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Animal models of pulmonary hypertension
Animalne modely plucnej hypertenzie
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Abstract. Pulmonary hypertension is a disease characterized by an increase in mean arterial pressure in
the pulmonary artery and a primary or secondary pulmonary arterial remodeling, particularly narrowing
and obstruction of small pulmonary arteries. With the progressive increase in afterload, right ventricular
hypertrophy, subsequent dilatation and right heart failure develop. The etiological and pathophysiological
heterogeneity of this disease, as well as unsatisfactory treatment options, call for adequate animal models
of each type of pulmonary hypertension. A relatively wide range of animal models is available, but they
do not always completely simulate the development of clinical disease and its aspects. For example,
pulmonary hypertension induced in rodents is not manifested by a marked change in hemodynamic
parameters, hypertrophy or right ventricular failure. Several classical models do not lead to the develop-
ment of pulmonary arterial hypertension characterized by plexogenic arteriopathy, and the success rate
of therapeutic intervention in these models does not always reflect their clinical efficacy. Nevertheless, the
range of models available may contribute to the study of the initial stages of pulmonary hypertension,
which are more difficult to follow in clinical situation due to late diagnosis. The development of new and
refining of existing models is a useful tool for elucidating the pathophysiological mechanisms of pulmo-
nary hypertension, as well as a platform for preclinical testing of innovative therapeutic interventions.
Therefore, our manuscript provides an overview of the evolution of the most commonly used animal
models and their contribution to the field of pulmonary hypertension study. Tab. 2, Ref. 133, on-line full
text (Free, PDF) www.cardiologyletters.sk
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Abstrakt. Plticna hypertenzia je ochorenie, charakterizované narastom stredného artériového tlaku v pltcnici
a primarnou alebo sekunddrnou prestavbou plticneho rieciska, najma zizenim a obstrukciou malych plicnych
artérii. S progresivnym narastom afterloadu sa indukuju procesy, ktoré vedu k hypertrofii, naslednej dilatacii
a zlyhavaniu pravej komory. Etiologickd a patofyziologicka heterogenita tohto ochorenia, ako aj neuspokojivé
moznosti lie¢by podmiefuju potrebu dostupnosti zodpovedajicich animéalnych modelov jednotlivych typov
pltcnej hypertenzie. K dispozicii je pomerne Siroké spektrum animalnych modelov, ktoré viak nie vzdy kom-
pletne simuluju rozvoj klinického ochorenie a jeho aspektov. Plticna hypertenzia indukovana u hlodavcov
sa napriklad neprejavuje vyraznou zmenou hemodynamickych parametrov, hypertrofiou alebo zlyhdvanim
pravej komory. Viaceré klasické modely nevedu k rozvoju pre pltcnu artériovi hypertenziu charakteristickej
plexogénnej arteriopatie a miera Uspesnosti terapeutickej intervencie u tychto modelov nie vzdy odraza
klinickd uspesnost lieciva. Napriek tomu v3ak spektrum dostupnych modelov méze prispievat k studiu ini-
cidlnych $tadii plucnej hypertenzie, ktoré su vzhladom na neskoru diagnostiku u ludi menej zretelné. Vyvoj
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novych a zdokonalovanie existujucich modelov plicnej hypertenzie predstavuje uzitocny nastroj na objas-
rovanie jej patofyziologickych mechanizmov a zéroven aj platformu na predklinické testovanie inovativnych
terapeutickych postupov. Preto v predkladanej praci uvadzame prehlad evoltcie najcastejsie vyuzivanych
animalnych modelov a ich prinos pri studiu plicnej hypertenzie. Tab. 2, Lit. 133, on-line full text (Free, PDF)

www.cardiologyletters.sk

Klacové slova: plticna hypertenzia — animalny model - zlyhanie pravej komory - remodeling plucnych artérii

Zriedkavé no zavazné ochorenie, plicna hypertenzia (PH)
predstavuje hemodynamicky a patofyziologicky stav so
zvy$enym strednym tlakom v plicnej artérii nad hodnotu
25 mmHg, hodnoteny pravostrannou srdcovou katetrizaciou
v pokoji (1 - 3). Na zaklade rozdielov v etiopatogenéze, kli-
nickych prejavoch, hemodynamickych znakoch a moznostiach
liecby rozlisujeme pit typov PH (prehlad rozdelenia typov
PH v tabulke 1) (1, 2).

Ich spolo¢nym znakom je okrem vzostupu krvného tlaku
v plucnej cirkuldcii tlakové pretazenie pravej komory, jej re-
modelacia az zlyhavanie. Napriek pokrokom v manazmente
a zvySovani dlzky a kvality Zivota pacientov zostiva PH

3

vo véacsine pripadov nevyliecitelnym ochorenim (4). Prave
heterogenita tohto ochorenia a limitované moznosti liecby
zdoraznuji potrebu odhalenia presnej patofyzioldgie a hla-
dania inovativnych terapeutickych intervencii.

Absencia ucinnej terapie a limitované uspechy dnes
dostupnej liecby st z velkej casti dosledkom nedostato¢ne
objasnenej patogenézy PH. Predklinické animalne modely
poskytuju nenahraditelnt platformu pre vyskum patofyziolo-
gickych mechanizmov tohto multifaktorialneho a komplexné-
ho ochorenia. Rovnako maji animdlne modely nezastupitelné
uplatnenie v procese testovania novych experimentalnych
lieciv (5).

Tabulka 1 Komplexna klinicka klasifikacia plicnej hypertenzie (upravené podla 1a 2)

1. Plucna artériova hypertenzia (PAH)

1.1 Idiopaticka PAH
1.2 Hereditdrna PAH

1.2.1 BMPR2
1.2.2 ALKI, ENG, SMADY, CAV1, KCNK3
1.2.3 iné gény

1.3 Indukovana liekmi a toxinmi

1.4 Asociovand s 1.4.1 chorobami spojivového tkaniva

1.4.2 HIV infekciou

1.4.3 portalnou hypertenziou

1.4.4 vrodenymi srdcovymi chybami
1.4.5 schistozomiazou

1% Plicna venookluzivna choroba a/alebo plticna kapildrna hemangiomatéza

1% Perzistujuca PH novorodencov

2. Plicna hypertenzia spdsobena chorobami Iavého srdca

2.1 systolicka dysfunkcia

2.2 diastolicka dysfunkcia
2.3 chlopnové chyby

2.4 vrodené/ziskané lavostranné obstrukcie vtokovej/vytokovej ¢asti a vrodené kardiomyopatie

2.5 vrodend/ziskand stenéza plicnych vén

3. Plicna hypertenzia spdsobend respiracnymi ochoreniami 3.1 chronickd obstrukéna choroba pluc

a/alebo hypoxiou

3.2 intersticialne plicne choroby

3.3 iné plucne choroby so zmiesanou restrikciou a obstrukciou

3.4 obstrukéné spankové apnoe

3.5 alveolarne hypoventila¢né poruchy

3.6 chronicka vyskova hypoxia

3.7 vyvojové abnormality plic

4. Chronicka tromboembolicka plticna hypertenzia (CTEPH)

5. Plicna hypertenzia s nejasnym/ multifaktorialnym
mechanizmom vzniku

5.1 hematologické choroby: chronicka hemolytickd anémia, splenektémia, myeloproliferacia

5.2 systémové choroby: sarkoiddza, neurofibromatéza, vaskulitidy

5.3 metabolické poruchy: Gaucherova choroba, choroby stitnej Zlazy

5.4 ostatné: segmentalna PH, nddorové obstrukcie, chronické oblickové zlyhanie,
fibrotizujiica mediastinitida
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Experimentalny model by mal ¢o najvernejsie napodobo-
vat klinicky priebeh ochorenia, byt replikovatelny a umoznit
stanovenie relevantnych klinickych, biochemickych, hemody-
namickych a histopatologickych parametrov (6). S rozmachom
vo vyskume na poli pliicnych vaskuldrnych chordb v ostatnych
rokoch sa zlepsuje i pochopenie epidemioldgie, patogenézy
a patofyziologie PH, najmé plicnej artériovej hypertenzie
(PAH). Napriek tomu, Ze ziaden zo znamych modelov PH
nerekapituluje presne vsetky aspekty rozvoja PH u Iudi, je
mozné modulovat jednotlivé spustace stvisiace s rozvojom
PH s naslednymi $trukturalnymi zmenami plicnej vaskulatury
(7, 8). Zo stboru dostupnych animéalnych modelov st preto
najlepsie charakterizované a v su¢asnosti najcastejsie vyuziva-
né monokrotalinovy model a model chronickej hypoxie (9).

Monokrotalinovy model

Monokrotalinovy model predstavuje jeden z najjedno-
duchsich a najfrekventovanejsie vyuzivanych sposobov stadia
PAH. Hoci pre vSetky formy PH je typicky rozvoj remodelacie
plicnej vaskulatdry so zhrubnutim intimalnych, medialnych
i adventicialnych vrstiev, s proliferdciou a hypertrofiou
hladkosvalovych buniek a fibroblastov v cievnych stenach
plicnych artérii, typickym znakom PAH je prave zdvaznd
plucna plexiformna arteriopatia. Vazokonstrikcia a vznika-
juce komplexné neointimalne a plexiformné 1ézie obstruuju
a zuzuju lumen malych plicnych artérii, ¢im je limitovany
tok krvi a celkovy priesvit plicnej vaskulatiry. Na udrzanie
dostatocného srdcového vydaja proti stapajucemu krvného
tlaku a odporu v plicnej cirkulacii prechadza prava komora
adaptivnou hypertrofiou. Progresivne, s pretrvavajicim zvy-
$enim afterloadu straca komora schopnost udrziavat svoju
normalnu funkciu, ¢o vedie k jej dilatacii a pravostrannému
srdcovému zlyhdvaniu. PAH moéze byt idiopatické alebo
heritabilné ochorenie, modze byt indukované po vystaveni
toxinom alebo farmakam, av§ak moze sa rozvijat aj v spojenti
s inym ochorenim, ako st napriklad choroby spojivového
tkaniva, portalna hypertenzia, HIV infekcia, vrodené srdco-
vé chyby alebo schistozomiaza (2). Komplexna terapia PAH
zahriia farmakologické postupy vyuzivajuce antikoagulancid,
diuretika, suplementaciu kyslika, pouzitie vazodilatatorov ako
blokatory kalciovych kanalov, antagonistov endotelinovych
receptorov, inhibitorov fosfodiesterazy typu 5, analogov
prostacyklinu a stimuldtorov rozpustnej guanylylcyklazy, ako
aj nemedikamentdzne intervencné a chirurgické postupy (10,
11). Napriek pokrokom v manazmente ochorenia sice zostava
PAH stéle nevylie¢itelnym ochorenim, ale zaroven dostupné
terapeutické postupy a ich kombindcie umoziuja priaznivo
ovplyviiovat kvalitu a dlzku Zivota pacientov (12).

Monokrotalin (MCT) je pyrolizidinovy alkaloid pritomny
v stonkdch, listoch a semendch rastliny Crotalaria spectabilis
a v nizsej koncentracii i v ostatnych zastupcoch rodu Crotala-
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ria, ktoré st zlozkou bylinného ¢aju pouZivaného povodnymi
obyvatelmi oblasti Zapadoindického stostrovia (13, 14). MCT
model bol po prvykrat popisany pred 50 rokmi podavanim
semien C. spectabilis potkanom (15) a injek¢nou aplikaciou
suspenzie MCT primatom (16, 17).

Aktivacie MCT alkoloidu na reaktivny pyrolovy metabolit,
dehydromonokrotalin (MCTP), prebieha v peceni reakciou
zavislou od cytochromu P-450 (18, 19). V experimentélne;j
praxi mozno indukovat PAH jednorazovou subkutannou alebo
intraperitonedlnou injekciou MCT v davke 60 - 80 mg/kg
(20), ¢o predstavuje technicky velmi jednoduchy model. Pre-
ferovanym druhom vyuzivanym pri MCT indukovanej PAH
je potkan, pretoze v ramci inych druhov sa pozoruje pomerne
variabilnd odpoved, vzhladom na metabolické rozdiely pecene,
formaciu a degradaciu MCTP a jeho vylu¢ovanie (9). Napriek
skuto¢nosti, ze MCTP je vo vodnom roztoku, ako napriklad
krvna plazma, prudko degradovany (polcas rozpadu MCTP je
3 - 4 sekundy), predpoklada sa, Ze sa akumuluje v erytrocytoch
(21, 19), prostrednictvom ¢oho mdze pretrvavat jeho schopnost
interagovat s plicnym tkanivom v rozmedzi niekolkych tyzdnov
(20). Klinické priznaky nie st zvycajne zjavné ihned po expozicii
potkana jednorazovou davkou MCT, no v priebehu 3 - 7 dni
zaCinaju zvieratd prejavovat znaky anorexie, apatiu, stagnaciu
alebo stratu telesnej hmotnosti a tachypnoe. S progresom po-
$kodenia plicneho rieciska sa zadina s variabilnou intenzitou
rozvijat dyspnoe, slabost, hnacka a periférna cyandza (22, 23).

MCT indukuje bunkové a molekularne zmeny vo vset-
kych vrstvach plicnych ciev, ¢o nasledne vedie k zmendm
na urovni srdca. Hoci presny mechanizmus, prostrednictvom
ktorého MCT navodzuje PAH nie je znamy, predpoklada sa, ze
prvym ciefom MCT(P) toxicity je plicny endotel na zaklade
jeho polohy v blizkosti pecene (24). V endotelovych bunkach
plicnych artérii dochadza k rozvoju hypertrofie a zvysSenej
syntéze DNA (25) a naruseniu transportu proteinov v ramci
bunkovej membrany (26). MCT vyvolana strata niektorych
membranovych proteinov vyustuje do aktivacie proliferativ-
nych a antiapoptickych faktorov, dochadza k zvysenej apoptdze
endotelovych buniek a proliferacii hladkosvalovych buniek
(27, 5). V bunkach intimy sa zvySuje expresia endotelinu-1
(28) a znizuje expresia endotelinového receptora B (ET,)
a endotelovej NO syntazy (29). Po alteracii intimy sa objavuju
zmeny v oblasti médie. Tie su charakterizované zvysenou
syntézou DNA, hypertrofiou a hyperplaziou hladkej svaloviny
(30), nadexpresiou transportéru serotoninu (31) a zniZzenou
expresiou napdtim riadenych K* kanalov (32). Vyuzitie MCT
modelu preukdzalo zniZenie expresie receptora transformac-
ného rastového faktora {3 (TGF-83), kindzy podobnej receptoru
pre aktivin-A, proteinov Smad 3, 4 a receptora typu 2 kostné-
ho morfogenetického proteinu (BMPR2) v plicnom tkanive
potkanov, ¢o naznacuje poskodenie signalnych drdah TGF-3
a BMPR2, ktoré je zaznamenané i u pacientov s PAH (33, 34).

Iné studie vyuzivajice MCT model zdoraznuji vyznamnua
ulohu zapalovych buniek (makrofagov, dendritickych buniek
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a zirnych buniek) a cytokinov (interleukin-6, interleukin-1)
v prvych stadiach PAH (35, 36). Predpoklada sa, ze makro-
fagy a dendritické bunky, ako antigén prezentujice bunky,
napoméhaju vyvolaniu zapalu (37). Zirne bunky prostrednic-
tvom priameho vazoaktivneho efektu stimuluju remodeling
zvy$enou produkciou metaloproteinaz (38, 39).

V MCT modeli PAH boli dokazané aj zmeny renin-an-
giotenzin-aldosteronového systému. V tkanive pravej a lavej
srdcovej komory sa pozorovali zvy$ené hladiny mRNA pre
angiotenzin konvertujuci enzym (ACE), v pravej komore
vy$sia expresia angiotenzinového receptora AT, bez zmeny
expresieAT,. V plicach experimentalnych potkanov bolo
mozné pozorovat zniZenie expresie mRNA pre ACE, kym
v obli¢cke doslo k zvyseniu expresie mRNA pre renin a ACE.
Uvedené naznacuje pritomnost multiorgdnovych interakcii
v patogenéze PAH (40).

Gomez-Arroyo et al. poukazali na to, ze MCT model spéja
v tzv. MCT syndréme okrem pliicnej prestavby i myokarditidu
a venookluzivnu chorobu pedene, ktoré nie st charakteristic-
ké pre Tudska formu PAH (20). Dalsim nedostatkom tohto
modelu je existencia $irokej Skaly lieciv, ktorymi mozno
u experimentdlnych zvierat zabranit rozvoju alebo zvratit
MCT indukovantt PAH, napriklad inhibitor serinovej elastazy
(41), inhibitor dostickového rastového faktora (42), inhibitor
Rho-kinazy (43 - 45), antagonisty endotelinovych receptorov
(46, 47), inhibitor fosfodiesterazy typu 5 (48), pricom tieto
vysledky nie vidy koreluji s vysledkami klinickych studii.
MCT model, v ktorom nedochddza k vytvaraniu obstrukénych
lézii intimy v periférnych plucnych artériach, sa povazuje za
model akutneho alebo subakutneho poskodenia periférneho
plucneho rieciska v kombinacii s poskodenim dalsich organov
a presne nenapodobnuje rozvoj PAH u ¢loveka (9, 20).Tento
problém sa snazia ciastocne riesit modely indukujuce PAH
kombindciou viacerych patologickych atakov.

Monokrotalinovy model a pneumonektomia

V roku 1996 si Tanaka et al. kladli otazku, aky efekt ma
podanie MCT u jedincov so zmenenymi hemodynamickymi
vlastnostami plicnej cirkulacie. Potkanom tyzden po podani
MCT chirurgicky vytvorili anastomézu medzi favou subkla-
vidlnou artériou a favou pulmondlnou artériou s hodnotami
stredného tlaku krvi v plicnici (mean arterial pulmonary
pressure, mPAP) bliziacimi sa k hodnotam tlaku krvi v sys-
témovej cirkulacii. Histologickd analyza preukazala pritom-
nost neointimalnych zmien vo velkych elastickych plucnych
artéridch. V nepritomnosti primarneho poru$enia funkcie
endotelu podanim MCT ani pri samotnej elevacii mPAP
po vytvoreni anastomdzy nebol indukovany signifikantny
remodeling plucneho rieciska (49).

Na zéklade ziskanych poznatkov pokracovalo usilie vytvo-
rit efektivnej$i model PAH zmenou hemodynamiky plucnej
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cirkuldcie. No vytvorenie anastomdézy medzi subklavidlnou
a pulmondlnou artériou je zakrok, ktory si vyzaduje znalosti
vaskularnych chirurgickych postupov. Technicky jednoduchsi
sposob dosiahnutia vzostupu tlaku v plicnej cirkuldcii predsta-
vuje pneumonektdmia, ktort pomerne dobre toleruju i Iudia,
v pripade zachovanych vlastnosti kontralateralnych plicnych
lalokov. Pri unilaterarnej pneumonektémii sa u potkanov
preferencne odstranuje lavy plucny lalok, pretoze v pripade
odobratia Styroch lalokov z pravej strany plucneho tkaniva
stracaju zvierata schopnost kompenzovat respira¢nu insufi-
cienciu (50). Zdvojnasobenie objemu toku krvi a jej turbu-
lentné prudenie v anatomicky zmensenom plicnom rie¢isku
v kombindcii s poddvanim MCT (51, 50) alebo inhibitora
receptora 2 pre vaskularny endotelovy rastovy faktor (Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF) (SU-5416 - Sugen 5416)
(52) vedie k hypertrofii plicnych artérii a proliferativnym
perivaskularnym plexiformnym léziam, vzostupu plicnej
vaskularnej rezistencie a mPAP, hypertrofii a progresivnej
dysfunkcii pravej komory.

Model PH spdsobenej chorobami Iavého srdca

Choroby [avého srdca predstavuju v rozvinutych krajinach
najpocetnejsiu pri¢inu PH, ktora je charakterizovana pritom-
nostou primérnej postkapildarnej obstrukcie plicnej cirkulacie,
oznacovanej ako plicna venodzna hypertenzia (2). PH sa v do-
sledku chor6b lavého srdca rozvija ako odpoved na spitny
prenos zvy$eného lavostranného plniaceho tlaku, spdsobeny
systolickou a/alebo diastolickou dysfunkciou lavej komory,
velmi ¢asto mitralnou stendzou, ako aj regurgitaciou, znize-
nou poddajnostou lavej predsiene a zvySenym afterloadom,
nasledkom poruchy aortélnej chlopne (53). S postupujiicou
stendzou mitralnej chlopne sa zvy$ujuci tlak krvi v plucnej
cirkuldcii prenasa do pravej komory, ¢im dochadza az k po-
ruche funkcie trikuspidalnej chlopne a rozvoju symptémov
zlyhavania pravej komory (54).

Pri $tudiu tejto formy PH sa vyuziva model podviazania
vzostupnej aorty (55), alebo jeho kombindcia s indukciou
metabolického syndromu (56) a model prie¢nej konstrikcie
aorty u hlodavcov (57), ktoré napodobnuju rozvoj aortélnej
stendzy a koarktacie s rozvojom miernej formy PH (58). Fu-
jimoto et al. predstavili novy model PH v dosledku choroby
lavého srdca ¢iastonym podviazanim lavej predsiene kovovou
svorkou u potkanov vo veku pat tyzdiov. Takéto stenoza vedie
k vzostupu tlaku krvi v lavej predsieni a v plucnych zilach
s rozvojom zavaznej hypertrofie (59).

Model chronickej hypoxie

V 70. rokov minulého storo¢ia sa preukazalo, Ze vystavenie
roznych zivodisnych druhov znizenej koncentracii atmosfé-



rického kyslika vedie k alveolarnej hypoxii, sposobujuicej
chronicki PH a morfologické zmeny prekapildrnej casti
plucneho rieciska (60 - 62). V ramci jednotlivych druhov
a vyvinovych $tadii existuje variabilita v odpovedi na chronic-
ka hypoxiu (CHP), s vys$sou citlivostou u mladsich jedincov
s rychlo sa vyvijajaci plucami (63). CHP, pozorovana pri
chronickej obstrukénej chorobe plic, intersticidlnej chorobe
plic, spankovom apnoe a expozicii vysokym nadmorskym
vyskam, ma rozhodujticu ulohu v rozvoji PH. Model CHP
preto reprezentuje 3. WHO skupinu, PH sposobent respi-
ra¢nymi ochoreniami alebo hypoxiou (9).

V typickom modeli CHP sa PH indukuje u potkanov
alebo mysi ich umiestnenim v normobarickej komore s 10
% inspira¢nou frakciou O, (64 - 67). Po dvoch tyzdnoch
sa u experimentalnych zvierat rozvija stredne zavazna PH
so zdvojnasobenim hodnot mPAP a objavuje sa hypertrofia
pravej komory, ktora vsak len zriedkavo vedie k jej zlyhaniu
(9). Névratom zvierat do prostredia normoxie klesaji hod-
noty krvného tlaku v plicnej artérii a dochddza k zvrateniu
histologickych zmien v plicnom riecisku (68).

Podobne, ako v pripade MCT modelu sa i hypoxiou indu-
kovana PH spdja s mnozstvom $trukturalnych zmien. Pomerne
rychlo dochddza k muskularizacii malych arteriol v alveolarnej
stene so zvySenym vyskytom buniek exprimujucich a-aktin
hladkej svaloviny, v procese ozna¢enom ako distalna expanzia
hladkej svaloviny (63). Nasledne sa rozvija zhrubnutie a fib-
roza velkych proximalnych plucnych artérii (69). Vystavenie
potkanov CHP zvysuje expresiu génov zapojenych do prolife-
racie endotelovych buniek a potlaca expresiu génov spojenych
s apoptozou a vazodilatdciou (70). V modeli CHP sa preu-
kazala upregulacia expresie inducibilnej NO syntdzy a down
reguldcia expresie rozpustnej guanylylcyklazy, co prispieva
k naru$eniu signalnej drahy indukujicej vazodilataciu (71).
Vyznamnu dlohu v procese prestavby plucneho rieciska pri
hypoxiou indukovanej PH ma pretrvéavajtca zapalova reakcia
(72). Pugliese et al. predpokladaji, Ze kombinacia hypoxie
a lokalnych tkanivovych faktorov (cytokinov) vedie k aké-
musi ,,uzamknutiu“ mezenchymaélnych buniek (fibroblastoch
a hladkosvalovych bunkach) a makrofagov do prozapalového,
proremodelujiiceho a promitogénneho fenotypu (73).

Limitom modelu CHP je to, Ze uplne nerekapituluje
plucne vaskuldrne poskodenie pozorované u ludi s PH (74).
Model CHP nevykazuje obstrukéné 1ézie intimy v periférnych
placnych artériach (74, 75). Morimatsu et al. sa pokusili
o zdokonalenie modelu PH. Kombinaciou intraperitoneal-
nedlnej injekcie MCT a naslednym vystavenim zvierat hy-
poxii pocas troch tyzdnov navodili PH a hypertrofiu pravej
komory s koncentrickym zhrubnutim intimy, abnormalnou
proliferaciou endotelovych buniek, plexiformnymi lézia-
mi, vaskuldrnou okluziou a tvorbou fibrinovych trombov
(76). Daldou nevyhodou modelu CHP je i nekonzistentnd
reprodukovatelnost v ramci roznych druhov. U novorodenych
teliat vystavenych CHP sa vyvija PH s hodnotami krvného
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tlaku v plucnej artérii priblizujucimi sa hodnotdm systémovej
cirkuldcie a zdvaznej$im vaskularnym remodelingom. (62, 77,
63). V. modeli CHP indukovanej u mysi dochadza k zvyseniu
tlaku krvi v plucnej cirkulacii, no v porovnani s potkanmi
len k minimalnej prestavbe plicneho rieciska (70).

Fawn-hooded potkany (FH; zlato oranzové sfarbenie hla-
vy, ramien s pruhom pokracujicim na chrbte) predstavuja
outbredny kmen s najva¢sou senzitivitou na hypoxiu v porov-
nani s inymi hlodavcami. Vo veku $tyroch tyzdnov sa u nich
rozvija PH, s moznostou akceleracie jej vyvoja hypoxiou (78 -
80). FH potkany umoziuju $tadium niektorych genetickych
faktorov, ktoré sa podielaju na patogenéze PH. V tomto kmeni
sa dokdzala pritomnost dedi¢nej poruchy krvnych dosticiek,
charakterizovand nedostato¢nym ukladanim serotoninu do
trombocytov (78) a nezrelost plic so znizenym mnozstvom
alveol, pretrvavajica do dospelosti (81). Hladkosvalové bunky
placnych artérii FH potkanov vykazuju zvySent produkcia
endotelinu, ¢o moze viest k vzostupu tlaku a remodelacii
plicnej vaskulatury (82).

Model chronickej hypoxie a Sugen 5416

Limitaciu vyuzitia hlodavcov ako modelovych organizmov
zavaznej PAH, s nedostato¢nym rozvojom hyperproliferacie
endotelovych buniek vyriesila kombindcia CHP a inhibitora
receptora 2 pre VEGF (SU-5416 - Sugen 5416) (83, 84).
VEGF je dolezitym faktorom udrziavania a proliferdcie
endotelovych buniek. U normoxickych potkanov vedie in-
hibicia VEGH receptora k rozvoju len miernej remodelacie
plucneho rieciska, kym u chronicky hypoxickych potkanov
sa pozorovala ireverzibilnda PAH asociovana s proliferaciou
na apoptozu rezistentnych endotelovych buniek s tvorbou
plexiformnych 1ézii. PAH indukovana CHP + Sugen 5416
pretrvava a progreduje i po ukonceni hypoxického stimulu
a ovplyviuje iba plucne tkanivo (83). Experimenty s vyuzi-
tim terapeutickych agensov preukazali moznost zastavenia
progresie takto navodenej PAH, no nebola pozorovand jej
reverzia, ¢o mozZe naznacovat vac¢$iu analdgiu s Tudskou
formou ochorenia (5).

Bleomycinom indukovany model plicnej fibrozy

Bleomycin predstavuje zmes cytotoxickych glykopeptido-
vych antibiotik izolovanych zo Streptomyces verticillus. Stie-
penim retazcov DNA indukuje apoptdzu, a preto sa vyuziva
ako chemoterapeutikum pri lie¢be malignych ochoreni (85).
Pri jeho terapeutickom vyuzivani sa zaznamenali nepriaznivé
uc¢inky na plucne tkanivo. Vzhladom na nizku pulmonalnu
hladinu bleomycin inaktivujiceho enzymu (86) dochadza
u ¢asti pacientov k rozvoju plucnej fibrozy (87, 88). Pozorova-
nie tychto vedlajsich ucinkov, asociovanych s bleomycinovou
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terapiou viedlo k rychlemu vytvoreniu animélneho modelu
idiopatickej plucnej fibrozy (IPF) (89, 90).

Pre indukciu IPF u hlodavcov mozno vyuzit rézne
sposoby a rezimy davkovania bleomycinu, no najcastej$im
je jednorazové intratrachealne podanie. V priebehu prvych
dni dochddza u experimentalnych zvierat k zapalovej reak-
cii (91) a zvySenej apoptéze endotelovych buniek (92). Po
odzneni akutnej reakcie sa rozvija $tddium charakterizované
nadmernym ukladanim extraceluldrnej matrix s rozvojom
fibrozy, ktoré pretrvava priblizne tri az Styri tyzdne po podani
bleomycinu. Fibrotizacia plic sa spdja s hypertrofiou plucnej
artérie a pravej komory a vzostupom mPAP (93 - 95), ¢o
umoziuje vyuzivanie tohto modelu IPF i k $tadiu PH spd-
sobenej respira¢nymi ochoreniami alebo hypoxiou. Slabinou
experimentdlneho, bleomycinom indukovaného poskodenia
pluc je zaznamenana spontdnna rezolucia fibrozy az do takmer
fyziologického stavu (96) a vysoka variabilita v citlivosti roz-
nych druhov hlodavcov. Kym u CBA alebo C57B1/6 druhov
my$i dochadza k vyraznej fibroze, Balb/c mysi sa zdaju byt
relativne rezistentné (97).

Model chronickej tromboembolickej plicnej
hypertenzie

Chronicka tromboembolicka plucna hypertenzia (CTE-
PH) sa rozvija v suvislosti s predchadzajucim vendznym
tromboembolizmom. U 0,1 - 9,1 % vsetkych pacientov po
prekonani akdtnej plicnej embolie dochddza v rozmedzi
dvoch rokov k rozvoju CTEPH (98). Faktorom tzko spitym
s rozvojom CTEPH st opakované embolizacie, po ktorych
neddjde k Gplnému rozpusteniu embolu a cez jeho nasled-
nu fibrézu takyto stav prechadza do obstrukcie plicnych
artérii, s postupnym rozvojom vaskulopatie malych ciev
v neobstruovanej casti plucneho riec¢iska (99, 100). Hoci
sa CTEPH najcastejsie rozvija po predchadzajicej embolii,
alebo hlbokej Zilovej tromboze, pri vyznamnom pocte pri-
padov vSak nebola zaznamenana historia akitnej plicnej
embdlie (101, 102).

Mechanizmy, ktoré sa podielaji na rozvoji CTEPH, nie
st tplne objasnené, no predpoklada sa prepojenie predispo-
nujuceho genotypu a fenotypu, vyutstujiceho do stavu zapalu
v oblasti plicnej vaskulatiry (98). Zavazna CTEPH je aso-
ciovand s protrombotickym stavom a vyskytom abnormalit
trombocytov, ako ich zniZeny pocet so zvy$enym priemernym
objemom a spontannou agregaciou (103), perzistujucou hyper-
koagulaciou (104), pritomnostou nerozpustného fibrinového
variantu (105), ktoré spolo¢ne prispievaju k nerovnovahe
medzi tvorbou trombu a jeho rezoluciou (106). Redukcia
plochy vnitorného prierezu plicneho rieciska, zvy$end cievna
rezistencia a remodeling plicnych artérii sposobuju ndrast
krvného tlaku v plucnej artérii, ktory moze postupne viest
k hypertrofii a zlyhaniu pravej komory (107).
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V minulosti bolo $tudium CTEPH brzdené prave ne-
existenciou definitivneho animélneho modelu. Od 80. rokov
minulého storo¢ia pokracuje snaha o vytvorenie novych
postupov na podklade existujicich modelov reprodukujucich
formaciu a rezoltciu trombov, obstrukciu plicneho rieciska,
distalnu pulmonalnu vaskulopatiu a remodeling pravej ko-
mory (108) najmd s vyuzitim velkych zvierat, u ktorych bolo
mozné lepsie napodobnit patofyzioldgiu ochorenia, napriklad
psov (109 - 111), oviec (112) a o$ipanych (113). Limitom
takychto modelov je okrem vyssich ekonomickych nékladov
aj skuto¢nost, ze Casto nereprezentuju vSetky znaky CTEPH
u Tudi (najmi distalnu pulmonélnu vaskulopatiu a progresiu
k zlyhavaniu pravej komory) a vyzaduju komplexné postupy
ako chirurgicka ligacia plicnej artérie, mechanické poskode-
nie plicneho endotelu, injek¢nt administraciu autolégnych
trombov, keramickych gul6cok alebo tkanivového adheziva
do plicnej artérie (108).

Az v roku 2016 bol popisany prvy animalny model CTEPH
vyuzivajuci hlodavce (114). Technicky jednoduchou a repro-
dukovatelnou injek¢nou aplikaciou inertnych polystyrénovych
mikrosfér, pokrytych zmesou fibrinogénu a kolagénu, do
chvostovej zily potkanov Arias-Loza et al. indukovali sériu
plucnych embolii. Aplikacia trombotického materialu, ktory
kombinuje nedegradovatelné polystyrénové mikrosféry s bio-
logicky aktivnym roztokom, umoznuje interakcie embolov
s miestnym bunkovym prostredim. Po 3. aplikdcii mikro-
sfér sa u potkanov rozvijaji charakteristické znaky CTEPH,
vratane perzistencie embolu, zvyseného pravokomorového
tlaku, hypertrofie pravej komory a distalnych plicnych artérii,
perivaskularneho zépalu a vyskytu fibrotickych 1ézii.

Dalgie hlodavce vyuzivajiice model s podobnym princi-
pom uviedli Neto-Neves et al. Tento model navodzuje plicnu
emboliu injekénou aplikaciou polystyrénovych mikrosfér do
chvostovej vény potkanov v kombinacii s inhibiciou endote-
lovej funkcie, subkutannou aplikaciou inhibitora receptora 2
pre VEGF (SU-5416 - Sugen 5416). Po takomto zasahu
u experimentalnych zvierat dochddza k vyraznému zvyseniu
systolického tlaku krvi v plicnej artérii a signifikantnej dys-
funkcii pravej komory s jej hypertrofiou a fibrézou. V plicnom
tkanive mozno pozorovat hypertrofiu malych plucnych artérii,
no bez formécie plexiformnych 1ézii, rovnako ako u pacientov
s CTEPH. Pri tomto modeli sa zdroven pozorovala zvySena
zapalova odpoved s aktivaciou krvnych dosticiek (115).

Obidva uvedené modely navodzuji CTEPH administra-
ciou nerozpustnych castic a nedostatkom takejto metédy moze
byt prave absencia Ciasto¢nej rezoltcie trombov v plicnej
cirkulacii hlodavcov. Tento nedostatok mé odstranit nedavno
predstaveny model CTEPH u potkanov vyuzivajuci emboliza-
ciu subsegmentalnych plucnych artérii biodegradovatelnymi
mikrosférami alginatu sodného. Po opakovanej intravendznej
administracii takychto ¢iasto¢iek mozno pozorovat pritomnost
embolov v lumene a signifikantnt hypertrofiu plicnych artérii,
znizenu toleranciu fyzickej ndmahy, zvySeny systolicky tlak



pravej komory a hladiny endotelinu-1 (116). Prave takéto rela-
tivne nové animédlne modely mé6zu byt vhodnym prostriedkom
pre Studium patofyziologie, ako aj predklinického testovania
novych terapeutickych agensov cielenych na CTEPH.

Genetické modely

Knock-out modely

Vzhladom na tlohu BMPR?2 signalnej drahy v patogenéze
PAH bol v roku 2004 vyvinuty model vyuzivajici my$i nesuce
mutantné alelu génu BMPR2. Heterozygotné mysi (BMPR2")
prezivaji a rozmnoZzujui sa normalne, no v izolovanych hlad-
kosvalovych bunkach plucnych artérii sa dokdzalo znizenie
hladiny mRNA pre BMPR2 na 50 %, ¢o sa spajalo s rozvojom
miernej PH. Vystavenim takychto zvierat hypoxii dochddza
k vazokonstrikeii, muskularizacii malych plicnych artérii
a zvy$eniu mPAP (117). Nedostatkom tohto modelu je pri-
tomnost len miernej formy PH a absencia hypertrofie pravej
komory, ktoré vak boli prekonané genetickou modifikaciou
mys$i na expresiu dominantne negativnej alely BMPR2 génu
v hladkosvalovych bunkach plucnych artérii (118).

V roku 2001 bol vytvoreny model transgénnych potkanov
s deficienciou ET, receptora, u ktorych sa pod vplyvom hypo-
xie vyvija zavazna forma PH so zvy$enou rezistencioua tlakom
krvi v plucnom riecisku (119).

Na zéklade predpokladu, Ze vazoaktivny intestindlny pep-
tid (VIP) plni tlohu pri relaxdcii hladkého svalstva plicneho
rieciska, neutralizuje alebo zoslabuje ucinok vazokonstrik-
torov a je downregulovany u pacientov s PH, bol deléciou
génu pre VIP vytvoreny dal$i knock-out model mysi (120).
U VIP mysi sa rozvija stredne zavazna az zavazna PH s re-
modelaciou plicnych artérii a hypertrofiou pravej komory.

Transmembranova metaloendopeptidaza, neprilyzin
(NEP), degraduje neutrdlne peptidy nevyhnutné pre rast
a kontrakciu hladkosvalovych buniek. Na tdrovni regulacie
krvného tlaku je NEP enzymom, ktory katalyzuje vznik an-
giotenzinu 1-7 z angiotenzinu I (121). Dempsey et al. vytvorili
model mysi s mutdciou génu pre NEP so stratou funkcie
v kombinacii s chronickou hypoxiou a demonstrovali rozvoj
zavaznej PH s vyraznou muskularizaciou distalnych plicnych
artérii a hypertrofiou pravej komory (122).

Modely génovej nadexpresie

V roku 1998 Ambartsumian et al. vytvorili mysi nad-
exprimujice gén S100A4/Mtsl. Tento model bol poévodne
vyvinuty za tGcelom $tudia ulohy uvedeného génu v rozvoji
karcinomu prsnika (123, 124), vzhladom na jeho variabilna
expresiu v mysich bunkach vysoko metastatického adenokarci-
nému prsnych Zliaz (125). Pri $tadiu nadorovej bioldgie tohto
génu sa zistilo, Ze u podskupiny (~ 5 %) transgénnych mysi
nadmerne exprimujtcich S100A4/Mts1 vo vetkych tkanivach
sa vyvinuli plucne arteridlne zmeny podobné plexiformnym
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léziam pozorovanym u pacientov s PH (123, 126). U samic
mysi, nadexprimujucich S100A4/Mts1, sa na rozdiel od
samcov rozvija remodeling plticneho rieciska a zvysuje tlak
v pravej komore (127). Vyznam takychto pozorovani tkvie
v moznosti ozrejmenia rozdielov vo vyskyte PAH u oboch
pohlavi. U mysi nadexprimujucich S100A4/Mts1 vystavenych
chronickej hypoxii bola zaznamenana aj zmenenda expresia
génu pre fibulin-5, matrixovy protein nevyhnutny pre nor-
malnu $truktiru elastinovych vlakien (128).

Vytvorenim transgénnych mysi nadexprimujicich se-
rotoninovy transportér Maclean et al. prezentovali model
vyuzitelny pri $tadiu patogenézy PH a moznych lie¢ebnych
stratégii (129). V hladkosvalovych bunkach plicnej vasku-
latury, izolovanych z plicneho tkaniva pacientov s PH, je
expresia serotoninového transportéra zvysena (130). U mysi so
zvy$enou expresiou serotoninového transportéra vystavenych
hypoxii sa rozvija hyperterofia pravej komory a remodeling
plicneho rieciska.

V sére a plucnom tkanive pacientov s PAH, ako aj v ani-
malnych modeloch sa pozorovala zvysena hladina interleuki-
nu-6 (IL-6), ktord suvisi so zdvaznostou a mortalitou tohto
ochorenia (131). IL-6, pleiotropny a prozapalovy cytokin, je
produkovany najméd T bunkami a makrofdgmi, ale i hlad-
kosvalovymi bunkami médie a adventicie cievnej steny (132).
Steiner et al. preto pre $tudium ulohy IL-6 v patogenéze ocho-
renia plicnej vaskulatury vytvorili model transgénnych mysi
nadexprimujuicich pre pluca $pecificky IL-6 v normoxickych
a hypoxickych podmienkach. U takychto mysi pozorovali
zvy$eny systolicky tlak v pravej komore a jej hypertrofiu, ktoré
boli este zvyraznené pdsobenim chronickej hypoxie. V dis-
talnych plucnych artériach hypoxii vystavenych transgénnych
mys$i zaznamenali proliferativnu arteriopatiu so zapalom, ¢o
moze suvisiet s ulohou IL-6 v rozvoji a progresii prestavby
plucneho rieciska (133).

Zaver

Uz od prvotnych experimentov poskytuju modely PH
vyznamné informdcie, napomdhajuce vysvetlit patofyziologiu
tohto zavazného ochorenia. A prave koncept animalne-
ho modelu by mal ¢o mozno najpresnejsie reprodukovat
charakteristiky ochorenia u ¢loveka a tak umoznovat zlep-
$ovanie nasho chdpania mechanizmov podielajucich sa na
jeho rozvoji, ako i moznych terapeutickych stratégii. Dnes
existuje niekolko animdlnych modelov (prehlad vybranych,
frekventovane vyuzivanych modelov PH uvedeny v tabul-
ke 2), najcastejsie vyskumne vyuzivanymi st aplikacia MCT
alebo vystavenie hlodavcov chronickej hypoxii. Treba vsak
priznat, Ze ani jeden z tychto modelov nerekapituluje kom-
pletne klinicky priebeh ochorenia u Iudi. Uz velmi skoro sa
pozoroval napriklad vyrazne variabilny priebeh u réznych
zivoc¢isnych druhov, moznost zvratenia PH obnovenim
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Tabulka 2 Prehlad najfrekventovanejsie vyuZzivanych animalnych modelov pre $tidium plicnej hypertenzie, podla $pecifikacie pre

jednotlivé typy plicnej hypertenzie

Typ plicnej hypertenzie podla klasifikacie Svetovej
zdravotnickej organizacie

Model pliicnej hypertenzie
(jeden patologicky zasah)

Model plucnej hypertenzie
(kombinacia patologickych zasahov)

1. Plicna artériova hypertenzia (PAH)

monokrotalinovy model

monokrotalin

monokrotalin
monokrotalin
chronické hypoxia

knockout model - BMPR2+/- alebo
BMPR2-/-mutantné mysi

anastomoza — [avéd subklavidlna a lavd
pulmonalna artéria

chronicka hypoxia

pneumonektomia

Sugen 5416

chronicka hypoxia

2. Plucna hypertenzia spésobena chorobami
Tavého srdca

podviazanie vzostupnej aorty
podviazanie vzostupnej aorty
prie¢na konstrikcia aorty

podviazanie lavej predsiene

metabolicky syndrém

3. Plicna hypertenzia sposobena respiracnymi
ochoreniami a/alebo hypoxiou

chronické hypoxia

monokrotalin

fawn-hooded potkany

bleomycinom indukovana pliicna fibréza

chronicka hypoxia
chronicka hypoxia

4. Chronicka tromboembolicka plticna
hypertenzia (CTEPH)

aplikacia inertnych polystyrénovych mikrosfér

aplikacia inertnych polystyrénovych mikrosfér pokrytych zmesou fibrinogénu a kolagénu

Sugen 5416

aplikdcia biodegradovatelnych mikrosfér alginatu sodného

Modely vyuzivané pri $tadiach, bez presne knock-out modely

definovaného typu plicnej hypertenzie

VIP (-/-) u mysi
deficiencia ET, receptora
u potkanov

NEP (-/-) u mysi

chronicka hypoxia

transgénne mysi nadexprimujtice

S100A4/Mts1
pre pltica $pecificky IL-6
S100A4/Mts1

serotoninovy transportér

chronicka hypoxia

pre pluca Specificky IL-6

normooxickych podmienok alebo zastavenie progresie
a regresia zmien na urovni plucnej vaskulatury terapiou
pomerne $irokou $kdlou farmdk, ktorych ucinnost v po-
puldcii pacientov je vyznamne limitovand. Novsie modely,
vyvinuté modifikdciou klasickych postupov, ako napriklad
kombindcia unilaterdrnej pneumonektémie s vystavenim
hlodavcov posobeniu MCT, preukazuju vyssiu presnost
v reprodukovani charakteristickych patologickych zmien
v procese rozvoja PH, akymi st najmé neointimdlna pro-
liferacia a okluzia malych plucnych artérii.

Velka heterogenita s existenciou réznej etiopategenézy,
klinického priznaku a narocnosti liecby, zdoéraznuju kom-
plexnost PH. Preto mozno ocakavat ndlezitu variabilitu aj
v pripade jednotlivych predklinickych modelov PH. Napriek
tomu vSak spektrum dostupnych modelov mdze prispievat
k $tadiu inicidlnych $tadii PH, ktoré st vzhladom na neskoru
diagnostiku u Tudi menej zretelné. Vyvoj novych a zdokona-
lovanie jestvujucich modelov PH predstavuje uzito¢ny néstroj
na objasiniovanie jeho patofyziologickych mechanizmov a za-
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roven aj platformu na predklinické testovanie inovativnych
terapeutickych postupov.

Conclusion

Since the initial experiments, models of PH have pro-
vided significant information and helped to understand the
hepathophysiology of this serious disease. An animal model
should reproduce the characteristics of the disease in humans
as precisely as possible, thus enabling us to improve our un-
derstanding of the mechanisms involved in its development,
as well as possible therapeutic strategies. Today, there are
several animal models (an overview of selected, frequently
used models of PH are presented in table 2). The most used
models are MCT-induced pulmonary hypertension or rodent
exposure to chronic hypoxia. However, neither of these models
captures the complete clinical presentation of this disease in
humans. For example, the course of the disease is different



among animal species, there is a possibility of reversing PH
by restoring normoxic conditions and several medications
have shown to be able to prevent or treat pulmonary hy-
pertension in rodent models, while their clinical efficacy has
not been proven. More recent models that are based on the
modification of classical procedures (such as the combina-
tion of unilateral pneumonectomy with MCT exposure in
rodents) show greater accuracy in reproducing characteristic
pathological changes in the process of PH development, such
as neointimal proliferation and the occlusion of small lung
arteries. The high heterogeneity in etiopathogenesis, clinical
manifestation and treatment needs emphasize the complexity
of PH. Therefore, an appropriate variability in individual
preclinical models of PH is to be expected. Nevertheless, the
range of available models may contribute to the study of the
initial, pre-symptomatic, stages of PH, which are more diffi-
cult to follow in clinical situation. The development of new,
and the refinement of the existing, models of PH is a useful
tool for elucidating its pathophysiological mechanisms, as
well as a platform for preclinical testing of novel means for
therapeutic interventions.
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