykresy lejkowe (model z efektem zmiennym; 95% PU) z wynikami metody Trim and Fill
dla parametrow: a) RVSP, b) mPAP, ¢c) RVH, d) WT. Mierzony efekt taczny wyrazono jako D (ro6znica
srednich). Wypehione kwadraty oznaczaja opublikowane badania zakwalifikowane do meta-analizy;
niewypelnione, czerwone kwadraty — badania dodane, potencjalnie brakujgce. Linie ciggle odnoszg si¢ do
rzeczywistego efektu facznego (D) i rozrzutu wynikéw w badaniach wiaczonych do meta-analizy, linie
przerywane opisuja efekt taczny (D) po skorygowaniu o btad publikacji i rozrzut wynikow w badaniach

dodanych
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Przeprowadzona ocena btedu publikacji dla efektu tacznego wyrazonego jako iloraz réznicy $rednich
(R), nie wykazala istotnej asymetrii rozrzutu wynikow badan dla ocenianych parametréw na
wykresach lejkowych. W wyniku zastosowania procedury Trim and Fill nie zostaly dodane
dodatkowe badania. Test Egger’a wskazuje na wystepowanie bledu systematycznego dla RVSP,
MPAP i RVH (p<0,05) (Rycina 22).

a)

0,00

005 |
010 }
015 |
020 | .

0,25

log blad std.

0,30

0,35 r

0,40

0,45

Efekt laczny (log R) ~ R=0,48 (0,46-0,50)
p<0,0001

Test Egger’a: b=—30,19 (95% PU; -37,07— (-23,32)); p<0,00001

b)

0,00 F

0,04

0,08

0,12 mm

0,16

log blad std.

0,20

024 ™

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

R=0,54 (0,52-0,56)
p<0,0001

Efekt laczny (log R)

Test Egger’a: b=—11,94 (95% PU; —16,51-(—7,37));
p<0,00001
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c)

0,00

0,05 |
0,10 }
0,15 |
0,20 | -

0,25

log blad std.

0,30 r

0,35

0’40 I I I I I I I
-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15

Efekt laczny (log R) R=0,49 (0,48-0,51)
ey ToR p<0,0001

Test Egger’a: b=-20,47 (95% PU; -25,56—(-15,38)); p< 0,0001

d)

0,00 F

0,04

0,08 =

012 r

log blad std.

0,16

0,20 r

0,24

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

R=0,58 (0,56-0,61)
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Test Egger’a: b=-6.65 (95% PU; -16.38-3.09); p=0.1795

Rycina 22. Wykresy lejkowe (model z efektem zmiennym; 95% PU) z wynikami metody Trim and Fill
dla parametrow: a) RVSP, b) mPAP, ¢) RVH, d) WT. Mierzony efekt taczny wyrazono jako R (iloraz
roznic $rednich). Wypelnione kwadraty oznaczaja opublikowane badania zakwalifikowane do meta-
analizy. Linie ciagle odnosza si¢ do rzeczywistego efektu tacznego (R) i rozrzutu wynikéw w badaniach
wilgczonych do meta-analizy
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4. Dyskusja

Nadcisnienie ptucne (PH) jest chorobg o cigzkim przebiegu i wieloczynnikowej etiologii,
ktora nie zostata dotychczas w pemi zbadana. Brak mozliwosci catkowitego wyleczenia oraz
niekorzystne rokowanie sktaniajg do poszukiwania nowych zwigzkow o potencjalnym dziataniu
terapeutycznym w PH. Modele zwierzgce nadcisnienia ptucnego moga stanowi¢ uzyteczne narzedzie
w badaniach nad patomechanizmem choroby oraz nowymi lekami.

Pierwszym gtownym celem niniejszej pracy byla jakosciowa i iloSciowa ocena wplywu
sktadowych wybranych modeli zwierzecych nadci$nienia plucnego na rozwoj schorzenia. Analizie
poddano najczesciej wykorzystywane i najlepiej poznane modele zwierzece. Wptyw poszczegdlnych
sktadowych wyrazono przez pogorszenie (przyrost) zarowno parametrow hemodynamicznych, jak
i przerostowych. Byty to: $rednie i/lub skurczowe ci$nienie w prawej komorze serca (RVP, RVSP),
srednie ci$nienie w tetnicy ptucnej (mPAP), przerost migsnia prawej komory serca (RVH) oraz
przyrost grubosci Sciany tetnic ptucnych (WT). Wybor powyzszych parametrow byt podyktowany
czestosciag ich raportowania w probach eksperymentalnych zzakresu nadcisnienia ptucnego.
Rejestracji wartosci parametrow hemodynamicznych dokonywano technikami inwazyjnymi
cewnikujgc prawa komore serca lub naczynie plucne w warunkach petnego znieczulenia.
Po zakonczonym pomiarze zwierzgta poddawano eutanazji. Pogorszenie analizowanych parametrow
wyrazono jako roéznice $rednich warto$ci w grupie kontroli pozytywnej — zwierzeta doswiadczalne
otrzymujace placebo, u ktorych wywotano PH i grupie kontroli negatywnej — zwierzeta zdrowe,
otrzymujace placebo, u ktorych nie wywotano PH (podrozdziat 3.1.1.1). Realizacje¢ celow pracy
przeprowadzono w oparciu o przeglad systematyczny publikacji wg przyjetych kryteridow wiaczenia
i wylaczenia (podrozdziat 3.1.1.1; 3.1.1.2). Dokonano przegladu dwoch elektronicznych baz danych
— Medline i ISI Web of Science, bez ograniczen jezykowych, z uwzglednieniem artykulow
opublikowanych od 1 stycznia 1995 roku do 31 grudnia 2015 roku. Przeanalizowano tacznie 13 172
tytutow i streszczen oraz 566 artykutdéw pelnotekstowych. W oparciu o dane pozyskane z 290
publikacji, ktore spehlily przyjete kryteria wlaczenia, przeprowadzono szereg analiz
jednoczynnikowych i wieloczynnikowych, w tym meta-analiz¢ zuwzglgdnieniem analizy
skumulowanej, analizy w podgrupach, analizy niejednorodnosci i wrazliwosci, a takze meta-regresj¢
oraz ocen¢ btedu publikacji.

Meta-analiza jest narz¢dziem analityczno-badawczym, ktoére umozliwia poréwnanie niezaleznych
badan oraz ilosciowa syntez¢ wynikow pochodzacych z duzej liczby prob. W przedstawionej
dysertacji analizie poddano tgcznie 611 interwencji, zdefiniowanych jako pojedyncze porownania
roznigce si¢ rodzajem/dawka zastosowanego czynnika indukujacego PH, czasem wywotania
schorzenia, testowanym zwigzkiem, dawka/droga podania leku, czasem ekspozycji na testowane
leki/substancje czy schematem badawczym (prewencyjny/terapeutyczny). Meta-analizy badan

klinicznych z randomizacjg zajmuja pierwsze miejsce wsrod badan klinicznych, z uwagi na
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doktadno$¢ obliczen, ktore uwzgledniajg m.in. przedziat ufnosci dla efektu tacznego oraz
zmniejszenie blgdow systematycznych i bltedow losowych. To pozwala na uzyskanie bardziej
wiarygodnych wynikéw. Wérdd wad takiej iloSciowej syntezy wymienia si¢ tgczenie badan o duzej
niejednorodnosci W ramach tej samej analizy oraz uwzglednienie jedynie opublikowanych badan,
ktore moga przedstawia¢ wyzsze — pozytywne wartosci mierzonych efektow [120, 125]. W niniejszej
pracy, w celu uniknigcia pierwszego z przytoczonych ograniczen, przeprowadzono analizy
W podgrupach wyznaczonych przez wybrane zmienne jako$ciowe iiloSciowe. Ocena btedu
publikacji umozliwita okreslenie obcigzenia wynikéw bledem systemtycznym oraz wielko$ci efektu
lacznego po uwzglednieniu potencjalnie nieopublikowanych badah. Meta-analizy badan
przedklinicznych nie sg tak powszechne jak ilosciowe syntezy wynikow prob klinicznych. Niniejsza
praca przedstawia pierwsza jako$ciowa iilosciowa synteze wynikow uzyskanych w 290
niezaleznych badaniach przeprowadzonych na modelach zwierzecych PH, na lacznej grupie
zwierzat doswiadczalnych — 11 535 osobnikéw. Dla poréwnania, w kolejnych latach (2017-2020)
opublikowano meta-analizy, ktore zrealizowano w oparciu o wyniki z odpowiednio 10, 23, 25, 26
oraz 44 badan przedklinicznych z zakresu nadci$nienia ptucnego [8, 59, 109, 143, 180]. Wymienione
prace dotyczyly efektywnosci terapii komorkami macierzystymi w kontekscie poprawy parametrow
hemodynamicznych (RVSP, mPAP), zmian patomorfologicznych (RVH, WT) oraz ograniczenia

stanu zapalnego w obrebie ptuc i naczyn plucnych.

Na potrzeby realizacji pierwszego celu pracy postawiono dwie hipotezy badawcze.

Hipoteza 1. Modele zwierzece nadci$nienia plucnego sq zréznicowane

Przyjeto, ze model zwierzecy nadciSnienia plucnego jest opisany przez okreslenie takich cech
skladowych jak: metoda wywolania nadci$nienia plucnego (rodzaj, dawka, sposob podania
czynnika indukujacego), czas trwania indukcji schorzenia, gatunek zwierzat doswiadczalnych.
W dalszej czgsci pracy wykazano, ze wymienione sktadowe moga réznicowaé oceniane w pracy
modele i determinowaé rozwoj nadci$nienia ptucnego. Badania w zakwalifikowanych artykutach
przeprowadzono z wykorzystaniem ré6znych metod indukcji nadcisnienia ptucnego. W wiekszosci
publikacji (blisko 95% interwencji) schorzenie wywolywano stosujac metody klasyczne oparte
na ekspozycji na przewlekta hipoksje (niedotlenienie) (CH) lub na podaniu monokrotaliny (MCT).
Modyfikacje metod klasycznych, tzw. metody alternatywne, ktorych zastosowanie pozwolito na
indukcje cigzszej postaci PH, wykorzystano w ponad 5% interwencji. Sposrod wszystkich
ocenionych prob eksperymentalnych wigkszos¢ przeprowadzono na modelu MCT (ponad 60%
interwencji).

Modyfikacjom metod klasycznych przypisuje sie duze znaczenie ze wzgledu na wywolanie ci¢zszej
1 przetrwalej postaci nadci$nienia plucnego oraz lepsze odzwierciedlenie zmian

patomorfologicznych zachodzacych u ludzi. Przykltadowo, w metodzie opartej na Sugenie 5416
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obserwuje si¢ przebudowe naczyn plucnych ze zmianami splotowatymi oraz z koncentrycznym
zwloknieniem warstwy neointima, ktore nie rozwijaja si¢ w PH wywotanym metodami klasycznymi.
Wskazuje si¢ takze na mniejsza toksyczno$¢ Sugenu 5416 w poréwnaniu do monokrotaliny [161].
Pomimo opisanych korzysci MCT pozostaje najczesciej stosowanym czynnikiem do indukcji
nadci$nienia plucnego w modelach zwierzgcych PH. Przyktadowo, w 2020 roku opublikowano
ponad 100 badan, w ktorych nadci$nienie ptucne wywotano przez podanie monokrotaliny i okoto 20
prac, w ktorych zastosowano Sugen 5416 w polaczeniu z ekspozycja na przewlekte niedotlenienie.
Modelem MCT postuzono si¢ w probach przedklinicznych dla wykazania skuteczno$ci
terapeutycznej zwiazkow zarejestrowanych pozniej w terapii swoistej tgtniczego nadcisnienia
plucnego: antagonistow receptora endoteliny, inhibitorow fosfodiesterazy-5, analogow
prostacykliny, seleksypagu oraz w badaniach nad ralinepagiem, ktory znajduje si¢ obecnie w 111 fazie
prob klinicznych [78, 189].

Dalszy przeglad pismiennictwa pokazal szeroki zakres dawek, w jakich stosowano
monokrotaling, tj. od 40 do 80 mg/kg m.c. W ponad polowie analizowanych interwencji
nadci$nienie plucne indukowano przez dootrzewnowe lub podskérne podanie monokrotaliny
w dawce 60 mg/kg m.c. (50%). W dalszej czeséci pracy przeprowadzono szczegdtowe analizy
w podgrupach, wyznaczonych przez dawki monokrotaliny, w kontek$cie stopnia wywotania
schorzenia. Podobnie, wykonane analizy wskazaly na zréznicowanie czasu trwania indukcji
nadci$nienia ptucnego we wlgczonych badaniach. Z tego wzgledu w dalszych analizach przyjgto pigc¢
kategorii czasu wywotania schorzenia: ponizej 8 dni, 8-14 dni, 15-21 dni, 22-28 dni oraz powyzej
28 dni.

W zakwalifikowanych prébach eksperymentalnych badania prowadzono najczesciej
z udzialem szczurow (okolo 90% wszystkich interwencji), na szczepie Sprague-Dawley (ponad
50% wszystkich interwencji). W pozostatych badaniach byty to szczury Wistar (ponad 30%) oraz
Wistar-Kyoto (okoto 8%). Wsrdéd myszy dominowat szczep C57BL (okoto 6%), uwazany W obrebie
gatunku za najbardziej podatny na wywotanie PH w modelu opartym na ekspozycji na przewlekte
niedotlenienie [172]. Wyniki uzyskane przez innych badaczy pokazaly znaczenie rdznic
migdzygatunkowych w odpowiedzi na czynnik wywotujacy nadci$nienie ptucne w metodzie
ekspozycji na przewlekta hipoksje [15, 178]. Dlatego w dalszej czesci pracy przeprowadzono analizy
w podgrupach dla okreslenia wptywu gatunku na rozw¢j PH.

W kolejnym etapie badan podjeto probe ilosciowej oceny wplywu skladowych
roéznicujacych modele zwierzgce nadci$nienia plucnego na rozwdj schorzenia. W tym celu

sformutowano drugg hipotezg badawcza:
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Hipoteza 2. Stopien rozwoju i ciezko$¢ wywolanych zmian hemodynamicznych i przerostowych

zalezy od wyboru modelu zwierzecego nadciSnienia plucnego

a) Rozwdj 1 cigzko$¢ wywotanych zmian hemodynamicznych i przerostowych w zaleznosci od

wyboru rodzaju metody indukcji nadcisnienia plucnego

Wykonane w pracy analizy iloSciowe wskazaly na wiekszy potencjal wywolania schorzenia
w probach przedklinicznych, ktore przeprowadzono na modelach alternatywnych. Stanowia
one modyfikacje metod klasycznych. Ich wprowadzenie do farmakologii eksperymentalnej miato
odpowiada¢ na potrzebe opracowania takich metod indukcji schorzenia, ktore lepiej obrazuja zmiany
hemodynamiczne i histopatologiczne, jakie obserwuje si¢ u pacjentow z PH. Jak wczes$niej
wspomniano, metody alternatywne pozwalaja na wywolanie przetrwatej i nieodwracalnej postaci
schorzenia oraz odtworzenie obrazu patomorfologicznego tetnic ptucnych [15, 178]. Przyktadowo,
w modelach opartych na iniekcji monokrotaliny w potaczeniu z usunigciem lewego ptuca lub
z ekspozycja na przewlekte niedotlenienie, rozwija si¢ koncentryczne zwldknienie warstwy
neointima. Dochodzi tez do okluzji naczyn ptucnych ze skrzeplinami fibryny. Powyzszych zmian
nie obserwuje si¢ w klasycznym modelu MCT [62, 149]. Niniejsza analiza pokazata, ze taka
modyfikacja modelu monokrotaliny pozwala na uzyskanie znaczacego podwyzszenia skurczowego
ci$nienia w prawej komorze serca, $redniego ci$nienia w tetnicy plucnej czy przerostu migsnia
prawej komory serca i grubosci Sciany tetnic ptucnych. Istotne zmiany w warto$ciach parametréw
hemodynamicznych i przerostowych obserwowano rowniez w przypadku pozostatych modyfikacji
metod klasycznych, kiedy model oparty na ekspresji na przewlekla hipoksje (CH) potaczono
z iniekcjg Sugenu 5416 badz narazeniem na przewlekta hiperkapnie (CH+HC). Uzyskane wyniki dla
dwdch najczesciej raportowanych parametrow w zakwalifikowanych badaniach — RVSP oraz RVH
pokazaty, ze analizowane metody indukcji ze wzgledu na stopien rozwoju PH mozna
uszeregowaé wg kolejnosci: CH < MCT < LP+MCT < Sugen. Przedstawiona zaleznos$¢ stanowi
sugesti¢ I wymaga potwierdzenia w dalszych obserwacjach z uwagi na niewielka liczbe badan
wykorzystujacych wymienione metody alternatywne.

Jak wynika z przegladu dostepnego piSmiennictwa, pomimo przytoczonych korzysci metody
alternatywne nie sa obecnie powszechnie stosowane. Potwierdza to rowniez przeglad systematyczny
przeprowadzony na potrzeby niniejszej pracy. Jak wcze$niej wspomniano opublikowano jedynie
okoto 5% wszystkich interwencji. Potencjalne ograniczenia modyfikacji metod klasycznych moga
obejmowac wyzsze koszty eksperymentéw czy wigksza Smiertelno$¢ zwierzat doswiadczalnych
w zwigzku z zastosowaniem techniki indukcji PH opartej na ingerencji chirurgicznej [145, 167].
Autorzy innych prac wskazuja rowniez na mozliwe rdznice w obrazie histopatologicznym naczyn
ptucnych, zwlaszcza dotyczgce wystepowania zmian splotowatych u zwierzat doswiadczalnych
i ludzi [45].
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Echokardiografia jest jedna z podstawowych metod diagnostycznych w nadcisnieniu
ptucnym. Autorzy licznych prac wskazujg réwniez na korzys$ci wynikajace z jej zastosowania
w badaniach prowadzonych na modelach zwierzecych PH. Zastosowanie metod inwazyjnych
w badaniach na zwierzetach czesto wigze si¢ z ich przedwczesng $miercig i tym samym moze
wymaga¢ udziatu wiekszej liczby osobnikow w eksperymentach. Wykorzystanie echokardiografii
pozwala w sposob nieinwazyjny monitorowaé stopien wywolania nadci$nienia ptucnego oraz
odpowiedz na wdrozone leczenie poprzez oceng hemodynamiki, morfologii i funkcji prawej komory
serca u zwierzat. Opisywana metoda pozwala na okre$lenie takich parametrow jak cis$nienie
skurczowe w prawej komorze serca, amplituda ruchu skurczowego pierscienia zastawki trojdzielne;j
czy tez frakcja wyrzutowa prawej komory serca. Wskazuje si¢, ze dokladno$é wiasciwie
zwalidowanych pomiarow echokardiograficznych jest porownywalna z wynikami otrzymanymi
metoda cewnikowania prawej komory serca [177]. Pomimo przytoczonych korzy$ci omawiana
metoda nie jest czgsto wykorzystywana w probach eksperymentalnych na zwierzgtach.
W zakwalifikowanych pracach niewielu autoré6w zastosowato echokardiografi¢ do rejestracji

warto$ci ocenianych parametrow.

b) Rozwoj i ciezkos¢ wywotanych zmian hemodynamicznych i przerostowych w zaleznosci od

wielkosci dawki monokrotaliny

7Z uwagi na dominujgcy udzial modeli zwierzgcych nadci$nienia plucnego opartych na
monokrotalinie, przeprowadzono dalsze analizy w podgrupach. Uwzgledniaty one wielko$¢ dawki
induktora. Jak wcze$niej wspomniano, w zakwalifikowanych badaniach monokrotaling stosowano
w zakresie dawek od 40 mg/kg m.c. do 80 mg/kg m.c. Z tego wzgledu podjeto probe oceny wptywu
dawki MCT na pogorzenie ocenianych parametrow hemodynamicznych i przerostowych. Uzyskane
wyniki pokazaly, ze zwi¢kszenie dawki monokrotaliny powyzej 60 mg/kg m.c. ma nieznaczny
wplyw na pogorszenie analizowanych parametrow — w przeciwienstwie do samej metody
indukcji nadci$nienia plucnego. Nie odnotowano istotnego przyrostu parametrow
hemodynamicznych: RVSP i mPAP. Zastosowanie MCT w dawkach powyzej 60 mg/kg m.c.
spowodowalo pogorszenie zmian przerostowych w obrgbie mig$nia prawej komory serca (RVH)
oraz $ciany tetnic ptucnych (WT), bez znaczacego wplywu na parametry hemodynamiczne.

W dostepnym pismiennictwie wielu autorow wskazuje na mozliwg zalezno$¢ pomigdzy wielkoscia
dawki monokrotaliny a rozwojem schorzenia. Brakuje jednak wynikow prob eksperymentalnych
przeprowadzonych na modelach zwierzgcych PH, ktore pokazatyby zroznicowany wptyw wielkos$ci
dawek MCT na przyrost parametréw hemodynamicznych i przerostowych. Potwierdza to takze mata
liczba zakwalifikowanych w pracy badan, w ktdrych uzyto MCT w dawkach powyzej 60 mg/kg m.c.
Wyniki dotychczasowych préb eksperymentalnych pokazuja, ze MCT stosowana w zakresie dawek

50-60 mg/kg m.c. wywotuje zmiany hemodynamiczne i patomorfologiczne gldéwnie w obrgbie
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krazenia ptucnego. Wyzsze dawki induktora moga spowodowac dalsze pogorszenie ocenianych
parametrow. Dotyczy to zwlaszcza dawek MCT powyzej 60 mg/kg m.c. i dluzszego czasu trwania
indukcji schorzenia. Wigze si¢ to jednak z wigkszg toksycznosciag i $miertelnoscig zwierzat
doswiadczalnych [116, 178], co moze thumaczy¢ dos¢ powszechne stosowanie monokrotaliny
w dawce 60 mg/kg m.c. Znaczace zmiany, takie jak wzrost ci$nienia w tgtnicy ptucnej, przerost
migénia prawej komory serca i przebudowa tgtnic ptucnych, rozwijaja si¢ po uptywie okoto 3 tygodni
od podania monokrotaliny. Jest to spowodowane dziataniem aktywnego metabolitu MCT —
dehydromonokrotaliny, ktora po aktywacji w watrobie jest magazynowana w erytrocytach [74, 146].
Zwraca to uwagg na znaczenie kolejnej sktadowej modeli zwierzecych PH, jakim jest czas trwania

indukcji nadcisnienia ptucnego.

¢) Rozwdj i ciezko§¢ wywolanych zmian hemodynamicznych i przerostowych w zaleznosci od czasu

trwania indukcji nadci$nienia ptucnego

Wyniki przeprowadzonej w pracy meta-analizy oraz meta-regresji pokazaly, ze czas trwania
indukcji nadci$nienia plucnego moze w istotny sposdéb determinowaé¢ rozwdj schorzenia
wywolanego w roznych modelach zwierzecych. Zmiany charakterystyczne dla PH pojawialy si¢
juz po kilku dniach od rozpoczecia indukcji, niezaleznie od zastosowanej metody. Dhuzszy czas
rozwoju nadcisnienia plucnego sprzyjal dalszemu pogorszeniu (przyrostowi) raportowanych
parametréw hemodynamicznych oraz zmian przerostowych. Potwierdzily to przeprowadzone
analizy ilosciowe w podgrupach. Przyktadowo, 28-dniowy czas wywotania schorzenia sprzyjat
znacznemu pogorszeniu §redniego ci$nienia w tetnicy plucnej w poréwnaniu z krotszym, 8-dniowym
okresem indukcji. Zwierzeta do§wiadczalne eksponowane na czynnik wywotujgcy nadcis$nienie
ptucne przez 22-28 dni cechowal wigkszy przerost mig$nia prawej komory serca niz osobniki,
u ktorych schorzenie indukowano przez 8—14 dni. Kolejne analizy miaty na celu wykazanie
ewentualnego zwigzku migdzy czasem indukcji a rodzajem metody, jakiej uzyto do wywotania PH.
| tak, metody alternatywne, tj. metoda oparta na podaniu monokrotaliny w potaczeniu z ekspozycja
na przewlekte niedotlenienie lub z usuni¢ciem lewego ptuca lub z hiperkapnia oraz model oparty na
Sugenie 5416, cechowal dtuzszy czas indukcji w poréwnaniu do metod klasycznych. Wynikato to
z techniki wywotania nadci$nienia ptucnego, ktora uwzgledniata dodatkowa ingerencjg¢ chirurgiczna
— usuniecie lewego ptuca siedem dni przed iniekcja MCT [133]. Dotyczyto to tez koniecznosci
utrzymania zwierzat przez kilka tygodni w warunkach normoksji po zakonczonej ekspozycji na
przewlekle niedotlenienie — metoda oparta na Sugenie 5416 [144]. Jak wcze$niej wspomniano,
wiekszos¢ prob eksperymentalnych przeprowadzono z wykorzystaniem metod klasycznych opartych
na monokrotalinie lub przewleklej hipoksji. Dlatego dalsze analizy w podgrupach przeprowadzono
W odniesieniu do tych dwdoch modeli. Takze w tym przypadku dtuzszy czas indukcji nadci$nienia

plucnego wigzal si¢ z uzyskaniem dalszego pogorszenia parametréw hemodynamicznych
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i przerostowych. Jedynie w przypadku zwierzat poddanych przewlektej hipoksji (model CH) czas
indukcji powyzej 28 dni nie spowodowat istotnego pogorszenia ocenianych zmian.
Wyniki meta-regresji potwierdzily istotny wplyw czasu wywotania PH na zmian¢ ocenianych

parametréw w odniesieniu do wszystkich zastosowanych metod indukcji schorzenia.

d) Rozwdj i ciezkos¢ wywotanych zmian hemodynamicznych i przerostowych w zaleznosci od

gatunku zwierzat do§wiadczalnych

Wplyw roznic miedzygatunkowych na pogorszenie badanych parametrow okazal si¢ mniej
znaczgcy niz pozostale analizowane skladowe modeli zwierzecych nadci$nienia plucnego.
Zalezno$¢ wywolanych zmian hemodynamicznych i przerostowych od gatunku zwierzat
doswiadczalnych oceniono w odniesieniu do metody CH. Bylo to spowodowane faktem, ze tylko
W probach eksperymentalnych opartych na przewleklej hipoksji badacze wybierali myszy lub
szczury. Inne modele zwierzece obejmowaty jeden gatunek zwierzat doswiadczalnych — szczura. Jak
wczesniej opisano, uzyskane wyniki pokazaty stabszy rozwoj nadci$nienia plucnego u myszy.
U szczuréw ekspozycja na przewlekte niedotlenienie wywotata bardziej znaczace podwyzszenie
skurczowego ci$nienia w prawej komorze serca, przerost migsnia prawej komory serca i §ciany tetnic
ptucnych. Z tego powodu, dla uniknigcia wplywu réznic miedzygatunkowych, przeprowadzono
analizy, w ktorych uwzgledniono jedynie wyniki badan przeprowadzonych na szczurach.
Potwierdzity one wcze$niejsze spostrzezenia; ekspozycja zwierzat na przewlekte niedotlenienie
wywotala najmniejsze przyrosty warto$ci parametrow hemodynamicznych i przerostowych sposrod
ocenianych w pracy metod indukcji PH.

Dotychczasowe badania nad patofizjologia PH potwierdzajg wyniki opisanych wyzej analiz
ilo$ciowych. Odpowiedz na przewlekte niedotlenienie jest uwarunkowana wiekiem i ptcig zwierzat,
a takze zalezy od gatunku i szczepu [126]. Ekspozycja szczurow na przewlekta hipoksje wywotuje,
W przeciwienstwie do myszy, znaczng przebudowe naczyn phlucnych. W obrazie zmian
patomorfologicznych obserwuje si¢ przerost i hiperplazje komorek migsni gtadkich naczyn. Opisane
zmiany sg nastgpstwem nadmiernej proliferacji komorek migsni gladkich w $cianach tetnic ptucnych
i nasilenia procesu apoptozy w warstwie srodbtonkowej. Jest ona wynikiem zwigkszonej ekspres;ji
gendow odpowiedzialnych za proliferacje komorek $rodbtonka naczyn krwionosnych i opornosci
komorek na apoptozg. Inne badania wskazuja takze na rdznice w odpowiedzi na przewlekte
niedotlenienie wsrod poszczeg6lnych szczepdw myszy i szczurdéw [184]. Za najbardziej podatny na
warunki hipoksji uwaza si¢ szczep myszy C57BL, ktory wybierano najczesciej
w zakwalifikowanych probach eksperymentalnych. W dostgpnym pismiennictwie wymienia si¢ tez
model przewleklej hipoksji wywotanej u zwierzat Fawn-hooded. Poddanie tego szczepu warunkom
niedotlenienia pozwala na spontaniczny rozwoj cigzkiej postaci t¢tniczego nadci$nienia ptucnego.

W przeciwienstwie do innych szczepow, u szczurow Fawn-hooded obserwuje si¢ hiperplazje
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warstwy wewngetrznej tetnic ptucnych, jej zwtdknienie i rozwdj zmian splotowatych [20, 172]. Model
oparty na indukcji PH u szczuréw Fawn-hooded nie zostat oceniony w niniejszej pracy, z uwagi na
brak wynikéw. Autorzy innych prac wskazuja takze na roznice w odpowiedzi na dziatanie
monokrotaliny oraz Sugenu 5416. Wsréd najbardziej podatnych na dziatanie wymienionych
induktoréw wymienia si¢ szczury Sprague-Dawley [98, 151].

Wywolanie nadcisnienia ptucnego u myszy przez podanie monokrotaliny nie jest mozliwe. Wynika
to z faktu, ze myszy nie metabolizujg MCT do postaci aktywnej — dehydromonokrotaliny (MCTP),
odpowiedzialnej za indukcj¢ schorzenia. W tym przypadku rozwdj PH mozna uzyskaé przez
bezposrednie podanie zwierzgtom MCTP [74]. W zadnej z analizowanych w pracy prob
eksperymentalnych nie zastosowano opisanej procedury celem wywotania PH.

Dalej przeanalizowano ewentualny wpltyw $rodka znieczulajacego zastosowanego podczas
badan hemodynamicznych na warto$ci mierzonych parametrow. Uwage zwraca réznorodnos$é
substancji znieczulajacych wybieranych przez autoréw zakwalifikowanych publikacji do
procedury znieczulenia. Lacznie zastosowano dziewigtnascie roznych zwigzkow, ktore podawano
pojedynczo lub w kombinacjach dwu — lub trojsktadnikowych, w réznych dawkach. W dalszych
analizach, dla wigkszej pordownywalnos$ci badan, uwzgledniono pig¢ najczesciej wykorzystywanych
przez badaczy substancji: pentobarbital sodu, izofluran, uretan, wodzian chloralu oraz potgczenie
ksylazyny i ketaminy. Uzyskane wyniki pokazaly, ze §rodek znieczulajgcy moze réznicowaé
rejestrowane warto$ci skurczowego cisnienia w prawej komorze serca i sredniego ci$nienia w tetnicy
ptucnej. Najwigkszy przyrost ocenianych parametrow u zwierzat z kontroli pozytywnej
w odniesieniu do kontroli negatywnej odnotowano dla izofluranu, najmniejszy — dla wodzianu
chloralu. Prace innych autorow wskazuja réwniez na istnienie zalezno$ci pomiedzy rodzajem
zastosowanego S$rodka znieczulajacego a warto$cig mierzonego parametru hemodynamicznego.
Przyktadowo, Janssen i wsp. (2004) poddali takiej ocenie izofluran, pentobarbital sodu, uretan
i polaczenie ksylazyny z ketaming. Uzyskane wyniki potwierdzily réznice w wartosciach
mierzonych parametrow — pojemnosci minutowej serca, czgstosci akcji serca, sredniego cisnienia
tetniczego krwi oraz calkowitego oporu obwodowego w zaleznosci od zastosowanej substancji
znieczulajacej [94]. Inne badania pokazaty niejednoznaczny wplyw roznych substancji
znieczulajacych na zmniejszenie badz zwigkszenie wartosci poszczegélnych parametrow
hemodynamicznych. Albrecht i wsp. (2014) wykazali, ze izofluran moze wywotywac niedoci$nienie,
podczas gdy medetomidyna w potaczeniu z midazolamem i fentanylem — nadci$nienie tetnicze [4].
Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza jest jednak pierwsza, ktora odnosi si¢ do modeli
zwierzgcych nadci$nienia ptucnego. Potrzeba dalszych badan, aby precyzyjniej okresli¢ wptyw
srodkéw znieczulajgcych na warto$ci mierzonych parametréw hemodynamicznych w przebiegu PH
u zwierzat.

W analizowanych badaniach przedklinicznych wiekszo$¢ autorow nie przedstawita danych

dotyczacych $miertelnosci zwierzat. Byty one dostepne w okoto 15% publikacji. Moze to stanowic¢
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pewne ograniczenie w okresleniu przydatnosci ocenianych modeli zwierzgcych nadci$nienia
ptucnego. Brak takich danych uniemozliwil przeprowadzenie dalszych analiz, ktére pozwolityby
skorelowac sktadowe modeli zwierzecych PH, takie jak rodzaj metody indukcji, wielko$¢ dawki

induktora czy czas wywotania schorzenia, z przezywalno$cig zwierzat doswiadczalnych.

Kolejnym glownym celem niniejszej pracy byta jakosciowa i ilosciowa ocena efektywnosci
nowych zwigzkéw testowanych na modelach zwierzecych nadci$nienia  plucnego
w zakwalifikowanych artykulach. Ocenie poddano rowniez wplyw zastosowanego schematu
badawczego — prewencyjnego i/lub terapeutycznego na dziatanie ocenianych lekéw/substancji.

Sformutowano kolejna hipoteze badawcza:

Hipoteza 3. Rodzaj zastosowanego w badaniach przedklinicznych modelu zwierzecego

nadci$nienia plucnego moze wpltywa¢é na efektywno$¢ ocenianych zwiazkéw

W oparciu o przeprowadzone analizy mozna stwierdzi¢, ze metoda indukcji nadcisnienia ptucnego
determinuje rozwoj choroby wyrazony pogorszeniem (przyrostem) analizowanych parametrow
hemodynamicznych i przerostowych. Oceniane modele cechuje stabsza lub silniejsza odpowiedz na
dziatanie czynnikow wywotujacych PH. Mozna wnioskowac, ze rodzaj modelu badawczego wptywa
takze na ocen¢ wynikowej efektywnoSci potencjalnych lekow testowanych w probach
eksperymentalnych na zwierzetach. Wskazuja na to takze wstgpne wyniki przeprowadzonych analiz
poréwnawczych obejmujacych fasudil i bortezomib, ktére testowano na rdéznych modelach
klasycznych PH, zachowujac podobne warunki eksperymentow. W odniesieniu do przytoczonych
analiz, wptyw fasudilu i bortezomibu na poprawe¢ parametréw: RVSP i RVH okazal si¢ bardziej
znaczacy W przypadku ekspozycji zwierzat na przewlekla hipoksje, w poréwnaniu do modelu
monokrotaliny. Byly to pojedyncze obserwacje, odnoszace si¢ do metod klasycznych. Dla ich
potwierdzenia potrzeba dalszych badan eksperymentalnych w tym zakresie, prowadzonych na
réznych modelach zwierzecych PH. Oczekuje sig, aby stosowane leki normalizowaly zmiany
wywotane indukcja nadci$nienia plucnego. W takim wypadku roznica $rednich wartosci
poszczegdlnych parametrow pomigdzy grupg kontroli pozytywnej i interwencji lekowej powinna by¢
zblizona do roznicy S$rednich wartosci parametrow pomigdzy grupa kontroli pozytywnej
i negatywnej. Dlatego w niniejszej pracy jako miare efektu — skutecznosci badanych zwiazkéw
zaproponowano, obok roéznicy srednich — D, iloraz réznic srednich — R (podrozdziat 3.1.3.2.2).
Wartos¢ R=0,5 oznaczata, ze testowany zwigzek zmniejszyl 0 polowg s$redniag wartos$¢
analizowanego parametru, zwigkszong w wyniku indukcji nadcisnienia ptucnego. Warto$¢ R=1,0
wskazywata na catkowite odwrdcenie zmian wywotanych indukcja PH w wyniku dziatania

testowanego zwigzku.

121



K. Sztuka Rozprawa doktorska 4. Dyskusja

W pracy oceniono i poréwnano skuteczno$¢ 206 zwiazkow, ktore przyporzadkowano do

dwudziestu szesciu grup terapeutycznych/farmakologicznych w oparciu o ich wskazania
terapeutyczne i/lub mechanizmy dziatania opisane dotychczas dla nadcis$nienia ptucnego [168].
Czterech zakwalifikowanych zwigzkow (acetazolamid, GABA, MK571, US50,488H) nie
przydzielono do zadnej z grup, ze wzgledu na rozne od pozostalych mechanizmy dziatania. Uwage
zwraca liczba i réznorodnos¢ zwigzkow badanych w probach przedklinicznych.
Sporzadzone rankingi efektywnosci opieraly si¢ na dwoch miarach efektu: D i R. Uzyskane wyniki
wskazuja na réznice w wynikowej efektywnosci zwigzkow, w zalezno$ci od tego, jaka miare efektu
wykorzystano do obliczen. Przykladowo, gdy porownano wptyw testowanych zwiazkdw na poprawe
skurczowego cis$nienia w prawej komorze serca, wyrazong jako réznica $rednich (D), najwicksza
skuteczno$¢ mozna byto przypisa¢ inhibitorom reduktazy HMG-CoA. Zastosowanie jako miary
efektu ilorazu rdéznic $rednich (R) pozwolito na wskazanie jako najbardziej efektywnych,
w odniesieniu do normalizacji parametru RVSP, zwigzkow z grupy peptydow wazoaktywnych
(p<0,05). Statyny znalazly si¢ na szesnastym miejscu w rankingu. Najwicksze ograniczenie
przyrostu grubosci Sciany tetnic ptucnych przypisano ekspozycji zwierzat do§wiadczalnych na nowe
inhibitory PDE, gdy w obliczeniach uzyto r6znicy $rednich (D). Z kolei zastosowanie ilorazu r6znic
srednich (R) nie potwierdzito tych wynikow. Zakwalifikowane zwiazki 1 grupy
terapeutyczne/farmakologiczne wywieraty rézny wptyw na normalizacje warto$ci poszczegdlnych
parametréw hemodynamicznych i przerostowych. W rankingach sporzadzonych w oparciu
o miare efektu (D) uwage zwraca znaczny rozrzut wynikoéw. Dalsza ocena bledu publikacji
wskazala na obciazenie publikacyjne, zwlaszcza w przypadku roéznicy S$rednich (D).
Wykorzystanie (R) jako miary efektu pozwolilo na uzyskanie mniejszego obcigzenia
i poprawilo jednorodno$¢ badan. Dlatego iloraz roznic srednich (R) zastosowano do dalszych
obliczen w podgrupach.

W zakwalifikowanych pracach zwiazki testowano w schemacie prewencyjnym, tzn. w celu
prewencji zmian powstaltych w wyniku wywotania PH lub terapeutycznym — dla cofnigcia
zaindukowanych zmian. W schemacie prewencyjnym podawano je zwierzgtom doswiadczalnym
przed wywolaniem schorzenia lub w krotkim czasie po ekspozycji na czynnik wywotujacy
nadci$nienie ptucne, w terapeutycznym — po ekspozycji na czynnik indukujacy schorzenie, w trakcie
rozwoju PH (podrozdziat 3.1.2). Wigkszo§¢ zwiazkow w analizowanych probach
eksperymentalnych podawano w celu prewencji zmian powstatych zwigzanych z indukcja PH (ponad
70% interwencji). Wartosci ilorazu roznic $rednich (R) uzyskane dla ocenianych parametréw byty
wigksze w przypadku tego schematu, co mogtoby wskazywac na znaczniejszy potencjat testowanych
zwigzkdéw w schemacie prewencyjnym, w odniesieniu do poprawy parametréw hemodynamicznych
i przerostowych. Moze t0 oznacza¢ réznice w ocenie efektywnos$ci zwigzkéw — kandydatéw do
leczenia PH w analizach poréwnawczych, odnoszacych sie¢ do wynikéw eksperymentéw

prowadzonych w schemacie prewencyjnym lub terapeutycznym.
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Do dalszych szczegétowych analiz zakwalifikowano dziesig¢ najczesciej badanych grup
terapeutycznych/farmakologicznych wg przyjetej w pracy klasyfikacji [168] (podrozdziat 3.2.2.3).
Byly to: aktywatory kanatéw potasowych ATP-zaleznych, inhibitory szlaku RhoA/ROCK,
inhibitory kinaz serynowo-treoninowych (Ser-Thr)/ kinaz tyrozynowych (TKI), statyny, inhibitory
szlaku przemian serotoniny, agonisty receptoréw i pochodne estrogenu, regulatory uktadu RAAS,
zwigzki o dzialaniu antyremodelingowym, zwigzki o dziataniu przeciwzapalnym oraz zwigzki
pochodzenia roslinnego. Wylaczenie z analiz pozostatych substancji miato na celu zwigkszenie
porownywalno$ci badan.

Przeprowadzone obliczenia pozwolily stwierdzi¢, Zze oceniane zwigzki spowodowaty
zmniejszenie sredniej warto$ci ilorazu roznic $rednich (R) dla kazdego z analizowanych parametrow
prawie o potowg. Wsrod zwigzkéw, ktore spowodowaly prawie catkowite odwrdcenie zmian
powstatych w nadci$nieniu ptucnym znalazty si¢ adenozyna i aktywatory ACE2 z grupy regulatoréw
uktadu RAAS, iptakalim nalezacy do aktywatoréw kanalow potasowych ATP-zaleznych,
nienasycone kwasy ttuszczowe n-3 — kwas dokozaheksaenowy i kwas dokozapentaenowy oraz
inhibitory NF-xB zakwalifikowane do zwigzkéw o dzialaniu przeciwzapalnym: IMD-0354
i pirolidynoditiokarbaminian (PDTC).

Sposrdéd dziesieciu najczesciej badanych grup najwiekszym wplywem na poprawe
ocenianych parametréw wykazaly sie aktywatory kanalow potasowych ATP-zaleznych,
inhibitory szlaku RhoA/ROCK i regulatory ukladu RAAS.

Ocenie poddano skuteczno$¢ trzech aktywatoréw kanalow potasowych ATP-zaleznych:
iptakalimu, nikorandylu oraz pinacydylu. Wymienione zwigzki byly testowane na modelach
klasycznych — modelu ekspozycji na przewlekta hipoksj¢ i modelu monokrotaliny. Wsréd nich
najwicksza efektywnos¢ wykazywal iptakalim, ktory testowano jedynie w schemacie
prewencyjnym.

Obecnos¢ kanatow potasowych ATP-zaleznych stwierdzono w komorkach $rodbtonka i migéni
gtadkich naczyn krwionos$nych. Sa to heteromultimery podjednostek kanatow potasowych (Kir6.X)
i receptoréw sulfonylomocznikowych (SUR). Wzrost wewnatrzkomorkowego stgzenia ATP
powoduje ich zamykanie, a spadek — otwarcie. Kanaly potasowe ATP-zalezne posrednicza
W regulowaniu napigcia naczyn krwiono$nych, w tym tetnic ptucnych [10]. U os6b z nadci$nieniem
plucnym moze dochodzi¢ do zmniejszenia aktywno$ci omawianych kanalow, m. in. za sprawa
mutacji genu KCNK3 odpowiedzialnego za ich prawidtowa budowe. Zmniejszenie aktywnosci
kanatéw potasowych prowadzi do zwigkszonego naptywu jondéw wapnia do przestrzeni
wewnatrzkomorkowej i depolaryzacji btony komorkowej. W konsekwencji dochodzi do skurczu
tetnic ptucnych, nasilenia procesu proliferacji i wzrostu oporno$ci komorek naczyn krwiono$nych
na apoptozg, co sprzyja przebudowie Sciany naczyn. Dotychczasowe proby eksperymentalne
pokazuja rowniez, ze zwigzki aktywujace kanaly potasowe ATP-zalezne hamujg uwalnianie

endoteliny-1 i zwigkszajg uwalnianie NO, regulujgc w ten sposob zaburzong réwnowage pomiedzy
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kluczowymi szlakami sygnalowymi w patogenezie tetniczego nadci$nienia plucnego.
Ograniczeniem zastosowania lekoéw aktywujacych kanaly potasowe ATP-zalezne moze byc¢
nadmierne obniZenie ci$nienia systemowego. Iptakalim, ktory dziata selektywnie i dlugotrwale na
tetniczki ptucne, nie powoduje rozwoju tolerancji oraz wykazuje nieliczne dziatania niepozadane
U zwierzat. Omawiana grupa zwigzkéw moze stanowi¢ propozycj¢ do dalszych prob klinicznych
w zakresie tetniczego nadcisnienia ptucnego i odpowiedz na potrzebg wprowadzenia do terapii
zwigzkéw o dziataniu antyremodelingowym [21, 131].

W badaniach adresowanych inhibitorom szlaku RhoA/ROCK oceniono efektywnos¢

terapeutyczng fasudilu, azaindolu-1 oraz KMUP-1. Zwiazki te wplywaty na poprawe analizowanych
parametrow hemodynamicznych i ograniczenie przerostu migsnia prawej komory serca. Inhibitory
szlaku RhoA/ROCK oceniano zarowno w modelu prewencyjnym jak i terapeutycznym,
z wykorzystaniem klasycznych metod indukcji nadci$nienia ptucnego.
Biatka Rho kontrolujg wiele istotnych procesow komorkowych, takich jak réznicowanie,
proliferacja, migracja czy apoptoza komoérek. Wyniki dotychczasowych badan przedklinicznych
wskazuja na korzysci wynikajace z hamowania aktywnosci szlaku RhoA/ROCK. W badaniach na
zwierzetach, w ktorych testowano inhibitory omawianego szlaku, obserwowano obnizenie ci§nienia
w tetnicy ptucnej i w prawej komorze serca, ograniczenie przebudowy naczyn ptucnych i przerostu
miesnia prawej komory oraz poprawe przezywalnosci. W ciaggu ostatniej dekady przeprowadzono
kilka prob klinicznych z fasudilem. W wigkszos$ci z nich oceniano krotkotrwaly wptyw leku na
parametry hemodynamiczne. KorzySci wynikajgce z dtugoterminowego stosowania fasudilu nie
zostaly potwierdzone. W 2013 roku zakonczono trwajace trzy miesigce randomizowane badanie
kliniczne na grupie 20 pacjentow z tetniczym nadciSnieniem ptucnym. Odnotowano jedynie
zwigkszenie wskaznika sercowego bez istotnego wpltywu fasudilu na pozostale parametry
hemodynamiczne i wydolnos¢ wysitkowsg [65, 106].

Kolejny punkt uchwytu dla potencjalnych lekow w PH moze stanowi¢ uklad renina-
angiotensyna-aldosteron. W niniejszej pracy najwieksza efektywnos¢ w odniesieniu do poprawy
parametréw hemodynamicznych — skurczowego ci$nienia w prawej komorze serca, $redniego
ci$nienia w tetnicy ptucnej, a takze przebudowy S$ciany naczyn odnotowano w przypadku
aktywatorow ACE2 — XNT (1-[(2-dimethylamino)ethylamino]-4-(hydroxymethyl)-7-[(4-
methylphenyl) sulfonyl oxy]-9H xanthene-9-one) i NSC-354317 oraz adenozyny. Sposrod
wymienionych zwigzkow tylko adenozyng oceniono w modelu terapeutycznym. W najnowszych,
nieobjetych analiza probach eksperymentalnych, raportowano istotny wptyw niezarejestrowanych
aktywatorow ACE2 na ograniczenie remodelingu naczyn plucnych. Postulowany mechanizm
obejmowat nasilenie apoptozy komodrek wskutek pobudzenia szlaku Hippo, ktory bierze udziat
w kontroli proceséw proliferacji i apoptozy m.in. poprzez zahamowanie funkcji jego jadrowego

efektora — biatka YAP [162, 204].
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Poczatkowo korzystne dzialanie adenozyny w nadcis$nieniu plucnym kojarzono z hamowaniem
aktywnosci reniny i angiotensyny 2. Zastosowanie adenozyny jako leku jest ograniczone ze wzgledu
na krotki okres poltrwania i mozliwe efekty uboczne wynikajace z nieselektywnego wptywu na
receptory Ai, Aza, Ase, As. Obecnie badacze wskazuja na potencjalne korzysci z zastosowania
agonistow receptoréw adenozynowych, a W szczegolnosci receptoréw Aqa Ich aktywacja nasila
synteze NO i pobudza rozkurcz tetniczek plucnych. Agonisty receptorow Aza wykazujg rowniez
dziatanie antyproliferacyjne, co stwarza mozliwosc¢ ich zastosowania w terapii antyremodelingowej
nadcis$nienia ptucnego [5].

W ciagu dwoch ostatnich dekad czesto badano zwiazki o dzialaniu przeciwzapalnym
w kierunku potencjalnego zastosowania w nadci$nieniu plucnym. Wsrod nich najwigksza
efektywnoscig odznaczaty si¢ nienasycone kwasy tluszczowe n-3 — kwas dokozaheksaenowy
i kwas dokozapentaenowy oraz inhibitory NF-kB — IMD-0354 i pirolidynoditiokarbaminian (PDTC).
Wyniki badan przedklinicznych wskazuja, ze zwiazki te moga ogranicza¢ przebudowe naczyn
w PH. Uwaza sig¢, ze proces zapalny, ktory rozwija si¢ w obrebie naczyn ptucnych, przyczynia si¢
do uszkodzenia i przebudowy $ciany tetnic. Proby przedkliniczne przeprowadzone w ostatnim czasie
pokazuja korzySci wynikajagce  z zastosowania lekéw o dziatlaniu  przeciwzapalnym
i immunosupresyjnym takich jak glikokortykosteroidy (deksametazon, prednizolon), mykofenolan
mofetylu, cyklosporyna, rapamycyna czy biatko fuzyjne — etanercept [91]. W I fazie testow
klinicznych znajduje si¢ nab-rapamycyna. Jest to preparat nano-czastek albuminowych
zawierajacych rapamycyng. Technologia nab polega na zmieszaniu hydrofobowego leku
zawieszonego w fazie olejowej z wodnym roztworem albuminy i homogenizacji powstalej
mieszaniny. W ten sposob powstaja nanoczastki o $rednicy 130-150 nm z zamknieta wewnatrz
substancjg. Technologia nab umozliwia rozpuszczenie leku w roztworach wodnych bez
dodatkowych rozpuszczalnikéw i pozwala réwniez na zwigkszenie trwato$ci substancji. Brak
koniecznosci uzycia innych zwiazkoéw poprawiajacych rozpuszczalnos¢ leku w wodzie moze
ograniczy¢ dziatania niepozadane rozpuszczalnikow. Podanie zwiazkéw w postaci nanoczastek
umozliwia wykorzystanie mechanizmu pobierania molekut przez komorki, dzigki czemu dziatanie
leku ogranicza si¢ do wybranych komorek [108]. W badaniach klinicznych znajduja si¢ rowniez
przeciwciata monoklonalne, np. rytuksymab i tocilizumab [48, 84], majace obecnie zastosowanie
w terapii m.in. reumatoidalnego zapalenia stawow oraz przewlektej biataczki limfocytowe;.

Badania prowadzone na modelach zwierzgcych odgrywaja duza role w poszukiwaniu
nowych mozliwosci terapeutycznych i wyjasnieniu patogenezy chordb. Potwierdzenie wynikow
prob przedklinicznych w badaniach klinicznych stanowi istotny problem badawczy. Testowane
zwiagzki mogg wykazywa¢ w badaniach na ludziach dziatania niepozadane lub nie przynosic¢
oczekiwanej skutecznos$ci, pomimo braku takich obserwacji u zwierzat doswiadczalnych.
Niejednokrotnie badania kliniczne sg przerywane ze wzgledu na niezadawalajacy profil

bezpieczenstwa testowanych zwiazkow (do 25% przypadkow) lub brak skutecznosci terapeutycznej

125



K. Sztuka Rozprawa doktorska 4. Dyskusja

(do 50% przypadkow) [125]. Przyczyn upatruje si¢ m. in. w roznicach migdzygatunkowych.
Najczesciej badania przedkliniczne prowadzi si¢ na gryzoniach (myszy, szczury, kroliki, §winki
morskie). Dawka ocenianej substancji moze by¢ zwielokrotniana w celu wywotania podobnego
efektu u gryzonia jak w organizmie ludzkim. Stwarza to dodatkowe trudnosci zwigzane
z okresleniem dawki badanego zwigzku, ktéra w badaniach kinicznych, pomimo przeliczen
allometrycznych, moze okaza¢ si¢ nieskuteczna lub powodowac niebezpieczne skutki uboczne. Nie
bez znaczenia pozostajg takze réznice w metabolizmie poszczegdlnych zwigzkoéw u zwierzat i ludzi.
Dziatania niepozadane mogg by¢ trudne do okreslenia (np. bole i zawroty glowy) i nie zawsze sa
oceniane u zwierzat [45].

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki zwracaja uwage na istotny aspekt: réznorodnos¢
modeli zwierzecych stosowanych w badaniach nad potencjalnymi lekami w tej samej jednostce
chorobowej. Przektada si¢ to m. in. na niezadawalajaca powtarzalno$¢ wynikow uzyskanych przez
roznych badaczy. Wsrdéd innych przyczyn wymienia si¢ tendencj¢ do publikowania tylko
pozytywnych wynikow oraz tzw. zludzenie publikacyjne (ang. publication bias) mogace wynikaé
z wybiodrczego publikowania danych [125]. Potwierdzaja to takze wyniki otrzymane w pracy.
Na 611 zakwalifikowanych interwencji, tylko 7% okazalo si¢ nieefektywnych, tzn. testowane
zwiazki nie spowodowaly poprawy lub pogorszyly oceniane parametry. Interwencje te nie
zostaly uwzglednione w dalszej analizie jakosciowej i ilo§ciowe;.

W ciagu ostatnich dwudziestu lat opisywano potencjalne korzysci terapeutyczne dla wielu
substancji testowanych w nadcisnieniu plucnym. Nie znalazly one dalszego potwierdzenia
w probach klinicznych. Raportowano tez powazne dzialania niepozadane. Dotyczy to takze
zwigzkoéw, ktorych skuteczno$¢ oceniano w niniejszej pracy. Przyktadowo, otrzymane wyniki
ilo$ciowej syntezy wskazaty na korzystny wptyw inhibitorow reduktazy HMG-CoA (statyn) na
poprawe parametrow hemodynamicznych i przerostowych, kiedy za miare efektu przyjeto réznice
$rednich (D). Wyniki uzyskane dla drugiej miary efektu — ilorazu réznic $rednich (R) nie byty tak
znaczace. Moze to oznacza¢ duza heterogennos¢ badan w odniesieniu do modelu badawczego
zastosowanego przez poszczegdlnych eksperymentatorow. Jak wcze$niej wspomniano, przyjecie za
miar¢ efektu ilorazu R pozwala w pewnym stopniu na ograniczenie wplywu zastosowanego modelu
na wynikowa efektywnos¢ testowanych zwiazkow. Autorzy prob przedklinicznych prowadzonych
na przestrzeni lat raportowali, ze statyny (atorwastatyna i simwastatyna) zmniejszaja wartosci
parametréw hemodynamicznych (ciSnienie w tetnicy plucnej iprawej komorze serca) oraz
ograniczaja przerost mi¢snia prawej komory serca czy przebudowg naczyn ptucnych. Efekty te nie
zostaly potwierdzone w badaniach z udzialem pacjentéw z PH. Odnotowane korzysci u ludzi
obejmowaty jedynie redukcje przerostu migsnia prawej komory serca i obnizenie poziomu markeréw
zwigzanych z tetniczym nadci$nieniem plucnym (NT-proBNP, P-selektyna). Zmiany te mialy
charakter przemijajacy [102, 202, 208]. W licznych prébach przedklinicznych oceniano potencjalne
korzy$ci ze stosowania inhibitorow kinaz tyrozynowych (TKI) w PAH. Do dalszych prob
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klinicznych wybrano najlepiej ,,rokujacy” — imatynib. Potwierdzity one poprawe wydolnosci
wysitkowej i1 parametrow hemodynamicznych u pacjentdow z tetniczym nadcisnieniem ptucnym.
Z powodu powaznych dziatan niepozadanych, jakie raportowano u 5% pacjentow — zaburzen
hemolitycznych i krwawienia podtwardowkowego, badanie kliniczne III fazy (IMPRES) zostato
przedwczesnie zakonczone [71]. Podobnie pozostate leki nalezace do TKI — sorafenib i sunitynib nie
uzyskaty akceptacji do stosowania w terapii nadcisnienia ptucnego ze wzgledu na dziatania
niepozadane, W tym niekorzystny wplyw na zmniejszenie pojemno$ci minutowej serca [73].
W niniejszej pracy przeprowadzono ilosciowa synteze¢ wynikow badan nad zastosowaniem
sorafenibu, sunitynibu, trycyrybiny oraz imatynibu, ktére testowano zaré6wno w modelu
prewencyjnym jak i terapeutycznym. Zastosowanie w obliczeniach ilorazu réznic $rednich (R) jako
miary efektu, pozwolito wykaza¢ poprawe skurczowego ci$nienia w prawej komorze serca, bez
znaczacych zmian w warto$ciach pozostatych parametrow hemodynamicznych i przerostowych.
Sposrdéd analizowanych inhibitorow kinaz tyrozynowych, imatynib w nieznacznym stopniu
przyczynit si¢ do normalizacji ci$nienia W tetnicy phucnej oraz przerostu migsnia prawej komory
serca. Ze wzgledu na brak raportowania przez badaczy przezywalnosci zwierzat, w przeprowadzonej
analizie nie oceniono korzysci stosowania omawianych zwigzkoéw w odniesieniu do ryzyka wigkszej

Smiertelnosci.

7Z uwagi na obszerno$¢ podjetego tematu, niniejsza analiza nie objeta wszystkich
stosowanych w badaniach eksperymentalnych modeli zwierz¢cych nadci$nienia ptucnego. W pracy
nie uwzgledniono modeli genetycznych czy tez modeli PH zwigzanego z wrodzonymi chorobami
serca. Ponadto brak danych w zakwalifikowanych protokotach badawczych, uniemozliwit
poréwnanie wptywu sktadowych modeli zwierzecych PH (rodzaj modelu, dawka MCT, czas trwania
indukcji schorzenia oraz gatunek zwierzat doswiadczalnych) na pogorszenie wszystkich
analizowanych zmian hemodynamicznych i przerostowych, w tzw. analizach head to head. Wybor
ocenianych w pracy zwiazkow wynikat z przyjetych kryteriow wiaczenia, w ktorych okreslono
rodzaje modeli zwierzgcych nadci$nienia ptucnego. Stad analizie poddano tylko te zwiazki, ktore
byly testowane z uzyciem wybranych metod klasycznych i alternatywnych. W ocenie efektywnosci
zakwalifikowanych substancji nie zbadano wptywu na poprawe raportowanych parametrow, takich
czynnikéw jak droga podania i dawka testowanych zwigzkow oraz czas ekspozycji. Stanowi to cel
przysztych badan, podobnie jak ocena efektywno$ci terapii skojarzonych. Z uwagi na brak danych
w zakwalifikowanych publikacjach, nie okreslono wptywu kazdego z 206 zwigzkow na poprawe

wszystkich ocenianych parametrow hemodynamicznych i zmian przerostowych.
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Podsumowanie:

Modele zwierzece nadcisnienia plucnego sg zréznicowane. Cechuje je r6zna odpowiedz na czynniki
indukujace schorzenie, co determinuje rozwdj PH o r6znym stopniu cigzkosci. Znajomos¢ wplywu
poszczegodlnych sktadowych modeli zwierzgcych nadci$nienia ptucnego na rozwoj schorzenia moze
by¢ pomocna w doborze wlasciwej metodyki badawczej. To z kolei moze zwigkszy¢ szanse na
potwierdzenie wynikow prob przedklinicznych w badaniach na ludziach. Istotny wplyw na rozwdj
schorzenia odnotowano dla rodzaju metody indukcji PH oraz czasu trwania wywotania schorzenia.
Dawka czynnika indukujacego — monokrotaliny i gatunek zwierzat do§wiadczalnych w mniejszym
stopniu determinowaty rozwdj zmian hemodynamicznych i przerostowych, co nie umniejsza
znaczenia ww. czynnikow w wyborze odpowiedniej metodyki badawczej oraz w prawidtowym
zaplanowaniu eksperymentow. Sposrod dziesieciu najczeSciej badanych grup w analizowanych
protokotach badawczych, najwicksza efektywnosciag w odniesieniu do poprawy ocenianych
parametrow hemodynamicznych i przerostowych wykazaty si¢ aktywatory kanatéw potasowych
ATP-zaleznych, inhibitory szlaku RhoA/ROCK i regulatory uktadu RAAS. Zwiazki z tych grup
mogg stanowi¢ propozycje kandydatéw do dalszych prob klinicznych. Skuteczno$¢ ocenianych
zwigzkow moze zaleze¢ od doboru wlasciwego modelu zwierzecego PH, schematu badawczego —
modelu prewencyjnego lub terapeutycznego, a w przypadku ilo$ciowej syntezy wynikow — miary
efektu. W tym ostatnim przypadku sugeruje si¢, ze zastosowanie w obliczeniach ilorazu réznic
srednich (R) pozwala zmniejszy¢ obcigzenie publikacyjne i heterogenno$¢ badan, a takze ograniczy¢
wplyw samego modelu na wynikowa oceng efektywnos$ci potencjalnych lekéw w nadcisnieniu

ptucnym.
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5. WhniosKi

Hipoteza badawcza numer 1:

1. Modele zwierzgce nadcisnienia plucnego (PH) sa zrdéznicowane pod wzgledem cech
sktadowych: metody wywotania schorzenia — rodzaju, dawki i sposobu podania czynnika

indukujacego, czasu wywotania PH, gatunku zwierzat doswiadczalnych.

Hipoteza badawcza numer 2:

2. Rozwdj nadcis$nienia phlucnego determinuja skladowe modeli zwierzecych PH: rodzaj
i dawka czynnika indukujgcego schorzenie, czas trwania indukcji, gatunek zwierzat
doswiadczalnych,

3. Metody klasyczne w porownaniu do ich modyfikacji — metod alternatywnych, wywotuja
stabszg odpowiedz, wyrazona pogorszeniem zmian hemodynamicznych (RVP, RVSP,
mPAP) 1 przerostowych (RVH, WT), na dzialanie czynnika indukujacego nadci$nienia
ptucne,

4. Wielko$¢ dawki monokrotaliny w mniejszym stopniu determinuje rozwoj schorzenia,

5. Wydluzenie czasu trwania indukcji nadci$nienia plucnego wplywa na pogorszenie
ocenianych parametréw hemodynamicznych i przerostowych, z wyjatkiem metody opartej
na ekspozycji na przewlekle niedotlenienie, dla ktorej wplyw ten moze by¢ mniej znaczacy,

6. Gatunek zwierzat doswiadczalnych w mniejszym stopniu determinuje rozwoj nadcisnienia
ptucnego. Ekspozycja na przewlekte niedotlenienie wywotuje stabsza odpowiedz u myszy
niz u Szczurow,

7. Rodzaj zastosowanego $rodka znieczulajacego podczas badan hemodynamicznych moze

wplywaé na warto$ci mierzonych parametrow.

Hipoteza badawcza numer 3:

8. Ocena efektywnosci lekow/substancji zalezy od miary efektu: réznicy srednich wartosci (D)
badz ilorazu réznic srednich wartosci (R) zastosowanej do iloSciowej syntezy wynikow,

9. Przyjecie ilorazu réznic $rednich wartosci (R) za miarg efektu — skutecznosci testowanych
zwigzkow pozwala na zmniejszenie btedu publikacji i niejednorodnos$ci badan wiaczonych
do dalszych analiz ilo$ciowych,

10. Efektywnos¢ testowanych zwigzkéw moze zaleze¢ od zastosowanego schematu badawczego

(prewencyjny lub terapeutyczny),
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11. Sposréd  zwiazkéw nalezacych do  dziesigciu  najliczniej przebadanych  grup
terapeutycznych/farmakologicznych najwigksza efektywnoscia odznaczaly si¢: iptakalim —
z grupy aktywatorow kanatow potasowych ATP-zaleznych; fasudil — inhibitor szlaku
RhoA/ROCK, XNT i NSC-354317 — nowe aktywatory ACE2; oraz zwigzki o dziataniu
przeciwzapalnym — nienasycone kwasy tluszczowe n-3 i inhibitory NF-xB. Zwiazki te

stanowig propozycje kandydatéw do dalszych prob klinicznych

Brak ,,idealnego” modelu zwierzecego nadcis$nienia ptucnego sktania do poszukiwan innych modeli
badawczych, ktore zapewnityby lepsze odwzorowanie przebiegu schorzenia u ludzi. Dotyczy to
takze udoskonalania metod i technik warsztatowych, ktore pozwalataby na przezyciowa rejestracje
parametrow u zwierzat, monitorowanie rozwoju PH, czy odpowiedzi na farmakoterapi¢. Z uwagi na
zroznicowanie modeli zwierzecych nadcisnienia ptucnego istnieje potrzeba standaryzacji oraz
wdrozenia wytycznych, ktoére bylyby pomocne we wlasciwym zaplanowaniu eksperymentdéw (np.
wybor metod(y) indukcji, optymalnego czasu wywotania schorzenia z uwzglednieniem wptywu na
przezywalnos$¢, gatunku zwierzat doswiadczalnych, czy klasyfikacji klinicznej PH stanowiacej
przyszte wskazanie do stosowania badanych zwigzkow). Moze to przyczyni¢ si¢ do zwickszenia
powtarzalnosci wynikow otrzymywanych przez roéznych badaczy. Inne korzysci dotyczylyby
poprawy trafnosci identyfikacji w badaniach przedklinicznych in vivo substancji o potencjalnym

zastosowaniu w PH, do dalszej oceny w probach klinicznych.

130



K. Sztuka Rozprawa doktorska 6. Streszczenie

6. Streszczenie

Nadcisénienie plucne (PH) jest choroba rzadka o cigzkim przebiegu i wieloczynnikowej
etiologii, ktora nie zostata dotychczas w petni zbadana. Pomimo znaczacego postepu w diagnostyce
i terapii, PH jest obarczone wysoka $miertelnosciag. Stosowana obecnie farmakoterapia swoista
poprawia jakos$¢ zycia chorych i wydtuza czas przezycia, ale nie powoduje catkowitej normalizacji
powstatych zmian hemodynamicznych i przerostowych w obrebie krazenia ptucnego. Dlatego tez
poszukuje si¢ nowych mozliwosci terapeutycznych. W tym celu wykorzystuje si¢ m.in. badania
przedkliniczne prowadzone na modelach zwierzecych. Obecnie nie jest znany ,,idealny” model
nadcis$nienia ptucnego, ktory catkowicie odzwierciedla przebieg schorzenia u ludzi. Sugeruje sie, ze
znajomo$¢ czynnikow wplywajacych na rozwdj i cigzko$¢ PH oraz wiasciwy dobor modelu
badawczego moze determinowaé prawidtowa ocene skutecznosci nowych zwigzkow —
potencjalnych lekéw, i tym samym zwiekszy¢é szanse na potwierdzenie wynikow prob
przedklinicznych w badaniach klinicznych.

Pierwszym celem niniejszej dysertacji byla jakosciowa i ilosciowa analiza wptywu
sktadowych wybranych modeli zwierzecych PH na stopien rozwoju i ciezko$¢ schorzenia. Ocenie
poddano nastepujace cechy: metode indukcji schorzenia (rodzaj, dawke, sposoéb podania czynnika
indukujacego), czas trwania wywotania PH i gatunek zwierzat doswiadczalnych. Przeanalizowano
najczesciej stosowane i najlepiej poznane metody indukcji PH: model ekspozycji na przewlekte
niedotlenienie (hipoksj¢) (CH), model monokrotaliny (MCT) oraz ich modyfikacje oparte na Sugenie
5416, podaniu monokrotaliny w potaczeniu z ekspozycja na przewlekte niedotlenienie (MCT+CH)
lub z usunieciem lewego ptuca (LP+MCT), ekspozycje na przewlekte niedotlenienie w polaczeniu
z hiperkapnig (CH+HC). Kolejnym celem niniejszej pracy byta jakosciowa i iloSciowa analiza
efektywnosci zwigzkéw o potencjalnym dziataniu terapeutycznym w PH, testowanych na
zakwalifikowanych modelach. Sformutowano trzy hipotezy badawcze odnoszace sie do
zroznicowania ocenianych modeli zwierzecych nadci$nienia plucnego, stopnia rozwoju
i cigzkosci wywotanych zmian hemodynamicznych i przerostowych oraz o mozliwym wptywie
zastosowanego modelu badawczego na wynikowa efektywnos$¢ ocenianych zwigzkow. Wplyw cech
sktadowych na stopien rozwoju i cigzkos¢ schorzenia oraz dziatanie nowych zwiazkoéw oceniono
w odniesieniu do zmian (pogorszenie lub poprawa) parametréw hemodynamicznych
i przerostowych, ktore najczgsciej raportowano w badaniach eksperymentalnych z zakresu
nadcis$nienia ptucnego. Byly to: $rednie i/lub skurczowe ci$nienie w prawej komorze serca (RVP,
RVSP), srednie cisnienie w tetnicy plucnej (mPAP), przerost migsnia prawej komory serca (RVH)
oraz przyrost $ciany tetnic plucnych (WT).

Realizacje¢ celow badawczych przeprowadzono w oparciu o przeglad systematyczny artykutow
opublikowanych od 1 stycznia 1995 roku do 31 grudnia 2015, w elektronicznych bazach danych —
Medline i ISI Web of Science, wg przyjetych kryteriow wlgczenia 1 wylgczenia.
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Ostatecznie zakwalifikowano 290 publikacji (611 interwencji). Na podstawie danych pozyskanych
z wlaczonych badan, przeprowadzono analizy jednoczynnikowe i wieloczynnikowe, ze szczegdlnym
uwzglednieniem meta-analizy, analizy skumulowanej, analizy w podgrupach, analizy
niejednorodnosci i analizy wrazliwos$ci oraz ocen¢ btedu publikacji.

Analizy przeprowadzone na potrzeby realizacji pierwszego celu pracy wykazaly, ze
ocenione cechy sktadowe rdznicujg poszczegdlne modele oraz moga determinowac rozwoj i ciezkosé
schorzenia. Jako miare efektu zastosowano w obliczeniach roznice Srednich warto$ci parametrow
(D) w grupie kontroli pozytywnej (zwierzgta otrzymujace placebo, u ktérych wywotano PH) i grupie
kontroli negatywnej (zwierzgta otrzymujace placebo, u ktoérych nie wywotano PH). Sposréd
analizowanych cech sktadowych najwigkszy wptyw na pogorszenie parametrow hemodynamicznych
i zmian przerostowych odnotowano dla rodzaju metody indukcji oraz czasu wywotania PH.
Wigkszos¢ zakwalifikowanych badan przeprowadzono stosujac klasyczne metody indukcji —
ekspozycje na przewlekte niedotlenienie (CH) i model monokrotaliny (MCT). Uzyskane wyniki
wskazaly na mniejszy potencjal wywotania schorzenia w probach eksperymentalnych, ktore
przeprowadzono z zastosowaniem metod klasycznych w poréwnaniu do ich modyfikacji, tzw. metod
alternatywnych. Wydtuzenie czasu trwania indukcji nadcisnienia ptucnego wywotywato bardziej
znaczacy rozw0j PH. Pozostate sktadowe modeli zwierzecych, tj. wielkos¢ dawki induktora —
monokrotaliny i gatunek zwierzat do§wiadczalnych, w mniejszym stopniu wptynety na pogorszenie
ocenianych parametrow. Wplyw réznic miedzygatunkowych oceniono jedynie dla metody
ekspozycji na przewlekle niedotlenienie; tylko w odniesieniu do tego modelu badacze prowadzili
eksperymenty z zastosowaniem dwoch gatunkow zwierzat: szczurow i myszy. Uzyskane wyniki
pokazaly, ze u szczurow ekspozycja na przewlekla hipoksje wywotata mniejszy przyrost
skurczowego ci$nienia w prawej komorze serca (RVSP) i grubosci $ciany tetnic plucnych (WT) oraz
mniej znaczacy przerost mig$nia prawej komory serca (RVH). Przeanalizowano rowniez ewentualny
wptyw $rodkoéw znieczulajacych stosowanych podczas badan hemodynamicznych na wartosci
parametréw: skurczowego cisnienia w prawej komorze serca i $redniego ci$nienia w tetnicy ptucne;j.
Ocenie poddano pig¢ substancji najczgsciej wykorzystywanych w zakwalifikowanych probach
eksperymentalnych. Byly to: pentobarbital sodu, izofluran, uretan, wodzian chloralu oraz potaczenie
ksylazyny i ketaminy. Analiza przyrostow wartosci parametréw hemodynamicznych rejestrowanych
u zwierzat z kontroli pozytywnej w poréwnaniu do zdrowych osobnikéw pokazata znaczacy wptyw
na pogorszenie wymienionych parametrow, zwlaszcza w przypadku izofluranu.

W dalszej czgsci pracy oceniono i poréwnano skuteczno$¢ 206 zwigzkow, ktore
przyporzadkowano do 26 grup terapeutycznych/farmakologicznych, wg przyjetej w pracy
klasyfikacji [168]. Jako miarg efektu — skuteczno$ci badanych lekdéw/substancji, oprocz réznicy
srednich warto$ci (D), zastosowano iloraz roznic $rednich (R). Powyzsza miara efektu opierata si¢
nie tylko na obserwowanej réznicy Srednich wartosci danego parametru w grupie kontroli

pozytywnej i interwencji lekowej, ale uwzgledniata takze stopien wywolywania nadci$nienia
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ptucnego. Taka modyfikacja miary efektu byta wynikiem znacznych rozbieznosci w wartosciach
raportowanych parametréw hemodynamicznych i przerostowych, w zaleznosci od zastosowanej
metody indukcji PH. Jej zastosowanie pozwolito na zmniejszenie bledu publikacji i niejednorodnosci
badan. W rankingach sporzadzonych w oparciu 0 miar¢ efektu (R) odnotowano rowniez mniejszy
rozrzut uzyskanych wynikéw w poréwnaniu do réznicy $rednich wartosci (D). Dlatego tez iloraz
réznic $rednich (R) wykorzystano do dalszych szczegotowych obliczen.

Przeprowadzone analizy pokazaty, ze efektywnos¢ testowanych zwiazkéw moze rowniez zaleze¢ od
wyboru schematu badawczego. W zakwalifikowanych badaniach oceniane substancje podawano
w schemacie prewencyjnym — w celu zapobiegania zmianom zwigzanych z indukcja nadcisnienia
plucnego lub terapeutycznym — w celu redukcji wywotanych zmian. Przeprowadzone analizy
wskazaty na wigkszy potencjal zwiazkow - kandydatéw do dalszych prob klinicznych, jezeli byty
one badane z wykorzystaniem schematu prewencyjnego.

Do dalszych szczegbtowych analiz zakwalifikowano dziesie¢ najczgsciej badanych grup
terapeutycznych/farmakologicznych. Byly to: aktywatory kanaléw potasowych ATP-zaleznych,
inhibitory szlaku RhoA/ROCK, inhibitory kinaz serynowo-treoninowych (Ser-Thr)/kinaz
tyrozynowych (TKI), statyny, inhibitory szlaku przemian serotoniny, pochodne estrogenu i agonisty
receptorow estrogenowych, regulatory uktadu RAAS, zwigzki o dziataniu antyremodelingowym,
zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym oraz zwigzki pochodzenia ro§linnego. Sposrod wymienionych
grup najwieksza efektywno$¢ w odniesieniu do poprawy ocenianych zmian hemodynamicznych
i przerostowych wykazaty: iptakalim — z grupy aktywatoréw kanatow potasowych ATP-zaleznych;
fasudil — inhibitor szlaku RhoA/ROCK, XNT i NSC-354317 — nowe aktywatory ACE2; oraz zwiazki
o dziataniu przeciwzapalnym — nienasycone kwasy ttuszczowe n-3 i inhibitory NF-xB. Zwiazki te
mogg stanowi¢ propozycje kandydatow do dalszych préb klinicznych.

Modele zwierzece nadcis$nienia plucnego sg zréznicowane pod wzglgdem cech sktadowych,
ktére moga determinowac rozwdj i ciezko$¢ schorzenia. Znajomos¢ wplywu poszczegdlnych
sktadowych jest istotna w prawidlowym zaplanowaniu eksperymentu badawczego. Moze to
przyczyni¢ si¢ do wlasciwej oceny efektywno$ci testowanych zwiazkéw w probach
przedklinicznych i zwigkszy¢ szanse na powtdrzenie uzyskanych wynikow w badaniach klinicznych.
Réznorodnos¢ modeli zwierzecych nadcis$nienia ptucnego sktania do wdrozenia wytycznych, ktore

okresla zasady i warunki prowadzenia prob eksperymentalnych w zakresie PH.
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7. Abstract

Pulmonary hypertension (PH) is a multi-factorial, rare disorder with a severe course. Despite
significant progress in diagnosis and therapy, PH remains a disease with high mortality rate. Current
pharmacotherapy improves quality of life and prolongs longevity, but does not completely reverse
pathological and haemodynamic changes. Preclinical trials are needed, including those on animal
models; however, no ideal animal model fully reflects the human form of PH. In addition, the choice
of animal model can influence the findings, and hence the drugs used as candidates for further
evaluation in later clinical studies.

The aim of the study was to evaluate several variables which can determine the development
and severity of PH in animal models, such as method of PH induction (type, dosage, route of
administration of inductor), induction time and animal species. The most popular animal models of
PH were included: chronic hypoxia (CH), monocrotaline (MCT) and their modifications: the Sugen
5416 model, combined monocrotaline and chronic hypoxia (MCT+CH), left pneumonectomy with
monocrotaline (LP+MCT), and chronic hypoxia with hypercapnia (CH+HC). The most commonly-
examined parameters in preclinical trials were studied: mean/systolic pressure in right ventricle
(RVP/RVSP), mean arterial pressure (mPAP), right ventricle hypertrophy (RVH) and wall thickness
of pulmonary arteries (WT). It also compares the efficacy of potential agents tested in animal PH
models classified for publication.

A systemic review was performed of a number of experimental studies of PH. The search
corpus comprised selected articles from Medline and ISI Web of Science, from 1 January 1991 to 31
December 2015. In total, 290 articles were included. In order to estimate the overall effect size,
single-factor and multifactorial analyses were performed, such as meta-analysis with evaluation of
heterogeneity, sensivity, cumulative analysis, subgroup analysis, meta-regression and publication
bias.

Animal models of PH vary with regard to PH development and severity. The type of
induction method and time to develop PH appear to most significantly determine the worsening of
disease. The effect size was expressed as difference in means (D) between vehicle and treated animal
groups. Most preclinical experiments were based on classic models, i.e. chronic hypoxia and
monocrotaline, which provoke a poorer response than newer modifications. Longer PH induction
periods significantly worsen the studied parameters; however, monocrotaline dose and inter-species
differences appear to have a less significant impact on elevation in hemodynamic and pathological
parameters. Regarding inter-species differences, less pronounced right ventricle systolic pressure,
right ventricle hypertrophy and pulmonary artery wall thickness were observed in rats than mice in

a chronic hypoxia model.
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Regarding the association between choice of anaesthetic agent and haemodynamic
parameters, the most commonly-used agents were pentobarbital sodium, isoflurane, urethane, chloral
hydrate and combined xylazine with ketamine. Further analysis found isoflurane to induce the
greatest worsening in right ventricle systolic pressure and mean arterial pressure, while chloral
hydrate demonstrated the mildest effect.

A total number of 206 substances, classified into 26 groups, were analysed [168]. The

efficacy of particular agents was evaluated and expressed as difference in means (D) and response
ratio (R). The results were dependent on the effect size of D or R. The response ratio decreased
publication bias and studies heterogeneity. The agents were assessed as potentially effective drugs
according to preventive or therapeutic efficacy. The substances used in preventive models were
found to improve PH parameters more significantly than those in therapeutic regimens.
The following 10 most frequently examined groups were chosen for more detailed analysis: anti-
inflammatories, anti-remodelling agents, ATP-sensitive potassium channel openers, estrogen
derivatives/receptor agonists, HMG-CoA reductase inhibitors (statins), plant-derived compounds,
RAAS regulators, Rho/ROCK inhibitors, Ser-Thr protein/tyrosine kinases inhibitors and serotonin
pathway agents. The agents that demonstrated the greatest improvements on haemodynamic and
pathologic parameters were iptakalim (an ATP-sensitive potassium channel opener), fasudil (a
Rho/ROCK inhibitor), XNT and NSC-354317 (novel ACE2 activators, anti-inflammatories), n-3
polyunsaturated fatty acids and NF-kB inhibitors. These may be considered as potential candidates
for further clinical trials.

Animal models of PH differ greatly, and these differences can result in a weaker or stronger
response, manifested as poorer haemodynamic or pathological parameters. The selection of an
appropriate test model can determine the success of a preclinical experiment, and the proper
evaluation of a new agent. It can also increase the chances that the obtained results will be repeated

in clinical trials.
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Zalacznik 2

Tabela 1. Charakterystyka zakwalifikowanych artykutow

Rok Rodzaj metody Dawka induktora PH C}zas thwania .
. . . .. indukcji PH Oceniane parametry
opublikowania indukcji PH (mg/kg m.c.) (dni)

Abid S 2012 mysz CH - 14 RVSP, RVH
Agard C 2009 szczur MCT/CH 60/- 30/21 mPAP, RVH
Ahmed L 2014 szczur MCT 60 21 MABP, RVH, WT
Ahmed L 2014 szczur MCT 60 21 MABP, RVH, WT
Akagi S 2015 szczur MCT 60 21 RVSP, RVH
Alencar A 2013 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
Alencar A 2014 szczur MCT 60 28 RVSP
Al-Hiti H 2013 szczur CH - 21 CO, mPAP, RVH

Andersen C 2005 szczur CH - 14 MABP, RVSP, RVH

Bai Y 2014 szczur MCT 60 21 RVSP, RVH

Baliga R 2008 szczur CH - 14 MABP, mPAP, RVH
Banasova A 2008 szczur CH - 21 CO, MABP, mPAP, RVH

Bauer E 2014 mysz CH - 21/42 RVSP, RVH

Bi LQ 2013 szczur MCT 60 20 mPAP, RVSP, WT

Blumberg F 2001 szczur CH - 28 RVSP
Bogaard H 2010 szczur Sugen 5416/MCT 20/60 56 CO, RVSP

Bonnet S 2003 szczur CH - 7/14/21 CO, mPAP, WT
Breitling S 2015 szczur MCT 40 35 RVSP, RVH, WT

Bruce E 2015 szczur MCT 50 28 RVSP, RVH, WT

Bubb K 2014 mysz CH - 21 MABP, RVSP, RVH
Chan M 2011 szczur CH - 21 RVH
Chang L 2008 szczur MCT 75 90 RVSP, RVH
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CO, mPAP, RVSP, RVH,

Chaumais M 2014 szczur MCT 60 28 TPR
ChenL 2011 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
Chen W 2012 mysz CH - 14 RVSP, RVH
Chen X 2003 szczur CH - 21 RVH, WT
Chen XY 2008 szczur MCT 60 28 MABP, mPAP, RVH
CO, MABP, mPAP, PVR,
Cheng D 1996 szczur CH - 21 RVH, WT
Chung HH 2010 szczur MCT 60 21 MABP, mPAP, RVH, WT
Church A 2015 szczur MCT/CH 60/- 28 RVSP, RVH
Courboulin A 2012 szczur MCT 60 28 CO, mPAP
Cowan K 2000 szczur MCT 60 28 mPAP, RVH, WT
Crossno J 2007 szczur CH - 21 CO, mPAP, TPR
Csiszar A 2009 szczur MCT 60 14/21 RVSP
Dahal B 2010 szczur/mysz MCT/CH 60/- 35 RVSP, RVH, WT, TPR
Dai L 2011 szczur CH - 28 mPAP, RVH, WT
Dai Z 2010 szczur MCT 60 21 MABP, RVSP, RVH
De Man F 2012 szczur MCT 60 31 RVSP, RVH
De Raaf M 2014 szczur Sugen 5416 20 28 RVSP
Delbeck M 2011 szczur MCT 60 28 CO, RVSP, RVH
Dumitrascu R 2011 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH, WT
Eba S 2013 mysz CH - 21 RVSP, RVH, WT
Elias-Al-Mamun M 2014 szczur MCT 60 21/63 RVSP, RVH
Elmedal B 2004 szczur CH - 14 MABP, RVSP, RVH
FanZ 2015 szczur CH - 21 mPAP, RVH
Farhat M 1993 szczur MCT 60 28 RVH, WT
Faul JL 2000 szczur LP+MCT 60 28 mPAP, RVSP, RVH
Ferreira A 2009 szczur MCT 50 28 RVSP, RVH, WT
Frump A 2015 szczur Sugen 5416 20 49 Cl, RVSP, RVH
Gao H 2012 szczur MCT 50 41 mPAP, RVH, WT
Garat CV 2013 szczur CH - 21 CO, mPAP, RVH, TPR
Gary-Bobo G 2010 szczur MCT 60 21/42 MPAP, RVH, WT
Girgis R 2003 szczur CH - 14 mPAP, RVH
Girgis R 2007 szczur CH - 14 MABP, mPAP, RVH
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Green D 2012 mysz CH - 21 RVSP, RVH
Guerard P 2006 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
Guignabert C 2005 szczur MCT 60 21/42 MABP, mPAP, RVH
Hamidi S 2011 szczur MCT 60 42 RVSP, RVH
Hampl V 2003 szczur CH - 28 Cl, MABP, mPAP, RVH
Han DD 2012 szczur MCT 60 21 mPAP, RVH, WT
HaraY 2011 mysz CH - 35 RVSP, RVH
Harrington L 2010 szczur CH - 21 RVSP
He Y 2015 szczur CH - 28 MABP, RVSP, RVH, WT
Henriques-Coelho T 2006 szczur MCT 60 21 RVSP
Herget J 2003 szczur CH - 21 Co.Cl, '\g’/\'\/?_lp MPAP,
Hironaka E 2006 szczur MCT 40 21/42 mPAP, RVH, WT
Hongo M 2005 szczur MCT 50 21/42 MABP, mPAP, RVH, WT
Hosokawa S 2013 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
Houssaini A 2013 szczur MCT 60 21/28/42 mPAP, RVH
Hu H 2012 szczur CH - 28 mPAP, RVH
Huang X 2014 szczur CH - 28 mPAP, RVH
Huang X 2015 mysz CH - 28 MABP, RVSP, RVH
Huang Y 2009 szczur CH - 21 mPAP, RVH
HuhJ 2011 mysz CH - 28 RVSP, RVH
llgin S 2012 szczur MCT 60 42 RVP, RVH
Inoue H 2002 szczur MCT 70 26 RVH
Ishikawa K 1995 szczur MCT 50 28 MABP, RVP, RVH
Jacquin S 2015 szczur MCT 60 14 mPAP, RVH
Jasinska-Stroschein M 2014 szczur MCT 60 28 RVP, RVH
Jasinska-Stroschein M 2015 szczur MCT 60 28 MABP,RVP, RVH
Jasinska-Stroschein M 2013 szczur MCT 60 21 MABP,RVP, RVH
Jasinska-Stroschein M 2015 szczur MCT 60 28 MABP,RVP, RVH
Jasinska-Stroschein M 2014 szczur MCT 60 21 RVP, RVH
Jeffery T 1999 szczur CH - 28 mPAP, WT
Jeffery T 2001 szczur CH - 28 mPAP, WT
Jiang B 2007 szczur CH - 10 mPAP, RVH, WT
Jiang H 2013 szczur MCT 50 56 mPAP. RVSP, RVH
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Jiang L 2012 szczur MCT 60 28 mPAP, RVH, WT
JinH 2014 szczur CH - 28 RVSP, RVH, WT
Kameshima S 2015 szczur MCT 60 14 mPAP, RVH
Kanai Y 1993 szczur MCT 60 21 mPAP, RVH
Kanno S 2001 szczur MCT 40 35 MABP, RVH
Kataoka M 2005 szczur MCT 60 21 MABP, RVSP, RVH, WT
Kato T 2008 szczur MCT 50 21 RVSP, RVH
Kazama K 2014 szczur MCT 60 14 mPAP, RVH
Kim E 2010 szczur CH - 28 mPAP, RVH
Kim S 2012 szczur/mysz MCT/CH 60/- 35 RVSP, RVH, WT
Klein M 2008 szczur MCT 60 28 Cl, MABP, RVSP, RVH
Klinger J 1998 szczur CH - 14 Cl, MABP, RVH
Klinke A 2014 mysz CH - 28 RVSP, RVH
Kojonazarov B 2013 szczur MCT 60 35 Cl, RVSP, RVH, TPR
Kosanovic D 2011 szczur MCT 60 35 CO, MABP, RVSP, TPR
Koyama M 2014 mysz CH - 28 RVSP, RVH
Kwon J 2013 szczur MCT 60 1/5/7/14/28 RVP, RVH
Lahm T 2012 szczur CH - 14 CO, RVSP, RVH
Lai Y 1995 szczur CH - 14 mPAP, RVH
Lai Y 1998 szczur CH - 14 mPAP, RVH
Lan B 2015 szczur MCT+CH 60 21/35 MABP, RVSP, RVH, WT
Laudi S 2007 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
Laursen B 2008 szczur CH - 14 MABP, RVH
Lee D 2010 szczur MCT 60 21 RVSP, RVH
LiG 2012 szczur LP+MCT 40 7/14/21 mPAP, RVH
LiG 2013 szczur LP+MCT 40 21 mPAP, RVH
LiH 2014 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
LiJ 2009 szczur CH - 14 mPAP, RVP, RVH, WT
LiJ 2012 szczur MCT 50 28 MABP, RVSP, RVH
LiJ 2013 szczur CH - 14 RVP, RVH, WT
Li XL 2011 szczur MCT 50 28/56 mPAP, RVH, WT
Li XL 2012 szczur MCT 50 28/56 mPAP, RVH, WT
Li XQ 2006 szczur MCT 60 21 MABP, mPAP, RVH
Li XW 2014 szczur MCT 60 28 mPAP, RVSP, RVH
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Li XW 2015 szczur CH - 28 mPAP, RVSP, RVH
Li XW 2015 szczur MCT 60 28 mPAP, RVSP, RVH
Li XW 2015 szczur MCT 60 28 mPAP, RVSP, RVH
LizZ 2002 szczur MCT 60 28 MABP, mPAP, PVR, RVH
LiuB 2008 szczur LP+MCT 60 28 mPAP, RVH, WT
LiuB 2009 szczur LP+MCT 60 28 mPAP, RVH, WT
LiuB 2014 szczur CH - 28 mPAP, RVSP, RVH, WT
LiuC 2014 szczur MCT 60 28 mPAP, RVH, WT
LiuM 2014 szczur MCT/CH 60/- 35/42 MABP, RVSP, RVH, WT
LiuP 2015 szczur CH - 28 MABP, mPAP, RVH
LiuY 2010 szczur CH - 21 MABP, RVSP, RVH
LiuY 2012 szczur MCT 60 21 RVH, WT
LiuyY 2013 szczur MCT 60 22 mPAP, RVH
LiuZ 2011 szczur LP+MCT 60 28 mPAP
LuanY 2015 szczur MCT 60 21 RVH, WT
Ma W 2011 szczur MCT 60 21 RVSP, RVH
Mao S 2009 szczur CH - 28 MABP, mPAP, RVH
Marcos E 2003 mysz CH - 14 RVSP, RVH
Maron B 2012 szczur MCT 50 24 Cl, MABP, PVR
Matori H 2012 szczur MCT 60 30 RVP, RVH
Mawatari E 2007 szczur MCT 40 21 MABP, mPAP, RVH, WT
Maxova H 2010 szczur CH - 26 Cl, mPAP
Maxova H 2011 szczur CH - 21 RVH
Cl, MABP, mPAP, PVR,
McMurtry M 2007 szczur MCT 60 24 RVH, WT
Medarametla V 2014 szczur MCT/LP+MCT 60 35/28 RVSP
Megalou A 2010 szczur MCT 60 14 RVSP
Megalou A 2012 szczur MCT 60 56 RVSP
Mei Y 2011 szczur MCT 50 28/42 MABP, mPAP, RVH
. . CO, MABP, mPAP, PVR,
Michelakis E 2002 szczur CH - 14 RVH, WT
Mitani Y 1997 szczur CH - 10 mPAP, RVH, WT
Miyata M 2000 szczur MCT 40 28 RVH
Morales-Cano D 2014 szczur MCT 60 33 mPAP, RVSP, RVH
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Morecroft | 2010 mysz CH - 14/28 RVSP, RVH
Morel O 2003 szczur CH - 14 MABP, RVSP
Morin C 2014 szczur MCT 60 21 RVH

CO, mPAP, PVR, RVSP,
Mouchaers K 2010 szczur MCT 40 28 RVH, WT

Mourelle M 2011 szczur MCT 60 24 MABP, mPAP

Murata T 2005 szczur CH - 21 MABP, RVSP, RVH
Murugesan P 2015 szczur LP+MCT 60 21 Cl, mPAP, RVSP, RVH

Nagata T 1997 szczur MCT 60 21 RVH, WT

Nagaya N 2003 szczur MCT 60 21 cl, MABP.I’.;QRYSP' WT,

Nakamura A 2013 szczur MCT 60 25 RVSP, WT
Nakata T 2015 szczur MCT 60 21 RVSP
Nickel N 2015 szczur Sugen 5416 20 56 CO, RVSP, RVH
Nisbet R 2010 mysz CH - 21/35 RVSP, RVH

Nishida M 2009 szczur MCT 60 28 MABP, RVSP, WT

Nishimura T 2001 szczur LP+MCT 60 28 mPAP, RVSP, RVH

Nishimura T 2002 szczur LP+MCT 60 28 mPAP, RVSP, RVH
Nong Z 1996 szczur CH - 12 mPAP, RVH
Okada K 1998 szczur LP+MCT 60 35 mPAP, RVH
Onat A 2013 szczur MCT 60 21 mPAP, RVH

Ono S 1992 szczur CH - 21 co, mPA.I;E,SVH’ WT,
Ono S 1992 szczur MCT 60 21 mPAP, RVH
OuZz 2010 szczur MCT 50 21/35 RVSP
Paffett M 2012 szczur MCT 50 42 RVSP, RVH
Paffett M 2012 szczur MCT 50 42 RVSP, RVH
Pankey E 2012 szczur CH - 35 mCO, MABP, mPAP, PVR
Pankey E 2013 szczur MCT 60 21 co, MABP\,NrT_:_PAP, RVH,
Pehlivan Y 2014 szczur MCT 60 21 mPAP
Pei JM 2006 szczur CH - 14 MABP, mPAP, RVP, RVH
PeiY 2011 szczur MCT 60 28 RVSP, WT
Pereira S 2013 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
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CO, mPAP, PVR, RVSP,

Perros F 2015 szczur MCT 60 21 RVH
Pichon A 2012 szczur CH - 21 Co, MABI;,VmHPAP, PVR,
Pidgeon G 2004 szczur CH - 14 mPAP
Polonio | 2014 szczur MCT 60 28 mPAP, RVH
Porvasnik S 2010 szczur MCT 40 35 mPAP, RVH
Preston | 2013 mysz/szczur CH/MCT -/60 35/21 cl, MABPFé\ljl\_'/R’ RVSP,
Price L 2011 szczur MCT 60 21/28 mPAP, RVSP, RVH, WT
Pullamsetti S 2005 szczur MCT 60 42 cl, MABPFQ\IZ\_'/R’ RVSP,
Pullamsetti S 2011 szczur MCT 60 28 MABP, RVSP, RVH
Qil 2000 szczur CH - 14 mPAP
Qil 2001 szczur CH - 14 mPAP
Quinn D 1998 szczur CH - 14 Cl, mPAP, RVH
Rakotoniaina Z 2006 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
Rakotoniaina Z 2008 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH, WT
Rocchetti M 2014 szczur MCT 60 22 RVSP, RVH
Sahara M 2014 szczur MCT 60 28/35 RVSP, RVH, WT
Samillan V 2013 mysz CH - 35 RVP, WT
Satoh M 2009 szczur MCT 70 28 MABP, RVSP, RVH
Sawada H 2007 szczur MCT 60 16 mPAP, RVH
Schermuly R 2004 szczur MCT 60 28/42 Cl, MABP, RVSP, RVH
Schwenke D 2008 szczur CH - 14 MABP, mPAP, RVH
Shen L 2011 szczur MCT 60 31 RVSP, RVH
Shi K 2009 szczur MCT/CH 60/- 28 mPAP, RVH
Sun X 2008 szczur MCT 60 28 mPAP, RVH, WT
Sun XZ 2014 szczur CH - 21 MABP, mPAP, RVH, WT
Sun XZ 2015 szczur CH - 21 MABP, mPAP, RVH
Suzuki C 2006 szczur MCT 60 21 RVSP, RVH, WT
Suzuki R 2012 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH, WT
Takahashi T 1995 szczur MCT 80 28 RVSP, WT
Takahashi T 1996 szczur MCT 80 28 RVSP, WT
TanJ 2008 szczur CH - 21 mPAP, RVSP, RVH
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TanJ 2012 szczur CH - 21 mPAP
Tang B 2014 szczur MCT 60 29 RVSP, RVH
Thompson J 1994 szczur CH - 10 RVH
Thompson J 1994 szczur CH - 20 RVH
Tian X 2011 szczur MCT 60 35 MABP, PVR, RVSP, RVH
Tofovic S 2005 szczur MCT 60 21/28 RVSP, RVH
Tofovic S 2008 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH, WT
Tofovic S 2010 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH, WT
Tofovic S 2010 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
Tual L 2006 szczur CH - 14 CO, MABP, RVSP, RVH
Umar S 2011 szczur MCT 60 30 RVSP, RVH
Uzun O 2006 szczur CH - 14 RVH
Villegas L 2003 mysz CH - 35 RVSP, RVH
Wang A 2015 szczur CH - 21 mPAP, RVSP
Wang H 1997 szczur MCT 60 21 MABP, mPAP, RVH
Wang HM 2012 szczur MCT 60 21 MABP, mPAP, RVH
Wang J 2012 szczur MCT/CH 60/- 21 RVSP, RVH
Wang L 2009 szczur CH+HC - 28 MABP, mPAP, RVH
Wang S 2013 szczur MCT 60 21 MABP, mPAP, RVH
Wang W 2011 szczur MCT 50 23 RVSP, RVH
Wang X 2015 szczur MCT 50 42 RVSP, RVH
Wang XB 2015 szczur CH - 28 MABP, mPAP, RVH, WT
Wang XF 2012 szczur MCT 60 21 mPAP, RVSP, RVH, WT
Wang Y 2011 szczur MCT 60 21 mPAP, WT
Wang Y 2011 szczur MCT 60 21 MABP, mPAP, RVH, WT
Wei L 2007 szczur LP+MCT 60 28 mPAP, RVH
Weissmann N 2009 mysz CH - 35 MABP, RVSP, RVH
WuJ 2015 szczur CH - 21 MABP, mPAP
Wu Q 2013 szczur CH - 14 mPAP, RVP, RVH
Xia X 2004 szczur CH - 21 RVH, WT
Xie L 2010 szczur MCT 40 28 mPAP, RVH, WT
Xie W 2004 szczur CH - 28 MABP, mPAP, RVH
Xie X 2015 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH, WT
XinY 2015 szczur MCT 60 28 mPAP, RVH, WT
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XuD 2010 szczur CH - 28 MABP, RVSP, RVH, WT
Yamada Y 2014 szczur MCT 60 19 MABP, mPAP, RVH
YanJ 2013 szczur MCT 60 21 RVSP, RVH
Yang D 2010 szczur MCT 50 21 RVSP, RVH
Yang H 2000 szczur CH - 14 MABP, mPAP, RVH
Yang L 2008 szczur CH - 21 mPAP, RVH, WT
Yang P 2014 szczur MCT 60 28/42 RVSP, RVH, WT
Yavuz T 2013 szczur MCT 60 28 RVH
YinY 2013 szczur LP+MCT 60 28 mPAP, RVH, WT
Yul 2010 szczur CH - 7 MABP, mPAP, PVR, RVH
YulL 2015 szczur LP+MCT 60 35 mPAP
Yuyama H 2005 szczur CH - 14 MABP, RVSP, RVH
Zambelli V 2011 szczur MCT 60 35 RVSP, WT
Zapata-Sudo G 2012 szczur MCT 60 28 RVSP
Zeng Z 2002 szczur MCT 60 28 RVSP
Zhai F 2009 szczur MCT 60 21 MABP, mPAP, RVH, WT
Zhang B 2014 szczur MCT/CH 60/- 28 RVSP, RVH
Zhang D 2014 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH
Zhang E 2010 szczur CH - 14 mPAP, RVH, WT
Zhang E 2015 szczur CH - 14 MPAP, RVH, WT
Zhang L 2013 szczur CH - 14 mPAP, RVP
Zhang L 2014 szczur CH - 35 RVSP, RVH
Zhang LL 2014 szczur MCT 60 14/28 mPAP
Zhang W 2009 szczur MCT 80 21 mPAP, RVSP, RVH
Zhang W 2012 szczur MCT 60 35 MABP, nlgli’ﬁ\_lP RVSP,
Zhang Y 2012 szczur MCT 60 28 mPAP, RVSP, RVH
Zhang Y 2014 szczur CH - 21 MPAP, RVH, WT
Zhang Y 2015 szczur MCT 60 28 RVSP, RVH, WT
Zhang YF 2015 szczur MCT 60 21 RVH
Zhao L 1996 szczur CH - 7 MABP, mPAP
Zhao L 2009 szczur CH - 14/28 MABP, mPAP, RVH
Zhao S 2014 szczur CH - 28 MABP, mPAP, RVH
Zheng L 2015 szczur MCT 60 28 MABP, RVSP, RVH
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Zhong X 2000 szczur CH - 28 mPAP, RVH, WT
Zhou K 1993 szczur MCT 60 21 mPAP, RVH

Zhou S 2015 szczur MCT 60 14/21 mPAP, RVSP, RVH, WT
Zhu R 2015 szczur MCT 60 21 mPAP, RVSP
ZhuR 2015 szczur CH - 28 mPAP, RVSP, RVH
Zhu S 2009 szczur MCT 60 42 mPAP, RVH

Zopf D 2011 szczur MCT 60 21 mPAP, RVSP

Zuo X 2011 szczur CH - 28 mPAP, RVH, WT
Zuo XR 2012 szczur MCT 60 21 RVSP, RVH
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Tabela 2. Klasyfikacja testowanych lekéw/substancji w zakwalifikowanych probach eksperymentalnych. * — neutralne inhibitory endopeptydazy

Grupa terapeutyczna/farmakologiczna

Nazwa leku/substancji

Acetazolamid

1. —
Agonisty receptoréw aktywowanych proliferatorami .
2. peroksysoméw (PPAR) GWO0742, rozyglitazon
Pochodne estrogenu: 17p-estradiol, 2-etoksyestradiol,
3 Agonisty receptorow/pochodne estrogenu 2-hydroksyestradiol, 2-metoksyestradiol
Agonisty receptorow estrogenu: DPN, PPT, raloksyfen
4. Aktywatory kanalow potasowych ATP-zaleznych Iptakalim, nikorandyl, pinacydyl
5. Analogi/agonisty prostacykliny PGl; ONO-1301
6. Antagonisty receptoréw adrenergicznych Bisoprolol, karwedilol, metoprcijlroalr,) irzj(;bllwolol, propranolol, prazosyna,
7. Antagonisty receptorow urotensyny II Palosuran, urantyd
8. Antagonisty receptoréw/inhibitory endoteliny-1 (ET-1) Aminafton, TBC3711, YM598 (nebentan)
9 Antagonisty wapnia Amlodypina, DCDDP, diltiazem, felodypina, LASSBi0-1289,
' g ywap m-nisoldypina, nifedypina, nitrendypina, semotiadyl
10. Inhibitory cyklooksygenazy (COX) Kwas acetylosalicylowy, celekoksyb, SC236
11. Inhibitory deacetylazy histonéw (HDAC) Trichostatyna A, kwas walproinowy
- . BAY 60-7550, cilostazol, E4021, LASSBIi0-965, lodenafil, papaweryna,
12. Inhibitory fosfodiesterazy (PDE) pimobendan, T-1032, tolafentryna, wardenafil
Inhibitory kinaz serynowo-treoninowych . i . _ .
13. (Ser-Thr/kinaz tyrozynowych (TKI) Imatynib, PH-797804, PK10453, SB203580, sorafenib, sunitynib, trycyrybina
14. Inhibitory proteazy HIV Amprenawir, nelfinawir, ritonawir
15. Inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny) Atorwastatyna, fluwastatyna, prawastatyna, rozuwastatyna, simwastatyna
Inhibitory stresu retikulum endoplazmatycznego (ER) . ;
16. i dysfunkcji mitochondriéw Dichlorooctan, kwas 4-fenylobutyrowy, ranolazyna
Antagonisty receptora 5-HT1s/SERT: LY 393558
17 Inhibitory szlaku przemian serotoniny (5-HT) Antagonisty receptorow serotoniny: C-122, DV-7028, GR127935,

ketanseryna, PRX-08066, RS127445, sarpogrelat, terguryd

Inhibitory hydroksylazy tryptofanowej (Tph): PCPA, LP533401

178



Tabela 2. cd

17.

Inhibitory szlaku przemian serotoniny (5-HT) (cd)

Inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny
(SSRI): citalopram, fluoksetyna, sertralina

18.

Azaindol-1, fasudil, KMUP-1, KMUP-1A

19.

Inhibitory szlaku RhoA/ROCK

kwas y-aminomastowy (GABA)

20.

Leki przeciwzakrzepowe/przeciwplytkowe

BN 50739, enoksaparyna, ludzka rekombinowana trombomodulina, ifetroban,
OKY-046 (ozagrel), ONO-8809, rywaroksaban, warfaryna, WEB 2170
(bepafant)

21.

MK571

22.

Peptydy wazoaktywne

Adrenomedulina, apelina, grelina, peptyd natriuretyczny typu B (BNP),
peptyd syntetyczny P1, przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP),
wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP), chimeryczny ANP/CNP peptyd

(vasonatrin peptide), ekadotril*, SCH 42495*

23.

Regulatory ukladu renina-angiotensyna-aldosteron
(RAAS)

Adenozyna i agonisty receptora Axa: adenozyna, LASSBi0-1359,
LASSBIi0-1386

Agonisty receptora AT,: C21

Aktywatory konwertazy angiotensyny 2: NSC-354317, XNT

Analogi angiotensyny: Ang (1-7), cykliczny analog Ang (1-7)
Antagonisty aldosteronu: spironolakton

Antagonisty receptora AT;: GR138950C, losartan, olmesartan, telmisartan

Inhibitory konwertazy angiotensyny (ACEI): enalapryl, peryndopryl,
kwinapryl

24.

Stymulatory rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej (sGC)

HMR1766 (ataciguat), YC-1

25.

U50,488H (agonista receptora k-opioidowego)

26.

Zwiazki o dzialaniu antyremodelingowym

A-484954, AICAR, amiloryd, batimastat, bortezomib, DAPT, doksycyklina,
EIPA, elafina, fenamil, LY294002, M249314, MDL28170, metformina,
paklitaksel, ATRA, YM155, ZD0892

27.

ZwiazKki o dzialaniu przeciwzapalnym

DHEA, deksametazon, BI1113823, etanercept, IMD-0354, interferon alfa-2b,
infliksymab, kromoglikan dwusodowy, OA-NO2, melatonina,
montelukast, mykofenolan mofetylu, n-3 nienasycone
kwasy ttuszczowe (kwas dokozapentaenowy, kwas dokozaheksaenowy),
pirogronian etylu, PDTC, przeciwciata anty-TGF-f, rapamycyna, RAD,
T9429
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28.

Zwiazki pochodzenia roslinnego

Azjatykozyd, bajkalina, brewiskapina, chryzyna, diosgenina, genisteina,
ginkgolid B, Ginko biloba glikozydy, glycyryzyna, kapsaicyna, kwas
elagowy, kwercetyna, naryngenina, oridonina, oksymatryna, PNS,
plumbagina, resweratrol, ruskogenina, rutakarpina, salidrozyd, sezamina,
sulfonian sodowy tanshinone I1A (STS), tetrandryna, trimetoksystylben,
tryptolid

29.

ZwiazKi redukujace stres oksydacyjny

DMTU-1, DMTU-2, erdosteina, fullerenol-1, GKT137831, MnTE-2-PyP,
N-acetylcysteina, oltipraz, omentyna, U-83836E

30.

Zwiazki zwiekszajace poziom tlenku azotu (NQO)

D-arginina, LA-419, L-arginina, molsydomina, NaNO,, nitroprusydek sodu
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Tabela 3. Wplyw ocenianych zwigzkow i grup terapeutycznych/farmakologicznych (wg przyjetej
w pracy klasyfikacji) na poprawe parametrow: mPAP, RVSP, RVH, WT. Mierzony efekt laczny
wyrazono jako roznice $rednich (D) (model z efektem zmiennym)

Zwiazek lub grupa

Parametr 95% PU

terapeutyczna/farmakologiczna

Inhibitory reduktazy HMG-CoA 23,02 17.41-28,63 <0,00001
(statyny)
Inhibitory kinaz serynowo-treoninowych
(Ser—T%/r)/kinaz ty);ozynowych (T\I% 22,43 18,68-26,19 <0,00001
Peptydy wazoaktywne 22,14 18,78-25,49 <0,00001
Analogi/agonisty prostacykliny PGl, 21,53 18,49-24,56 <0,00001
Leki
przeciwzakrzepowe/przeciwplytkowe 21,31 18,40-24,23 <0,00001
Zwiazki o dzialaniu przeciwzapalnym 20,37 17,88-22,87 <0,00001
Agonisty receptoréw/pochodne 19.90 17.58-22.22 <0,00001
estrogenu
Inhibitory PDE 19,39 17,25-21,53 <0,00001
Aktywatory kanalqw potasowych ATP- 18,44 16,64-20.23 <0,00001
zaleznych
RVSP GABA 18,23 16,48-19,98 <0,00001
[mmHg] Antagonisty wapnia 17,59 15,39-19,78 <0,00001
Agonisty PPAR 16,98 14,90-19,05 <0,00001
Regulatory RAAS 16,41 14,46-18,36 <0,00001
Antagonisty receptorow adrenergicznych 16,14 14,28-18,00 <0,00001
Inhibitory szlaku RhoA/ROCK 15,70 13,94-17,46 <0,00001
Antagonisty receptorow/inhibitory ET-1 15,42 13,73-17,10 <0,00001
Inhibitory HDAC 15,24 13,61-16,88 <0,00001
Zwiazki pochodzenia ro§linnego 14,87 13,29-16,46 <0,00001
Inhibitory COX 14,53 13,02-16,03 <0,00001
Zwigzki zwiekszajace poziom NO 14,22 12,79-15,66 <0,00001
Inhibitory §tresu ER.I’ dysfunkcji 1411 12.71-15,51 <0,00001
mitochondriéw
Zwigzki o dziataniu 1390  12,53-1526 <0,00001
antyremodelingowym
Stymulatory sGC 13,62 12,26-14,99 <0,00001
Inhibitory szlaku przemian 5-HT 13,36 11,96-14,76 <0,00001
Zwiazki redukujace stres oksydacyjny 13,05 11,62-14,49 <0,00001
MK571 12,78 11,14-14,43 <0,00001
Inhibitory PDE 13,00 4,73-21.27 =0,0021
Aktywatory kanaloyv potasowych ATP- 12.99 9,95-16,03 <0,00001
zaleznych
Inhibitory szlaku RhoA/ROCK 12,84 11,21-14,48 <0,00001
Regulatory RAAS 12,74 11,17-14,31 <0,00001
Zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym 12,26 10,93-13,60 <0,00001
Antagonisty receptoréw urotensyny Il 11,97 10,79-13,15 <0,00001
mPAP Inhibitory reduktazy HMG-CoA 11.38 10.42-12.34 <0,00001
[mmHg] (statyny)
Zwigzki o dzialaniu 1112 10,24-12,00 <0,00001
antyremodelingowym
U50,488H 10,76 9,89-11,63 <0,00001
Inhibitory szlaku przemian 5-HT 10,62 9,84-11,40 <0,00001
Inhibitory proteazy HIV 10,48 9,74-11,23 <0,00001
Agonisty PPAR 10,38 9,66-11,09 <0,00001
Zwiazki pochodzenia ro§linnego 10,21 9,50-10,91 <0,00001
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Tabela 3. cd Inhibitory kinaz serynowo-treoninowych
(Ser-Thr)/kinaz tyrozynowych (TKI) 10,14 9,45-10,83 <0,00001
mPAP Zwiazki zwigkszajace poziom NO 10,05 9,38-10,73 <0,00001
[mmHg] | Antagonisty receptoréw adrenergicznych 10,04 9,39-10,69 <0,00001
Inhibitory §tresu ER'I’ dysfunkcji 10,00 9,37-10,64 <0,00001
mitochondriow
. Leki 9,88 9,18-10,58 <0,00001
przeciwzakrzepowe/przeciwplytkowe
Antagonisty wapnia 9,56 8,70-10,43 <0,00001
Peptydy wazoaktywne 9,29 8,33-10,24 <0,00001
Zwiazki redukujace stres oksydacyjny 8,99 7,88-10,09 <0,00001
Acetazolamid 8,76 7,64-9,89 <0,00001
Inhibitory reduktazy HMG-CoA 0,17 0,14-0.20 <0,00001
(statyny)
Aktywatory kanalqw potasowych ATP- 0,15 0,12-0,19 <0,00001
zaleznych
Inhibitory szlaku RhoA/ROCK 0,15 0,13-0,17 <0,00001
Antagonisty receptoréw urotensyny II 0,15 0,13-0,17 <0,00001
Inhibitory PDE 0,15 0,13-0,16 <0,00001
Zwiazki o dzialaniu 0,14 0,13-0,16 <0,00001
antyremodelingowym
Inhibitory §tresu ER'I, dysfunkcji 0,14 0,13-0.16 <0,00001
mitochondriow
Inhibitory szlaku przemian 5-HT 0,14 0,13-0,15 <0,00001
Antagonisty receptorow/inhibitory ET-1 0,14 0,12-0,15 <0,00001
Inhibitory kinaz serynowo-treoninowych
RVH (Ser-Tr):r)/kinaz ty);ozynowych (T\PI<VI)3 0,13 0,12-0,14 <0,00001
Antagonisty wapnia 0,13 0,12-0,14 <0,00001
Regulatory RAAS 0,13 0,12-0,14 <0,00001
Agonisty PPAR 0,13 0,12-0,14 <0,00001
Inhibitory HDAC 0,13 0,12-0,14 <0,00001
Zwiazki o dzialaniu przeciwzapalnym 0,12 0,11-0,13 <0,00001
GABA 0,12 0,11-0,13 <0,00001
Zwiazki pochodzenia roslinnego 0,12 0,11-0,13 <0,00001
. Leki 0,12 0,11-0,13 <0,00001
przeciwzakrzepowe/przeciwplytkowe
Inhibitory proteazy HIV 0,12 0,11-0,12 <0,00001
Antagonisty receptorow adrenergicznych 0,11 0,11-0,12 <0,00001
Agonisty receptoréw/pochodne 011 0,10-0,12 <0,00001
estrogenu
Zwiazki redukujace stres oksydacyjny 0,11 0,10-0,12 <0,00001
Inhibitory COX 0,11 0,10-0,12 <0,00001
U50,488H 0,11 0,10-0,12 <0,00001
Acetazolamid 0,11 0,10-0,12 <0,00001
Zwiazki zwiekszajace poziom NO 0,11 0,10-0,12 <0,00001
Peptydy wazoaktynw 0,11 0,10-0,11 <0,00001
MK571 0,10 0,10-0,11 <0,00001
Stymulatory sGC 0,10 0,10-0,11 <0,00001
Analogi/agonisty prostacykliny PGl 0,10 0,09-0,11 <0,00001
Inhibitory PDE 21,45 10,30-32,60 =0,0002
WT [%] Agonisty PPAR 21,04 13,80-28,28 <0,00001
Inhibitory proteazy HIV 20,43 17,36-23,51 <0,00001
Inhibitory reduktazy HMG-CoA 19,49 17.16-21.81 <0,00001
(statyny)
Inhibitory §tresu ER'I’ dysfunkcji 10,30 17.12-21.47 <0,00001
mitochondriow
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Tabela 3. cd
Aktywatory kanaloyv potasowych ATP- 18.01 16,95-20,88 <0,00001
zaleznych
WT [%)] Inhibitory COX 18,22 16,65-19,79 <0,00001
Analogi/agonisty prostacykliny PGl, 18,20 16,65-19,76 <0,00001
Zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym 18,04 16,57-19,51 <0,00001
Zwiazki pochodzenia roslinnego 17,34 15,99-18,68 <0,00001
Inhibitory HDAC 16,71 14,46-18,96 <0,00001
Inhibitory szlaku przemian 5-HT 16,52 14,34-18,71 <0,00001
Antagonisty receptorow adrenergicznych 15,92 13,57-18,27 <0,00001
Inhibitory szlaku RhoA/ROCK 15,35 13,18-17,52 <0,00001
Antagonisty wapnia 14,89 12,84-16,93 <0,00001
Zwigzki o dziafaniu 1450  12,53-16,46 <0,00001
antyremodelingowym
U50,488H 14,10 12,21-15,98 <0,00001
Inhibitory kinaz serynowo-treoninowych i
(Ser-Thr)/kinaz tyrozynowych (TKI) 13,70 11,86-15,54 <0,00001
GABA 13,10 11,30-14,90 <0,00001
Antagonisty receptorow/inhibitory ET-1 12,85 11,11-14,60 <0,00001
Agonisty receptoréw/pochodne 12,59 10,90-14,28 <0,00001
estrogenu
Peptydy wazoaktywne 12,34 10,68-13,99 <0,00001
Zwiazki redukujace stres oksydacyjny 12,01 10,36-13,66 <0,00001
Regulatory RAAS 11,51 9,75-13,27 <0,00001
. Leki 11,23 9,19-13,28 <0,00001
przeciwzakrzepowe/przeciwplytkowe
Zwiazki zwiekszajace poziom NO 10,82 8,91-12,72 <0,00001
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Tabela 4. Wpltyw ocenianych zwigzkdw i grup terapeutycznych/farmakologicznych (wg przyjetej
w pracy klasyfikacji) na poprawe parametréw: mPAP, RVSP, RVH, WT. Mierzony efekt taczny
wyrazono jako iloraz r6znic $rednich (R) (model z efektem zmiennym)

Zwiazek lub grupa
FEERELT terapeutyczna/farmakologiczna B0 FD
Inhibitory §tresu EF\"I’ dysfunkcji 0,84 0,67-1,06 =0,1476
mitochondriéw
Peptydy wazoaktywne 0,74 0,60-0,90 =0,0033
Stymulatory sGC 0,72 0,63-0,81 <0,00001
Inhibitory kinaz serynowo-treoninowych
(Ser-Thr)/kinaz tyrozynowych (TKI) 0,68 0,61-0.76 <0,00001
Zwigzki o dziataniu przeciwzapalnym 0,66 0,60-0,73 <0,00001
Inhibitory COX 0,64 0,59-0,70 <0,00001
Regulatory RAAS 0,63 0,58-0,68 <0,00001
Zwiazki o dziataniu antyremodelingowym 0,62 0,58-0,67 <0,00001
Inhibitory PDE 0,61 0,57-0,66 <0,00001
GABA 0,60 0,55-0,65 <0,00001
RVSP MK571 0,60 0,55-0,65 <0,00001
[mmHg] Agonisty PPAR 0,59 0,55-0,64 <0,00001
Aktywatory kanaloyv potasowych ATP- 0,58 0,54-0.63 <0,00001
zaleznych
Zwigzki zwiekszajace poziom NO 0,58 0,54-0,62 <0,00001
Zwiazki pochodzenia roslinnego 0,57 0,53-0,61 <0,00001
Inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny) 0,56 0,52-0,60 <0,00001
Agonisty receptorow/pochodne estrogenu 0,55 0,52-0,59 <0,00001
Antagonisty wapnia 0,54 0,51-0,58 <0,00001
Analogi/agonisty prostacykliny PGl 0,54 0,51-0,58 <0,00001
. Leki 054  050-057  <0,00001
przeciwzakrzepowe/przeciwplytkowe
Inhibitory szlaku przemian 5-HT 0,53 0,50-0,56 <0,00001
Inhibitory szlaku RhoA/ROCK 0,52 0,49-0,56 <0,00001
Inhibitory HDAC 0,50 0,47-0,55 <0,00001
Antagonisty recpetorow adrenergicznych 0,49 0,45-0,53 <0,00001
Antagonisty receptorow/inhibitory ET-1 0,48 0,44-0,52 <0,00001
Zwiazki redukujgce stres oksydacyjny 0,48 0,44-0,52 <0,00001
Inhibitory PDE 0,93 0,87-0,99 =0,0207
U50,488H 0,92 0,87-0,97 =0,0045
Zwiazki redukujace stres oksydacyjny 0,87 0,80-0,95 =0,0017
Aktywatory kanaloyv potasowych ATP- 0,83 0,75-0,93 =0,0008
zaleznych
mPAP - ~
Inhibitory szlaku RhoA/ROCK 0,80 0,72-0,92 =0,0001
[mmHg]
Antagonisty receptorow urotensyny 11 0,80 0,72-0,89 <0,00001
Inhibitory stresu ER.I, dysfunkcji 0,77 0,68-0.87 <0,00001
mitochondriéw
Regulatory RAAS 0,74 0,66-0,84 <0,00001
Zwigzki o dziataniu przeciwzapalnym 0,72 0,64-0,81 <0,00001
Zwigzki pochodzenia ro§linnego 0,70 0,62-0,79 <0,00001
Zwiazki o dziataniu antyremodelingowym 0,68 0,61-0,77 <0,00001
Inhibitory szlaku przemian 5-HT 0,67 0,60-0,75 <0,00001
Zwiazki zwigkszajace poziom NO 0,66 0,59-0,74 <0,00001
Inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny) 0,64 0,57-0,72 <0,00001
Antagonisty wapnia 0,63 0,56-0,71 <0,00001
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Tabela 4. cd Agonisty PPAR 062 055-070 __ <0,00001
Leki
przeciwzakrzepowe/przeciwplytkowe 0.61 0,55-0,68 <0,00001
Inhibitory proteazy HIV 0,60 0,53-0,67 <0,00001
[mrlijHZ] Peptydy wazoaktywne 0,59 0,52-0,66 <0,00001
Antagonisty receptorow adrenergicznych 0,57 0,50-0,65 <0,00001
Inhibitory kinaz serynowo-treoninowych
(Ser—T%/r)/kinaz ty)?ozynowych (TY(V?/) 0,56 0,50-0,63 <0,00001
Acetazolamid 0,53 0,47-0,61 <0,00001
Antagonisty receptorow urotensyny I1 0,94 0,58-1,52 =0,7912
U50,488H 0,85 0,72-1,01 =0,0628
MK571 0,77 0,65-0,90 =0,0012
Inhibitory COX 0,74 0,66-0,84 <0,00001
Antagonisty receptoréw/inhibitory ET-1 0,70 0,66-0,74 <0,00001
Agonisty/analogi prostacykliny PGl, 0,69 0,66-0,73 <0,00001
Antagonisty wapnia 0,69 0,66-0,72 <0,00001
GABA 0,67 0,63-0,72 <0,00001
Aktywatory kanaloyv potasowych ATP- 0,66 0,62-0,71 <0,00001
zaleznych
Zwiazki zwigkszajace poziom NO 0,65 0,60-0,69 <0,00001
Inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny) 0,63 0,59-0,68 <0,00001
Inhibitory szlaku RhoA/ROCK 0,63 0,58-0,67 <0,00001
Zwiazki redukujace stres oksydacyjny 0,62 0,58-0,66 <0,00001
RVH Zwiazki pochodzenia roslinnego 0,61 0,57-0,65 <0,00001
. Leki 0,60 0,57-0,65 <0,00001
przeciwzakrzepowe/przeciwplytkowe
Zwiazki o dziataniu przeciwzapalnym 0,60 0,56-0,64 <0,00001
Zwigzki o dzialaniu antyremodelingowym 0,59 0,56-0,63 <0,00001
Inhibitory szlaku przemian 5-HT 0,59 0,55-0,62 <0,00001
Inhibitory kinaz serynowo-treoninowych
(Ser-T%/r)/kinaz ty>;ozynowych (T\Il<vly) 0,58 0,55-0,62 <0,00001
Inhibitory PDE 0,58 0,54-0,61 <0,00001
Agonisty PPAR 0,57 0,54-0,61 <0,00001
Inhibitory §tresu ER.|, dysfunkcji 0,57 0,54-0,61 <0,00001
mitochondriéw
Inhibitory proteazy HIV 0,57 0,53-0,60 <0,00001
Stymulatory sGC 0,56 0,53-0,60 <0,00001
Regulatory RAAS 0,55 0,52-0,59 <0,00001
Peptydy wazoaktywne 0,54 0,51-0,58 <0,00001
Inhibitory HDAC 0,54 0,51-0,58 <0,00001
Agonisty receptoréw/pochodne estrogenu 0,53 0,50-0,57 <0,00001
Antagonisty receptorow adrenergicznych 0,52 0,48-0,56 <0,00001
Acetazolamid 0,52 0,48-0,55 <0,00001
Inhibitory COX 0,94 0,94-0,94 <0,00001
Antagonisty receptordw adrenergicznych 0,93 0,90-0,96 <0,00001
Leki
przeciwzakrzepowe/przeciwptytkowe 0,92 0,89-0.95 <0,00001
WT [%] U50,488H 0,86 0,77-0,96 =0,0054
Zwiazki redukujace stres oksydacyjny 0,83 0,75-0,93 =0,0012
Inhibitory proteazy HIV 0,82 0,74-0,90 =0,0001
Regulatory RAAS 0,80 0,73-0,89 <0,00001
Agonisty PPAR 0,79 0,72-0,87 <0,00001
Zwiazki zwiekszajace poziom NO 0,79 0,72-0,87 <0,00001

185



K. Sztuka Rozprawa doktorska Zatacznik 2
Tabela 4. cd
Inhibitory gtresu ER_|’ dysfunkcji 0,78 0,70-0.86 <0,00001
mitochondriéw
Analogi/agonisty prostacykliny PGl 0,77 0,70-0,84 <0,00001
Inhibitory HDAC 0,76 0,69-0,83 <0,00001
Aktywatory kanaloyv potasowych ATP- 0,75 0,68-0,82 <0,00001
zaleznych

WT [%0] Zwiazki pochodzenia roslinnego 0,73 0,67-0,80 <0,00001

Inhibitory kinaz serynowo-treoninowych
(Ser—T%/r)/kinaz ty)?ozynowych (TY(V?/) 0,73 0,66-0,79 <0,00001
Inhibitory przemian szlaku 5-HT 0,72 0,66-0,78 <0,00001
Zwigzki o dziataniu przeciwzapalnym 0,71 0,65-0,77 <0,00001
Agonisty receptorow/pochodne estrogenu 0,70 0,65-0,76 <0,00001
Zwiazki o dziataniu antyremodelingowym 0,69 0,64-0,75 <0,00001
Peptydy wazoaktywne 0,69 0,64-0,75 <0,00001
Inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny) 0,68 0,63-0,74 <0,00001
GABA 0,67 0,61-0,73 <0,00001
Inhibitory PDE 0,66 0,60-0,73 <0,00001
Inhibitory szlaku RhoA/ROCK 0,65 0,60-0,72 <0,00001
Antagonisty wapnia 0,65 0,59-0,71 <0,00001
Antagonisty receptoréw/inhibitory ET-1 0,64 0,58-0,70 <0,00001
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