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Abstrakt:

Vznik zanétu v malych distalnich plicnich cévach je dllezity pro rozvoj plicni arteridlni
hypertenze (PAH). Jednim z bunéénych typu, které se vyskytuji v plicni cévé, jsou fibroblasty, jez
podle teorie ,outside-in“ mohou jako prvni reagovat na podnéty v cévé, modulovat pfestavbu
v plicni cévé smérem k vnitfnim vrstvam cévy a lakat do mista dalsi imunitni buniky. Kromé zanétu
se v bunkach cév postizenych PAH uplatiiuje tzv. Warburgliv efekt, béhem kterého dochazi ke
zménam metabolismu smérem ke glykolyze a laktatové produkci. Mimo jiné dochazi k navozeni
prooxidacniho stavu uvnitf buriky diky mitochondridlnimu metabolismu a NADPH oxidaze zahrnujici
nerovnovahu v produkci reaktivnich kyslikovych forem. Proto jsme se rozhodli ovéfit, zda plicni
fibroblasty z telat nemocnych hypoxii navozenou PAH maji aktivni inflamazém, pomoci kterého by
produkovaly zraly interleukin 1B (IL-1B) a jaky vliv na tuto expresi ma prooxidacni prostiedi.
V nasem in vitro modelu jsme potvrdili expresi mRNA IL-13, ale nebyli jsme schopni detekovat jeho
expresi na Urovni proteinu. To odpovidalo i nemoznosti detekce aktivity inflamazému. Myslime si,
Ze neschopnost detekce IL-1B proteinu a aktivity inflamazému je dana citlivosti detekénich metod
nebo neschopnosti plicnich fibroblast( z PAH telat aktivovat inflamazédm v in vitro kultivacnich

podminkach.
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Abstract:

The development of inflammation in the small distal pulmonary vessels plays an important
role in the development of pulmonary arterial hypertension (PAH). One of the cell types found in
the pulmonary vessels are fibroblasts, which, according to the "outside-in" theory, may be the first
to respond to stimuli in the vessel, modulating remodeling of the pulmonary vessels toward the
inner layers of the vessel and attracting other immune cells to the site. In addition to inflammation,
the so-called Warburg effect also occurs in vessels affected by PAH, in which metabolism shifts
toward glycolysis and lactate production. Among other changes, a pro-oxidative state is induced
within the cell by mitochondrial metabolism and NADPH oxidase, leading to an imbalance in
reactive oxygen species production. We therefore wanted to test whether calf lung fibroblasts with
hypoxia-induced PAH have an active inflammasome, with which they would produce mature
interleukin 1B (IL-1B) and to clarify the effect of a pro-oxidant environment on this expression. In
our in vitro model we have confirmed IL-13 mRNA expression, but we were unable to detect its
expression at the protein level. This was consistent with the inability to detect inflammasome
activity. We believe that the inability to detect the protein form of IL-1 and inflammasome activity
is due to the sensitivity of detection methods or to the inability of lung fibroblasts to activate their

inflammasomes under in vitro cultivation conditions.
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Seznam uZiteénych zkratek:
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Chybi u melanomu 2 (Absent in melanoma 2)

Protein podobny skvrnam spojeny s apoptdzou obsahujici CARD (Apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD)

Kostni morfogeneticky protein (Bone morphogenetic protein)

Kostni morfogeneticky proteinovy receptor typu 2 (Bone morphogenetic protein
receptor type Il)

Hovézi sérovy albumin (Bovine serum albumin)

Kontrolni fibroblasty z plicni cévy zdravych telat (Control fibroblasts from
pulmonary vessels of healthy calves)

Pfechod endotelu do mezechymu (Endothelial to mesenchymal transition)
Endotelidlni syntaza oxidu dusnatého (Endothelial nitric oxide synthase)
Endotelin 1 (Endothelin 1)

Extracelularni vacky (Extracellular vesicles)

Fibroblastovy ristovy faktor 2 (Fibroblast growth factor 2)

Forkhead box protein M1 (Forkhead box protein M1)

Hypoxii indukovany faktor 1 a (Hypoxia-inducible factor 1 a)

Hypoxii indukovany faktor 2 a (Hypoxia-inducible factor 2 )

Protein indukovatelny interferonem gama 16 (Gamma-interferon-inducible
protein 16)

Interleukin (Interleukin)

Interleukin 1B (Interleukin 1)

Interleukin 6 (Interleukin 6)

Leukotrien B4 (Leukotriene B4)

Primarni odpovéd myeloidni diferenciace 88 (Myeloid differentiation primary
response 88)

Neutrofilni elastaza (Neutrophil elastase)

Receptory podobné oligomerizacni doméné vazajici nukleotidy (Nucleotide-
binding oligomerization domain-like receptors)

NADPH oxidaza (NADPH oxidase)

Plicni arterialni endotelialni buriky (Pulmonary arterial endothelial cells)
Plicni arterialni hypertenze (Pulmonary arterial hypertension)

Plicni arterialni hladko-svalova burika (Pulmonary arterial smooth muscle cell)
Proprotein konvertaza subtilisin/kexin typu 9 (Proprotein convertase

subtilisin/kexin type 9)



PDH Pyruvatdehydrogenaza (Pyruvate dehydrogenase)

PDK Pyruvatdehydrogenaza kinaza (Pyruvate dehydrogenase kinase)
PH Plicni hypertenze (Pulmonary hypertension)
PH Fibs Plicni fibroblasty z telat nemocnych hypoxii navozenou plicni hypertenzi

(Pulmonary fibroblasts from calves with hypoxia-induced pulmonary

hypertension)

PPP Pentézofosfatova draha (Pentose phosphate pathway)

ROS Reaktivni formy kysliku (Reactive oxygen species)

RT-PCR Polymerdazova retézova reakce v realném case (Real-time polymerase chain
reaction)

SOD2 Superoxiddismutaza 2 (Superoxide dismutase 2)

TGF-B Transformujici rGstovy faktor B (Transforming growth factor B)

Th bunky T pomocné buriky (T helper cells)

TNFa Faktor nekrdzy nador( a (Tumor necrosis factor a)

VEGF Cévni endotelialni rlstovy faktor (Vascular endothelial growth factor)

VEGF-R Receptor vaskuldrniho endotelidiniho ristového faktoru (Vascular endothelial

growth factor receptor)

aSMA a-Aktin hladkého svalstva (a-Smooth muscle actin)
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1. Uvod

Plicni hypertenze (PH) je zavaziny stav, ktery je definovany jako zvySeni plicniho tepenného
tlaku nad 25 mmHg. Podle Svétové zdravotnické organizace se rozliSuje pét kategorii PH, které
odrazeji mechanismus vzniku:

Plicni arterialni hypertenze
Plicni hypertenze pfi onemocnéni levé ¢asti srdce
Plicni hypertenze pti onemocnéni plic nebo hypoxii

Chronicka tromboembolicka plicni hypertenze

vk N oe

Plicni hypertenze spojend s jinymi nemocemi
Tyto kategorie se dale jesté déli do dalSich podtypd, jeZ jsou k nahlédnuti zde (Simonneau et al.,
2013). Tato prace se bude zamérovat zejména na typ plicni arterialni hypertenze (PAH).

PAH je charakterizovana preménou malych distalnich plicnich cév. Tyto zmény postihuji
cévu skrze celou jeji Sitku a vedou ke zbytnéni cévy, které mulze vyustit v jeji Uplné uzavieni.
Pfeména cévy zahrnuje dysfunkci endotelidlnich bunék, antiapoptoticky stav bunék plicni cévy,
hypertrofii hladko-svalovych bunék a proliferaci a dediferenciaci fibroblastd. Postupné tyto zmény
v cévach zvysuji ndpor na srdce, ve kterém dochazi ke zbytriovani pravé srdecni komory, coz po ¢ase
vyusti v selhani srdce a ke smrti. Udava se, Ze na milion jedincl pfipada 15 pfipadd PAH (Peacock
et al., 2007). Jiné zdroje uvadi prevalenci 6,6 pfipadl na milion jedinc( (Ling et al., 2012). Rozdilené
udaje jsou dany rokem publikace prace a geografickymi rozdily. Primérné doziti je nizké, median
doziti od diagnostikovani PAH je 2,8 let (Humbert et al., 2010).

Je zndmo, Ze chronicky perivaskularni zanét se uplatiiuje v PAH a podili se na prestavbé
plicnich cév. V cévé i v krvi jedince se nachazi velké mnozstvi cytokin(i, chemokin( a zanétlivych
mediator(. Pravdépodobné jednim z nejdllezitéjsich zanétlivych cytokin( je interleukin (IL) 6 (IL-6)
(Maston et al.,, 2018). Typicky dochazi k akumulaci imunitnich bunék v plicni cévé, jako jsou
neutrofily, makrofagy, dendritické buriky, Zirné burky, T lymfocyty a B lymfocyty. Bylo dokazano, Ze
zanét koreluje s prestavbou tunica intima (vnitfni vrstva cévy), tunica media (stfedni vrstva cévy)
a tunica externa (vnéjsi vrstva cévy), coz dokazuje jeho pfimou roli ve vzniku a vyvoji PAH (Stacher
et al., 2012).

V bunkach postizenych PAH dochazi kromé zvyseni glykolyzy a laktatové produkce, také ke
zvySeni exprese hypoxii indukovaného faktoru (HIF-1a) a ke sniZzeni mitochondrialni oxidativni
fosforylace. Tyto metabolické zmény umozni burikdm produkovat dostatek stavebniho materialu
pro rychlé déleni. Pseudohypoxicky stav vyvolany HIF-1 je doprovazen zménami v redoxnim
prostfedi buriky, na kterém se podileji i mitochondrie. Charakteristickym rysem postizenych bunék

v cévé je hyperpolarizace membrany mitochondrie, coZ vede k jiz zminéné resistenci bunék na
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apoptdzu. Tyto zmény v energetickém metabolismu bunék lze nazvat Warburglv efekt, ktery je
pritomny téz napfriklad u rakovinnych bunék, se kterymi maiji buriky postizené PAH nékteré spolecné

rysy.

2. Literarni prehled

2.1.  Struktura plicni cévy

Pro PAH je typickd zména malych distdlnich plicnich cév, jez zahrnuje zmény ve vSech
vrstvach (tunica intima, tunica media a tunica externa) cévy. Obecné se tyto zmény projevuji jak
morfologicky, tak na molekularni drovni vSech typl bunék vyskytujicich se ve vrstvach cévy, jak je
ukazano na obrazku 1. Pozménéné buriky plicni cévy béhem PAH zahrnuji endotelialni buriky (PAEC
— z anglického pulmonary arterial endothelial cells), pericyty, hladko-svalové buriky (PASMC —
z anglického pulmonary arterial smooth muscle cells), fibroblasty a buriky imunitniho systému
s pfevahou makrofagl. Kromé typickych vrstev mizeme v cévach postizenych PAH najit i dalsi
vrstvy jako je neointima (jinak nazyvand neoitimalni |éze), kterd se nachazi v nejdal polozené vrstvé
vhitfni elastické laminy tunica intima. Pro tvorbu neointimy je zapotfebi vysoky pritok krve cévou
(Okada et al., 1997). V této vrstvé se nachazeji bunky, jez exprimuji a-hladko-svalovy aktin (aSMA),
vimentin ale uz neexprimuji CD34 a CD31. Jedna se o buriky podobné myofibroblastim, které maji
znaky mezenchymalnich bunék (Yi et al., 2000). Kromé neointimy se v nemocné cévé tvori
i plexiformni |éze, které se podileji na jejim zbytnéni a uzavirani prisvitu cévy. Na tvorbé téchto lézi

se podili také takzvana endotlidIni-mezenchymalni tranzice (EndoMT) PAEC.

Tunica externa
Tunica media

Tunica intima

Vasokonstrikce Tvorba neointimy Plexiformni léze

Obradzek 1 - Schéma prestavby cévy. Nahore je vyobrazena zdravd céva se vsemi tfemi vrstvami, ze kterych se sklada.
A. Predstavuje cévu postizenou PAH, kde je vidét znacnd vasokonstrikce. B. V této cévée uZ dochazi k tvorbé nové vrstvy,
neointimy. C. Znacné uzaviend céva, ve které doslo ke vzniku plexiformnich Iézi. Pfevzato a upraveno: (McLaughlin et al.,
2015)



2.1.1. Endotelidlni buniky plicni cévy (PAEC)

PAEC vytvari za normalnich podminek jednovrstvy epitel, ktery je sty¢nou plochou cévy
s krvi. Tento epitel tvofi zaklad tunica intima a je pevné spojen k sobé pomoci bunécénych spoju.
Funkci PAEC je udrzovani homeostaze, pfenos leukocytd, prenos signalli do hlubsich vrstev cévy Ci
prosta bariérova funkce. Pokud u PAEC dojde pfi patologickém stavu k jejich aktivaci, zacnou
exprimovat specifické signalni molekuly jako jsou ICAM-1 (Malik et al., 1999), E-selektin ¢i vaskularni
endotelialni rstovy faktor (VEGF) a jeho receptor (VEGF-R). Kromé toho produkuji rGzné ristové
faktory a cytokiny, které se podileji na prilakavani imunitnich bunék a na proliferaci a apoptdze
PAEC a PASMC. Dlouhodoby aktivovany stav PAEC vede k dalS$im patologickym zméndm a rozvoji
onemocnéni (Halcox et al., 2002). K podobnym zménam, které budou popsany dale dochazi
i v pfipadé PAH. DuleZitost PAEC pti vyvoji PAH plyne i z tzv. teorie ,inside-out”, ktera tvrdi, Ze
poskozeni PAEC iniciuje dalsi patologické zmény v cévé ve sméru k tunica intima, media a externa,
jez zahrnuiji proliferaci a antiapoptoticky stav bunék a navozeni lokalniho zanétu (Spiekerkoetter et
al., 2019).

Béhem PAH dochazi k naruseni a ztraté soudrznosti PAEC, kvuli ztraté povrchovych proteint
jako je cévni endotelialni kadherin, CD31 a cytoplazmatického proteinu p-120 kateninu (Frid et al.,
2002). Toto rozruseni bariérové funkce ma za nasledek migraci imunitnich bunék do cévy a dava
moznost burikdm PAEC migrovat v cévé a zakladat plexiformni léze, které jsou charakterizovany
proliferaci PAEC a zménou fenotypu do myofibroblasti/mezenchymalniho typu bunék.

VysSe zminény EndoMT je nazev pro mechanismus, pfi kterém se méni PAEC v buriky
s mezenchymalnim fenotypem. Pti tomto procesu dochazi ke ztraté endotelidlnich znak( a objevuji
se znaky mezenchymalnich bunék. Jako klicovy rys pro zjisténi, Ze dana burika prosla EndoMT se
pouziva transkripcni faktor Twist-1, jeZ je hojné exprimovan v plicich postiZzenych PAH (Ranchoux et
al., 2015). Kromé Twist-1, se téz aktivuji dalsi transkripcni faktory jako Zeb1 (Chakraborty et al.,
2015), Snail (Medici et al., 2011) ¢i Slug (Cooley et al., 2014), které se pak dale podileji na preméné
do mezenchymalniho fenotypu. Ztraceji se endotelidlni znaky a pfibyvaji znaky mezenchymalnich
bunék jako je aSMA, kalponin, N-kadherin, vimentin, fibronektin, protein specificky pro fibroblasty
¢i hladko-svalovy protein 22 alfa (Cooley et al., 2014). Buriky béhem EndoMT ziskavaji tvar podobny
fibroblastiim — jsou podlouhlé s vicero vybézky (Arciniegas E. et al., 1992). Na této preméné se
podileji molekuly, které bud' pfimo anebo nepfimo ovliviiuji PAEC. Jako prvni by bylo vhodné zminit
kombinaci cytokinl interleukinu 1B (IL-1B), transformujiciho rlstového faktoru B (TGF-B) a tumor
nekrotizujiciho faktoru a (TNFa), jejichz kombinace u lidskych PAEC vyvolala in vitro EndoMT
zahrnujici morfologickou zménu a zménu povrchovych znak( pfiblizujici buriky k mezenchymalnimu

fenotypu (Good et al., 2015). BEhem PAH je zvySena exprese endothelinu-1 (ET-1), ktery mimo jiné



pUsobi jako vazokonstriktor a podili se na regulaci produkce NO (oxid dusnaty) pres endotelialni NO
syntazu (eNOS) v PAEC. Pravé tato zvySena aktivita eNOS, vede ke zvyseni vySe uvedenych
transkrip¢nich faktorl a EndoMT (Nikitopoulou et al., 2016). Jako posledni faktor pfispivajici
k EndoMT lze zminit hypoxii, u které je zndmo, ze dokaze vyvolat PAH (Stenmark et al., 1987).
Hypoxie typicky pUsobi indukci exprese faktor( indukovanych hypoxii alfa 1/2 (HIF-1a/HIF-2a). Oba
tyto faktory jsou zvySené pfi PAH, ale v PAEC je pfedevsim zvySend exprese HIF-2a (Lei et al., 2016)
(Dai et al., 2018). HIF-1a se m{zZe vazat na promotor transkripéniho faktoru Twistl a tim pomaha
jeho zvysené expresi (B. Zhang et al., 2018).

Nerovnovdha mezi vasokonstrikénimi a vasodilatatnimi molekulami v PAEC pfispiva
k rozvoji PAH. Mezi tyto molekuly patfi NO, prostacyklin a vySe zminény ET-1. Kromé ucinku ET-1
na eNOS, jeho zvysena exprese koreluje se zvySenim plicni vaskularni resistence (Giaid et al., 1993).
Antagonisté receptort pro ET-1, ETA/ETB, jsou vyuzivani v |é¢bé pacientd s PAH. Bosentan je lé¢ivy
pripravek, ktery je smisenym antagonistou ETA/ETB, jez se silnéji vaze na ETA, nez na ETB (Gardiner
et al., 1994). Prostacyklin slouzi jako vasodilatator cév, ktery dale slouzZi jako inhibitor agregace
krevnich desticek a bunécného ristu. Je produkovan pomoci prostacyklinové syntazy, kterd se
majoritné vyskytuje v tunica intima, konkrétné v PAEC. U pacientl s PAH je pozorovano snizeni
produkce prostacyklinu, protoZe dochazi ke snizeni exprese jeho syntdzy (Tuder et al., 1999). Za
vyraznym snizenim produkce prostacyklinu muizZe zastaveni drahy vyroby druhého posla —
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) v PASMC, ktery za béznych podminek spousti kaskadu,
jejiz efektem je regulace proliferace a relaxace. Synteticka nahrada prostacyklinu je vyuZzivana jako
|éCivo pro pacienty s PAH. NO je dalsi molekula ze skupiny vasodilatatord, jehoZ dostupnost je
béhem PAH sniZzena. Za béZnych okolnosti se produkuje v PAEC a skrz membranu difunduje
k PASMC, kde pUsobi pres sekundarniho posla, cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP), inhibi¢né na
proliferaci a relaxaci. OvSem neni sniZena aktivita eNOS, pravé naopak, dochazi k jeji konstantni
aktivaci. Tento pradox by se dal vysvétlit tim, Ze funkce eNOS je poSkozena reaktivnimi kyslikovymi

formami (ROS) (Alp & Channon, 2004).

2.1.2. Pericyty
Pericyty jsou buniky mezenchymalniho plvodu nachazejici se mimo jiné v cévach, kde lezi
v blizkosti PAEC. Jejich funkci je kontrola cévniho napéti, produkovani slozek extracelularni matrix
a produkce cytokinG k udrzeni cévni homeostazy (Kapanci et al.,, 1992). Obecné pokud dojde
k patologickému stavu jsou schopné se preménit do bunék podobnych myofibroblastim,

produkovat prozanétlivé cytokiny a pfispivat k fibréze.



Ukazuje se, Ze pericyty se béhem PAH méni. Dochazi k jejich disociaci od PAEC a jsou
schopny migrovat do tunica media a tunica externa (Ricard et al., 2014). Téz se vyskytuji ve vétsi
hustoté v distalnich cévach plic oproti zdravé kontrole. In vitro vyzkumy ukazaly, Ze IL-6 (jeho
exprese je vysoce zvySena u pacientl s PAH; v dalSich ¢astech prace bude podrobnéji popsan)
a fibroblastovy rlistovy faktor 2 (FGF-2) pfispivaji k migraci pericytl a FGF-2 pUsobi na pericyty jako
mitogen (Ricard et al., 2014). Zda se, Ze za zvysenou proliferaci prticytd, jejich migraci a snizenou
interakci mezi pericyty a PAEC mUZe byt zvySena exprese enzymu pyruvat dehydrogenazy kinazy 4
(PDK4) v pericytech, ktera ma za nasledek prechod metabolismu smérem k vy$simu vyuziti glykolyzy

a produkci laktatu na ukor oxidacni fosforylace v mitochondriich (Yuan et al., 2016).

2.1.3. Hladko-svalové bunky plicnich cév

PASMC tvofi spolu s elastinem a kolagenem tunica media a jsou obklopeny bazalni laminou.
Vrstvy PASMC se skladaji ze skupin, které jsou stejné orientované.

Jak uz bylo vyse feceno, tak tunica media pfi PAH hypertrofuje a PASMC proliferuji
a ziskavaji antiapoptoticky charakter. Diky PASMC se stdva z tunica media nejvétsi vrstva, kterd se
velmi podili na uzavéru prasvitu cévy. U kravského modelu byly popsany ¢tyfi morfologicky odlisné
subpopulace PASMC v ramci celé tunica media (Frid et al., 1994). Odlisit PASMC od ostatnich typu
bunék v cévé je trochu obtizné, protozZe pouziti typického znaku a-SMC je osemetné, kvali rGznym
dediferenciacim bunék, které jsou a budou zde popsany. Jako vhodny znak PASMC by mohl byt
tézky retézec hladko-svalového myosinu, vysokomolekularni kaldesmon ¢i metavinculin (Stevens et
al., 2008).

Kromé latek produkovanych PAEC ma vliv na proliferaci PASMC transkripcni faktor forkhead
box M1 (FOXM1), ktery se za normalnich okolnosti podili na pozitivni regulaci gent, jez jsou
nezbytné pro opravu DNA a bunécné preziti. Ukazalo se, Ze jeho exprese je u lidi i potkanid zvySena
v distdlnich cévach postizenych PAH (Bourgeois et al., 2018). Jeho zvySend exprese tedy vedla
k proliferaci a antiapoptotickému stavu PASMC. miRNA-204, jejiz exprese je snizend béhem PAH
reguluje expresi FOXM1. Kv(li jejimu snizeni v PASMC se mUze vice exprimovat FOXM1 a podilet se
na proliferaci PASMC. Pokusy s in vitro transfekci miRNA-204 do PASMC postizenych PAH ukazaly,
Ze pridani této miRNA zplisobi snizeni exprese FOXM1, a to vede i ke sniZeni proliferace (Bourgeois
et al., 2018). Dalsi dlleZitou slozkou potiebnou pro proliferaci je transkripcni faktor p53, jez je opét
zapojeny do regulace bunécného cyklu. V plicich postizenych PAH je jeho exprese sniZena
(Wakasugi et al., 2019). V PASMC jeho omezena aktivita vede ke zménam metabolismu, ktery
zahrnuje sniZeni oxidativni fosforylace. Tato zména v metabolismu je obecné dilezZitad pro rychle

proliferujici buriky. | pfes vyznam p53 pro proliferaci PASMC neni p53 hlavnim faktorem pro vyvoj



a udrzeni PAH, nebot genetické potlaceni p53 nemélo vliv na vyvoj hypoxii vyvolané PAH u mysi
(Wakasugi et al., 2019). Oba vyse popsané faktory jsou dllezZité i v rakovinnych bunkach, s nimiz

obecné buriky distalnich cév postizené PAH maji spolecné znaky.

2.1.4. R bunky

R bunky pojmenovali jejich objevitelé podle jejich kosodélnikového (z anglického
rhomboidal) tvaru (Frid et al., 2009). Tento typ bunék byl objeven v tunica media telat, kde se
vyskytoval spolu s PASMC. Od PASMC se lisi morfologicky — maji kosodélnikovy tvar a oproti PASMC
jsou mensi. V kontrolnich zdravych telatech se tyto buriky nenachazely. Byt se tyto buriky nachazely
v tunica media, tak neexprimovaly tésné po izolaci a-SMA, ale po pasazi na kultivacni lahvi uz
ztracely plvodni fenotyp a zacal se objevovat a-SMA. Kromé deficitu a-SMA se od PASMC lisily
expresi CD34, CD73, CD11b a CD45. Mimo jiné na urovni mRNA produkovaly prozanétlivé mediatory
IL-6 a MCP-1 (CCL-2) (Frid et al., 2009).

2.1.5. Fibroblasty

Fibroblasty jsou hlavni bunécny typ vyskytujici se v tunica externa (adventicie). Kromé
fibroblastl se zde vyskytuji buriky imunitniho systému (prevazné dendritické buriky a makrofagy),
progenitorové buriky, buriky tvofici vasa vasorum — endotelidlni buriky a jako posledni se zde
vyskytuji buriky adrenergnich nervovych vlaken. Tunica externa je tedy nejkomplexnéjsi vrstva cévy.
Mimo jiné jako prvni reaguje na vnéjsi podnéty jako stres, zranéni, hypoxie ¢i ischémie. Proto byla
i navrZena opacna teorie k ,inside-out”, , outside-in“ teorie, ktera fika Ze jako prvni na podnéty
reaguje tunica externa a prenasi je smérem dale do vnitiku cévy (Spiekerkoetter et al., 2019), coz
je schematicky zndzornéno na obrazku 2.

Vasa vasorum je soustava malych cév (mensich nez 0,5 mm), které vyzivuji tunica media
a externa. Jejich uloha je vyZiva, okyslicovani a odvod odpadnich latek. BEhem PAH dochazi k jejich
znaénému nardstu a vyskytu v tunica media (Montani et al.,, 2011), (Davie et al., 2004). To
podporuje teorii ,outside-in“, protoZe pfisun a aktivace imunitnich bunék do cévy podporuje
patogenezi PAH.

Fibroblasty, nejen v cévach, vykazuji znaénou heterogenitu, cozZ je znazornéno na obrdzku
3. Odlisuji se napriklad expresi povrchovych znak{, svou velikosti a profilem sekretovanych molekul.
Prikladem muze byt heterogenita mezi plicnimi fibroblasty, u kterych se vyskytuje/nevyskytuje
povrchovy znak Thy-1. Pokud je jeho exprese sniZzend, tak tyto fibroblasty vykazuji fibrogenni

potencial schopny fibrézy plic (Hagood et al., 2005). Toto vede i k potiZzim s odliSenim fibroblastu



od jinych typu bunék. Jejich povrchové znaky maji i jiné bunky, proto se vzdy testuji pro odliseni

znaky typické pro jiné bunécné typy, a pak znaky typické pro fibroblasty.

Inside-out teorie Qutside-in teorie

= Tunica intima_#
— e g e
e :Tiﬁam—

@ Endotelisini buiika PAH céva
@@ Hladko-svalova burika -( Aktivovany fibroblast
<> Fenotypové pozménénd hladko-svalova burika S Fenotypové pozménény endotel
W Fenotypové pozménénd edotelidini buiika ~, Aktivovany PASMC
‘ Makrofag . Makrofag
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Obrdzek 2 — Teorie vzniku PAH. A) ., Inside-out” teorie, kde dojde k endotelidlnimu zranéni, diky kterému se z endotelu
ddle do cévy pfendsi signal z poskozenych bunék, které ndsledné na tyto signdly reaguji. Dochdzi k infiltraci cévy imunitnimi
burikami skrze endotel. B) ,Outiside-in“ teorie, kterd rikd Ze pocdtecni signdl k prestavbé prichdzi z tunica externa.
Hlavnimi burikami zde jsou fibroblasty, které slouZi jako , strdZzné” buriky, jeZ se obratem na signdly aktivuji a mohou Fidit
dalsi prestavbu. Pres vasa vasorum je do vrstev cévy doddvdno znacné mnoZstvi imunitnich bunék. Seznam zkratek: DC
(dendriticka burika), PC (progenitorovad burika). Prevzato a upraveno: (Stenmark et al., 2012)

Na kravském modelu PAH byla zjisténa odliSnd mira exprese prozanétlivych mediatord,
které, produkovaly fibroblasty (Li et al., 2011). Témito prozanétlivymi mediatory byly IL-18, IL-6,
CCL2, CXCL12, CCL5, CXCR4, GM-CSF a VCAM-1. Tento fenotyp se udrzel stabilni i do desaté pasaze
v in vitro inkubaci plicnich fibroblastl. Je tedy ziejmé, Ze fibroblasty produkuji zna¢né spektrum
prozanétlivych medidtor(, které mohou v cévé minimalné udrzovat chronicky zanét a pfrilakat
cirkulujici imunitni buriky. Naptiklad PASMC tento prozanétlivy stav nevykazuji (Li et al., 2011). Dale
se ukazalo, Ze PAH fibroblasty produkuji extracelularni vacky nano velikosti (EV — z anglické
Extracellular Vesicles). Tyto EV jsou produkovany v mnohem vétsim mnozZstvi neZ u fibroblastd ze
zdravé kontroly. Po in vitro vystaveni makrofagli EV u nich doslo k aktivaci prozanétlivého stavu
zahrnujiciho zvyseni exprese genu IL-1pB, IL-6 a Thbs1 (S. Kumar et al., 2021). Mimo jiné doslo ke
zvySeni exprese dalSich cytokin( oproti makrofagim vystavenych EV ze zdravych kontrol. Mezi
témito cytokiny byly: IL-4, G-CSF, BLC (CXCL13), MCP-5, I-TAC (CXCL11), IL-17, MIP-1B, RANTES,
I-309 (CCL1), MIG, IL-10, IL-23, TNF-a, IL-27, IFN-y, IL-13, MIP-2, sICAM-1, IL-3, TIMP-1 a CXCL1.



Mimoto i EV z PAH modelu ovliviiovaly metabolismus makrofag(, ktery se projevoval glykolytickym
posunem energetického metabolismu a hromadénim vnitrobunécéného sukcinatu (S. Kumar et al.,
2021). Leukotrien B4 (LB4) je molekula odvozend od kyseliny arachidonové, jez se ucastni
zanétlivych procesl. Na mySim modelu athymické nahé mysi bylo dokazano, Ze aktivace p38 MAPK
a zvyseni exprese NADPAH oxidazy 4 (NOX4) vede k proliferaci, migraci a dediferenciaci fibroblasta.
Zdrojem LB4 jsou v plicni cévé vétSinou CD68+ makrofagy, které jsou v blizkosti fibroblast(l (Qian et

2al., 2015).
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Obrdzek 3 — Interakce fibroblastii s okolim. Fibroblasty se podileji na produkci proteint extraceluldrni matrix, vylucuji
enzymy schopné ji pfemériovat. S okolnimi burikami interaguji kontaktem, produkci cytokind a dalSich medidtord. Kvili
rozmanitosti interakci maji centrdini roli v cévni homeostdze. Seznam zkratek: MMP (metaloproteindza), TIMP (tkdriovy
inhibitor matrixovych metaloproteindz). Prevzato a upraveno: (Stenmark et al., 2011)

Nejen v tunica externa, ale i v ostatnich vrstvach cévy dochdzi béhem PAH ke zvétSovani
objemu cévni vrstvy a ke zméndm sloZeni extracelularni matrix. Normalni sloZzeni extracelularni
matrix v lidské cévé zahrnuje kolagen |, elastiny, laminin, fibronektin a tenascin C (Jones et al.,
1997). Na jejim udrZovani se podileji enzymy, jako jsou matrixové metaloproteindzy, ADAM
metaloproteinazy a jejich inhibitory. Tato rovnovadha se pfi PAH méni a dochazi k akumulaci
kolagenu, neutrofilni elastdzy a metaloproteinaz (Lepetit et al., 2005). Fibroblasty se v tunica
externa podileji na prestavbé extracelularni matrix. Patologicky zvySeny galektin-3 u PAH plsobi na
fibroblasty zvysenim produkce kolagenu | a zplsobuje fibrézu spolu s TGF-B. Jak galektin-3, tak

i TGF-B se vyskytuji ve zvySené mite v krvi krys vystavenych hypoxii (Luo et al., 2017).



2.2.  Zapojeniimunitniho systému do patologie PAH

Pro PAH u zvifecich modell a lidskych pacientl je charakteristicky perivaskularni zanét,
akumulace imunitnich bunék v cévni sténé plicnich cév a zvySené hodnoty nékterych
cytokind/molekul imunitniho systému v krevnim séru oproti zdravym jedinciim, jejichz hodnoty
koreluji se zavaZnosti onemocnéni. Samotné bunky plicni cévy podporuji tento zanétlivy stav
produkci cytokinl, chemokin® a dalSich molekul, které prilakdvaji makrofagy, NK burky, neutrofilni
bunky, dendritické buriky (DC), Zirné buriky a T a B lymfocyty.

U lidskych pacientl byla namérena zvysena hodnota sérovych cytokinli a chemokint oproti
zdravym kontroldam (Soon et al., 2010). Tyto cytokiny byly signifikantné zvySeny: prozanétlivé (IL-1,
IL-2, IL-6, IL-8, IL-12p70, TNF-a) a protizanétlivé (IL-4, IL-10). IL-8 a TNF-a negativné korelovaly se
srdecnim indexem, ktery udavd mnozstvi krve precerpané komorou za jednotku ¢asu a pfepoctené
v zavislosti na télesném povrchu (Soon et al., 2010). Mimo jiné zvySena hladina IL-2, IL-6, IL-8, IL-10
a IL-12p70 signifikantné korelovala s dobou preZiti pacient( s PAH (Soon et al., 2010). Dale je u lidi
s PAH zvysena hladina kyseliny mocové, ktera je findlnim produktem metabolismu purin( (Savale
et al.,, 2021). Kyselina mocova je schopna v podobé krystalll aktivovat vrozenou imunitu. Funguje
jako takzvany ,danger” signal a spousti expresi IL-1 pfes zvySenou aktivaci NLRP3 (Kimura et al.,
2019). Jiny vyzkumny tym nasel zvy$ené hodnoty CCL2 a proproteinu konvertazy subtilisin/kexin
typu 9 (PCSK9) (Zhong et al., 2021). PCSK9 je enzym, jeZ se ucastni metabolismu nizkodenzitniho
lipoproteinu cholesterolu (LDL) a je téZ zapojen do zanétlivych stavi. Jako jediny enzym nalezeny
v séru pacientld s PAH pozitivné koreluje s hemodynamickymi a echokardiografickymi parametry.
Jeho zdroj v téle je ovsem neznamy (Zhong et al., 2021).

Ke zvyseni hladin cytokin(i, chemokinl a imunitnich bunék dochazi v perivaskularni oblasti
malych distalnich cév. Bylo prokdzdno hromadéni makrofagu (Pinto et al., 2004), DC (W. Wang et
al., 2009), zirnych bunék (Hoffmann et al., 2011), CD4+ T bunék (Cuttica et al., 2011) a B bunék
(Mansueto et al., 2021). Kromé toho byly v plicich postizenych pacientl detekovany lymfoidni
agregaty (autory nazyvané tercialni lymfoidni tkan) rdznych velikosti a stupné sloZitosti, které
nebyly vazany jen na okoli malych distélnich cév, ale byly pozorovany i u velkych cév. Tyto lymfoidni
agregdty obsahovaly CD3+ CD4+ T bunécné oblasti, které obklopovaly B bunécné folikuly a DC
(Perros et al., 2012).

2.2.1. Cytokiny podilejici se patologii PAH
2.2.1.1.  Interleukin 6
IL-6 je ve vétSiné pripadl prozanétlivy cytokin, ktery se Ucastni zanétu, imunitni regulace,

hematopoézy a onkogeneze. Jeho receptor se sklada z vlastniho receptoru pro cytokin, ktery mize



byt v membrané nebo volné rozpustny a prenasece signalu gp-130. Membranova forma se nachazi
jen na par typech bunék (leukocyty a hepatocyty), ale volné rozpustna forma se mize vyskytovat
témér kdekoliv a mlze se vazat na gp-130, ktery se nachazi na celé radé bunécnych typu. Volny
gp-130 slouZi jako pfirozeny inhibitor IL-6 v komplexu s rozpustnym receptorem. Jedna se o dlleZity
cytokin zapojeny do patogeneze PAH. Jak jiz bylo vySe zminéno, jeho zvysena koncentrace se
vyskytuje v krevnim séru, ale i lokalné v distalni plicni cévé.

Pokusy s transgennimi mysSmi, které byly deficientni v genu pro IL-6 ukazaly, Ze pokud se
tyto mysi vystavi hypoxii, jsou z velké ¢asti chranény pred vyvojem PAH (Savale et al., 2009).
U deficitnich mysi oproti kontrolnim doslo téz k nizsi akumulaci imunitnich bunék v plicni cévé, bylo
pozorovdno méné cév se zvétSenou tunica media a pravd srdecni komora byla méné
hypertrofovana. Ovsem u obou typld mysi doslo ke zvyseni systolického tlaku pravé komory (Savale
et al., 2009). Téz byly délany pokusy na mysich, které zahrnovaly mysi s nadmérnou produkci IL-6
(Steiner et al., 2009). V normoxii tyto mysi vykazovaly vyssi tlak v pravé srdecni komore oproti
kontrole a pokud byly navic vystaveny hypoxii, tak doslo jeSté k jeho vétSimu zvySeni. Déle se
u téchto mysi vyskytlo zbytnéni cévy, infiltrace imunitnich bunék v cévé a vznikaly plexiformni |éze.
Z toho vyplyva, Ze IL-6 pfimo podporuje proliferaci a podili se na patologii PAH (Steiner et al., 2009).

Zdroj sérového IL-6 se neda s jistotou urcit, ale je jasné, Ze IL-6 v plicnich cévach pochazi
z bunék v nich. Kromé imunitnich bunék, jako jsou napfiklad plicni makrofagy, je IL-6 vice
produkovdan v PASMC z PAH modeld v porovnani se zdravymi kontrolami. Naopak PAEC
neprodukuje vice IL-6 pfi PAH neZ ve zdravych kontrolach (Simpson et al., 2020). Ukazalo se, Ze
i fibroblasty v plicni cévé postizené PAH produkuji IL-6 (Li et al., 2011).

PAH pacienti maji oproti zdravym jedinciim v séru zvySeny rozpustny receptor pro IL-6, ale
uzZ ne rozpustny gp-130 (Jasiewicz et al., 2015). Zaroven na PASMC byla zjisténa zvysena exprese
membranového receptoru pro IL-6 (Tamura et al.,, 2018). Tato zvySena exprese vedla
k antiapoptickému fenotypu PASMC u pacientl s PAH. Experiment s mySmi, které nemély expresi
membranového receptoru pro IL-6 v burikdch, jeZ exprimovaly a-SM22A, ukazal, Ze tyto mysi byly
chranény proti vzniku PAH indukované hypoxii (Tamura et al., 2018).

Dale bylo zjisténo, Ze polymorfismus v promotoru pro gen IL-6 zvySuje Sanci na vznik PAH
u lidi. Pacienti, ktefi maji v -572 pozici CG nebo GG, maji méné IL-6 v séru oproti CC genotypu. CG
genotyp se uplatiiuje i u jinych onemocnéni jako napfiklad u obstrukéni spankové apnoe (Fang et

al., 2017).
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2.2.1.2.  Interleukin IL-1B

IL-1B je dalsi cytokin, ktery je zvySeny v séru pacient(. Jedna se o prozanétlivy cytokin, ktery
se syntetizuje v burice jako proforma a k jehz aktivaci je nutné sestfizeni. To se déje typicky pomoci
multiproteinového komplexu inflamazému. Inflamazém obecné v burkdch odpovidd na
molekuldrni vzory asociované s patogeny (PAMP) nebo na molekularni vzory spojené s poskozenim
(DAMP). Jeho slozkami jsou receptory ze skupiny NLR (z anglického NOD-like receptor), AlM2
(z anglického Absent in melanoma 2) ¢i IFI16 (z anglického Gamma-interferon-inducible protein),
které rozeznavaji PAMP. Pfi oligomerizaci inflamazému dochazi k pfidani adaptorového proteinu
ASC (z anglického Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) k nékterému
z receptorl (obvykle se jednd o kanonicky NLRP3) po rozeznani PAMP. Tato oligomerizace
zpUsobuje aktivaci pro-kaspazy (vétsinou kanonickou kaspazu 1, ale téZ u lidi se mlze aktivovat
nekanonicka kaspaza 4 nebo 5) (Casson et al., 2015), jeZ se autokatalyticky Stépi a stava se aktivni
formou, kterd muze 3Stépit prozanétlivé proteiny IL-1B a IL-18 do aktivni formy. Zaclenéni
inflamazému do patogeneze PAH neni zcela pochopeno, ale jeho mozné zapojeni do mechanismu
patogeneze PAH je naznaceno na obrazku 4. Jeho znacna variabilita v podjednotkach vyzkumné
snazeni zpomaluje. Jeho vyznam v rozvoji PAH dokumentuje napfiklad vyzkum na mysim modelu,
ktery ma odstranény gen pro ASC a oproti kontrolni mysi vystavené hypoxii vykazuje nizsi systolicky
tlak pravé komory, snizenou remodelaci pravé komory, mirnéjsi fibrotizaci tunica externa
a muskularizaci plicnich cév (Telarevic Cero et al.,, 2015). Zajimavé ale je, Ze mys, ktera méla
odstranény gen pro NLRP3, nevykazovala stejné snizené parametry pfestavby jako mys
s odstranénym ASC. Hypoxie tedy méla stejny efekt jak na kontrolni mys, tak na mys s deleci NLRP3
(Telarevic Cero et al.,, 2015), coz naznacuje moznou nekanonickou aktivaci inflamazému.
Experiment provadény na mysim modelu s vyfazenymi geny pro kaspazu 1/11 (kaspaza 11 byla
vyuZita, protoZe je schopna se u mysi Ucastnit nekanonického stépeni IL-1B) ukazal, Ze tyto mysi
vyvinou pfi hypoxii slabsi formu PAH zahrnuijici sniZzeni remodelace plicni cévy a nizsi systolicky tlak
pravé komory (J. Zhang et al., 2020).

V tuto chvili neexistuje mnoho praci na téma vlivu IL-1B na patogenezi PAH, ale je ziejmé,
Ze v ni hraje dulezitou roli. V séru PAH pacientl se vyskytuje signifikantné zvysené (Soon et al.,
2010). Plicni cévni fibroblasty u PAH jedincl maji oproti zdravym kontrolam zvySenou expresi mRNA
a proteinu (Li et al., 2011). Zda se, Ze IL-1B v PASMC mUZe podporovat vasokonstrikéni efekt
a antiapopticky stav buriky, kvili snizovani konverze ATP na cAMP (tento jev byl popsan v praci (Iltoh
et al.,, 2003), kapitola o PAEC). Pokusy s lidskym rekombinantnim antagonistou IL-1 receptoru
ukazaly, Ze po podani monokrotalinu (rostlinny alkaloid schopny vyvolat prestavbu cévy) doslo
k redukci plicni hypertenze a hypertrofie pravé casti srdce (Voelkel et al., 1994). Pozdéji byl tento

antagonista receptoru IL-1 pojmenovan jako anakinra a ddle byly zkoumany jeho ucinky. V jedné
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studii zjistili, Ze receptor IL-1 a jeho adaptorovy protein, ktery se Ucastni nejen signalizace pres
receptor IL-1, primarni odpovéd myeloidni diferenciace 88 (MyD88), jsou vysoce exprimovany
v plicnich cévdach postizenych PAH. Mysi, které maji vyfazeny gen pro MyD88 a receptor pro IL-1
byly chranény proti vzniku PAH. To vedlo ke zjisténi, Ze receptor pro IL-1 pomaha proliferaci PASMC
a zplUsobuje nabor makrofagl do cévy (Parpaleix et al., 2016). Tyto poznatky naznacuji, Ze anakinra

by mohla byt v budoucnu potencionalni terapie pro pacienty s PAH.

L Hladko-svalova bufka L%} Meutrofil 3 HMGET
Endoteliaini burka Aktivovany fioroblast
al [yoptaticks endatelising burika Lymfacyt l‘. IL-1B
& Makrofag SR GSDMD por 2 Cytokiny
Endotelialni bufika Aktivovany makrofag

o, — |

I TLR4 % IL-1R

Inflamasom

. Externa - -

Obrazek 4 — aktivace inflamazému a produkce IL-18 v patologii PAH. Pri poruseni homostdze nebo nadmérném
stresu v PAEC (v PAH nebyla potvrzena produkce IL-18 PAEC, ale po stimulaci jsou schopny lidské plicni epitelidlni buriky
produkovat IL-18 (Peeters et al., 2013)) ¢i v makrofdzich mizZe dojit k aktivaci inflamazému, pres ktery je stépen IL-18.
Pokud je makrofag vystaven IL-18 miZe dojit k jeho aktivaci, zacne produkovat proinflamacni cytokiny jako IL-186, IL-6 Ci
HMGBI1(z anglického High mobility group box 1 protein). Tyto cytokiny miZou zplsobit v pocdtecnich fdazich PAH pyroptozu
PAEC (1), stimulovat PASMC k proliferaci (2) a pFispivat k migraci ostatnich bunék imunitniho systému do plicni cévy (3).
Prevzato a upraveno: (Foley et al., 2022)

2.2.1.3.  Transformujici rGstovy faktor beta

TGF-B, receptor kostniho morfogenetického proteinu 2 (BMPR2) a signalizace spousténa
témito proteiny vede k antiapoptotickému stavu PAEC a k proliferaci a hypertrofii PASMC. Porusena
signalizace pres BMPR2 a zvysend aktivita TGF-B zplsobuje vaskularni preménu (Zabini et al., 2018).
Signalizace pres BMPR2 je sloZitd. TGF-B a kostni morfogeneticky protein (BMP) mohou slouzit jako
ligandy pro BMPR2, ktery se spojuje s dalSimi koreceptory, jako jsou kindza podobnd aktivinu 1
(ALK1), ALK2, ALK3 a ALK6. Navazani ligandu na komplex receptor spusti fosforylaci signalizaci pfes
SMAD 1, 5 a 8, jez reaguje se SMAD 4 a to vede k transkripci specifickych gen(i v jadfe PASMC.
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BMPR2 je u pacientld s PAH mutovan a v nékterych pripadech vede k dédi¢cné formé PAH.
Samotny TGF-B, ktery je dodan do obéhu v nadbytku je schopny zpUsobit fibrézu a preménu plicnich
cév (Farkas et al., 2009). Ale ukazalo se, Ze v systému PAH dochazi ke sniZeni signalizace pres BMPR2
(Richter et al., 2004). Ta je vsak sniZzena z disledku nadbytku stimulll. Tento nadbytek vede ke
snizeni SMAD 3 a to plsobi na proliferaci a migraci PAEC a PASMC (Zabini et al., 2018).

2.2.1.4.  Dalsi cytokiny zapojené do patologie PAH

Kromé tii vyse zminénych cytokinl se do patologie PAH zapojuji dalsi cytokiny anebo
alespon dochdzi k jejich nerovnovaze. Vétsinou je jejich presné zapojeni do PAH nezndmé. Jednim
z nich je IL-18, ktery je zvySeny v séru pacientl a jeho receptor se exprimuje v PASMC a PAEC.
Jednim ze zdroj( I1L-18 mUZou byt samotné PASMC (Ross et al., 2012). Obecné IL-18 hojné produkuji
makrofagy. IL-4 je dalSim cytokinem zvySenym u PAH pacientld. V modelu PH spojeném se
Schistosomou (jedna se jeden z podtypl PH vedle PAH) je duleZita interakce IL-4 a IL-13, ktera vede
k Th2 imunitni odpovédi. Signalizace IL-4 a IL-13 byla v tomto modelu PH zvySend a mys s témito
vyfazenymi cytokiny byla chranéna pred PH vyvolanou Schistosomou (R. Kumar et al., 2015). Ale
u lidského modelu PAH je signifikantné zvySena pouze hladina IL-4 a nikoliv IL-13 oproti zdravym
kontrolam (Soon et al., 2010). Pravdépodobné hraje roli nerovnovaha vice cytokind. Protein vysoce
mobilniho boxu 1 (z anglického high mobility group box 1) je dalsi protein ze skupiny cytokin(, ktery
je zvySeny u pacient( s PAH. Jeho hladina dokonce koreluje s plicnim arteridlnim tlakem. Krom toho
se jeho extraceluldrni forma nachdzi v tunica externa a tunica intima (Goldenberg et al., 2019). Dale
se potvrdilo, Ze tento protein ma proliferacni a migracni ucinky na PASMC a PAEC (Zabini et al.,
2015). Vice informaci o dalSich typech cytokinli zapojenych do PAH je uvedeno napfiklad

v povedeném review — Rabinovitch et al., (2014).

2.2.2. Imunitni bunky zapojené do patogeneze PAH

2.2.2.1.  Makrofagy
Makrofagy jsou bunky vrozené imunity, které jsou hlavnim fagocytujicim systémem téla.
Kromé fagocytdzy produkuji rGzné typy cytokini, kterymi ovliviiuji zanétlivé reakce a mohou
fungovat jako burky prezentujici antigen. Typicky se déli do dvou podtypd: M1 (prozanétlivy typ)
a malo IL-10. Oproti tomu M2 makrofagy jsou aktivovany IL-10 a produkuji IL-10, TGF-B
a neprodukuji IL-12. M2 makrofagy jsou zapojeny do reparacnich procesu.
V kravském a krysim modelu PAH vyvolané hypoxii se ukazala akumulace makrofagi

a monocytd v plicni cévé postizené PAH. Tyto buriky pochazely z cirkulujictho zdroje, nebyly
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rezidentni (Frid et al., 2006). Pokusy s depleci téchto makrofagli vedly ktomu, Ze nedoslo
k prestavbé tunica externa, protoZze se neakumulovaly molekuly jako tenascin c, kolagen,
fibronektin a myofibroblasty (Frid et al., 2006). U pacientl s PAH téZ byla nalezena akumulace
makrofagll v tunica externa (Pinto et al., 2004). V dalsi studii provadéné na mysich téz zjistili, Ze
dochazi k brzké akumulaci makrofagl pfi vyvoji PAH indukované hypoxii. Tyto makrofagy byly
alternativné aktivované, tedy M2 typ makrofagli. Tyto M2 makrofagy vykazovaly expresi arginazy
1, Fizz 1 (found in inflammatory zone 1), proteinu 1 podobného chitinaze 3, jeZ jsou charakteristické
pro M2 fenotyp (Vergadi et al., 2011). V neddvno vydané studii zamérené na vyvoj PAH a Ucast
makrofagl zjistili, Ze deplece makrofagl bez hypoxie vede ke zvyseni plicniho tlaku a vyvoji PAH
pouze u mysich sameckud. Autofi poukazali na zménu poméru M1/M2 makrofagd, ktera mize byt
dllezitd pro vyvoj PAH. Pro¢ doslo ke spontannimu vzniku PAH pouze u sameckl je nejasné, ale
ukazuje to dullezZitou a nevysvétlitelnou roli pohlavi ve vyvoji PAH (Zawia et al., 2021). V dalsi praci
dosli k zavéru, Zze makrofagy, které jsou aktivovany fibroblasty v tunica externa maji alternativni
fenotyp od klasickych M1/M2 makrofagd. Tento alternativni typ makrofagli se aktivoval po
navazani IL-6 a spustil signalizaci pres STAT3, C/EBPB a HIF-1a v nich. Mé&fili expresi arginazy 1
a proteinu 1 podobného chitindze 3. U argindzy 1 byla zvétSend exprese, ale nikoliv u proteinu 1
podobného chitinaze 3 (el Kasmi et al., 2014), coz neodpovida vysledkim skupiny Vergadiho, ktera
u makrofagl nasla protein 1 podobny chitindze 3. MoZné rozdily v aktivaci makrofagt by mohly
pramenit z jejich plvodu, kde makrofagy pochazely z rliznych zvitecich modell PAH, které Ize tézko
porovnat i co se tyce rozvoje PAH v dobé odbéru vzorkd na analyzu. Rozhoduijici je, Ze akumulace
makrofagli v misté prestavby cévy byla pfitomna vzdy.

Jak jiz bylo vySe zminéno, tak LB4 je zvySen béhem PAH a jeho hlavni zdroj jsou makrofagy.
Makrofagy akumulované pfi PAH v plicnich cévach maji zvySenou expresi hydrolazy leukotreinu A4,
ktera prevadi leukotrein na LB4. Bylo zjisténo, Ze LB4 ma vliv na PASMC a PAEC. V PASMC vyvolava
proliferaci a hypertrofii. Na PAEC pUlsobi pres jejich receptor BLT1, na ktery se vaze a tim pUsobi
apoptdzu. Pokusy s antagonistickym receptorem BLT1 a sniZzenim LT4 vedly ke sniZeni apoptdzy
PAEC a k snizeni zbytnéni cévy (Tian et al., 2013). ZvySend exprese LB4, mutace v BMPR2 a nahlé
poranéni PAEC mliZe vést k apoptdze PAEC a to mUZe prejit v pocatecni stadium PAH (Teichert-

Kuliszewska et al., 2006).

2.2.2.2.  Neutrofilni granulocyty
| kdyZ 95 % bunék izolovanych z bronchoalveolarni lavaze mysich plic bylo CD45+ a z nich
mélo vice jak 98 % povrchové znaky specifické pro makrofagy, tak i jiné burky jsou zapojeny do

patologie PAH (Vergadi et al., 2011).
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Neutrofilni bunky jsou bunky vrozené imunity schopné fagocytovat, maji schopnost
degranulace, kterd je daleZita jako antimikrobidlni ochrana a maji specialni schopnost, takzvanou
netdzu, kterd neutralizuje extraceluldrni patogeny.

V nékterych pracich byla dokdzana akumulace neutrofild v plicni cévé postizené PAH
(Schultze et al., 1991), ale v jinych nebyli autofi schopni detekovat signifikantni nartst (Frid et al.,
2006). Ovsem je ziejmé, Ze v postizenych plicnich cévach je zvySenda exprese neutrofilni elastazy
(NE), jejiz zdroj jsou hlavné neutrofily a myeloperoxidazy.

Pacienti s PAH maji v séru zvySené znaky netdzy. Tyto znaky zahrnuji NE, myeloproxidazu i
cirkulujici DNA. Tyto znaky se vyskytovaly v nékterych oblastech plic a plexiformnich lézich.
Myeloperoxidaza produkuje ROS (H,0,) a je schopna indukovat v burikdch NFkB. Produkty netdzy
jsou schopny zvySovat rychlost endotelidlni angiogeneze pomoci proangiogennich mediatd. Kromé
proangiogeniho vylevu ma netdza na PAEC proliferacni vliv (Aldabbous et al., 2016). Bylo dokazano,
Ze zvysena exprese NE v séru pacientl pozitivné koreluje se zavaznosti onemocnéni. Zvyseni NE
souviselo se sniZzenim elafinu, ktery je inhibitor NE. Elafin je slibny kandidat na lé¢bu PAH (Sweatt

et al,, 2021).

2.2.2.3.  Zirné buriky

Zirné buriky jsou bufiky vrozené imunity, které jsou schopné degranulace, pomoci které
vylucuji do okoli histamin, protedzy, cytokiny ¢i chemokiny.

Akumulace Zirnych bunék byla zjisténa v perivaskularni oblasti pacientl s PAH a bylo
prokazano, ze se podili na remodelaci cévy. Obecné jsou totiz Zirné buriky schopny podporovat
proliferaci hladko-svalovych bunék a endotelidlnich bunék (Hoffmann et al., 2011). Pokud doslo
k blokaci vylevu granuli Zirnych bunék, tak byla prerusena vaskularni remodelace, ale to nemélo vliv
na hemodynamické parametry (Bartelds et al., 2012). Béhem vystaveni Zirnych bunék hypoxii u nich
dochadzi k vylevu IL-6, ktery je kriticky ve vyvoji PAH a k vylevu TNF-a. In vitro pokusy ukazaly, ze
kondiciované médium ze Zirnych bunék vystavenych hypoxii je schopné u vaskularnich fibroblast
vyvolat prechod do myofibroblastli a zvysit jejich proliferacni a migraéni vlastnosti (X. Wang et al.,

2020).

2.2.2.4.  Dendritické bunky (DC)
DC jsou bunky vrozené imunity, které se déli do ¢tyf podtypu: konvencni cDC1 a cDC2,
plazmocytoidni pDC2 a DC derivované z monocytlli MoDC. Jednou z jejich hlavnich funkci je

predkladat antigen T bunikam.
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U pacientd s PAH jsou sniZzeny hladiny konvenénich DC oproti zdravym kontrolam, ale
zaroven doslo k jejich zvySeni v plexiformnich |ézich. DC pravdépodobné migruji za signdly, které

signalizuji poSkozeni tkané (W. Wang et al., 2009).

2.2.2.5. T hbunky

Vsechny zakladni typy T bunék jsou béhem PAH néjakym zplsobem ovlivnény. T burky se
rozdéluji do dvou zakladnich kategorii: CD4+ (T pomocné bunky — Th1, Th2, Th17 a regulacni Treg
burky) a cytotoxické CD8+ T bunriky.

Pacienti s PAH maiji v periferni krvi snizeny pocet CD8+ bunék a zvySeny pocet CD25High
FoxP3+ CD4+ Treg bunék oproti zdravym kontrolam (Ulrich et al., 2008). Monokrotalinem vyvolana
PAH vede u mysi k akumulaci CD4+ T bunék po poSkozeni PAEC. Tato akumulace ma za ndsledek
muskularizaci malych plicnich cév (Cuttica et al., 2011). Jeden vyzkum provadény na mysim modelu
spojil zvysenou muskularizaci cév s Th2 bunécnou odpovédi a jejich produkci IL-4 a IL-13 (Daley et
al., 2008). Nepomér mezi vyskytem Th17 a Treg bunék a jejich aktivitou nastava u PAH pacientl. To
primo koreluje s vaznosti onemocnéni (Gaowa et al., 2014). Mezi cirkulujicimi burkami u pacientd
s PAH bylo nalezeno zvyseni poc¢tu Th17 bunék. Pokud se mysim podal specificky inhibitor pro Th17
bunécénou populaci, tak tyto mysi byly chranény pred PAH vyvolanou hypoxii (Maston et al., 2017).
Pokud by doslo ke snizeni aktivity Treg bunék, mdzZe to vést k zanétu poskozujici cévu. Na mysim
modelu se potvrdilo, Ze ztrata autotolerance vede k vyvoji PAH, pokud dojde k poranéni PAEC
(Tamosiuniene et al., 2011). Jednim ze zplsobu, jak by mohly Treg bunky snizit aktivitu je pres
zvySenou expresi ObR receptoru pro leptin, ktery je u PAH pacientll na povrchu Treg bunék.
Vysledky tohoto vyzkumu naznaduji, Ze leptin m(Zze inhibovat funkci Treg bunék (Huertas et al.,
2012). Mysi, které jsou deficientni v ObR receptoru vyvinou méné zavaznou formu PAH a zaroven
jsou pfi hypoxii chranény pred poklesem mnozstvi Treg bunék. U lidskych pacientd je leptin dUlezZity

mechanismus, ktery vede k dysfunkci Treg bunék (Huertas et al., 2016).

2.2.2.6. B bunky

Poslednim bunécnym typem zapojenym do patogeneze PAH, ktery bude v této praci popsan
jsou B bunky. Jedna se o bunky adaptivni imunity, které predevsim produkuji protilatky.

Bylo dokazano, Ze dochazi k akumulaci B bunék, které maji povrchovy CD20+, nachazejicich
se okolo cévy a v alveolarnim septu (Mansueto et al., 2021). Ovsem nedochazi k narustu ani poklesu
B bunék v krvi (Blum et al., 2018). Dulezitost B bunék v patogenezi PAH dokazuje experiment na
mysim modelu, kde pouzivali protilatky anti-CD20 k vychytavani B bunék a JT-KO mysi model, ktery

je bez B bunék. Pomoci dvou vySe zminénych strategii dokazali, Ze B bunky jsou nezbytné pro vyvoj
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PAH. Po vychytani B bunék doslo k vyraznému zmirnéni PAH, redukci zbytnéni malych a stfednich
cév a ke zlepseni hydrodynamickych vlastnosti (Breitling et al., 2017). Pokusy na lidech s Rituximab
protilatkou (anti-CD20) téZ ukazuji slibné vysledky (Zamanian RT et al., 2021).

Plazmatické bunky jsou aktivované B bunky, které produkuji velké mnozstvi protilatek.
V obéhu pacientli s PAH byla oproti kontrolni skupiné namérena signifikantné zvysend hladina
plazmatickych bunék. Tyto plazmatické buriky byly vétSinou IgA pozitivni. Tyto IgA protilatky byly
schopné v endotelidlnich burikdch in vitro spustit zvySenou expresi povrchovych znak( ICAM-1,

ICAM-2 a ET-1 a expresi prozanétlivych molekul IL-8 a MCP-1 (Blum et al., 2018).

2.2.2.7.  Komplement

Komplement je zakladni sloZzkou vrozené imunity, kterd hraje roli v homeostaze, zanétu
aobrané proti patogenim. Systém komplementu se skladd zvice neZ padesati cirkulujicich,
membranoveé vazanych a intracelularnich protein(. K jeho aktivaci mGze dojit klasickou, alternativni
nebo lektinovou cestou (Frid, Thurman, et al., 2020).

Molekula C3, kterd je jednou z nejkriti¢téjsich slozek komplementu, je zvySena v séru
u pacientll s PAH (J. Zhang et al., 2009). Mysi deficitni v C3 genu po vystaveni hypoxii projevovaly
mensi prestavbu cévy nez zdravé mysi. C3d molekula, kterd je koneénym produktem C3, byla
objevena v plicnich vzorcich pacientl s PAH i u mysi vystavenych hypoxii. Zdrava kontrola
nevykazovala témér Zadnou depozici C3d (Bauer et al.,, 2011). Na otdzku, jakou cestou se
komplement aktivuje pti PAH, odpovédél vyzkum Marie Frid a jejich kolegu, ktefi zjistili, Ze béhem
hypoxie se zvySuje Cfb, ktery je zasadni v aktivaci alternativni drahy komplementu. Po hypoxii bylo
u mysi pozorovano zvyseni receptor pro C5a a C3a u perivaskuldrnich bunék (Frid, Alexandre

McKeon, et al., 2020).

2.2.3. Imunitni systém tura domaciho

Tur domaci (bos taurus) je uzitkové zvife s velkym hospodafskym rozsahem. V této praci byl
vyuzit jako modelovy organismus, nebot rozvojem PAH indukované hypoxii je pfestavba cévy
nejpodobnéjsi prestavbé cévy lidi s PAH. Proto bude tento model v této cCasti popsan s hlavnim
zamérenim na jeho imunitni systém a jeho odlisnosti od jinych modelovych organism.

Obecné se kravsky imunitni systém sdm o sobé nestuduje. Nejvice poznatk( pfindsi vyzkum
zamérujici se na vakciny a nemoci, které maji vliv na poskozeni hospodarskych cild. Mezi patogeny
napadajici tury patfi hovézi koronavirus, rotavirus, kryptosporidia, Escherichia coli E99 a jiné.

Vrozend imunita krav vykazuje velmi podobné mechanismy jako ostatni modely. V prvni linii

obrany maji fyzikalni bariéry a sliznice chranici organismus pred vstupem patogen( do organismu.
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Bunécné typy zasahujici do imunitnich reakci jsou stejné. Zvlastni zastoupeni maji ale y&T bunky,
jejichZz zastoupeni u telat je az 60 % vSech cirkulujicich bunék. Tyto yo6T bunky nesou na svém
povrchu WC-1 molekulu, jejiz funkce je nezndma (Davis et al., 1996). Zda se, Ze tyto y&T burky
mohou mit u kravy hlavni regulaéni funkci v periferni krvi. Spontanné sekretuji IL-10 a zaroven na
IL-10, TGF-B a na kontakt s burikami prezentujicimi antigen reaguji proliferaci (Guzman et al., 2014).
Na kravské CD4+ a CD8+ bunky plsobi y8T buriky in vitro inhibici proliferace. Proto se zd3, Ze by
vO&T buriky mohly byt hlavni regulacni bunky u krdvy (Guzman et al., 2014). Protilatky vyskytujici se
u turd jsou déleny do péti typickych kategorii: IgA, 1gG, gD, IgE, IgM, pficemz I1gG se vyskytuje ve
tfech podtypech a IgM ve dvou podtypech (Stanfield et al., 2018). Zd3 se, Ze polarizace pomocnych
T bunék (Th buriky) je stejna jako u konvencnich model(, ale samotna imunitni reakce bude sloZitéjsi
nez u mys$iho modelu. Slozeni fekdlniho mikrobiomu se lisi od mysi/lidi. Vyskytuje se v ném pét
zakladnich kmen( (sefazeno sestupné): Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria
a Actinobacteria. Zmény slozeni mikrobiomu se odrazi na vysledné schopnosti kravy branit se

vnéjsim patogenlim (Oikonomou et al., 2013).

2.3. Metabolické zmény béhem PAH

Jak jiz bylo vyse popsdno, zakladni typy bunék cévy (PAEC, PASMC, fibroblasty) znacné
proliferuji a odolavaji apoptdze. Obecné bunky, které rychle proliferuji, potfebuji nasmérovat
metabolismus na glykolyzu (znamo jako Warburglv efekt), kterd jim umozni produkovat dostatek
stavebniho materidlu pro nové bunky (Obrazek 5). Ktomu napomdaha i stres zchronického
perivaskularniho zanétu, znacného mnozstvi prozanétlivych cytokinli a pseudohypoxicky stav
vyvolany aktivovanym HIF.

Prvni véc, kterou burka potfebuje pro metabolicky posun ke glykolyze je pfisun
dostatecného mnozstvi glukézy. U PASMC a PAEC byla proto zjisténa zvySena exprese glukdzového
pfenasece GLUT-1 a enzymu hexokindzy, ktery fosforyluje glukézu na glukdzu-6-fosfat a tim ji
udrZuje v bunce. Zda se, Ze tento fakt by mohl pomoci v jinak obtizné diagnostice PAH, protoze
analog glukézy BF-fluorodeoxyglukéza mlZe byt detekovdna pomoci pozitronové emisni
tomografie (Marsboom, Wietholt, et al., 2012). Enzym, jehoz aktivita rozhoduje, jestli glukéza bude
vyuzita pouze glykolyzou nebo pljde dal do Krebsova cyklu a nasledné se podrobi oxidacni
fosforylaci, je pyruvat dehydrogenazovy komplex (PDH), ktery pfeménuje pyruvat na acetyl-CoA.
PDH je inhibovan enzym pyruvat dehydrogendza kindza (PDK) mechanismem fosforylace.
U pacientd s PAH bylo pozorovano zvyseni PDK v bunkach prestavénych cév. Nejvice zvysena
exprese PDK byla v PASMC, ale byla zvySena i v ostatnich burikdch cévni stény. Toto zvySeni bylo u

izoformy PDK 1 a 2 (Michelakis et al., 2017). Dichloroacetat je inhibitor PDK. Pokud se podal mysim
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spolu s monokrotalinem, tak nedoslo k prestavbé cévy a zlepsily se oproti kontrolam
hydrodynamické vlastnosti. Efekt dichloroacetdtu je takovy, Ze zvrati Ucinky inhibice PDH, které
zahrnuji depolarizaci mitochondrialni membrany, zvySeni koncentrace [K*], jeZ inhibuje kaspdzy, coz
brani apoptdze bunky (McMurtry et al., 2004). ZvySeni aktivity PDK bylo taktéZ pozorovano
u telectho modelu PAH, avsSak dichloroacetat nebyl schopen potlacit vSechny fenotypy nalezené
u bunék PAH fibroblast( (Plecita-Hlavata et al., 2016). Ke zvySeni pfispiva zvySeni HIF-1 exprese,
které dale stimuluje prepis genu pro PDK (Kim et al., 2006).

Jak jiz bylo zminéno, tak buriky b&hem PAH proliferuji, ale dlleZité molekuly pro proliferaci
se vyrabéji v Krebsové cyklu, ktery vSak nemUze brat vstupni molekulu acetyl-CoA vyrabénou PDH.
Tento deficit je kompenzovan oxidaci mastnych kyselin a glutaminem (Egnatchik et al., 2017), ktery
muZe byt metabolizovan v burice a vstoupit po Upravé do Krebsova cyklu (Sutendra et al., 2010).
Bylo pozorovano, Ze metabolismus glutaminu je v PAH zvySeny (Egnatchik et al., 2017). Dalsi
komponenty pro stavbu bunék se produkuji v pentézo-fosfatové draze (PPP), kterd je hlavnim
zdrojem ribdzy-5-fosfatu. Glukdza-6-fosfat dehydrogenaza je enzym PPP, ktery méni glukdzu-6-
fosfat na 6-fosfo-glukolakton. A pravé exprese a aktivita tohoto enzymu je béhem PAH zvySena
(alespori u PASMC) (Chettimada et al., 2015). KdyZ se in vitro k bunkam pfidal inhibitor pro tento
enzym, tak doslo k mensi proliferaci, nez u bunék s PAH (Chettimada et al., 2015). Na kravském
a lidskym modelu PAH byla dokazano, Ze plicni fibroblasty maji zvySeny volny NADH a pomér
NADH/NAD*, které jsou nezbytné pro katabolické déje v bunkach (Li et al., 2016). Toto zvyseni vede
ke zvyseni exprese senzoru metabolického stavu burnky C-terminalni vazebného proteinu (CtBP).
Zvyseni CtBP vbunkdch PAH ma pfimé spojeni s metabolickym posunem ke glykolyze
a farmakologické snizeni exprese CtBP vede ke snizeni proliferace bunék i ke snizeni zanétlivych

a antiapoptotickych znakd (Li et al., 2016).
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Obrdzek 5 - souhrn metabolickych déji bunék plicni cévy uplatriujicich se béhem PAH. Dochdzi ke pfechodu na anaerobni
glykolyzu, coz vede ke zvysovani meziprodukti glykolyzy a nékterych jejich enzymdi. Zvyseni exprese dimerni pyruvadt kindzy
vede ke sniZeni premény pyruvdtu na acetyl CoA, coZ se projevi zvysenou produkci laktdtu (to vede k okyselovdni okoli
buriky) a vyuZiti alternativnich meziprodukti pro Krebstv cyklus (TCA cyklus). Pfevzato a upraveno z review zaméreného
na metabolismus PAH bunék: (Plecita-Hlavata et al., 2017)

2.3.1. Mitochondriadlni zmény pfi PAH

Mitochondrie jsou endosymbiotické organely, které se v bunkdch neustdle spojuji
a rozpadaji. V PASMC PAH je tento proces narusen. Oproti zdravym burikdm jsou mitochondrie vice
fragmentované. Tato fragmentace je zplUsobena nepomérem mezi proteiny fidicimi fuzi
a ozpadani. Konkrétné jsou zvyseny protein 1 pfibuzny dynaminu (z anglického dynamin-related
protein-1— DRP-1) a protein mitochondriadlniho stépeni 1 (z anglického Fission-1 — Fiss-1) a je snizen
mitofusin-2 (Marsboom, Toth, et al.,, 2012). DRP-1 a Fiss-1 reguluji mitochondridlni rozpad
a mitofusin-1 reguluje fuzi. Na regulaci mitochondridlni fuze a Stépeni ma vliv HIF-1a. Aktivace
HIF-1a pomoci jeho aktivator( (provadéno v normoxii) ve zdravych PASMC burikach in vitro vedla
ke Stépeni mitochondrii. Mimo jiné tato aktivace vedla k depolarizaci mitochondrialni membrany,
snizeni poctu Kv kanall (K* kanaly) a zvySeni cytosolického vapniku (Marsboom, Toth, et al., 2012).
U telecich fibroblastli se téz ukdazalo sniZeni exprese mitofusinu-2 a zvySeni fragmentace

mitochondrii (Plecita-Hlavata et al., 2016).
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Snizeni mitochondrialni oxidativni fosforylace korelovalo se snizenim exprese nebo aktivity
komplext dychaciho retézce(Plecita-Hlavata et al., 2016). U lidskych PAEC postizenych PAH se
konkrétné nasla snizena exprese komplexu IV (Xu et al., 2007). SniZzend aktivita komplexu | se
potvrdila u lidskych a kravskych fibroblast(. Se sniZenou aktivitou komplexu se poji snizena exprese
jeji podjednotky NDUFS4 (Plecitd-Hlavata et al., 2016). Takto inhibované komplexy elektron
transportniho fetézce pak mohou dat vznik kyslikovym radikdlim v mitochondriich. Kromé
komplexl dychaciho fetézce je snizena i exprese antioxidacniho enzymu mitochondridlni superoxid
dismutdazy 2 (SOD2), ktera konvertuje superoxid kysliku na H,0,. To plsobi nepomér/zvyseni ROS

v burice. ZvySeni ROS muZe zpUsobit normoxickou aktivaci HIF-1a (Bonnet et al., 2006).

2.3.2. Produkce ROS v bunkach postizenych PAH

Mitochondrie a NADPH oxidazy (NOX) jsou hlavnimi zdroji superoxidu kysliku a H,0,
v bunikdch plicni cévy. Zda se, ze béhem PAH vyvolané hypoxii se ROS na Urovni celé buriky zvySuje,
ale v jednotlivych ¢astech mize dojit ke snizeni/zvyseni ROS oproti zdravym kontrolam. Napriklad
v mezimebranovém prostoru mitochondrii v PASMC dochazi ke zvySovani Urovné ROS, ale v matrix
mitochondrie dochazi ke sniZzovani Urovné ROS (Waypa et al., 2010). V dalsi studii zjistili, Ze hladina
mitochondridlnich ROS (mitochondrialniho superoxidu kysliku a H,03) se po hypoxii zvySuje. A tato
zvySend exprese mitochondridlniho H,0, vede k zvysené expresi NOX2 a NOX4 (Adesina et al.,
2015).

NOX je kategorie transmembranovych oxidaz, které redukuji kyslik na superoxid kysliku,
pfipadné H,0,. Existuji v téchto formach: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, DUOX1 a DUOX2. V plicnich
cévach se vyskytuji NOX1, NOX2, NOX4 a NOX5, pficemz v kazdé burice je jiny zastupujici pomér.
PAEC maji NOX1, NOX2, NOX5 a nejvice NOX4, PASMC maji NOX1, NOX5 a NOX4 a v plicnich
fibroblastech je NOX4 (Plecita-Hlavata et al.,, 2017). NOX4 hraje pravdépodobné nejvétsi roli
v patogenezi PAH. Ukazalo se, Ze exprese NOX4 je v malych distdlnich cévach zvysena, a to hlavné
v tunica media PAH jedinct. Na PASMC ma jeji zvysend exprese mRNA a proteinu vliv na proliferaci.
NOX4 byla u PASMC lokalizovana hlavné v perinukledrnim prostoru. In vitro pokus s interferujici
RNA namifenou na NOX4 ukazal snizeni proliferace a produkce ROS oproti PASMC s PAH (Mittal et
al.,, 2007). Plicni fibroblasty z plic postizenych plicni fibrézou maji téz zvysenou expresi NOX4.
Zajimavé je, ze exprese NOX4 v lidskych fibroblastech korelovala s expresi a-SMA a kolagenu I.
Pokud se fibroblasty in vitro inkubovaly s TGF-B, tak doslo ke zvySeni exprese NOX4 (Amara et al.,

2010).
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3. Cil prace
Cilem této diplomové prdace bylo urcit, zda jsou kravské plicni fibroblasty schopny tvofit
inflamazém, ktery by ved| k produkci aktivniho prozanétlivého cytokinu IL-1f. Je zndmo, Ze plicni
fibroblasty ve velkém mnoiZstvi produkuji jiny prozanétlivy cytokin — IL-6, ktery ndm slouzil jako
kontrola ke studovanému IL1-B. Role ROS ve spousténi signalnich drah zapojenych do zanétlivych
procesU je jiz zndma. Proto jsme predpokladali, Ze ROS, které jsou zvySené béhem PAH, budou mit
vliv na aktivitu inflamazédmu a expresi IL-1B. Pro prehlednost jsou zde uvedeny dva hlavni cile

a jejich dilci ¢asti v bodech:

e Hlavni cilem bylo urcit, zda plicni fibroblasty tunica externa aktivuji inflamazém:
o Detekce hladiny exprese IL-18 mRNA a IL-6 mRNA (kontrola).
o Stanoveni proteinové exprese téchto cytokind.
o Stanoveni aktivity inflamazému (kaspazy 1).
e Urceni vlivu nadprodukce kyslikovych radikalt/ROS na tvorbu inflamazému u plicnich

fibroblasty.
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4. Materialy a metody

4.1. Pouzité chemikalie a roztoky

Seznam pouzitych chemikalii a roztok(:

Nazev Vyrobce Pouzivané koncentrace
Antimycin A z Streptomyces sp. Sigma-Aldrich 2,5 nM
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich 4%
DCF (CM-H2DCFDA) Invitrogen 5uM
FCCP Abcam 500 pM”
Glucose Oxidase from Aspergillus niger Sigma-Aldrich 50 pu
Lipopolysacharid™* z Escherichia Sigma-Aldrich 2 ng/mL
coli 055:B5
Menadion Abcam 0,5 um
Nigericin, Sodium Salt, Streptomyces Calbiochem® 10 uM
hygroscopicus
Oligomycin Abcam 5nM
Pan caspase inhibitor Z-VKD-FMK biotinylated Sigma-Aldrich 0,01 mM
Sacharoéza Lachner 5%
Siran amonny Sigma-Aldrich 100 % nasyceny rozok
Tween® 20 Sigma-Aldrich 0,05 %

"Jednd se o koncentraci zasobniho FCCP. P¥i pokusech dochdzelo k titrovani bunék rdznym

objemem FCCP, proto se finalni koncentrace pohybovaly od 0,5 nM do 1,25 nM.

“Ve vysledcich déale je uvddén pojem LPS, ktery zna&ni pfidani lypopolysacharidu spolu

s nigericinem.

Seznam pouZivanych souprav na analyzy:

Nazev Vyrobce
Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay Promega
EvaGreen® Dye Biotium

FAM FLICA® Caspase-1 (WEHD) Assay Kit

Immunochemistry technologies

Forget-Me-Not 40X Template Buffer Biotium
IL-1 beta Bovine Uncoated ELISA Kit Invitrogen
IL-6 Bovine Uncoated ELISA Kit Invitrogen

Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A

Thermo Fisher Scientific

RNeasy Mini Kit

Qiagen

TATAA GrandScript cDNA Synthesis Kit

TATAA Biocenter
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Seznam primer( pouZivanych pro analyzu exprese pomoci real-time PCR. VSechny uvedené

primery jsou specifické pro Bos taurus (Tur domadci). Primery byly rozpustény dle doporuceni

vyrobce a na pracovni koncentraci se fedily 1:10 v RNase a DNase free water.

Nazev Forward primer Reverse primer Vyrobce
IL-18 5’-GAATGGAAACCCTCTCTCCC-3’ 5’-GCTGCAGCTACATTCTTCCC-3’ Metabion
HPRT 5’-CTGGCTCGAGATGTGATGAA-3’ 5’-CAACAGGTCGGCAAAGAACT-3’ Metabion

IL-6 5’-GTGAAAGCAGCAAGGAGACA-3’ 5°-ATCCGTCCTTTTCCTCCATT-3’ Metabion
Kaspaza 4 5-TTCTGTTCCTCAACTCCACATAA-3’ 5"-CAGTGGGCATCTGGGCTTTA-3’ Metabion
(Casp4)
Kaspaza 1 5’- AATAAATGGCTTGCTGGATGAG -3’ 5’- CCTCCTGGTCCTGAAGATGC -3’ Metabion
(Casp 1)
NLRP3 5°-CTTTCTGGACTCTGACCGGG-3’ 5’-CTCCCATTCTGGCTCTTCCG-3’ Metabion
ASC 5’-ATGAAGCTGCTTTCAGTGCC-3’ 5’-ACAAAGTGCAGTCCTGGCTTG-3’ Metabion

SloZeni lyzaéniho pufru RIPA:

Slozeni Koncentrace Na 100 mL
NaCl 150 mM 0,8766 g
Tris base 50 mM 0,6057 g
Triton 1% l1g/1mL
SDS 0,1% 01g
Sodium deoxycholat 0,5% 05¢g

pH 8 bylo nastaveno pomoci HCI. VSechny sloZky lyza¢niho pufru se rozpustily v 10 %

glycerolu.

SloZeni PBS pufru:

Takto sloZeny PBS pufr byl pfipravovan externi firmou. Byl dodan 10x koncentrovanéjsi,

v laboratofi se naredil sterilni vodou na 1x koncentrovany.

Slozeni Koncentrace (g/l)
NacCl 80
KCl 2
KH2POq4 2
NazHPO, 11,5
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SloZeni médii pouzivanych ke kultivaci bunék.

Médium pro fibroblasty:

Teleci fibroblasty se kultivovaly v médiu nasledujiciho slozeni:

Slozeni Zasobni koncentrace Finalni koncentrace Nall:
Destilovana voda - - 176 mL
DMEM 2x bez glukdzy 2X 1x 500 mL
Glutamin 200 mM 4 mM 20 mL
Na-pyruvat 100 mM 1mM 10 mL
NaHCO; 7,5g/100 mL 3,7g/L 49 mL
HEPES 1M 25 mM 25 mL
FCS bovine calf 100 % 10 % 100 mL
ATB 100x 1x 10 mL
Glukdza 250 mM 25 mM 100 mL
Neesencidlni 100x 1x 10 mL
aminokyseliny
Médium pro monocyty:
Monocyty izolované z telat byly kultivovany nasledujicim médiu:
Slozeni Zasobni koncentrace Finalni koncentrace NaoO0,51:
Destilovana voda - - 331,5mL
Na HCO; 7,5g/100 mL 1,01g/500 mL 13,5 mL
RPMI 5x 1x 100 mL
Penicilin 100x 5x 1mL
Fetal bovine serum 100% 10% 50 mL

(oSetfené gama zarenim)

Dulezitymi slozkami RPMI je redukovany L-glutation, hydrogenuhlicitan sodny, sodna sl fenolové

cervené a bezvoda D-glukdza (2g/L).

KRH médium:
Slozeni Zasobni koncentrace Finalni koncentrace Na 0,5 I:
Chlorid sodny - 135 mM 3,9445¢g
Chlorid draselny - 3,6 Mm 134 mg
HEPES M 10 mM 5mL
Chlorid hofecnaty - 0,5 mM 23,8 mg
Chlorid vapenaty - 1,5 mM 110,5 mg
Dihydrogenfosforecnan - 0,5 mM 30 mg
sodny
Destilovana voda - - Doplnéni do
500 mL
BSA” - 0,1% (w/v) 05¢

*BSA bylo pfiddno do média aZ tésné pred pouzitim
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4.2.

PouZzité pfistroje a technické vybaveni

Zde jsou uvedeny pfristroje a vybaveni laboratore pouzivané pfi experimentech:

Nazev

Vyrobce

Oxygraph-2k

Oroboros instruments

RF-55301PC Spektrofluorofotometr

Shimadzu

Centrifuge 5417R

Eppendorf

NanoDrop™ One

Thermo Scientific

C1000 Touch Thermal cycler Bio-Rad
CFX Connect™Real-time system Bio-Rad
SW22 Shaking water bath Julabo

321 Forma Direct Heat CO Incubator

Thermo Scientific

Vortex mixer Stuart

AG204 analyticka vaha Mettler toledo
BioPhotometer Model #6131 Eppendorf
Centrifuga Z323 K Hermle
Centrifuga Z 306 Hermle

Innova 4300 Incubator Shaker

New Brunswick

DNA/RNA UV-dekontaminacéni box UVC/T-AR

Biosan

LUNA-II™ Automated Cell Counter

Logos biosystems

CPX 40 Ultrasonic homogenizer

Cole Parmer

DM IL LED inverzni mikroskop

Leica

HERAsafe KSP 12

Thermo electron

Synergy™ HT Multi-detection microplate
reader

Biotek instruments

Automaticka pipeta Xplorer

Eppendorf

4.3.  Experimentalni bunky

Vsechny experimenty byly provadény na kravskych/telecich fibroblastech darovanych od
spolupracujici laboratofe Developmental Lung Biology and CVP Research, Department of Pediatrics
and Medicine, University of Colorado Denver. Ddle byly pouzivdny monocyty ziskané z krve
krav/telat Holstynského plemene. Krev byla ziskana na statku Ceské zemé&délské univerzity v Novém
StrasSeci a Rudé. Kravsky/teleci model by vybran z divodu lepsiho vyvinuti PAH, neZ je tomu
u hlodavci.

Fibroblasty byly izolovadny z telat HolStynského plemene, kterd byla jeden den po narozeni
umistnéna do hypobarické komory, jez simulovala nadmorskou vysku 4 300 m.n.m. Po dvou
tydnech v hypobarické komore byla telata usmrcena. Dva tydny byly dostatecné, aby se u nich
rozvinula plicni arteridlni hypertenze. Jako kontrolni skupina slouzila telata, kterd byla chovana

mimo komoru v 1 500 m.n.m. Detailné&jsi popis je k dispozici v (Stenmark et al., 1987).
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Samotné fibroblasty byly izolovany z plic telat, kdy z plic byly vypreparovany pod mikroskopem
cévy s maximalnim primérem 1,5 cm. Z téchto cév byla oddélena vrstva tunica externa, ktera byla
pfenesena na kultivaéni misky spolu s MEM médiem. Fibroblasty béhem 5-7 dni vycestovaly
z kouskd tkané na kultivaéni misku do MEM média. Tkan byla nasledné odstranéna. Pod
mikroskopem fibroblasty maji charakteristicky vzhled a imunocytochemicka analyza ukazala malé
mnozstvi a-aktinu, coZ je odliSovalo od bunék hladkého svalstva. Kromé toho byly vSechny izolace
testovany na nasledujici markery: proliferacni (Ki67, CCND1/2, CCNE), antiapoptotické (Bcl2, Birc5),
pro-apoptické (PERP) a zanétlivé (MCP1, SDF1, IL6, CSF2, CCL5, CXCR4 a VCAM-1). Podrobnéjsi popis
je k dispozici v (Li et al., 2011).

Monocyty byly ziskavany z krve jalovic HolStynského dobytka, ktery byl stary nanejvyse pul
roku. Tyto kravy/telata se pozdéji vyuzivaji jako dojnice, jsou chovany ve stajich a dostavaji
definovanou stravu a slamu. Krev, ze které se izolovaly monocyty, byla odebrdna veterindfem. Po
odebrani byla krev rychle dopravena do nasi laboratofe, kde laborantka pomoci hustotniho
gradientu Ficoll-Paque dle protokolu izolovala mononuklearni bunky periferni krve. Ty byly
preneseny na kultivaéni misky a kultivovany pres noc. Dalsi den doslo k oddéleni monocytd od
ostatnich bunék pomoci jejich adherence. V médiu pro monocyty bylo pouzito kravi/teleci sérum,
jez bylo ozareno gama zarenim, aby se neutralizovaly patogeny (zejména viry), které by mohly
zpUsobit aktivaci mononuklearnich bunék krve. Monocyty byly ihned spotfebovany na pokusy
z ddvodu kratké Zivotnosti.

Fibroblasty byly kultivovdny na kultivacnich lahvich a Petriho miskdch o standardnich
velikostech (25 cm?, 75 cm?, 150 cm?) v 5 % CO, atmosféfe pfi 37°C. Buriky dodané spolupracujici
laboratofi byly v pasazich 4-8. U nas byly dale pasazovany maximalné do 6. pasdze, tak aby nebyla
prekroCena celkovd 10. pasdz, do které teleci fibroblasty maji stabilni prozanétlivy fenotyp.
Fibroblasty z telat s PAH (dale jen PAH fibs), jeZ jsme pouzivali, byly od ¢tyr riznych telat s internim
oznacenim PH Fibs 141, PH Fibs 143, PH Fibs 212 a PH Fibs 213. Kontrolni fibroblasty (dale
oznacovany jako CO Fibs) pochazejici ze zdravych telat byly od dvou rGznych krav s ozna¢enim CO
Fibs 198 a CO Fibs 207. Pro pasazovani a udrzovani kultury se pouzivalo médium popsané vyse. Pro
oplach bunék se pouzival pufr PBS a pro oddéleni bunék od kultivacnich lahvi/misek se aplikoval

0,5 % roztok trypsinu.
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4.4. Metody

4.4.1. lzolace RNA

Pro izolaci RNA byly fibroblasty vysety na misky o velikosti 60 mm. Pfed samotnou izolaci
bylo odsdato médium a poté byl pridan lyzujici pufr RLT ze soupravy RNeasy Mini Kit v objemu
350 uL. Po dikladném oplachu misticky byla smés prendana do mikrozkumavky, kde byla smichana
se stejnym objemem 70 % ethanolu. Poté nasledovalo pfeneseni roztoku na izolaéni kolonku a ddle
bylo postupovano dle navodu vyrobce. Bezprostiedné po izolaci se méfila celkova koncentrace RNA
na pristroji NanoDrop. RNA se poté uchovavala v -80°C.

Monocyty byly izolovany stejnym principem. Jediny rozdil spocival v pfipravé bunék pred
lyzi, nebot vétsinou byly vysety na velkém povrchu. Buriky byly zbaveny kultivacniho média,
oplachnuty PBS a po dobu péti minut byly vystaveny plsobeni trypsinu, jehoZ reakce byla poté
zastavena pridanim média. Takto byly bunky pfendany do falkony a nasledovalo stoceni pfi 200 g
na 5 minut v centrifuze pri pokojové teploté. Nacez byl supernatant odsan a pfidan lyza¢ni pufr

v objemu 350 pl a déale bylo postupovano jako pfiizolaci RNA u fibroblast(.

4.4.2. Prepis RNA do cDNA
Pfed prepisem RNA do cDNA byla ustanovena koncentrace RNA na 200 ng/uL, ¢ehoz se
dosahlo pomoci fedéni konkrétniho objemu RNA RNase-free water. Poté byla pfipravena smés pro
samotny prepis cDNA, ktera obsahovala 5 pL RNA roztoku, 2,5 uL RNase-free water, 2 pL pufru
a 0,5 uL reverzni transkriptazy. Takto hotova smés v celkovém objemu 10 plL byla vlozena do
termocykleru dle protokolu: 22°C/5 minut, 42°C/45minut, 85°C/5 minut a 6°C/ee. Pfed pouZzitim
byla cDNA nafedéna 30 plL roztoku vody a pufru Forget-me-not™ 40X template v poméru 5:1. cDNA

byla takto skladovana v mrazaku pfi -20°C.

4.4.3. Real-time PCR

Real-time PCR (RT-PCR) metoda byla pouzita pro ovéfovani a stanoveni relativhiho mnozstvi
RNA v burikdch. Pro méfeni se pouzivaly 96 jamkové desticky. Kazdy sledovany gen se analyzoval
v duplikatu. Reakéni smés pro RT-PCR se skladala z 5 pL Eva Green® Dye, 2 pL nafedéné cDNA, 1,4 uL
RNase-free water, 0,8 pL reverse primer( a 0,8 uL forward primera. V jedné jamce byl vysledny
objem 10 pL. Po naneseni vsech vzorkd na desti¢ku byla desticka pfikryta ochranou folii a vloZena
do centrifugy na 1 minutu pfi 900 g. Poté byla desti¢ka se vzorky ptesunuta do RT-cykleru a byl
spustén nasledujici protokol: preinkubace (95°C/3 minuty), 50x cyklus amplifikace dle schématu
95°C/7 sekund, 59,5°C 10 sekund, 72°C 15 sekund a jeden cyklus tani (melting curve) (95°C/10
sekund, snizeni na 65°C a postupné zvySovani o 0,5°C po dobu 4 sekund az na 95°C). Vysledky byly
zpracovany v programu Bio-Rad CFX Maestro a relativni genova exprese byla vyhodnocena pomoci

AACt metody. Jako referencni gen byl pouzit HPRT (Hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferaza).
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4.4.4. lzolace proteinl a méreni jeho koncentrace

Od bunék uréenych k izolaci proteinu se odsalo médium a byly oplachnuty dostatecnym
mnozstvim PBS. Poté byly pfiddny 4 mL PBS a cela miska se seSkrabe. Vznikla suspenze se prenese
do falkony a stoci se 5 minut na 400 g, 4°C. Supernatant se odsaje a peleta se rozpusti v 0,5 mL PBS.
Vysledna smés se prenese do mikrozkumavky. Ta se opét stoci ve vychlazené centrifuze na 5 minut.
Supernatant se odsaje a peleta se rozpusti v 150 pL lyzacniho pufru RIPA s pfidavkem 1 mM PMSF,
jez inhibuje serinové protedzy. Bunky se nechaji lyzovat 30 minut na ledu. Naposledy dojde ke
stoceni na 10 minut pfi 11 000 g, 4°C. Nasledné se odebere supernatant, ktery obsahuje proteiny.
Z tohoto se odebere 10 ul do dalsi mikrozkumavky a nafedi se 2-3krat RIPA. Tento nafedény roztok
poslouzi k zjisténi celkové koncentrace proteinu. Takto pripraveny lyzat se uchovava pri -20°C.

Celkova koncentrace proteinu byla stanovovdna pomoci metody BCA. Metoda je zalozena
na reakci sodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA) s médénymi ionty (Cu*), které se tvofi po reakci
peptidové vazby s Cu?*. Pfi reakci BCA s Cu* dochdazi ke vzniku barevené srazeniny. Jako standard
pro vytvoreni kalibracni kfivky byl pouzit BSA (bovinni sérovy albumin). Standardy a vzorky byly
méreny na spektrofotometru pti 562 nm. Pro méfeni byl pouzit 1 mL roztoku obsahujici 880 uL

roztoku BCA, 10 pL roztoku proteinu, 20 pL 4% roztoku CuSO4 a 90 ul destilované vody.

4.4.5. Precipitace proteind pomoci siranu amonného

K zahusténi médii vystavenych burikdm byla pouzZita metoda vysolovani pomoci siranu
amonného. Nasyceny roztok siranu amonného byl pfipraven (pro 25 mL se pouzije 20 mL H;0
a 15,12 g (NH4) SO4) ve 4°C. Samotné srazeni média probihalo dvakrat. Poprvé se k 10 mL média za
stdlého michani priléval nasyceny roztok, aby vysledna saturace byla 40 %. 40% roztok se nechal
1 hodinu na ledu srazet. Poté se stocil 30 minut, 4 °C. Odebral se supernatant, ke kterému se pridal
opét nasyceny roztok. Tentokrat byla vyslednd saturace 75 %. Takto se nechal roztok pfes noc
v lednici pfi 4 °C a dalsi den doslo ke stoceni 30 minut, 4 °C. Tentokrat se supernatant odebral
a peleta se rozpustila v0,5 mL pufru pro ELISU. Vyslednd saturace 75 % byla zvolena podle

doporuceni ¢lanku (Wingfield, 1998).

4.4.6. ELISAIL-1B/IL-6
Vzorky pro méreni byly nafedény na stejnou koncentraci pomoci RIPA lyzacniho pufu. Poté
byly fedény jesté 3x pomoci fediciho pufru, ktery byl vyroben dle protokolu od vyrobce. Dale bylo
postupovano krok za krokem podle protokolu. Vyhodnoceni probihalo na destickovém

spektrofotometru pfi vinové délce 450 nm a 550 nm. Pro vyhodnoceni dat byl pouzit program
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CurveExpert 1.4 pro nalezeni nejvhodnéjsiho modelu funkéni zavislosti. Postup pti méreni IL-1B
a IL-6 byl stejny, kromé koncentrace standardl. Nejvyssi koncentrace pro IL1-B byla 2 000 pg/mL

a pro IL-6 5 000 pg/mL. Kalibrace pobihala podle délici fady 1:1, kdy bylo provedeno sedm fedéni.

4.4.7. Stanoveni aktivity kaspazy

Méreni aktivity kaspazy 1 probihalo pomoci kitu Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay.
Tento kit je zaloZen na principu Stépeni specifické sekvence enzymem kaspdazou 1. Jako substrat je
v tomto kitu pouzit Z-WEHD-aminoluciferin, jez se vaZze do aktivniho mista kaspdazy 1 a je Stépen za
vzniku aminoluciferinu, ktery je substratem pro luciferin a dochazi ke vzniku luminiscence.
Nespecifickému stépeni substratu je zabranéno pridanim inhibitoru MG-132, jez eliminuje stépeni
pomoci proteasom0. Aby bylo zcela zfejmé, Ze substrat Stépi kaspaza 1, pouziva se k ovéreni jeji
inhibitor Ac-YVAD-CHO. K soupravé byl pfikoupen PAN inhibitor kaspazy, ktery inhibuje vSechny
savCi kaspazy. Vlastni pfiprava a méreni byly provadény podle protokolu dodaného vyrobcem
(konkrétné 4.A. — protokol pro méreni aktivity kaspazy-1 v kultivovanych burikach). Po optimalizaci
jsme se rozhodli, Ze idealni pocet bunék pro nase méreni je 100 000 bunék na jamku. Pokus probihal

na 96 jamkové desticce a luminiscence byla méfena po 60 a 90 minutach.

4.4.8. Detekce ROS
Pro méfeni pritomnosti ROS v bunkach jsme zvolili fluorescenéni indikator DCF
(2,7-dichlorodihydrofluorescein). DCF muiZe byt oxidovan pomoci hydroxylovych radikald,
peroxiddz a peroxynitritu na vysoce fluorescencni produkt. Buriky byly rozpustény v médiu KRH tak,
aby koncentrace byla 1 milion bunék na 1 mL. K1 mL KRH s burikami bylo pfidano 1 puL DCF a takto
se to inkubovalo 15 minut pfi 37°C a tmé. Pak se buriky obarvené DFC stocily na 200 g po dobu
5 minut. Supernatant se odlil a bufiky byly rozpustény v 700 pL KRH. Takto byly buriky pfipraveny

na méreni v spektrofluorofotometru (Ex = 490 nm, Em = 520 nm).

4.4.9. Respirometrie
Oxygraf je pfistroj s citlivym kyslikovym senzorem, pomoci kterého je moiné presné
sledovat v redlném case stav oxidativniho metabolismu. Pro pokus byly pfipraveny buriky s idedlni
koncentraci 1 milion bunék na 1 mililitr média pro fibroblasty. Do méfici komarky byly pfidany 2 mL
bunécné suspenze v médiu. Schéma pokusu s oxygrafem bylo stejné jako na obrazku 6, kdy se
pridaval oligomycin ve vysledné koncentraci 5 nM, jeZ inhibuje ATP syntazu a blokuje protonovou
pumpu. Po ustaleni se bunky titrovaly dostatecnym mnoZstvim FCCP, ktery pUsobi jako iontofor

a pomaha prendset protony pres vnitfrni membranu mitochondrie do jejiho matrix. Pokud uz
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spotireba kysliku nemohla dal rist, byl zastaven elektron-transportni fetézec pomoci antimycinu A

ve vysledné koncentraci 2,5 nM, jeZ se vaze na komplex Ill.

- Oligomycin FCCP Antimycin A

Zasobni
respiracni
kapacita
Maximalni

kapacita
respirace

Bazalni
respirace

Rychlost spotreby kysliku

Respirace nezavisla na mitochondriich
0 20 _ 40 60 80 100
Cas (minuty)
Obrdzek 6 — schéma méreni mitochondridini respirace. Pri klidovém stavu odpovidd kfivka vlevo bazdini respiraci.
Po pridani oligomycinu, ktery inhibuje ATP syntdzu dochdzi k poklesu bazdlni respirace. Po titraci iontoforem (napriklad
FCCP) dochazi ke zvySovani rychlosti spotreby kysliku. KdyZ se dosdhne maximdlniho bodu titrace, tak to znacni maximdlni

mozZnou kapacitu respirace. Po zastaveni dychaciho retézce antimycinem A dochazi k poklesu spotreby kysliku na troven
znacici respiraci, kterd neni zavisla na mitochondriich. Pfevzato a upraveno: (Sercel et al., 2021)

4.5. Pouzity software a statisticka analyza
Vysledky byly zpracovany ve statistickém programu GraphPad Prism 8.0.1. K dil¢im
vypoctiim byl pouzivan Microsoft Excel 365. Pro hodnoceni modelu funkéni zavislosti byl vyuzit
CurveExpert 1.4. K vypoctu statisticky vyznamnych rozdilG byl pouZit neparovy t-test, jez zpracoval
GraphPad Prism. Méfeni byla povaZovana za statisticky vyznamna, pokud byla signifikance p<0,05.

Konkrétné znacime: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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5. Vysledky

5.1. Analyza energetického metabolismu u kontrolnich a PAH telecich plicnich

fibroblastd

Vrychle délicich se burnkdch dochdzi k Warburgovu efektu, ktery zahrnuje ptrechod
energetického metabolismu smérem k anaerobni glykolyze. Na fadé bunécénych typl a v riznych
zZivocisSnych modelech PAH bylo dokazano, ze u nich dochazi k Warburgovu efektu (Marsboom,
Wietholt, et al., 2012). Toto pozorovani jsme se rozhodli téZ ovérit u naseho modelu telecich
fibroblastl, u kterych jsme predpokladali, Ze PH Fibs budou mit sniZzenou vykonnost
mitochondridlniho metabolismu. Pomér relativni bazalni respirace ku oligomycin senzitivni respiraci
byl u PH Fibs nizsi 0 37,9 + 3,1 % (Obrazek 7A) a maximalni respirace byla o0 34,77 + 3,213 % nizsi

(Obrazek 7B). Je tedy patrné, Ze PH Fibs vyuzivaji méné oxidativni fosforylaci.
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Obrdzek 7 — Analyza mitochondridlni respirace. Obrdzek A ukazuje analyzu aktivity mitochondridlni oxidativni
fosforylace, kde oligomycin inhibuje ATP syntdzu. To se projevi sniZenim endogenni respirace. Obrdzek B ukazuje
maximdlni kapacitu respirace, tedy pomér odpraZeni (pomoci FCCP) u CO/PH Fibs ku inhibované ATP syntdze pomoci
oligomycinu. Nemitochondridlni respirace, stanovend inhibici komplexu Il (pomoci antimycinu A), byla nejprve odectena.
Pro CO Fibs n=3, pro PH fibs n=6. ***p<0,001
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5.2. Produkce reaktivnich kyslikovych forem (ROS) v telecich plicnich fibroblastech

kontrolnich a PAH zvirat

V dusledku inhibice nékterych komplex( respiracniho fetézce mitochondrii a zvysené
aktivity NOX4 v cytosolu dochazi ve fibroblastech postizenych PAH ke zvyseni ROS (Plecita-Hlavata
et al., 2016). Proto jsme chtéli ovéfrit, jestli to plati i v nasSich telecich fibroblastech. K méreni byly
pouzity CO a PH Fibs, které se obarvily DCF. Z obrazku 8 je patrné, Ze PH Fibs maji signifikantné
zvysenou hladinu ROS oproti zdravym CO Fibs. Konkrétné se jedna v prdméru o 80,89 * 27,05 %

vice ROS nez u CO Fibs.
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Obrdzek 8 — Analyza hladiny ROS v telecich fibroblastech. Na grafu je procentudlni vyjadreni smérnice pfiristku
fluorescence pochdzejici z ROS v ¢ase. Pro CO Fibs n=4, pro PH Fibs n=5. "p<0,05.
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Relativni exprese IL1

5.3.  Porovnani exprese mRNA interleukinu 1B a interleukinu 6 v plicnich

fibroblastech

U bunék imunitniho sytému (naptiklad monocyty/makrofagy) je zndmo, Ze zvySena droven
ROS vede k aktivaci inflamazému a produkci IL-1p (van de Veerdonk et al., 2010). Zajimalo nds, zdali
zvySend produkce ROS, kterou jsme pozorovali u PH Fibs taktéZ povede k aktivaci cytokinu IL-1B
u bunék neimunitniho systému. Jako pozitivni kontrolu k IL-1B jsme si vybrali jiny prozanétlivy
cytokin, IL-6, jehoZ exprese byla potvrzena v plicnich fibroblastech nejen telat dfive (el Kasmi et al.,
2014). Jelikoz plicni fibroblasty jsou buriky neimunitni povahy a exprese pfipadnych cytokin mize
byt nizkd, tak jsme do experimentu zaradili téZ teleci monocyty izolované z krve telat, které jsme
aktivovali k zanétu pomoci lipopolysacharidu a nigericinu. To nam poslouZilo jako pozitivni kontrola.
Z vysledk( vyplyva, Ze monocyty osSetfeny LPS s nigericinem maji vysoky narlst exprese IL-1f,
konkrétné 809 + 144nasobny (Obrazek 3A). Hodnoty jsou vztazeny vici relativni expresi IL-13
kontrolnich monocytld (vzhledem k referencnimu genu HPRT). PouZivané Sarze PH Fibs
(pochazejicich ze 3 rdznych PAH telat) maji na drovni mRNA signifikantné zvySenou expresi IL-1pB,
ale riznou mérou (Obrazek 9B). Nejmensi narust exprese IL-1B u PH Fibs byl zaznamena u SarZe PH
Fibs 143 #24 (3,5 + 0,3krat), zatimco nejvyssi narlst exprese byl nalezen u PH Fibs 212 #16
(22,53 £ 0,4krat). Pokud bychom porovnavali teleci monocyty oSetfené LPS s nigericinem
(inkubovano 6h LPS, 3h nigericin) oproti neimunitnim PH Fibs, tak bychom zjistili, Ze monocyty maji
1746 *+ 311nasobny ndrust exprese IL-18. mRNA kvantifikace IL-6 ukdzala signifikantni rozdily
(kromé jedné sarze bunék PH Fibs) mezi CO a PH Fibs (Obrazek 9C). Nejvétsi rozdil vykazovala sarze
PH Fibs 212 #16, ktera méla 31,56 + 0,8nasobny narust exprese a nejmensi signifikantni narust byl

9,32 £ 0,5krat.
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Obrdzek 9 — Relativni exprese mRNA IL-18 a IL-6 u telecich bunék plicnich fibroblastii a monocytii. A predstavuje
relativni expresi mRNA IL-18 v monocytech, B expresi IL1-8 v CO a PH Fibs, C expresi IL-6 v CO a PH Fibs. n=2-5, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,00
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5.4.  Ovéreni prozanétlivého fenotypu PH a CO fibroblast{

lelikoZ jsme buriky plicnich fibroblastll péstovali in vitro nékolik pasazi v odlisnych
podminkach od in vivo, analyzovali jsme jejich fenotyp z hlediska exprese vybranych cytokini v ¢ase
in vitro kultivace. Pro ovéreni dlouhodobého prozadnétlivého fenotypu PH Fibs jsme si nahodné
vybrali PH Fibs 143 #24 v 5. pasazi. Jako kontrolu jsme vybrali CO 207 #22 v 7. pasazi, které byly
v této préci pouzivany nejvice. Ovéreni probihalo pomoci genl pro IL-1B (Obrazek 10A) a IL-6
(Obrazek 10B). Po rozmrazeni bunék jsme provedli u 3 riznych pasazi odbéry vzorkl na izolaci RNA.
Bunky se kultivovaly celkem po dobu 23 dni ve vySe popsanych podminkach. Je vidét, zZe
prozanétlivy fenotyp u PH Fibs telat se udrZuje do deklarované maximalni 10. pasaze (Li et al., 2011)

u obou cytokin(, pficemz u CO Fibs je tento fenotyp stabilnéjsi (Obrazek 10).
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Obrdzek 10 - Ovéreni prozdnétlivého fenotypu PH Fibs v in vitro podminkdch kultivace. Graf A/B predstavuje
zachyceni exprese IL-18 (A) a IL-6 (B) v riznych pasdZich. Body jsou vztaZeny na 8.p CO Fibs u jednotlivych cytokini
vzhledem k referencnimu genu HPRT. n=3. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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5.5.  Vliv oxidacnich ¢inidel na expresi mRNA IL-1B a IL-6

JelikoZ v PH Fibs je signifikantné zvySena hladina ROS a exprese mRNA IL-1B oproti CO Fibs,
rozhodli jsme se napodobit oxidacni prostfedi v CO Fibs a sledovat vliv oxida¢niho prostfedi na
expresi prozanétlivych cytokin( IL-1B a IL-6. Pro simulaci mirného oxidacniho stresu jsme si vybrali
latku menadion a enzym glukdza-oxidazu, které jsou schopné tvofit superoxid/H,0,. Pro vybér
nejvhodnéjsi koncentrace pro tvorbu oxidaéniho prostfedi byl pouzit test viability bunék. Buriky byly
vystaveny rlznym koncentracim oxidacnich Cinidel po dobu 6h. Jako nejvhodnéjsi koncentrace se
ukazala 0,5 uM koncentrace mednadionu pfi viabilité 90 % a 50 pU koncentrace glukdza-oxidazy pfi
81 % viabilité bunék. Jako pozitivni kontrola ndm slouZily CO Fibs oSetfené LPS a nigericinem.
U bunék osetifenych LPS s nigericinem dochazi téZ mimo jiné k aktivaci produkce ROS (Qin et al.,
2005). K narustu exprese doslo u IL-6 po aktivaci glukézo-oxidazy (Obrazek 11F) a LPS s nigericinem
(Obrazek 11D), nesignifikantné u kultivace s menadionem (Obrazek 11E). Na IL-1B expresi neméla

oxidacni ¢inidla vliv (Obrazek 11A,B,C).
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Obrazek 11 - vliv prooxidacniho prostiedi na CO Fibs expresi IL-18 a IL-6. A, B, C: Exprese mRNA IL-18 po vystaveni:
A LPS a nigericinu, B menadionu, C glukdzo-oxiddze. D, E, F: Exprese mRNA IL-6 po vystaveni: D LPS a nigericinu,
E menadionu, F glukézo-oxiddze. LPS (lipopolysacharid + nigericin), MEN (menadion), GL.OX. (glukéza-oxiddza). n=3-5,
*p<0,05, **p<0,01.
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5.6.  Kvantifikace exprese proteinu IL-1B a IL-6 u plicnich fibroblastd

Signifikantni zvySeni hladiny mRNA u PH Fibs indikovalo moZnost, Ze PH Fibs mohou
produkovat IL-1B ve formé proteinu. Tento pfedpoklad jsme testovali pomoci ELISA testu, ktery
vaze jak pre-formu, tak maturovanou formu IL-1B. BohuZel jsme nemohli kvantifikovat protein
imunochemicky pomoci proteinové elektroforézy, nebot nejsou dostupné vhodné komeréni
specifické protilatky proti telecimu IL-1B a IL-6 proteinu. U telecich monocytl jsme detekovali
v priméru 36nasobny narlst produkce proteinu IL-1B (Obrazek 12A) a 9nasobny narlst u IL-6 po
aplikaci LPS a nigericinu (Obrazek 12B). U CO a PH Fibs se nam nepodafrilo detekovat IL-1pB, pro ktery
byly hodnoty méreni pod detekéni hranici, a data tedy nejsou ukdzdna. U exprese IL-6 je
signifikantni narlst u PH Fibs a CO Fibs osetfenych LPS s nigericinem oproti CO Fibs (Obrazek 12C).
Bohuzel nesignifikantni efekt na expresi IL-6 mély oxidacni Cinidla menadion a glukdza-oxidaza
(Obrazek 12C).

Po zjisténi, ze nejsme schopni detekovat IL-1B v CO a PH Fibs v lyzatu bunék (ani po aplikaci
inhibitoru vnitrobunééného transportu), jsme se pokusili detekovat IL-1B v roztoku srazenych
proteind ze zakoncentrovaného média, protoze maturovana forma IL-1 by mohla byt rychle
exportovana z buriky ven a nezlstavala by v mnoZstvi dostate¢ném pro detekci uvniti bunky.
U telecich monocytl jsme byli schopni detekovat protein IL-1B ze srazenych protein( z jejich
zakoncentrovaného média a nar(ist exprese IL-1B po pfidani LPS s nigericinem (Obrazek 12D).
Ovsem nepodafilo se nam detekovat protein v mediu, ve kterém jsme kultivovali PH Fibs (Data

nejsou ukazana).
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Obrdzek 12 — Kvantifikace proteinu IL-18 a IL-6. A, B: Exprese IL-18 a IL-6 v lyzdtu u kontrolnich a LPS s nigericinem
oSetienych telecich monocytu. C. Exprese IL-6 v lyzdtu u CO Fibs oSetifenych LPS s nigericinem. Menadionem a glukdzo-
oxiddzou a PH Fibs. Vsechny bunééné typy byly vystaveny LPS a oxidacnim Cinidlim po dobu 16h. Hodnoty signifikance
jsou vztaZeny k CO Fibs CTRL. D. Exprese IL-18 v roztoku proteinu ze zakoncetrovaného média z kontrolnich monocytu
a monocytu osetrenych LPS a nigericinem. Médium bylo vystaveno burikdém po dobu 24h. Vysledky jsou vztaZeny na mg/mL
proteinu. n=2-4, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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5.7.  Méfeni aktivity inflamazdmu u plicnich fibroblastd

| kdyZ jsme nebyli schopni detekovat IL-1 protein v lyzatu ani v médiu telecich CO/PH Fibs,
pokusili jsme se zjistit, zda PH Fibs maiji aktivni inflamazém, ktery by byl schopny stépit proformu
proteinu. Inflamazdm je po UspéSném sloZeni schopny Stépit substrat (zde proformu IL-1 ¢i IL-18),
ktery tim aktivuje. Tohoto je mozné vyuzit v detekci jeho aktivity, kdy mu je poddn specificky
substrat, ktery po rozstépeni vyzafuje detekovatelné zareni. Z vysledkl na Obrazku 13A je patrné,
Zze kontrolni teleci monocyty maji aktivni inflamazém obsahujici kaspazu 1. Mira aktivity
inflamazému obsahujiciho kaspazu 1 je v prdméru 72,44 % + 5,2 (YVAD inhibitor v Obrazku 13A -
znazornéno zelenou Sipkou). Jiny typ/typy kaspazy $tépi 11,23 % * 6,81 substrat (PAN inhibitor
v Obrazku 13A — znazornéno fialovou Sipkou). Po pfidani LPS k telecim monocytim dochazi
k narustu aktivity inflamazému v pridméru o 268,5 % + 13,37 (Obrazek 13A — znazornéno Sedou
Sipkou). U PH Fibs je patrné stépeni produktu, tedy zdanlivad aktivita inflamazédmu, ale jelikoz
nedojde k snizeni Stépeni po aplikaci inhibitord, nelze tuto aktivitu povazovat za aktivitu

inflamazému (Obrazek 13B).
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Obrdzek 13 — Aktivita inflamazomu. Obrdzek A popisuje relativni aktivitu inflamazomu v monocytech. Kontrolni
monocyty (CTRL) maji aktivitu inflamazomu, kterd je uvedena jako 100 % a k této hodnoté je vztaZena hodnota aktivity
po pfidani YVAD (specificky inhibitor kaspdzy 1) nebo PAN (nespecificky inhibitor kaspdz) kaspdzového inhibitoru. Po téchto
dvou inhibitorech by méla aktivita inflamazému klesnout bud specificky ke kaspdze 1 (YVAD) nebo nespecificky (PAN).
Hodnota monocytt kultivovanych s LPS a nigericinem 6 hodin (Mono LPS CTRL) byla téZ vztaZena ke kontrolnim
monocytum (Mono CTRL). Graf B predstavuje méreni aktivity inflamazomu u PH Fibs. n=2-4, *p<0,05, **p<0,01.
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5.8.  Porovnani exprese mRNA komponent inflamazému v plicnich fibroblastech

Ackoliv jsme nebyli schopni detekovat IL-1B protein v lyzatech ani v zakoncentrovaném
médiu telecich CO/PH Fibs, pokusili jsme se ovéfit pfitomnost podjednotek inflamazému u téchto
bunék. Zaméfili jsme se na expresi komponent inflamazomu (kaspaza 1, kaspaza 4, ASC, NLRP3), jeZ
jsou nezbytné k produkci aktivni formy IL-1B. Nekanonicka kaspdza 4 byla vybrana jako alternativa
ke kaspaze 1, protozZe bylo dokdzano, Ze kravské stromalni fibroblasty pomoci ni produkuji aktivni
IL-1B (Kelly et al., 2019). U PH Fibs doslo k signifikantnimu narlstu exprese NLRP3 (Obrazek 14B)
avsak prekvapivé k signifikantnimu poklesu kaspdzy 1 (Obrazek 14A). Exprese ASC a kaspdzy 4
nevykazovaly zménu oproti CO Fibs (Obrazek 14C,D).
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Obradzek 14 — exprese mRNA komponent inflamazému. Exprese mRNA je vZdy vztaZena k CO Fibs. Pro A, B, Cn=2 a
pro D n=5.
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6. Diskuse

V této préci jsme potvrdili, Ze fibroblasty postiZzené PAH maji zménény metabolismus, ktery
se posouva smérem ke glykolyze a laktatové produkci, a Ze oproti zdravym bufikam produkuji vice
ROS. Jsou schopné na urovni mRNA produkovat IL-1B, ale nezachytili jsme expresi na Urovni
proteinu, ani se ndm nepodafilo zachytit aktivitu inflamazému.

V nasi praci jsme se zaméfili na studium inflamazédmu u neimunitnich bunék — plicnich
fibroblastl. Inflamazém je typicky spojovan simunitnimi burikami vrozené imunity, které byly
vystaveny patogenim a jejich toxinlm. Ale nyni, prfesné 20 let (Martinon et al., 2002) od jeho
objeveni, se postupné ukazuje, Ze exprese neni vazana jen na imunitni buriky, ale i na bunky
neimunitni povahy, ve kterych muze byt aktivovan pomoci i nepatogennich stimul(. Produkce IL-1B
byla potvrzena na modelu krysich a lidskych B bunék postizenych diabetem Il typu, které jsou
vystaveny bunéénému stresu (Oslowski et al., 2012). Casteéné nekanonicka exprese inflamazému
se potvrdila u rfady bunécnych typ( v kravské déloze postizené endometridzou. Endometridlni
buniky exprimovaly NLRP3, ASC a kaspazu 4, coz vedlo k produkci IL-1B (Kelly et al., 2019). Je zfejmé,
Ze vyskyt inflamazédmu v neimunitnich burikdch neni zavisly jen na ZivociSném druhu a bunécném
typu, ale pljde pfi dostatecné stimulaci o ,béZnou” reakci buriky. Aktivace produkce IL-1B
v neimunitnich bunkach zapocne jejich pro-inflamatorni stav (Rider et al., 2011), ktery mlzZe vést
k rozvoji lokalniho zanétu a aktivovani rezidentnich imunitnich bunék dané tkané (v plicnich cévach
se jednda hlavné o makrofagy). Aktivace rezidentnich bunék vede k dalSimu naboru cirkulujicich
imunitnich bunék. Po aktivaci dochazi k prechodu ke glykolyze a laktatové produkci, kterd zahrnuje
i zvySenou produkci ROS (S. Wang et al., 2019). Produkce ROS v imunitnich a neimunitnich burikach
se povazuje za dulezity prvek v aktivaci NLRP3 inflamazému, ale presny zdroj ROS aktivujici
inflamazém neni znam (Long et al., 2020). Jako mozZny zdroj by se mohla nabizet rodina NOX. Po
aktivaci lidskych makrofagli patogenem nebo jejich produktem (napftiklad bakteridlnim produktem
LPS) dojde k jiz zminénému metabolickému posunu smérem ke glykolyze a aktivaci HIF1a (Tannabhill
et al., 2013). Pokud se témto aktivovanym makrofaglim zablokuje glykolyza, tak dojde k zastaveni
produkce IL-1B, ale uZ ne ostatnich prozanétlivych cytokinl (Tannahill et al., 2013). To naznacuje
dllezitost metabolického posunu v aktivaci inflamazédmu a produkci IL-1B. V modelu PAH kravskych
fibroblastl bylo v predchozich studiich dokazano, ze produkuji IL-1B na Urovni mRNA i proteinu (in
situ na imunohistochemickém barveni IL-1B v cévnim preparatu postizenych plic) (Li et al., 2011),
maji posunuty metabolismus smérem ke glykolyze (Plecita-Hlavata et al., 2016) a zménénou

produkci ROS (Li et al., 2016), coz by mohlo indikovat aktivni inflamazém v kravskych fibroblastech
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postizenych PAH. Tento predpoklad inicioval nasi hypotézu o mozném vlivu ROS na aktivaci
inflamazému u plicnich fibroblasti z telat nemocnych PAH.

Potvrdili jsme podle ofekavani, Ze na Urovni mRNA maji PH plicni fibroblasty signifikantné
zvySenou expresi IL-1B ve srovnani s kontrolnimi CO plicnimi fibroblasty, coz je minimalni
predpoklad pro detekci inflamazému. Jak PH fibroblasty, tak CO fibroblasty si udrZuji stabilni
fenotyp detekovany na mRNA IL-1B a IL-6 in vitro. Konkrétné do 10. pasaze in vitro kultivace si PH
fibroblasty udrzovaly signifikantné vyssi expresi IL-1B a IL-6. Poté je jiz patrna jista dediferenciace
v ohledu na produkci vybranych cytokind. Je pozoruhodné, Ze u CO fibroblastd doslo mezi 8. a 10.
pasazi k signifikantnimu poklesu produkce mRNA IL-6, ackoliv buriky udrZovaly energeticky
metabolismus mitochondridlni oxidativni fosforylace. Hypotézu o vlivu ROS na tvorbu inflamazému
jsme se pokouseli ovérit indukci ROS v CO fibroblastech, kdy jsme predpokladali zvysSeni exprese
IL-1B. Nicméné se nam nepodarilo nasimulovat dostate¢né inflamatorni podminky pomoci pridani
ROS pro expresi IL-1B v CO fibroblastech. Zda se, Ze v in vitro podminkdch nestaci pouhé zvyseni
ROS, ale je nutné pridat dalsi signal/signaly. Jednim z téchto signal( by mohla byt hypoxie, pomoci
které se PAH muzZe vyvolat na modelovych organismech. Ta indukuje metabolickou energetickou
zménu bunék smérem ke glykolyze a produkci laktatu (Mucaj et al.,, 2012). Tedy v dalSich
experimentech by bylo vhodné iniciovat tuto metabolickou zménu castecnou inhibici
mitochondrialni oxidativni fosforylace a spolu se zvySenou produkci ROS pak studovat expresi IL-1pB.
V jinych studiich bylo dokazano, Ze hypoxie aplikovana na primarni neimunitni buriky pfi in vitro
kultivaci méni produkci zanétlivych cytokin (O’Rourke et al., 2011). Popfipadé mlze chybét vnéjsi
stimul, ktery se nenachazi v kultivacnim médiu. Timto stimulem by mohla byt kyselina mocov3,
ktera je zvySena v krvi pacientll s PAH (Savale et al., 2021). Je potvrzené, Ze kyselina mocova je
schopna stimulovat kanonicky NLRP3 inflamazém a tim spoustét produkci IL-1B (Gasse et al., 2009).
Nam se ale nepodafilo pouhym pfidanim kyseliny mocové do média CO fibroblastl indukovat
zvySeni exprese IL-1B (vysledky laboratofe). Dalsi mozny stimul, ktery spousti inflamazom
u imunitnich bunék je ATP, které aktivuje AMP-aktivovanou kindzu, jeZ je zapojend do aktivace
inflamazému a produkce IL-1B (Zha et al., 2016). Na mysim modelu PAH bylo dokazano, ze dochazi

ke zvyseni intravaskularniho poméru mezi ATP a adenosinem (Visovatti et al., 2016).

Po Uspésné detekci IL-1B na urovni mRNA v PH fibroblastech jsme se rozhodli detekovat
IL-1B na proteinové Urovni. Vybrali jsme pro to jedinou dostupnou ELISA soupravu schopnou
detekovat kravsky IL-1B protein. Jiné metody detekce proteinu jsme zamitli, protoZze napfiklad pro
imunochemickou analyzu typu proteinova elektroforéza a western blot jsou potieba protildtky proti
hledanému proteinu, ale Zzadné specifické kravské protilatky se komeréné neprodavaji. Byt existu;ji

polyklonalni protilatky proti IL-1B, jejich pouZiti se ukazalo byt nespecifické. Pro ELISA test, ktery
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jsme poufZili je nutné nejprve jej pokryt potahovaci protilatkou (z anglického coating antibody). Je
schopnd pracovat v detekénim rozmezi od 31,25 do 2000 pg/mL. VSechny hodnoty pod 31,25 pg/mL
a nad 2000 pg/mL jsou mimo kalibracni kfivku a tudiz je nelze poufZit. Pfi optimalizaci ELISA testu
jsme vyuzivali rekombinantni kravsky IL-1B protein, ktery jsme ptidavali do vzorku proteinu z CO
fibroblastll se zndmou koncentraci celkového proteinu. Podle toho Slo ucit, jaké fedéni bude
nejoptimalnéjsi. Dosli jsme k zavéru, Ze fedéni vzorku o koncentraci 5 mg/mL je nejlepsi trikrat
fedicim pufrem popsanym v protokolu vyrobce. Dalsi postup uz byl podle protokolu vyrobce. At
jsme zkusili aplikovat na desticku jakékoliv mnoZstvi proteinu z lyzatu PH fibroblastd, byl vysledek
vidy pod detekéni hranici a nedal se povaZovat za relevantni. To nas vedlo k myslence, Ze
maturovany protein IL-1p m{Ze byt exportovan pres cytoplazmatickou membranu do média. Proto
jsme se rozhodli médium vystavené burikdm po urcitou dobu zahustit pomoci srdzeni. Jako prvni
postup srazeni jsme si vybrali srazeni pomoci kyseliny trichloroctové. Tento postup se ale ukazal
limitni v kone€né rozpustnosti proteinu. V ndsledujicich pokusech se zahusténim jsme zacali
pouzivat siran amonny ((NH4)>SO4). Ten pracuje na principu vysolovani proteinl. Po optimalizaci
jsme rozhodli, Ze budeme pouZivat jeho nasyceny roztok pfed pridavanim praskové formy do
média. 10 mL média vystaveného PH fibroblastim jsme zredukovali pomoci vyse popsaného
protokolu na peletu, kterad byla rozpusténa v 0,5 mL fedicim roztoku pro ELISA test. Rozpusténé
vzorky jsme méfili na ELISA testu a zachytili jsme opét signal pouze pod detekéni hranici. Zajimavé
je, Ze u ELISA testu telecich monocyt(, kde se méfila hodnota proteinu IL-1B v lyzatu je ~36ndsobny
narlst po pridani LPS a nigericinu k monocytim, zatimco u méfeni hodnoty proteinu ze
zahusténého média dochazi jen k ~1,6ndasobnému naristu. Tento rozdil by mohl vznikat pouzZitou
metodou vysolovani, kdy protein IL-1B mohl byt z¢asti ztracen v prvni ¢asti srdzeni. Posledni pokus,
ktery by mohl zvysit koncentraci IL-1B v burice bylo pfidavani brefeldinu A k bufikdm. Brefeldin A je
latka, kterd je schopna inhibovat transport proteinli z endoplazmatického retikula do golgiho
aparatu. Pokud jsme ho pfidali k PH fibroblastim, které jsme ndsledné zlyzovali pomoci RIPA
lyza€niho pufru, tak jsme opét nedetekovali pomoci ELISA testu protein IL-1B v rozmezi citlivosti
soupravy. Z téchto pokusl jsme usoudili, Ze PH fibroblasty bud neprodukuji Zddnou formu proteinu
IL-1B nebo jeho proteinova produkce je nezachytitelna pouZitou detekéni analyzou pomoci ELISA
testu. Tvrzeni, Ze PH fibroblasty maji koncentraci proteinu pod detekéni Urovni pouZivaného ELISA
testu podporuje hypoteticky prepocet vztahu mezi expresi mRNA u monocytd indukovanych LPS
s nigericinem a PH fibroblastli na kvantitu proteinu detekovaného ELISa analyzou. Konkrétné
monocyty indukované LPS a nigericinem exprimuji 11314 + 1234krat vice mRNA pro IL-1B nez PH
fibroblasty. Pokud predpokladdme, Ze mnoiZstvi produkované mRNA odpovidd mnozZstvi
translatovaného IL-1B proteinu a mnoiZstvi proteinu IL-1B u monocytl indukovanych LPS

a nigericinem je 18 574 pg/mL, je teoretické mnozZstvi proteinu IL-1B u PH fibroblast( 1,64 pg/mL.
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Nase experimentalni hodnota (dopocitana, nebot byla pod detekci standardni kfivky) byla
~5,7 pg/mL. Hodnota odvozend i experimentalni jsou ve shodé, a tudiz mimo detekéni moznosti

pouzivaného ELISA testu, kde nejnizsi hodnota detekce je 31,25pg/mL.

Paralelné s odbéry vzorkl proteinli pro ELISA analyzu se provadélo méreni detekce aktivity
inflamazému. Zdmér podporoval ndlez zvyseni exprese mRNA NLRP3 u PH fibroblastl, hlavni
podjednotky inflamazému, ktera je indukovana pfi tvorbé inflamazomu. U PH fibroblast( jsme sice
detekovali aktivitu spojenou se Stépenim produktu, ale nedetekovali jsme jeji pokles po pridani
specifickych inhibitord (YVAD inhibitor a PAN inhibitor). Tato aktivita by mohla byt vysvétlena
povahou testu a bunéénym typem. Pfi méreni aktivity pomoci této soupravy dochazi k lyzi bunék,
kterd mUzZe zpUsobit uvolnéni enzymdQ, jez se nevyskytuji v cytoplazmé. Uvolnit se mohou jak
enzymy z membrdny, tak i z organel. Aby proteolytické enzymy mohly stépit substrat specificky pro
kaspazu, tak se musi jednat o cysteinové protedzy (Winkler & Rosen-Wolff, 2015). Velkou skupinou
proteolytickych enzymi jsou katepsiny, které se nachazeji v lysozomech a obsahuji nékolik tfid
cysteinovych proteaz. Jejich aktivita u PAH fibroblast( sice nebyla potvrzena, ale bylo potvrzeno, Ze
se uplatnuji pfi prestavbé distalnich cév béhem patogeneze PAH (Chang et al., 2019). Dalsi kandidat,
ktery by mohl $tépit substrat je rodina metaloproteindz, jejiz vliv na patogenezi PAH byl potvrzen
(Thenappan et al., 2018), (Arvidsson et al., 2019). Jejich hlavni Gloha je prestavba proteini
extracelularni matrix, ale zvladnou i prestavbu proteini nematrixového plvodu. Po problémech
s nespecifickym Stépenim jsme vyzkouseli jinou soupravu na detekci inflamazomu. Jednalo se FAM
FLICA® Caspase-1 (WEHD) Assay Kit, ktery ma substrat, jeZ se vaze do aktivniho $tépiciho mista
inflamazému. Pokud dojde ke Stépeni tohoto specifického substratu, dojde k ireverzibilni inhibici
a fluorescenci. BohuZel ani pomoci této soupravy jsme nebyli schopni detekovat aktivitu u plicnich
fibroblastu z PAH zvifat, ale pouze z telecich monocytu indukovanych pomoci LPS. Byt sice kravské
plicni fibroblasty produkuji na rovni mRNA vsechny komponenty nutné ke sestaveni inflamazému,
tak v PH fibroblastech jsme jeho aktivitu nebyli schopni stanovit. Nejde ovSem fict, jestli produku;ji
komponenty inflamazému ve formé proteinu, protoze opét nejsou k dostani specifické kravské

protilatky.

Bohuzel k jadru naseho vyzkumu jsme se nedostali, protoZze detekce inflamazému u PH
fibroblastl selhala. U CO fibroblastl jsme chtéli inflamazom indukovat pomoci rGznych latek
generujicich ROS, popfipadé ve spojeni se zménami energetického metabolismu pomoci hypoxie.
Témi jsou napriklad mitoparaquat, peroxid vodiku, menadion, glukdza-oxidaza i rotenon. Po
zjisténi, jak by CO fibroblasty reagovaly na tyto latky, bychom po osetfeni bunék pridali inkubaci
v hypoxii a inhibici podjednotky komplexu | dychaciho fetézce nikotinamid adenin dinukleotidem

redukovanou dehydrogenazu Fe-S protein 4 (NDUFS4) pomoci interferujici RNA. Uméla inhibice
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NDUFS4 navazuje na prechozi praci nasi laboratore (Plecita-Hlavata et al., 2016), kde jsme navrhli,
Ze tato podjednotka komplexu | je zodpovédna za sniZzenou expresi komplexu | dychaciho fetézce.
Hypoxie, zvySena uroven ROS, zmény v dychacim fetézci a tim vyvolané mitochondridlni
a metabolické alterace mély dle nas byt dostatecny podnét kindukci aktivniho inflamazému
a produkci proteinu IL-1B, jez by byl srovnatelny s PH fibroblasty. Tato méfeni ale neméla vyznam,
jelikoz se nam toto nepodafilo detekovat IL-1B na Urovni proteinu, ani aktivovany inflamazém v PH

fibroblastech

Dlavodem, proc jsme selhali u detekce aktivity inflamazému (i detekce proteinu IL-1B) u PH
fibroblastl mlze byt to, Ze obecné burky kultivované in vitro nedokaZou takto dlouho produkovat
protein IL-1B (chybi jim dalsi signaly), poptipadé Ze bunky obecné tak dlouho neprodukuji IL-1pB,
protozZe je dlleZity pfi ranych fazich onemocnéni (Rider et al., 2011). Pokud dojde k poSkozeni cévy,
tak reakce fibroblast( na poranéni mohla byt, mimo jiné, indukce aktivity inflamazému a produkce
proteinu IL-1B, ktery by mohl iniciovat zdnétlivou reakci v misté prestavby plicni cévy. Ovsem
s vyvinem onemocnéni (v nasem pripadé hypoxie) by mohlo postupem ¢asu dochazet ke snizovani
exprese IL-1B. Na krysim modelu hojeni bylo dokdzano, Zze po poranéni vazivové tkané dochazi
k narlstu IL-1B, ale po sedmi dnech od poranéni klesa jeho exprese (Chamberlain et al., 2013).
Spolupracujici vyzkumny tym zachytil expresi proteinu in situ na tkanovych vzorcich plicnich cév
z telat s rozvinutou PAH, tj. 14 dnU od vystaveni hypoxii. My jsme méli mozZnost studovat PH
fibroblasty az po dalSich ~ 42 dni od vzniku poskozeni v cévé (tedy ~28 dni od usmrceni telete
a vypreparovani cév z plic a in vitro kultivaci plicnich fibroblast(l). Sice si po této dobé stale
uchovavaji glykolyticky metabolismus s laktatovou produkci a zvySené prooxidacni vnitini prostiedi,
exprimuji IL-1B i komponenty inflamazému na Urovni mRNA, ale toto vSe zifejmé neni dostacujici

k produkci zralého proteinu IL-1.
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7. Zaveér
Nase prace se zaméfila na hledani aktivniho inflamazému a vlivu redoxniho prostfedi na
jeho vznik u neimunitnich bunék — fibroblastl postizenych plicni arteridlni hypertenzi vyvolanou
chronickou hypoxii. Tento predpoklad vznikl na zakladé vysledk( zde zminénych praci, které ukazuji,
Ze kravské fibroblasty postizené PAH maji pozménény metabolismus upfednostiujici glykolyzu na
Ukor mitochondridlni oxidativni fosforylace, produkuji vice ROS a exprimuji ve svych bunkach
protein IL-1pB.
Na zakladé predloZenych vysledki se da usuzovat, Ze:
e Plicni fibroblasty postizené PAH produkuji na drovni mRNA vice IL-18 neZ kontrolni
plicni fibroblasty.
e Jak kontrolni fibroblasty, tak fibroblasty postizené plicni arteridlni hypertenzi produkuji
srovnatelné mnozstvi mRNA ASC a kaspazy 4. Kontrolni fibroblasty produkuji vice
MRNA kaspazy 1 a méné NLRP3.
e Nepodafilo se ndm detekovat protein IL-1f v plicnich fibroblastech.
¢ Nepodafilo se ndm detekovat aktivitu inflamazému v plicnich fibroblastech.

e Na expresi mRNA IL-1B u kontrolnich fibroblasti nema vliv prooxidacni prostredi.
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