Univerzita Karlova

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismi

Monika Kfivonoskova

Role metabolismu a imunitniho systému v plicni hypertenzi
The role of metabolism and imunne system in pulmonary hypertension

Bakalarska prace

Vedouci prace: RNDr. Lydie Plecitd, PhD.

Praha, 2020



Podékovani:

Podékovani patfi mé Skolitelce RNDr. Lydii Plecité, PhD za jeji odborné rady, ¢as straveny nad
moji bakalarskou praci a za velkou trpélivost.

Prohlaseni:
Prohlasuiji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSsechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd ¢ast nebyla predlozena k ziskani jiného

nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 12. 08. 2020

Podpis:



Abstrakt:

Plicni arteridlni hypertenze je fatalni onemocnéni s nizkym vyskytem, jez postihuje plicni cévy, které se
remodeluji, stény cév tloustnou a postupné zmensuji sv(j prlsvit. BEhem toho dochazi k vylevu
nékterych latek z endotelidlnich bunék, jez plsobi vazokonstrikéné a proliferativné na buriky hladkého
svalstva. Taktéz dochazi ke snizeni produkce vazodilatacnich latek, coz ma opét vazokonstrikéni efekt.
Akumulace imunitnich bunék v adventicii podporuje proliferaci bunék hladkého svalstva, migraci a
diferenciaci fibroblastli v myofibroblasty, jez plisobi zmény ve sloZeni extracelularni matrix. Zmény
metabolismu vSech bunék plicni cévni stény tykajici se pfechodu na glykolyzu a zvySeny pfijem glukdzy
podporuji proliferaci bunék a modifikuji signalizaci vedouci k postupu a aktivaci bunék imunitniho

systému, které provazi remodelaci plicnich cév.

Klicova slova:
Plicni arteridlni hypertenze, remodelace plicnich cév, hypoxie, plicni arteridlni endotelové bunky, plicni

arterialni hladkosvalové bunky, plicni arterialni fibroblasty, metabolismus, mitochondrie, zanét

Abstract:

Pulmonary arterial hypertension is a low-incidence, fatal, disease that affects the pulmonary vessels,
which remodel, thicken and gradually reduce lumen. During this signaling molecules are excreted from
endothelial cells, which act vasoconstrictively and proliferatively on smooth muscle cells. There is also
a reduction in the production of vaodilators, which again has a vasoconstrictive effect. Accumulation
of immune cells in adventitia promotes smooth muscle cell proliferation, migration and differentiation
of fibroblasts into myofibroblasts, which causes changes in the composition of the extracellular matrix.
Changes in metabolism within all artery layers related to the transition to glycolysis and increased
glucose uptake promote cell proliferation and modulate signaling leading to infiltration and activation

of immune cells resulting in artery remodeling.
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mitochondria, inflammation



Seznam zkratek:

Nazev: Anglicky:
ActRlla Activin receptor protein 2 a
ActRIlb Activin receptor protein 2 b
ADAM Disintegrin and metalloproteinase
Activin receptor-like
ALK
kinase
AMPK AMP-activated protein kinase
Argl Arginase 1
ATF-6 Activating transcription factor 6
ATP Adenosine triphosphate
BLT1 Leukotriene B4 receptor 1
BMP Bone morphogenetic proteins
Bone morphogenetic protein receptor
BMPR2
type 2
cAMP Cyclic adenosine monophosphate
CcC Citric acid cycle
cD Classification determinant
cGMP Cyclic guanosine monophosphate
CTGF Connective tissue growth factor
DC Dendritic cells
Drp1l Dynamin related protein 1
elF2a Eukaryotic Initiation Factor 2
EndoMT Endothelial to mesenchymal transition
eNOS Endothelial nitric oxide synthase
ER Endoplasmic reticulum
The extracellular-signal-regulated
ERK
kinase
ET-1 Endothelin 1
ETA Endothelin receptor type B
ETB Endothelin receptor type B
ETC Electron transport chain
FGF2 Fibroblast Growth Factor 2

Cesky:

Spojené receptory aktivinu typu 2 a
Spojené receptory aktivinu typu 2 b

Dezintegrin a metaloproteinaza
Kindzy podobné aktinovym receptorim

AMP aktivovana proteinova kinaza
Argindza 1

Aktivujici transkripéni faktor 6
Adenosintrifosfat

Receptor 1 leukotrienu B4

Kostni morfogeneticky protein
Kostni morfogeneticky protein typu 2

Cyklicky adenosinmonofosfat
Cyklus kyseliny citrénové
Klasifikacni determinant

Cyklicky guanosinmonofosfat
Rlstovy faktor pojivové tkané
Dendritické burnky

Protein 1 souvisejici s dynaminem
Eukaryoticky inicia¢ni faktor 2
PFechod endotelidlnich bunék do
mezenchymalnich

Endotelidlni NO syntdza
Endoplazmatické retikulum
Kindza regulovana extracelularnim
signalem

Endotelin-1

Endotelinovy receptor A
Endotelinovy receptor B
Elektronovy transportni retézec

Fibroblastovy rlstovy faktor 2



NADH

NADPH

NE
NET
NO
NOX
oDC

Orai

PAEC
PAH
PASMC
PDH

PDE
PDGF-AA

PERK

PGI2

Resistin-like molecule alpha 1
Glucose-6-phosphate dehydrogenase
Glucose transporters
Hypoxia-inducible factors
Hexokinase 2

Intercellular Adhesion Molecule 1
Inhibitor of DNA-binding proteins
Interleukin

Inositol-requiring enzyme 1
Leukotriene B4

Membrane attack complex
Mitogen-activated protein kinases
Mitochondrial dynamics protein
Matrix metalloproteases

Mannose receptor

Nicotinamide adenine dinucleotide
Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate

Neutrophil elastase

Neutrophil extracellular traps
Nitric oxide

NADPH oxidase

Ornithine decarboxylase

Calcium release-activated

calcium channel protein
Pulmonary arterial endothelial cells
Pulmonary arterial hypertension
Pulmonary artery smooth muscle cells
Pyruvate dehydrogenase
Phosphodiesterase

Platelet derived growth factor-AA
Protein kinase RNA-like endoplasmic
reticulum kinase

Prostaglandin 12

Restlinu podobna molekula 1 alfa
Glukéza-6-fosfat dehydrogenaza
Glukézovy prenasec

Faktor indukovany hypoxii
Hexokinaza 2

Intracelularni adhezivni molekula 1
Inhibitory rodiny genl vazajicich DNA
Interleukin

Enzym 1 vyZadujici inositol
Leukotrien B4

Membranu napadajici komplex
Mitogenem aktivované proteinkindzy
Protein mitochondrialni dynamiky
Matrixové metaloprotedzy
Mandzovy receptor

Nikotinamidadenindinukleotid

Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Neutrofilni elastaza
Neutrofilni extracelularni pasti
Oxid dusnaty

NADPH oxidaza

Ornitin dekarboxylazy
Vapnikovy kanal aktivovany vypusténim
vapniku

Plicni arterialni endotelové burky
Plicni arterialni hypertenze

Plicni arterialni hladkosvalové buriky
Pyruvat dehydrogenaza
Fosfodiestrazové enzymy

Rlstovy faktor AA odvozeny z desticek
Kindza endoplazmatického retikula
podobna R kinaze

Prostagladin 12



PIP2

PK
PKM1/2
RELM-a
ROS
SAM-DC
SERT

SGLT

SICE

SOCC
SOCE
SP1

STAT3

STIM
TGF-B
Th
TLR
TNF
Treg
TRPC

TBR2

VCAM

VDAC

VEGF

VEGFR

VGCC
XBP1
X0

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
Pyruvate kinase

Pyruvate kinase muscle-1/2
Resistin-like molecule-alpha

Reactive oxygen species
S-adenosylmethionine decarboxylase
Serotonin transporter
Sodium-dependent glucose
transporters

Non-voltage-dependent store-
Independent Ca2+ Entry
Store-operated calcium channel
Non-voltage-dependent store-operated
Specific protein 1

Signal transducer and activator of
transcription 3

Stromal interacting molecule
Transforming growth factor beta

T helper cells

Toll-like receptory

Tumor necrosis factor

Regulatory T cells

Transient receptor potential-channel
Transforming growth factor beta type
two receptor

Vascular cell adhesion molecules
Voltage-dependent anion-

selective channel

Vascular endothelial growth factor
Vascular endothelial growth factor
receptor

Voltage-gated calcium channels
X-box binding protein 1

Xanthine oxidase

Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
Pyruvat kinaza

Svalova pyruvat kinaza 1/2
Resistinu podobna molekula alfa
Reaktivni kyslikové druhy
S-adenosylmetionin dekarboxylazy

Transportér serotoninu

Sodno-glukdzovy transportéry

N/A

N/A
N/A

Specificky protein 1

Pfenasec signalu a aktivator transkripce 3

Molekula stromalni interakce
Transformuijici rastovy faktor beta
T pomocné buriky

Toll like receptory

Tumor nekrotizujici faktor
Regulaéni T lymfocyty

Potencialni kanal pfechodného receptoru
Receptor transformujiciho ristového
faktoru beta typu dva

Adhezivni molekuly vaskularnich bunék

Aniontovy kanal fizeny napétové

Vaskularni endotelovy ristovy faktor
Receptor vaskularniho endotelového
rdstového faktoru

Voltage dependentni vapnikovy kanal
X-box vazajici protein

Xantin oxiddazy



Obsah

1.

2.

3.

4.

5.

UVOU .ttt bbbttt b bttt bbb a et bbbt b s 1
Experimentalni pristupy ve VYzKUumMU PAH...........ooo et 2
2.0, MONOKIOTANIN .ttt ettt e s b e e sab e b e e e snr e e s be e e nanas 2
B A =1 =T o o 1Yol o TS PSP 2
0 TR o Y/ o o (= N 2
REMOAEIACE CAV.....eueiiiiiiteeite ettt ettt b e bt st st sab e e b e b e ns 3
3.1. ENAOTEI .ttt et et st e s b e e an e s are e s ane e e saree s 3
3.1.1. Vaskularni endotelidlni ristovy faktor ........c.ccccveiiieeccii e 4
3.1.20 TrOMDBOXAN A2 .ottt sttt et e b e bt st st st b e b be e s ae e et e enreas 4
I 0 T oY1V Yo o 10 VRPN 4
3.14.  XaNtin OXIGAZA «.veeeeiieiiieeiie ettt et sttt st e s e s ae e e sbeeenars 5
I I T © )T o [0 =1 PSP 5
I I TR o o 1 =TV 4T TP 5
3.1.7. ENAOthElin-1 c..coeeeeee ettt st b e s 6
3.1.8.  SErOTONIN ittt s 7
3.1.9. Fibroblastovy rlistovy faktor 2 (FGF2) .......cccceeiieiiieeciee et 7
3.1.10.  Kostni morfogeneticky proteinovy receptor typu 2 (BMPR2)......ccccuveeecrrereecrnnnnnn. 7
3.2. HIQAKA SVAIOVA VISTVA ..eeiiiiiiiiiie ettt 11
K B (o 0} (o1 <3 Y- | Y RSP PPR 11
32,2, HIF @ K0 ettt et s s r e e ne 13
3.3. Adventicie a extracelularni MatriX.....c.ccoeverieireiniene et 13
S Tt I 1 o] o] ] = 1) oY 2 PSRN 13
Hypotézy vzniku plicni arteridlni hypertenze .........ccoveeveieiiicciie e, 15
4.1. OULIAE-IN MY POLEZA ... e e e e e ae e e et ae e e esaebaeeeas 15
4.2. INSIAE-0OUT NYPOTEZA...ccii ittt e e e e e bae e e e eabae e e e eaneeas 15
Metabolick€ ZMENY V PAH..........oo it e e bee e e e bae e e e naaeas 17

4.1. Glukédza



O I T €1 1Yo V72 SRR 18

4.1.2. Pentdzofosfatova drdha........coiiiiiiiiiiieeee e 19
4.2, MILOCRONAIIE 1ottt ettt st e st e e st e s bt e s bt e e sabeeesabeesabeesneeesaneens 19
.21, CItFAtOVY CYKIUS .eeiiieiiiie ittt et eee e s e sbee e e et e e e ssabe e e s ssabeeeeennrenas 20
By € (V1 -] 10| 1 Vo] 17 - USSR 20
4.2.3. Hyperpolarizace mitochondridlni membrany, NOX a ROS..........cccccovvveiiiieeeecciiee e, 21
4.3, ENdOPIazmaticky SErES ..eeiiieiiii et ara e ean 21
6. Role imunitnich sIoZek @ ZANBTU ......coouiiiiiiie e 23
6.1. (@Y o] (1 1V 2SRRI 23
L0 R O [ oY o =T o F=T 014 o Tt C RS 23
6.1.2. INTErIEUKIN B ..ot 24
6.1.3.  INTErlEUKIN 10 ...oeiiiiiiiiieeiie ettt ettt ettt st sbe e et e st e sree e sbeeenes 24
B.1.4.  Fraktalkin co..ceeiieeeiieeieeece ettt et st e s e s nee e sbee e 25
6.2. BUNKY VIOZENE IMUNITY ....evieeiciieee ettt ettt e e e e e bae e e e eabae e e enreeas 25
Lo B (V-1 (o ] - 14 V2SR 25
(S A (o121 ] =T 1 4T o | TP PPR 27
6.2.3.  Neutrofilni ranUIOCYLY.....ccuviiiiiiii e e e e e 28
6.2.4.  NK DURKY. ..ottt e e et e e e et e e e e et e e e e e abaeaeennraeas 29
8.2.5. ZITNE DURKY .eeeeveetieieeeeeee ettt ettt ettt st st s et et et se s sestess s ssenenaaes 29
6.3. Buniky adaptivni imMUNITY .....eeiiiiiec e e e 30
4.3.1. Reguladni T-IyMFOCYLY (TrEE) .veeecveeeiiieeiee ettt ettt ettt e e s e e e etre et esbae e sanee s 30
4.3.2.ThL, Th2 @ TRL7 ettt st sttt et b e bt e sbe e st e e ateebeesbeesaeesaneeas 30

2 - 1V - 1 SO OSSO URO PRSPPI 31

8. RETEIBNCE .o 32



1. Uvod

Plicni hypertenze je souhrnné oznaceni pro pét kategorii nemoci, které spojuje zvysSeni tlaku
v plicnich cévach. Plicni arteriadlni hypertenze (PAH) je jednou z téchto péti kategorii plicni hypertenze.
Jednad se o onemocnéni s prevalenci 15-50 pfipadd na 1000000 (Lau et al., 2017), které je
charakterizovdno zvysenim hodnoty stfedniho tlaku v plicich nad 25mmHg. Charakteristickym rysem
pro toho onemocnéni je remodelace vedouci ke zbytnéni malych a stfednich plicnich cév do 500 um,
coz vede ke sniZeni pratoku krve plicnimi cévami, a to ma v nefeSeném pripadé za nasledek pretizeni
pravé srdecni komory a jeji selhani (Huertas et al., 2020). Uvadi se, Ze stfedni mira preziti je 2,8 let u
dospélych osob a u déti 10 mésict (Clapp and Gurung, 2015).

Priciny PAH mohou byt hypoxie, toxiny, hormonalni vlivy nebo je PAH spojend s dalSimi
onemocnénimi. Klasifikuje se do péti kategorii dle pficiny vzniku: ideopaticka, dédi¢na, indukovana
drogami nebo toxiny, PAH souvisejici s jinymi onemocnénimi a perzistentni plicni hypertenze
novorozencu (Thenappan et al., 2018).

Principem PAH je remodelace plicnich cév, pfi nichz dochazi ke zméné fungovani metabolismu
vaskularnich bunék plicnich cév, kdy dochazi k upfednostriovani anaerobniho metabolismu pred
aerobnim. Zvyhodnéni glykolyzy pfed citrdtovym cyklem a elektron-transportnim retézcem je znamkou
Warburgrova efektu, ktery je taktéz charakteristicky pro rakovinné bunky. To umozZiuje zvySenou
proliferaci bunék a zmény v signalnich kaskadach v misté prestavby plicni cévy. Zmény v produkci
cytokin(, akumulace leukocytl a lymfocyti naznacuji, Ze PAH je aspon z ¢asti autoimunitni a zanétlivé
onemocnéni. Tyto zmény zapfticini migraci cévnich bunék jednotlivych cévnich vrstev, které maiji
antiapopticky fenotyp, dale vaskularni fibrdzu, zbytnéni a ztuhnuti plicnich cév a tvorbu novych cév.

Pochopeni mechanismd, které se odehravaji na bunécné drovni je klicové, zejména porozuméni
interakce imunitniho sytému s metabolicky zménénymi burikami plicnich cév, nebot nynéjsi |écba
zamérujici se na vazokonstrikci neni dostacujici, protoZe pouze sniZzuje pocet hospitalizovanych, ale

nesnizuji mortalitu.



2. Experimentalni pristupy ve vyzkumu PAH

Plicni (arteridlni) hypertenze se da v laboratornich podminkach indukovat hypoxii ¢i plsobenim
latek jako je monokrotalin nebo bleomycin. Jako modelové organismy se klasicky pouzivaji mysi nebo
krysy, protoZze jejich Usporna velikost a osekvenovany genom z nich délaji dobré cile pro experimenty.
Dalsi model, co se pouziva, ale ne tak casto, je skot, protoZe se jednd o drahy model, ale oproti

hlodavcdm vyvinou plicni hypertenzi, jakou nachazime u ¢lovéka.

2.1. Monokrotalin

Jednd se o rostlinny pyrolizidinovy alkaloid ze semen Crotalaria spectabilis, pouzivany k indukovani
PAH u mysi a krys. NejCastéjsi zpUsob podani je jednorazova subkutanniinjekce. Obvykla davka je mezi
30-80 mg/kg (L. Sheng, M. Christopher, 2016). 60 mg/kg monokrotalinu zplsobi do 2-3 tydnd akutni
poskozeni plicnich cév (Mathew and Lakshminrusimha, 2019). Podanim vice nez 300mg/kg vede
ovsem ke smrti zvifeciho modelu do par hodin od podani, protoZe zplsobi selhani jater. Po podani je
monokrotalin  metabolizovan v jatrech izoenzymem cytochromu P-450 3A4 na pyrol
dehydromonokrotalin, ktery je toxicky. V plicich indukuje apoptdzu plicnich arteridlnich endotelovych

buriek (PAEC), zpUsobuje fibrézu plic ¢i myokarditidu (L. Sheng, M. Christopher, 2016).

2.2. Bleomycin

Je antibiotikum izolované ze Streptomyces verticillatus, které je méné casto pouZivané pfi
vyzkumu PAH, protoze nenapodobuje ptiznaky charakteristické pro PAH, ale pouze zpUsobuje fibrézu
plicni tkané. Poskozeni plic se projevi po 2 tydnech od podani bleomycinu a fibréza se za¢ne objevovat

mezi 3-4 tydny (Della Latta et al., 2015).

2.3. Hypoxie

Jsou tfi zpUsoby, jak vytvorit hypoxické prostiedi. Prvni zplsob predstavuji hypobarické komory,
coz jsou specidlné upravené komory, kde se pomoci vakuovych cerpadel sniZi celkovy tlak a tim se i
snizi parcialni tlak kysliku, coz simuluje vysoké nadmofrské vysky priblizné 5 550 az 6 000 metr( nad
morem. Druhy zpUsob jsou normobarické komory kde se do ¢astecné uzaviené komory pousti dusik
z lahve stekutym dusikem, a to zplsobi parcidlni snizeni kysliku oproti dusiku. Posledni zpUsob
predstavuje snizeni kysliku na 10-12% pomoci filtrace kysliku (West and Hemnes, 2011).

Hlavni uc¢inek hypoxie je stabilizujici vliv na faktory indukované hypoxii (HIF), které v nepfitomnosti
kysliku nejsou degradovany a mohou dimerizovat do jadra, kde slouzi jako transkripcni faktory pro
Siroké spektrum gen, které se poté podileji na patologii PAH (viz. podrobnéji dale; Kaelin and Ratcliffe

2008).



3. Remodelace cév

Plicni arteriadlni hypertenze (PAH) se vyznacuje remodelaci vSech vrstev malych a stfednich plicnich
cév. Dochdzi k proliferaci, migraci, neoangiogenezi, antiapoptickému stavu a celkové zméné bunék

tvofici endotel, hladkou svalovou tkan a adventicii. Tvofi se plexiformni léze nebo neointima. Kvdli

zvétSeni vrstev dochazi ke zmenseni prlsvitu v cévach, ke zvyseni tlaku a nizkému pritoku krve cévou.

v . K e
o ” v

C) Velmi zvétsend adventicie a rozvinutd PAH. D) Hypertrofujici PASMC. Prevzato z
(Blanco et al., 2020).

3.1. Endotel

Endotel je jednovrstevny epitel, ktery vystyld vnitini ¢ast cévy. Za fyziologickych podminek endotel
zabranuje srazeni krve, Ucastni se angiogeneze, fidi vazokonstrikci a vazodilataci, interaguje s bunkami
imunitniho systému a zabranuje proliferaci dalSich vrstev cévy (Rajendran et al., 2013).

Béhem PAH dochazi k proliferaci a migraci bunék endotelu (plicni arteridlni endotelialni
buriky/PAEC), zvysené koagulaci na jejich sténdch a vazokonstrikci. Z proliferujicich PAEC se ve vétsiné
pfipadd tvori plexiformni léze (Humbert et al., 2004). Dochazi ke zvySeni produkce latek jako je
tromboxan A2, vaskularni endotelidlni rlstovy faktor (VEGF), serotonin, polyaminy ¢i entohelin-1
(ET-1). Na druhou stranu dochazi ke snizeni prostacyklinu (PGI2) a oxidu dusnatého (NO). (Wilkins,

2012). Prostrednictvim xantin oxidazy (XO) dochazi ke zvySovani oxidacniho stresu. Dale produkuji



fibroblastovy rlstovy faktor 2 (FGF2), ktery napomaha proliferaci PASMC. Je zde i zvySend exprese
adhezivnich molekul na membranach PAEC. VSechny zmény v endotelu se projevuji v dalSich vrstvach
cévy.

3.1.1. Vaskularni endotelidlni rstovy faktor

VEGF je bunécné specificky mitogen, ktery produkuji krevni desti¢ky. Jeho uUlohou je oprava
endotelu a hojeni ran ve spolupraci s rlstovym faktorem odvozenym z desti¢ek (PDFG). Hladiny VEGF
krevnich desticek jsou zvyseny u vSech forem PAH (Eddahibi et al., 2000).

Endotelidlni buiky za normalnich okolnosti nesyntetizuji VEGF, ale pfi hypoxii jej zacnou
syntetizovat. VEGF po uvolnéni se vaZze na VEGF receptor (VEGFR) a spousti signaliza¢ni kaskady, které
vedou k proliferaci, antiapoptickému stavu a angiogenezi. Velkd koncentrace VEGF a VEGFR byla
nalezena v plexiformnich lézich. Pfes toto zjiSténi maji buriky v plexiformnich lézich nizkou toleranci

k poranénii pres to, Ze exprimuji VEGF (Ranchoux et al., 2018).

3.1.2. Tromboxan A2

Jedna se o metabolit kyseliny arachidonové, jenz je produkovan PAEC a destickami. Podporuje
vazokonstrikci, zuZeni rdznych typl hladkych svall, véetné PASMC a agregaci desticek. Plsobi jako
mitogen, prozanétlivy a fibroticky Cinitel. Produkce tromboxanu A2 pti PAH se zvysSuje a tim se podili
na patologii PAH. Tromboxan A2 se vaze na tromboxanovy protenoidni receptor (TP), ¢imZ reguluje
signalni kaskadu zahrnujici kindzu regulovanou extraceluldarnim signalem (ERK) a signdlni kaskadu
zprostredkovanou RhoA, které zvysuji proliferaci (Mulvaney et al., 2020).

Neddvny vyzkum poukazal na novy antagonisticky receptor TP NTP42, ktery se zkousi jako nové
|é¢ivo pro PAH. Prokdazalo se sniZzeni stfedniho arteridlniho tlaku a systolického tlaku pravé komory,
snizeni remodelace plicnich cév a pronikani Zirnych bunék do plicni cévy po jeho podani u mysi, kterym
byla PAH indukovana monokrotalinem (Mulvaney et al., 2020).

3.1.3. Polyaminy

Jedna se o skupinu biologicky aktivnich amind zahrnujici putrescin, ktery je diamin a spermidin
a spermin, které jsou polyaminy. Jejich zvySena syntéza napomaha patologii PAH (Budhiraja, Tuder and
Hassoun, 2004).

Putrescin je v burice syntetizovan z ornitinu pomoci ornitin dekarboxylazy (ODC), poté je preveden
na spermidin a spermin prostfednictvim S-adenosylmetionin dekarboxylazy (SAM-DC)
a spermidin/spermin syntazy. Cinnost ODC a SAM-DC stoupa pfi PAH indukované monokrotalinem, ale
u PAH indukované hypoxii se zveda ¢innost jen u SAM-DC a aktivita ODC je sniZzena (Gillespie and Olson,
2010).

Aktivita polyaminG byla pozorovana v PAEC a PASMC. Transport pfi hypoxii do PAEC se zvysi pro

vSechny aminy, coZ ale neplati pro PASMC, tam dojde ke zvySeni transportu pouze u putrescinu.



Zvy$ena hladina téchto polyamint pak pfispiva k rdstu a proliferaci vaskularnich bunék (Gillespie and

Olson, 2010).

3.1.4. Xantin oxidaza
XO je enzym nachazejici se v PAEC, jenZ je hlavni pfispévatel oxidacniho stresu, protoze tvofri
superoxidovy aniont a peroxynitrity. Nachazi se na povrchové membrané PAEC, kde je jeji aktivita

zvy$ena u pacientl s PAH, coZ napomaha dysfunkci PAEC (Spiekermann, Schenk and Hoeper, 2009).

3.1.5. Oxid dusnaty

NO je syntetizovan v PAEC pomoci enzymu endotelidini NO syntazy (eNOS), ktera vyuziva L-arginin
jako zakladni substrat pro syntézu NO (Wilkins et al., 2008). Uplatriuje se jako vazodilatator plicnich
cév a inhibuje aktivaci desti¢ek a proliferaci PASMC. Také sniZuje produkci endotelinu-1 navozujiciho
vazkonstrikci (viz. niZe). Pfi PAH dochazi ke sniZeni produkce NO, a to napomaha vazokonstrikci cév,
kvuli preruseni jeho signalni drahy. Snizeni NO je zpUsobeno volnymi radikaly, které se tvofi pfi
oxidativnim stresu a reaguji s NO a tvofi peroxinitrit (ONOO") (Wilkins, 2012). Pokud naopak dojde ke
zvySeni hladiny NO tak dochazi k rychlé oxidaci na dusitany (NO;) a dusi¢any (NOs’), které v téchto
formach nemUzZou zajistovat potfebnou signalizaci. Dale NO,” a NOs™ sami o sobé mohou poskozovat
buniky podobné jako reaktivni formy kysliku (ROS). Zanét ma vliv na snizeni aktivity eNOS a tim na
produkci NO (Sim, 2010). Mdze také pFimo dojit kinhibici eNOS, pomoci asymetrického
dimethylargininu (Wilkins, 2012).

NO je z endotelu difundovan do bunék hladkého svalstva plicnich arterii (PASMC) kde se ochotné
vaZe na sulfatové a Zelezné ionty ¢imZ aktivuje hemovou skupinu guanylatcyklazy, ktera zvysuje
koncentraci cGMP. ZvySena koncentrace cGMP v burice vede k aktivaci protein kindzy zavislé na cGMP,
ktera sniZuje intracelularni koncentraci Ca?* a také aktivuje fosfatazu lehkého myozinového fetézce,
kterd snizuje fosforylaci myosinu (Sim, 2010). Obé reakce vedou k vazodilataci cév.

Vazodilataéni Gginky NO jsou jednim zcild pfi lécbé PAH. Uginky léki se zaméfuji na
fosfodiesterazové enzymy, které rozkladaji cGMP. Konkrétné je l1é¢ba zamérena na fosfodiestrazové
enzymy typu 5 (PDE5), které inhibuji. Jako pfiklad schvdleného lécdiva se pouZiva Slidenafil nebo

Tadalafil, které se lisi chemickou strukturou a polo¢asem rozpadu (Lau et al., 2017).

3.1.6. Prostacyklin

PGI2 je dvaceti uhlikatd sloucenina syntetizovand z kyseliny arachidonové v PAEC enzymem
prostacyklin syntdzy. Mezi acinky PGI2 patfi vazodilatace, antiproliferacni, protizanétlivé
a antitrombotické ucinky (Clapp and Gurung, 2015). Opét je béhem PAH sniZzena jeho produkce, coz
ma za nasledek podil na vazokonstrikci cév. PGI2 ma v bunikach kratkou dobu Zivota a to jen par minut

(Ruan et al., 2010).



Po syntéze v PAEC dojde k navazani PGI2 na prostacyklinovy receptor na membrané PASMC, ktery
aktivuje adenylatcyklazu, ktera pfeménuje ATP na cAMP, které pak slouZi jako druhy posel a stimuluje
relaxaci PASMC (Vachiéry, 2011).

Analogy prostacyklinu, stejné jako NO, se vyuZivaji v Ié¢bé pacientd s PAH. Nyni je vyuZivano Ctyr
hlavnich analogl: Epoprostenol, lloprost, Terpostilin, Beraprost. VyuZiti analogli je dano kratkou
Zivotnosti PGI2 a ndrocnou syntézou. Analogy se liSi jak chemickou strukturou, Zivotnosti tak
i zpGsobem podani (Vachiéry, 2011).

3.1.7. Endothelin-1

ET-1 je produkovan v PAEC a sekretovan do extraceluldrniho prostoru, kde se navaze na jeden ze
dvou receptord na PASMC. Témito receptory jsou endotelinovy receptor A (ETA) a endotelinovy
receptor B (ETB). Na ktery receptor se ET-1 navaZe zalezi na anatomickém umistnéné PASMC. ETA se
nachazi hlavné v hlavni plicni tepné a oba typy v rezistenc¢nich cévach (Humbert et al., 2004). Béhem
PAH je jeho koncentrace znacné zvysena a dlivod zvyseni je zatim nejasny.

ET-1 po navazani na receptor zpUsobi aktivaci fosofolipdzy C, kterd produkuje
z fosfatidylinositolu-4,5-bifosfatu (PIP2) inositol trifosfat, ktery uvolfiuje Ca*. Ca** se vaZe na
kalmodulin a vznikd komplex kalmodulin-Ca?*, ktery je schopen aktivovat kindzu lehkého fetézce
myosinu, coz vede k fosforylaci lehkého myozinového retézce a k vazokonstrikci (Wilson et al., 2018).

ETA a ETB jsou cilem IéCiv. Bosentan se zaméfuje na oba receptory, zlepsuje dusnost a snizuje plicni
arterialni resistenci. Ovsem po jeho podani dochazi ke zvyseni jaternich aminotransferaz, které se po
vysazeni bosentanu vrati do normalnich koncentraci. Abmrisentan se zaméruje pouze na ETA a jeho

vyhoda je relativné dlouha Zivotnost, kterd umozni davkovani jednou denné (Sahni et al., 2016).
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Obrdzek 2 — Molekuldrni cile povolenych Iéciv. Seznam zkratek: sGC (Soubilni guanyldt cykldza), ETA
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3.1.8. Serotonin

Serotonin je produkovan v PAEC a je transportovdn pres transportér serotoninu (SERT) ven
z buriky, kde se vaZe na receptor serotoinu, ktery se nachazi na PASMC. Tam zpUsobuje vazokonstrikci
a ma proliferacni Ucinky. Zda se, Ze serotonin zplsobuje proliferaci pres ovlivnéni NADPH oxidazy, ktera
tvori ROS a zpUsobuje v burikach oxidacni stres. Zaroven potlacuje NrF-2, coz je jaderny faktor Fidici
koncentrace ROS (Hood et al., 2017). Pravé pfi PAH je jeho koncentrace nadmérné zvysena

z neznamych ddvodd.

Tabulka 1 — Dysregulace vaskuldrnich efektori v PAEC. (Mhatre V. Ho, Ji-Ann Lee, 2012)

. Zména aktivity | Uginek na Ucmvevk "3 Uginek na
Vaskularni efektor I bunécnou .
v PAH vazokonstrikci . . trombdzu
proliferaci
VEGF Zvyseny N/A Zvyseny N/A
Tromboxan A2 Zvyseny Zvyseny Zvyseny Zvyseny
SniZzeny o
mzsnyl Zvyseny
Oxid dusnaty (2vyseny Zvyseny v plexiformnich Zvyseny
v plexiformnich y
ny [ézi
|ézi)
Prostacyklin Snizeny Zvyseny Zvyseny Zvyseny
Endothelin-1 Zvyseny Zvyseny Zvyseny N/A
Serotonin Zvyseny Zvyseny Zvyseny Zvyseny
3.1.9. Fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF2)

FGF2 je mitogen, ktery je velmi aktivné produkovan PAEC do svého okoli, kde ovliviiuji proliferaci
a antiapopticky stav PASMC, ale tézZ autokrinné pusobi na PAEC. Po navazani na jeho receptor, ktery
taktéz vykazuje zvySenou expresi, dojde k aktivaci ERK 1/2 drahy, ktera spousti déleni bunék. Zvyseni
FGF2 koreluje se zvysenim BCL-2 a BCL-xL, které indukuji antiapopticky stav bunky (Tu et al., 2011).
BCL-2 a BCL-xL jsou regulatory apoptdzy, protoZe potlacuji uvoliovani apoptdzu indukujiciho faktoru.

3.1.10. Kostni morfogeneticky proteinovy receptor typu 2 (BMPR2)

BMPR2 je receptor ze skupiny receptord transformujicich rdstovych faktord B (TGF-B), ktery se
podili na signalizaci regulujici diferenciaci, migraci, proliferaci a apoptézu. Nachazi se jak na PAEC, tak
i na PASMC. Vyzkumy ukazaly, Ze aZ 75% postizenych s dédi¢nou PAH ma mutaci v genu pro BMPR2
a 10-20% se sporadickou PAH ma téZ mutaci v tomto receptoru, coz zna¢né zvySuje Sanci na vznik PAH.
Mutaci v genu BMPR2 bylo objeveno vice nez 300 (Evans et al., 2016). Ovsem pokud nedochazi
k mutaci genu pro BMPR2, tak mlZe byt jeho exprese snizena. (Rabinovitch and Rabinovitch, 2012).

BMP je rodina signalnich molekul spadajici do skupiny TGF-B, ktery se podili jako ligand na
signalizaci pres kindzu BMPR2 a s nim spojené receptory aktivinu typu Il A/B (ActRlla a ActRllb).

Napriklad BMP4 zvySuje proliferaci a migraci PASMC, coZ je dano jeho zvySenou expresi, jeZ je



vrve

HIF-1a aktivuje drahu ERK 1/2 a p38 mitogenem aktivovanou proteinovou kindzu (p38MAPK), které
spolu s BMP4 zvysuji expresi komponentd SOCC ( z anglického store-operated calcium channel) jimiz
jsou TRPC1 a TRPC6 (z anglického transient receptor potential-channel), kvili kterym se zvysuje
intracelularné vapnik, ktery pronika do burky pres cytoplazmatickou membranu (Yang, Wang and Lu,
2017). Naopak BMP7 ma protizanétlivé a protinddorové ucinky. Je exprimovan v mnoha tkanich véetné
plic. PFi vystaveni hypoxii dojde ke snizeni exprese BMP7. Experiment s mysi vystavené hypoxii a se
zvySenim exprese BMP7 ukdazal na vyrazné nizsi systolicky tlak v pravé komore a zmirnéni remodelace
cév. Pfitomnost BMP7 v PAEC sniZuje prechod endotelidlnich bunék do mezenchymalnich (EndoMT),
kvuli inhibici transkripénich faktort jako je Snail, Slug a Twist, které se spoustéji hypoxii a maji vazbu
na EndoMT prechod (Zhang et al., 2018). BMP9 je cirkulujici klidovy faktor, ktery ma ochranné Gcinky
na plicni cévy a pokud dojde k mutaci v ném nebo v jeho receptoru, tak to ma za nasledek apoptdzu
a naruseni homeostaze PAEC. VazZe se na komplex BMPR2, kindzy podobné aktinovym receptordm 1
(ALK1) a koreceptor endoglinu. Jeho exprese je pfi PAH snizena (Nikolic et al., 2019).

EndoMT prechod je charakterizovan ztratou fenotypu PAEC, kdy ziskavaji fenotyp
mezenchymalnich nebo myofibroblastovych bunék. Mezenchymalni typ bunék muzZe pak diferencovat
do jinych fenotypl jako jsou fibroblasty, chondrocyty nebo osteoblasty. Dochazi ke ztraté tésnych
spojl mezi PAEC, které zajistovaly proteiny CD31, VE-kadheriny ¢i p120-katenin, ¢imZ dojde k jejich
rozvolnéni a migraci do hlubsich vrstev cévy, kde pusobi invazivné a tim podporuji hypertrofickou
remodelaci. TaktéZz dojde k zméné sloZeni povrchovych molekul. Ztraci se typické PAEC proteiny jako
CD34, CD31, VE-kadheriny a zacnou se objevovat nové protein jako jsou a-SMA &i vimentin, které jsou
charakteristické pro mezenchymadlni nebo myofibroblastové buriky. SniZeni exprese p120-kateninu
zplsobi zvySeni Twist-1 a bunky exprimujici Twist-1 tvori zaklad plexiformnich Iézi (Ranchoux et al.,
2015). Plexiformni léze jsou komplexni plicni cévni léze, které vytvari sité nebo kanalky tvorené
endotelidlnimi burikami a jadrovymi burikami, jejichz plvod je nejasny. Plexiformni léze maji za
nasledek uzavreni prasvitu cévy, coz zplsobi zvyseni tlaku v plicnich cévach (Leopold and Maron,

2016).



TNF-a IL-1B TGFB

o |
Vrstva neposkozenych

- —® —®» —® —
endotelovych bunék M

l -CD31

-VE-cadherin
Zmény v endotelovych ‘& ‘@ -»
burikach
+ a-SMA + fibronectin
+ vimentin + N-cadherin
+ Twist
- - -

EndoMT pfeména

Obrdzek 3 — Pfeména endotelidlnich bunék do mezenchymadlnich nebo myofibroblastovych. Seznam
zkratek: TNF-a (tumor nekrotizujici faktor alfa), TGF-8 (transformujici ristovy faktor), a-SMA (aktin
hladkého svalstva). Pfevzato a upraveno podle predlohy: (Leopold and Maron, 2016).

Signalizace pres BMP probiha skrze komplexy receptorl, kde BMPR2 spolu s ALK3 zajistuji
signalizaci pro BMP 2/4/6. BMPR2 a ALK1 zajistuji signalizaci pro BMP 9/10. Po navazani se spusti bud’
kanonicka draha zahrnujici fosforylaci SMAD 1/5/8, jenz zapficini transkripci gen( zahrnujici inhibitory
rodiny genl vazajicich DNA (ID) a drah NOTCH, nebo pres nekanonickou drahu zahrnujici signalizaci
pres MAPK a fosforylovany protoonkogen tyrosin-protein kindzy Src. Pokud je v bunce mutace pro
BMPRZ2, tak tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) sniZuje jeho expresi, protoZe podporuje jeho stépeni
ADAM10/17 (zkratka pro dizintegrin a metaloproteinazu). Ale pokud neni BMPR2 mutovdn, tak i pres
to je jeho exprese snizovana ADAM. Toto sniZeni pak prepne signalizaci na ActRlla a ALK2, coz ma
potencionalné patogenni nasledky (Hurst et al., 2017). SniZzena exprese BMPR2 také zpUsobi vznik
smiSenych komplex( z BMPR1/TBR1/TBR2, které umozZni zesilené bunécné odpovédi na TGF-B.
Dysbalancovana signalizace mezi BMP a TGF- plsobi na PAEC akumulaci proteina v extracelularni
matrix (ECM) jako je fibronektin, tensacin ¢ nebo fibrilin 1 a podporuje EndoMT prechod (Hiepen et
al., 2019).

Zacileni na zvySeni exprese BMPR2 je mozZnou terapii PAH. Experimenty se zvySenim exprese BMPR2
pomoci adenovirového vektoru, ktery nesl pfislusny gen, vedly k jeho zvySeni a nasledné tvorbé
komplext s ALK 1/2/3. Tim se zabrani tvorbé smisenych komplexd, na které se vaze TGF-B. Tyto jevy
vyUsti ve zvySeni signalizace pfes SMAD 1/5/8 a ke snizeni signalizace pres SMAD 2/3, coZ vede
k balancované signalizaci mezi BMP a TGF-B. U mysi, kterym byla PAH indukovana monokrotalinem,
tato terapie vedla ke zlepSeni stavu a srovnani systolického a arteridlniho tlaku na normalni Uroven
(Harper et al., 2016). Klinické studie pouZivajici trakolim prokazaly zlepSeni u omezeného poctu
pacientl, kterym se zlepsily pohybové kapacity a funkce pravé komory. Trakolim cili na zménu

dysfunk¢ni signalizace BMPR2 a zvySuje signalizaci pfes SMAD 1/5/8. Déle chlorochin, ktery inhibuje
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autofagii, brani lysosomalni degradaci BMPR2, coZz vede kobnoveni proapoptického

a antiproliferativniho fenotypu PASMC (Tielemans et al., 2019).
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Obrdzek 4 — Signalizace pomoci receptorii BMPR2 a TBR2. Ve zdravych PAEC se k nim krvi dostdvaji
BMP, v tomto pfipadé BMP6/9. BMP9 se viaZe na komplex receptort BMPR2 a ALK1, ke kterym se pripoji
koreceptor endoglin. Navdzdni BMP9 zplsobi fosforylaci SMAD1 a SMADS, které tvori komplex se
SMAD4 a spolec¢né dimerizuji do jadra, kde se vdazi na promotory cilovych gend. Stejné plsobi i BMP6
jen s rozdilem, Ze jeho receptor tvori BMPR2 a ALK2/3 a dochdzi k fosforylaci SMAD2 a SMAD3. Jeho
funkce se zdd podpora angiogeneze. Pokud bézi tyto signalizace tak PAEC prosperuje a udrZuje si
normdlni charakter. TGF-8 se vdZe na komplex receptorti TBR2 a ALKS5, coZ zpusobi fosforylaci SMAD 2
a SMAD3, ktery tvori se SMAD4 komplex, ktery dimerizuje do jadra. Popripadé se miZe vdzat na
smiSené receptory, ktery se tucastni ALK1/2/3. Pokud dojde k mutaci nebo nedostatku BMPR2, tak dojde
ke zvyseni tvorby receptort pro TGF-8 a tim pddem k signalizaci, kterd md za ndsledek EndoMT
prechod. V tomto pfipadé je zde BMPR2*®, kdy v burice doslo ke ztraté jedné kopie genu pro BMPR2
a mutace BMPR2%%2, u které doslo k vystfiZeni exonu 2. Tyto experimentdlné pfipravené mutace
dokazuji dalezitost BMPR2 pro zachovdni homeostdze PAEC. Seznam zkratek: BMPR2 (kostni
morfogeneticky proteinovy receptor typu 2), BMP (kostni morfogeneticky protein), ALK (kindza
podobnd aktinovym receptorim), TGF-8 (transformujici rustovy faktor beta), TBR2 (receptor
transformujiciho ristového faktoru beta typu dva). Pfevzato a upraveno podle predlohy: (Hiepen et al.,
2019).
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3.2. Hladka svalova vrstva

Zména hladké svalové vrstvy je dramaticka. Dochazi ke zhustovani a proliferaci PASMC. Impulzy
k tomu pfichazeji jak z ménici se PAEC a adventicie, tak i z akumulujicich se imunitnich bunék, které
produkuji Siroké spektrum cytokinl. Méni se exprese molekul a kandld, jenZ udrZuji normalni stav
PASMC. Naopak dochazi ke zvySeni transkripéniho faktoru HIF, jenZ se podili na expresi protein(
zhorsujici patologii PAH.

3.2.1. lontové kanaly

lontové kanaly hraji dlleZitou roli v patologii PAH. Bylo objeveno Sest rlznych mutaci
vdraslikovych kandlech, u kterych byla prokazana souvislost s PAH. Dalsi dysfunkce byly objeveny
u vapnikovych kanall, které vykazuji ve vétsiné pripadl zvySenou expresi. Draslikové a vapenné kandly
spolu se signalizaci zaloZenou na fosfodiesterazach (PDE) ovliviuji proliferaci PASMC.

3.2.1.1. Draslikové kandly

Draslikové kandly jsou iontové kandly, které se nachdzeji v cytoplazmatické membrané, jenz
selektivné propousti draselné ionty a ucastni se tvorby klidového potencidlu membrany, tvorbé
a udrzovani akénich potencidll ¢i na bunééném déleni a proliferaci. BEhem PAH dochazi ke snizeni
poctu napétoveé fizenych kanald (Kv), které vedou k poruseni napéti PASMC. SniZzena exprese vede ke
snizenému pratoku draselnych iontd, coz vede k depolarizaci membrany, kterd ma za nasledek aktivaci
kanalG Ca®* zavislych na napéti, coz vede kdlouhodobému zvy3eni Ca®* vPASMC. Vzestup
intraceluldrniho Ca?* vede k vazbé vépniku na kinazy zavislé na vapniku jako jsou MAPK nebo protein
vazajici element odpovédi na cAMP (z anglického cAMP response element binding protein), coz vede
bunku vstoupit do bunééného cyklu a tim proliferovat (Hayabuchi, 2017).

Jednim ztéchto kanall je Kv kanal KCNK3, ktery byl objeven v roce 2013, jenz ma Ctyfi
transmembrdnové domény a obsahuje dvé pérové domény na podjednotku. Nachazi se
v cytoplazmatické membrané a je ho mozné inhibovat extracelularnim okyselenim. U 3 z 230 pacient(
se sporadickou PAH, byla objevena mutace stejnojmenného genu pro kanal KCNK3. Béhem PAH jsou
jeho funkce vyrazné snizeny, coz koreluje s depolarizaci cytoplazmatické membrany. Zda se, Ze ubytek
KCNK3 neni projevem PAH, ale Ze se na jeji patologii podili. Nedostatek KCNK3 zpUsobuje
antitrypsinu, ktery se mize Ucastnit hyperproliferac¢niho fenotypu fibroblastl, coZ podporuji vyzkumy
in vitro, kdy alfa-1 antitrypsin ma na fibroblasty proliferacni Gcinky a naopak jeho sniZzena koncentrace

brani migraci a invazi bunék (Antigny et al., 2016).
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3.2.1.2. Vdpnikové kandly

Jak je jiz vySe uvedeno, dochazi k depolarizaci membrany, kvili sniZzeni exprese draselnych kanald,
co? spousti vtok Ca?* do bufiky. Existuji tfi hlavni typy vstupu Ca?* do sav&ich bunék: voltage
dependentni vapnikovy kanal (VGCC), SOCE (z anglického Non-voltage-dependent store-operated Ca?*
entry) a SICE (z anglického non-voltage-dependent store-Independent Ca2+ Entry) (Lambert et al.,
2018).

VGCC jsou jedinym téchto tfi typd, které jsou Fizeny napétové. Nachazeji se na cytoplazmatické
membrané v Sesti rlznych podtypech, kdy na PASMC jsou exprimovany pouze dva typy: L-typ, jenz je
ovladan vysokym napétim a T-typ, ktery je ovlddan nizkym napétim. Jsou aktivovany depolarizaci
cytoplazmatické membrany, kterad vede k vytoku Ca?* do intracelularniho prostiedi buriky. Pii PAH je
zvy$end hlavné exprese L-typu kandlu, ale i T-typu. ET-1 zvySuje intraceluldrni koncentraci Ca®*
prostiednictvim kanalu L-typu. Takto narusena signalizace ma vliv na proliferaci, preziti a apoptdzu
PASMC (Lambert et al., 2018).

SOCE je komplex kanald, ktery se nachazeji jak na cytoplazmatické membrané, tak na membrané
endoplazmatického retikula (ER). Jednou z téchto podjednotek SOCE je molekula 1 stromalni interakce
(STIM), kterd je umisténa na membrané ER a snimd koncentrace Ca®* v ER. Protein vapnikového kanélu
aktivovany uvolfiovanim vapniku 1 (Orail) umoZiuje vstup vdpniku do ER pres kandl aktivovany
uvolfiovdnim vépniku (CRAC), ¢&imZ se doplfiuji zdsoby Ca?* v burice. Na tom se Gcastni i kandly
pFechodového receptorového potencidlu (TRP), které podporuji vtok Ca?* do ER nebo se nepfimo
podileji na vstupu tim, Ze poskytnou klidovy membranovy potencial. STIM2 a Orai2 maji zvySenou
expresi béhem PAH a pusobi proliferaéné na PASMC. TRPC6 (podtyp TRP) ma zvySenou expresi pfi PAH
a byla objevena mutace v jeho promotoru, kterd vede ke zvySenému riziku rozvoje PAH. Béhem
hypoxie se zvysi AMP aktivovana proteinova kindza (AMPK), ktera zvysi TRPC6, jenz skrze VGCC zpUsobi
depolarizaci membrény ER, ¢imZ zvysi pfenos Ca?* do ER. Zvy3ena exprese TRPC3 zvy3uje expresi SOCE,
coz opét prispiva proliferaci PASMC. TRPC1 se uplatiiuje v neointimalnim rlstu cévy a proliferace
PASMC. Pokusy se specifickymi protilatkami proti TRPC3 ukazaly, na redukci negativnich vlivii TRPC3
a poukazaly na moznost jich uplatnéni v Iécbé PAH (Lambert et al., 2018).

SICE jsou kandly, které nejsou fizeny napétové, jenz se skladaji z izotypd Orail a Orai3, které
aktivuje kyselina arachidonova a prostfednictvim STIM1 proudi Ca?* do buriky. Timto se podili SICE na
udrzovani vysoké koncentrace vapniku v burice, coZz podporuje proliferaci PASMC (Lambert et al.,
2018).

Signalizace pfes Ca®* se Ulastni PDE1, kterd ma tfi podtypy: PDE1A, PDE1B, PDE1C a hydrolyzuje
cAMP ¢&i ¢cGMP, co? jsou druzi posli, ktefi se Udastni regulace napéti PASMC pfes kalmodulin-Ca?*

komplex. U pacientu s PAH jsou PDE1A a PDE1C vice exprimovany, a to vede k strukturni remodelaci
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PASMC. Pti vyzkumu byly podavany inhibitory zamétujici se na PDE1 a bylo pozorovdno znacné zlepseni

stavu cév (Schermuly et al., 2007).

3.2.2. HIFasSrc

HIF je transkripcni faktor, ktery se sklada ze dvou podjednotek: HIF-1a a HIF-1f. HIF-1 a je vykonna
podjednotka, kterd reguluje proliferaci, stav preziti bunky, angiogenezi, zanét, energeticky
metabolismus ¢i fibrézu. HIF-1fB je stabilni podjednotka HIF. Aktivace HIF-1a je podminéna nizkou
koncentraci kysliku v burice. HIF se nevyskytuje pouze v PASMC, jeho aktivita s uplatfiuje u mnoha
bunécénych typl véetné bunék adventicie a PAEC (Liu et al., 2019).

Pokud je v burice dostatek kysliku, tak HIF-1a je hydroxylovdn a to umozni vazbu VHL, ktera je
soucasti ubiqutin ligazy. Po vazbé VHL dojde k polyubiquitinaci a ndslednému znic¢eni v proteazomu.
KdyzZ bunka nema dostatek kysliku, tak nemuze dojit k jeho hydroxylaci, protoZe PDE, ktera hydroxyluje
prolin na HIF-1a je aktivovana kyslikem. Dochdzi k hromadéni HIF-1la a jeho dimerizaci s HIF-1
a spolecné se presouvaji do jadra, kde slouzi jako transkripcni faktory pro zna¢né mnozstvi gent (Kaelin
and Ratcliffe, 2008). Aktivni Src stabilizuje HIF-1a a zvySuje jeho mnozstvi mRNA v burkach. Také svou
aktivitou inhibuje PDE2, ktery hydroxyluje HIF-1a (Lee et al., 2011).

PAH mUze byt aktivovana hypoxii, pfi které se obecné spousti vySe popsana draha. Proliferace

PASMC je zavisla na regulaci Src/HIF-1a a inhibice Src vede k sniZeni proliferace (Liu et al., 2019).

3.3. Adventicie a extraceluldrni matrix
Jedna se o treti vrstvu cévy, kterd ma Siroké sloZeni, co se ty¢e bunéénych typl. Mezi jeji slozky se
radi fibroblasty, makrofagy, dendritické bunky ¢i progenitorové buriky. Okolo téchto bunécnych typl
je ECM, ktera je patologicky pozménéna. Adventicie je schopna regulovat zbytek cévnich vrstev pres
produkované latky jako cytokiny Ci rastové faktory. BEhem PAH se méni jeji bunécné sloZeni a slozeni

ECM.

3.3.1. Fibroblasty

Funkci fibroblastl je vylucovat ECM, komunikovat se PASMC, PAEC i imunologickymi burikami,
produkci cytokind, chemokin( Ci rGstovych faktor(l. Jednd se o nejcastéjsi bunécny typ adventicie, ktery
jako prvni reaguje na vnéjsi podnéty. Dochazi k jejich znacné proliferaci, jesté nez zacnou proliferovat
PAEC a PASMC. Fibroblasty se v plicni cévé mohou délit podle navazani Thy-1 na buriku pres GPI, budou
tedy Thy-1+ nebo Thy-1-, pficemZ béhem PAH je zvySena exprese Thy-1- (El Kasmi et al., 2014). Thy-1
je povrchovy antigen, jehoZ exprese odlisuje funkéné fibroblasty (Kawka et al., 2017). Thy-1- vykazuji
oproti Thy-1+ fibrogenni fenotyp a proliferativni odezvy na rlstovy faktor AA odvozeny z desticek
(PDGF-AA) a rastovy faktor pojivové tkané (CTGF). Déle Thy-1- exprimuji pétkrat vice a-SMA a dvakrat
vice TGF-B (El Kasmi et al., 2014). PDGF-AA je mitogen, ktery plsobi na mezenchymalni buriky véetné

fibroblasti na néZz ma proliferacni a migracni ucinky (Jasinska-Stroschein et al., 2014). CTGF je faktor
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bohaty na cystein, ktery se Ucastni bunécné proliferace, diferenciace, adheze a angiogeneze (Ramazani

etal., 2018).

MiRNA | PPARs
f/"* s >

Q’mn
e

Tkanova fibréza A Tkanova regenerace

Obrdzek 5 — Vliv CTGF na fibrozu. CTGF zprostredkovavd fibrozu interakci s molekulami v levé Cdsti
obrdzku, které jiz byly popsdny vyse. Pokud dochdzi k previaddni molekul na pravé strané, tak dochdzi
k regeneraci tkané. Koncentrace ldtek interagujicich s CTGF urcuje, co z toho se bude dit. Seznam
zkratek: ET-1 (Endotelin-1), MMP (Matrixové metaloprotedzy), TNF-a (Tumor nekrotizujici faktor alfa),
TGF-6 (Transformujici rustovy faktor beta), PDE (Fosfodiesterdza), VEGF (Vaskuldrni endotelidlni
rustovy faktor), BMP (Kostni morfogeneticky protein), PTEN (Fosfatdza a homolog napéti), MiRNA
(Mikro RNA), ITG (Integriny), PPAR (Receptory aktivované proliferdtorem peroxisomu). Prevzato
a upraveno podle predlohy: (Ramazani et al., 2018).

BMPs

Fibroblasty se mohou ménit na myofibroblasty, které znacné exprimuji a-SMA a velice se podileji
na prestavbé cévy, protoZe jsou schopny migrovat do vSech vrstev cév. Jako podnét pro diferenciaci
muze slouZit ET-1, TGF-B, interleukin-6 ¢i trombin. Ovsem plvod myofibroblastd mulze byt
problematicky, ponévadz se do nich mohou diferencovat PASMC, PAEC i progenitorové bunky (El Kasmi
et al., 2014). Pfeméné fibroblastl do myofibroblastl maze branit napriklad interferon y (IFN-y), ktery
je produkovan T lymfocyty, ktery potlacuje produkci a-SMA, ukladani kolagenu a tlumi zanét (Hinz,
2015).

Dochdzi ke zméndm ECM z normdlniho sloZeni, které obsahuje kolageny | a Il typu, elastiny,
laminy, fibronektiny, tenascin c a proteoglykany na patologicky, kdy dochazi k vétSimu ukladani
kolagen( a k jejich zasitovani, znacnému rozkladu elastinu a hromadéni fibronektin(, osteopoetinu
a tenascinl c. To vede ke zméné z pruzného charakteru cévy na zatuhly fibroticky typ. Fibronektin,
tenascin c a osteopoetinu maji vliv na proliferaci fibroblast(. Nahromadeéni téchto proteinl koreluje se
zvySenim matrixovych metaloproteaz (MMP), které degraduji ostatni slozky ECM (Thenappan, Chan
and Weir, 2018).

Mononuklearni buriky monocytéalni/makrofagni linie, které pochazeji z kostni drené a cirkuluji
v krevnim obéhu se mohou na zdkladé hypoxie akumulovat v adventicii. Tam pfispivaji k zahustovani
adventicie produkci kolagenu a pravdépodobné diferenciaci do myofibroblsatl (Frid et al., 2006).

Vyzivu adventicie i PASMC zajistuje ,,vasa vasorum®, coz je mala céva, jejiz sit se béhem PAH
rozSifuje. Fibroblasty narusené hypoxii produkuji Iatky jako ET-1, VEGF, PDGF, fironektin ¢i trombin,

ktery se podili na neoangiogenezi (El Kasmi et al., 2014).
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4. Hypotézy vzniku plicni arteridlni hypertenze

At je pfiénou PAH hypoxie, geneticka predispozice ¢i toxiny tak mechanismus vzniku je podobny.
Ovsem nevi se presné co da prvni impulz k rozvoji. Navrhuje se, Zze prvni impulz by mohl pochazet
z adventicie, coZ zastdva hypotéza ouside-in nebo by mohl pochdazet z PAEC, coZ zastavd hypotéza
inside-out.

4.1. Outide-in hypotéza

Tato hypotéza fika, Ze adventicie iniciuje a udrzuje zanét a tim pfispiva k remodelaci zbytku cévy.
To podporuje skute¢nost, Ze se v ni nachazi znaéné mnozstvi rozdilnych bunék, které jsou schopny
produkovat cytokiny a jiné signalizacni molekuly. BEhem PAH leukocyty pronikaji do adventicie ato ma
disledek jak na ni, tak pozdéji i na dalsi vrstvy cév (El Kasmi et al., 2014).

Vaskularni zanét se objevuje v adventicii spolu se zvysenou migraci makrofagli a dendritickych
bunék (DC). Makrofagy a DC produkuji cytokiny (prfedevsim prozénétlivé), chemokiny a ROS, které se
podileji na prestavbé adventicie jako je fibrdza. Na jeji prestavbé se podileji i fibroblasty, které kdyz se
aktivuji, pfipominaji makrofagy a DC, tim Ze produkuji prozanétlivé cytokiny a vytvareji molekuly pro
prezentaci antigenu, ¢imZz mohou stimulovat T lymfocyty, cemuZ i napomdaha zvysend exprese
adhezivnich molekul jako intraceluldarni adhezivni molekuly 1 (ICAM-1) a adhezivni molekuly
vaskularnich bunék 1 (VCAM-1) (El Kasmi et al., 2014).

Jako dlikaz toho, Ze adventicie je schopna okam?zité reagovat byly provedeny pokusy s dratem
nebo baldnkem, které poskodily adventicii a v ni zplsobily rychlou proliferaci bunék, ktera presahovala
proliferaci PASMC (Shi et al., 1996) (Scott et al., 1996). Dalsi dikaz pochazi z experiment(, které pouzily
metodu LacZ s expresi B-galaktosidazy ve fibroblastech. Pomoci transdukce byly do fibroblastl
vneseny retrovirové c(astice, jeZz nesly kodujici B-galaktosiddzu. Fibroblasty, které exprimovaly
B-galaktosidazu byly nejdfive v adventicii a po indukovaném poranéni se diferencovaly do

myofibroblast(, které mohly migrovat do PAEC (Li et al., 2000).

4.2. Inside-out hypotéza
Tato hypotéza predpoklada, Ze vaskuldrni remodelace zacind poskozenim PAEC, jehoZ zmény
zpUsobi proliferaci PASMC, EndoMT prechod, diferenciaci fibroblastd v myofibroblasty a migraci bunék
do adventicie. Tuto hypotézu podporovalo zjisténi, Ze poskozené PAEC produkuji latky (viz. kapitola
3.1.), které podporuji proliferaci PASMC a z uvolnénych PAEC se tvofi plexiformni Iéze a neointima.
Aktualné uznavanou hypotézou je ovsem outside-in, protoZe adventicie je komplexni vrstva, ktera je

pripravena okamzité reagovat na zmény a tim remodelovat zbytek cévy (Spiekerkoetter et al., 2019).
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Obrdzek 6 — Outside in hypotéza. Adventicie jako prvni reaguje na vnéjsi podnéty jako je hypoxie,
toxiny, hormondlni zmény a méni charakter cévni stény. Nejdrive dojde k aktivaci fibroblast(, ndsledné
k migraci monocytt do adventicie. Exprese cytokinli a adhezivnich molekul ovliviiuje diferenciaci
fibrocyt a monocytt do myofibroblasti. Dochdzi ke zméné sloZeni extraceluldrni matrix, ve které se
zacnou objevovat kolageny | a lll typu, fibronektiny a tenasciny. Adventicie velmi zméni svoji tloustku.
Zména adventicie plsobi na buriky hladké svalové vrstvy, které proliferuji a migruji. Seznam zkratek:
PA (plicni arterie), PAEC (endotelové buriky plicni arterie), PASMC (buriky hladké svaloviny plicni
arterie). Prevzato a upraveno podle predlohy: (El Kasmi et al., 2014).
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5. Metabolické zmény v PAH

Aby fibroblasty, PAEC a PASMC mohly proliferovat, jsou nutné zmény v metabolismu, které
zahrnuji prechod na anaerobni metabolismus, jez poskytuje energii a substraty potrfebné pro
proliferaci bunék. Tyto zmény zahrnuji nedplnou oxidaci glukdzy a jeji zvySeny prijem. Uprfednostnéni
glykolyzy a odstoupeni od citratového cyklu (CC) a elektron-transportniho fetézce (ETC) vede ke
zménam v mitochondriich, které jsou hyperpolarizované, coz vede k inhibici apoptdzy, na které maji
mitochondrie majoritni podil. TaktéZ dochazi k aktivaci pentdzofosfatového cyklu (PPP), ktery zasobi
bunku stavebnim materidlem nezbytnym pro proliferaci. Dale dochazi ke zvyseni syntézy polyamin(
a ke snizeni oxidacnich drah karnitinu a mastnych kyselin. Tyto zmény jsou podobné tém, které se
nachdzeji v rakovinnych bunkach. Jak PAH, tak i rakovinnd onemocnéni provazi vyse popsany

Walburglyv efekt.
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Obrazek 7 — Metabolické poruchy v bunkdch plicnich cév postiZenych PAH. Prfi metabolickych
poruchdch v PAH hraje ustredni roli mitochondrie. Dochdzi ke zvyseni glykolyzy a ke sniZeni oxidace
glukdzy. Ddle je zvysena aktivita pentdzofosfdatoveé drdhy, kterd podporuje zvySenou syntézu nukleotidd.
Zvysena glykosylace proteint extraceluldrniho matrix vede k jeho zméndm. SniZeni oxidu dusnatého
a zvySend aktivita mocovinového cyklu vedou k vazokonstrikci. VSechny tyto zmény vedou k dysfunkci
a proliferaci vsech vrstev cévy. Seznam zkratek: CC (citratovy cyklus), NO (oxid dusnaty), PPP
(pentdzofosfatovad drdha), FAO (oxidace mastnych kyselin), OXPHOS (oxidativni fosforylace). Pfevzato
a upraveno podle predlohy: (Rafikova, Al Ghouleh and Rafikov, 2019).
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4.1. Glukdza

Jedna se o monosacharid sloZeny z Sesti uhlik(, ktery se vyskytuje v burikach v D formé. Glukdza je
zakladni zdroj energie pro buriku a jak ona samotn3, tak jeji produkty se Gcastni mnoha energetickych
drah v burice.

K burikdm tvoficim sténu cévy se dostdva krevnim fecistém a do buriky vstupuje pres glukdzovy
transportér (GLUT) nebo pres sodno-glukdzové transportéry (SGLT). GLUT je transmembranovy protein
sloZeny ze 12 helix(, ktery se da rozdélit do tfi tfid, které se jesté dale déli (Navale and Paranjape,
2016). Exprese GLUT-1 je zvySena v bunkach, ve kterych probihda nadmérné glykolyza. Na zvysené
expresi se podili hypoxie nebo mutace v onkogenech jako je Ras. Hypoxie aktivuje HIF-1, ktery se vaze

na promotor genu pro GLUT-1 a spousti jeho transkripci (Chen et al., 2001).

4.1.1. Glykolyza

Glykolyza je zakladni drdha, kdy dochdzi k preméné glukdzy na pyruvat béhem deseti chemickych
reakci. Probihda anaerobné v cytoplazmé. Metabolické zmény v PAH charakterizuje zvySeny pfijem
glukdzy a poctu glykolytickych enzymd, a tedy i uprednostriovani glykolyzy.

Hexokindza je enzym z rodiny kinaz, ktery pfidava na glukdzu fosfatovou skupinu a vznika glukdza-
6-fosfat. Izoenzym hexokinazy (HK-2) se mlze vazat na vnéjsi membranu mitochondrie a kvili tomu
nedochazi k jeji inhibici vlastnim produktem a muiZe neustédle zpracovévat glukézu. Na membrané
interaguje s VDAC kanalem (aniontovy kanal fizeny napétové), kterym nemuzZe prochazet cytochrom
¢, jenz indikuje apoptdzu (Pedersen, 2008).

Pyruvatkindza (PK) je enzym, ktery se ucastni posledni reakce v glykolyze, ve které dochazi
k odstépeni fosfatu z fosfoenolpyruvatu a preméné na enolpyruvat, ktery je nestabilni a méni se na
pyruvat. PK se v lidském téle vyskytuje ve Ctyfech izoformach: jaterni PK, PK ¢ervenych krvinek a PK
svall, ktery ma dvé formy M1 a M2. Svalova izoforma 1 PK (PKM1) se vyskytuje v diferenciovanych
tkanich, zato svalova izoforma 2 PK (PKM2) se vyskytuje v proliferujicich a rakovinnych burikach. PKM1
a PKM2 pochazeji ze stejného genu, kdy alternativnim sestfihem vznika pfislusna izoforma (Dong et
al., 2016). PKM2 se jesté mUZe vyskytovat ve dvou formach, a to v dimerické formé, ktera ma nizkou
aktivitu nebo v tetramerni, jenZ md naopak vysokou aktivitu. Dimerni forma PKM2 se vyskytuje
v rakovinnych bunkach a v rychle proliferujicich burikach PAH (Zhang et al., 2020). V PASMC dochazi ke
zvysené fosforylaci PKM2, kvili zvySeni ROS indukované hypoxii, coz vede k posunu metabolismu
z citrdtového cyklu na PPP, coZz podporuje proliferaci PASMC (Zhang et al., 2020). | ve fibroblastech
a PAEC dochazi prostfednictvi zvysené exprese PKM2 k upfednostiiovani glykolyzy pred CC a ETC
(zhang et al., 2020). V PASMC, dochazi pfi hypoxii ke zvysené fosforylaci tyrosinu 105 na PKM2, co? jak
se zda ovliviiuje aktivaci STAT3. ZvySena fosforylace by mohla souviset s toll-like receptory (TLR), cozZ

je rodina receptor(l vrozené imunity, které by mohly zvySovat fosforylaci. To potvrzuje experiment,
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jenz pomoci interferujicich RNA, sniZil pocet TLR a tim se sniZila i fosforylace tyrosinu 105. PKM2 ma
vliv na proliferaci a migraci PASMC, protoZe burky opatiené interferujici RNA specifickou pro PKM2,
ktera snizuje fosforylaci, které byly nasledné vystaveny hypoxii, tak doSlo k inhibici proliferace
a migrace (Zhang et al., 2020). U mysi, kterym byl podavan TEPP-46, coZ je antagonista PKM2, po 30
mg na kilogram vahy jednou denné po dobou tfi tydn(, bylo docileno vyrazné nizsi remodelaci cév nez
u mysi, které byly taktéz vystaveny hypoxii. TEPP-46 zmirnil proliferaci a migraci snizeni fosforylace

tyrosinu 105 na PKM2 (Zhang et al., 2020).

4.1.2. Pentézofosfatova draha

PPP je drdha, kterd tésné souvisi s glykolyzou, protoze glukdza-6-fosfat, ktery vznika v prvni reakci
glykolyzy, mUzZe slouzit jako substrat pro PPP, ve které vznika NADPH a ribdza-5-fosfat, ktery mizZe byt
pouZit jako stavebni blok pro DNA nebo RNA, coz? je u proliferujicich bunék nutnosti. NAPDH muze
slouzit jako zdroj pro rodinu enzym NADPH oxidaz (NOX), které kvili tomu mohou produkovat ROS.

Pfi PAH dochazi ke zvysenému wvyuZiti PPP a zvySené expresi enzym( v ni zapojené.
Glukéza-6-fosfat dehydrogendza (G6PD) je regulujici enzym PPP, jehoZ exprese je zvySena pfi PAH a
hraje daleZitou roli pfi zméné fenotypu a proliferaci PASMC. Béhem hypoxie dochazi ke zvyseni G6DP,
pravdépodobné kvili zvyseni H,0,, ktery indukuje translaci G6PD. U hypoxie vystavenym burikam,
kterym byla podana interferujici RNA specifickd pro G6PD, tak doslo ke snizeni poc¢tu bunék ve srovnani
s kontrolu, které nebyla podana interferujici RNA. Taktéz se podili na sniZeni kontraktilnich protein(
pfi hypoxii jako je myokardin ¢i transgelinu, které se vyskytuji ve funkénich PASMC. Podporuje zvyseni
specifického proteinu 1 (SP1) a HIF-1, které sniZuji expresi kontraktilnich proteinl a pfispivaji
k produkci cyklinu A a fosforylovanému H3 histonu, coZ podporuje proliferaci PASMC (Chettimada et

al., 2015).

4.2. Mitochondrie

Mitochondrie jsou organely, které se vyskytuji témér ve vSech eukaryotickych burikach a maji velké
mnozstvi funkci. Je pfeddvana po maternalni linii a obsahuje vlastni DNA. V jejich matrix probiha CC
ana membrané ETC, které slouzi k tvorbé ATP. Také reguluje bunécnou proliferaci ¢i apoptdzu
(Chinnery and Hudson, 2013).

PFi normalnim stavu burky jsou mitochondrie v podobé vldknitych siti, ale pfi PAH se méni jejich
vzhled do rozdéleného, coZ naznacuje, Ze je porusen proces Stépeni a splyvani mitochondrii, ve
prospéch Stépeni. K tomu, aby bylo moZzné vice $tépit mitochondrie do mensich kouskl je zapotrebi
protein 1 souvisejici s dynaminem (Drpl), spoleéné s jeho vazebnymi partnery, proteiny
mitochondrialni dynamiky 49 a 51 (MiD49 a MiD51), jejichZ exprese je pfi PAH zvySend. Kromé toho je

shiZzena exprese proteinu mitofusinu-2, ktery propojuje ER s mitochondrii (Dasgupta et al., 2020).
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Mitochondrie se podileji na snimani kysliku v burice, a to pres komplex 1V, jenZ v ETC pteddva na
molekulu O, elektrony a tvofi se voda. Pokud dojde k hypoxii, tak dojde k hyperpolarizaci
mitochondridlni membrdny, ktera vede ke zvySenému uvolfiovani superoxidu z mitochondrialnich
komplext | nebo lll. To vede k inhibici bunécénych draselnych kanald (Kyv) a k depolarizaci bunécné
membrany, coZ vede k aktivaci napétové fizenych vapnikovych kanald a tim ke zvyseni intracelularni
koncentrace Ca?* (Sommer et al., 2020). Zmény ROS, na jehoZ vyrobé se podileji mitochondrie, se
podileji na oxidaci nebo redukci NADP/NADPH a NAD/NADH, které funguiji jako signalni molekuly, jez
reguluji iontové kanaly a kindzy (Dasgupta et al., 2020).

4.2.1. Citratovy cyklus

Jedna se o aerobni metabolickou drahu, ktera z acetylkoenzymu A ziskava NADP a GTP, jenZ NADP
se dale vyuziva pro tvorbu energie pro burku. Pro to, aby mohl vstoupit pyruvatu vytvoreny v glykolyze
do bunky, je potfeba enzym pyruvat dehydrogenaza (PDH), ktery jej preméni na zminény
acetylkoenzym A.

Béhem PAH dochazi ke snizeni PDH a zméné CC. Za sniZzeni PDH je zodpovédny HIF-1a, ktery zvySuje
pyruvat dehydrogendzy kinazy, jenz inhibuje PDH. To vede ke sniZeni aktivity CC, jenzZ se tyka drahy
pyruvat-acetylkoenzym A (Paulin and Michelakis, 2014). OvSem dochazi ke zvyseni aktivity CCv plicnich
postizenych PAH, ktery zahrnuje narust meziproduktd citratu a cis-akonitazu. Citrat je preménén na
cis-akonitat enzymem akonitazou, jejiz izoforma na Zelezo reagujici element vazajici protein 1
(z anglického iron-responsive element binding protein 1) ma zvySenou expresi (Zhao et al., 2014). Citrat
se mUzZe podilet na acetylaci histonl a dalsi meziprodukt CC a-ketoglutarat mlze metylovat histony
(Paulin and Michelakis, 2014). Dale bylo pozorovano zvySeni sukcindtu, sukcinylkoenzymu A
a sukcinylkarnitinu a taktéz zvySeni enzym( fumarazy a izocitratdehydrogenazy (Zhao et al., 2014) .
Zvyseni izocitrat dehydrogenazy taktéz bylo pozorovano u pacient(, jiz méli mutaci v genu pro BMPR2
(Fessel et al., 2012). Zd3 se, Ze tyto zvysené metabolity CC mohou ovliviiovat funkce mitochondrie.
Dale je zfejmé, Ze meziprodukty CC jsou transportovany do cytoplazmy, kde slouZi pro zvySenou

syntézu mastnych kyselin (Zhao et al., 2014).

4.2.2. Glutaminolyza

Glutaminolyza je proces, pti kterém se preménuje aminokyselina glutamin na metabolity CC.
Glutamin je nejhojnéjsi cirkulujici aminokyselina v krvi, ktera je rozhodujici pro mnoho zéakladnich
funkci bunky pfi PAH nebo v rakovinnych bunkach. Glutaminaza je enzym, ktery pfeméni glutamin na
glutamat, jenz je nasledovné preménén na a-ketoglutarat bud enzymem glutamat dehydrogenazy
nebo glutamat-oxaloacetat transaminazy a nasledné fosfoserin-transaminazou (Yang, Venneti and

Nagrath, 2017).
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Béhem PAH se aktivuje glutaminolyza v PAEC, PASMC a fibroblastech, coZ zahrnuje zvyseni exprese
glutamindzy, laktat dehydrogendzy a pyruvat karboxyldzy. V PAEC je zvySeny ptijem glutaminu
u pacientd, ktefi méli mutace v genu pro BMPR2. U mutantnich BMPR2 byl narust pfijmu glutaminu
zpUsoben ztratou aktivity sirtuinu-3, ktery v bunkach zvysuje dychani a sniZuje produkci ROS,
a nasledné aktivace HIF-1a (Dasgupta et al., 2020).

4.2.3. Hyperpolarizace mitochondridlni membrany, NOX a ROS

Pfi PAH dochazi ke zvyseni potencialu mitochondridlni membrdny, jez je zapojena do remodelace
cév. Zvyseni potencialu vede ke zvySeni produkce ROS.

ROS jsou vysoce reaktivni molekuly odvozené od kysliku, jez zahrnuji O;,, H,0,, OH ¢i HO,. Jsou
produkovany NADPH oxidazami (NOX), komplexy ETC jako jsou komplex | a komplex Ill, XO ¢i
cytochromem P450. Pfi PAH dochazi ke zvySeni hladin ROS a rodiny NOX. V PAEC, PASMC a adventicii
se vykytuji NOX 1,2 a 4 a vSechny se zapojuji do patologie PAH. Krom toho, Ze ROS mUlZou reagovat se
vsemi biomolekulami v burice a poskozovat je, tak se podileji i na signalizaci. Naptiklad H,0, mUze
aktivovat drahy MAPK 38 nebo ERK 1/2, jenZ jsou zapojeny do proliferace bunék. Bylo zjisténo, Ze ROS
ovliviiuji intraceluldrni koncentrace vapniku a tim i vdpnikové kandly. Vtom ptipadé se konkrétné
jednd o Cayl.2, ktery sniZzuje expresi PKM2 (Rafikova, Al Ghouleh and Rafikov, 2019).

NOX jsou membranové komplexy, které produkuji ROS a dle typu NOX produkuji rdzné typy.
Naptiklad NOX4 produkuje primarné H,O, a vyskytuje se ve vSech vrstvach plicni cévy. NOX2 se
vyskytuje v PAEC a PASMC a mUZe zpUsobit sniZeni biologické dostupnosti NO, protoze NO muize
reagovat s ROS odvozenych od NOX2. NOX1 se vyskytuje v PAEC a PASMC. Pfi PAH dochazi k jeho
zvySené expresi, kterou ovliviuji latky jako IL-1B, TNF-a, angiotensin Il i trombin. Experimentalnim
snizenim exprese NOX1 byla snizena proliferace PASMC (Lambeth, 2007). Exprese NOX4 pfi hypoxii
vyrazné roste a v adventicii se podili na proliferaci a antiapoptézovém stavu fibroblast(. Interferujici
RNA zamérenou na NOX4 doslo ke snizeni produkce ROS ve fibroblastech a sniZzeni jejich proliferace,

a naopak ke zvyseni apoptdzy. Dale se NOX4 podili na proliferaci PASMC a PAEC (Li et al., 2008).

4.3. Endoplazmaticky stres

ER je organela, kterd je uloZistém velkého mnoZstvi Ca?* v burice a stara se o intraceluldrni sekreci,
posttranslacni Upravy proteinli nebo syntézu lipidd. Endoplazmaticky stres nastava, pokud dojde ke
zvy$eni obsah glukdzy v burice, pfetizeni Ca%, hypoxii nebo oxidaéni stres. Pfi téchto situacich se
zacnou syntetizovat proteiny, které se maji vyporadat se stresem, zatimco proteinlim pro normalni
chod bunky se snizi exprese. Pokud dojde k nadmérné translaci proteind, jejichz napor ER nemusi

zvladnout, tak maze dojit k hromadéni Spatné sbalenych proteint, coz mize zpUsobit odpovéd zvanou
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reakce nesbalenych protein( (anglicky unfolded protein response), ktera ma v takovém pfipadé spustit
apoptdzu (Hu et al., 2020).

Zda se, ze endoplazmaticky stres je zapojen do proliferace a antiapoptdzového stavu PASMC. V ER
je chaperon BiP/GRP78, ktery je kombinovany se senzory pro nesloZené proteiny. Kinaza
endoplazmatického retikula podobna R kindze (PERK), aktivujici transkrip¢ni faktor 6 (ATF-6) a enzym
1 vyZzaduijici inositol (IRE1) jsou transmembranové proteiny, které slouZi jako senzory pro neslozené
proteiny. Nadmérna akumulace nesbalenych protein(i vede k oddéleni senzori od chaperonu
BiP/GRP78 a aktivaci signalni drahy jednotlivych senzor(. IRE1 a PERK maiji sice rizné mechanismy
plsobeni, ale v konecné fazi oba spousti expresi gent pro apoptdzu a blokuji antiapoptické geny. ATF-6
se naopak premisti do Golgiho aparatu kde je stépen protedzami az na fragment p50, ktery zamifi do
jadra, kde zvysuje transkripci proteint jako jsou chaperony, proteiny regulované glukdzou ¢i proteiny
asociované s ER (Pan et al., 2020).

Pokud dojde v PAEC k endoplazmatickému stresu a k pretrvavajici reakci nesbalenych protein(, tak
muze dojit ke zvyseni oxidacniho stresu a zanétu. V PAEC u mysich, kterym je vyvolana PAH, byly
nachdzeny znamky endoplazmatického stresu v podobé zvySeni GRP78, ATF-6 a X-box vazajiciho
proteinu (XBP1) a snizeni eukaryotického iniciacniho faktoru 2 alfa (elF2a), ktery je soucasti signalni
drahy PERK. Endoplazmaticky stres ma vliv na proliferaci a antiapopticky stav PASMC, protoZe pokusy,
béhem kterych byly podavany latky (napfiklad intermedin) na utlumeni endoplazmatického stresu,
ukazaly zlepseni a normalizaci funkce PASMC (Pan et al., 2020).

Béhem PAH dochazi v PASMC k narustu proteinu Nogo-B, ktery je ¢lenem rodiny retikularnich
proteind, jenZ se podileji tubuldrni prestavbé ER. Jeho zvySena hladina pfi PAH a endoplazmatickém
stresu vede k prestavbé ER a naruseni spojeni mezi ER a mitochondrii, ¢imZ se ovlivni funkce
mitochondrii. Mysi, kterym chybél Nogo-B i jeho izoforma Nogo-A, tak byly plné chranény pred
rozvojem PAH (Pan et al., 2020). ER a mitochondrie jsou spolu v kontaktu pres membrany a z ER m(iZe
do ni proudit Ca?*, coZ plsobi na enzymy zévislé na vapniku jako je PDH a samotny vstup Ca** muze
zpUsobit depolarizaci a apoptozu, kterd je dana otevienim prechodového kanalu, jimz prochazeji
proapotické mediatory a aktivuji apoptézu zavislou na mitochondrii. Preruseni spoje mezi ER
a mitochondrii je kritické pro normdlni funkci burniky a pokud je toto spojeni preruseno dojde
k hyperpolarizaci mitochondridlni membrany a uzavieni prechodového kandlu, coZ vede
k antiapoptickému stavu. TaktéZ to ma negativni vliv na mitochondrialni funkci a ETC (Sutendra et al.,

2013).
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6. Role imunitnich slozek a zanétu

Charakteristickym rysem je perivaskularni zanét, ktery je jak systematicky, tak i lokalni, spolu se
zvySenim perivaskularnich imunitnich bunék. Zanétlivé prostredi pfi vyvoji PAH napomaha remodelaci
vSech vrstev cévy. Dochazi ke zvyseni hladiny cytokinl zahrnujici interleukiny (IL) IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6,

IL-8, 10, IL-18 a TNF-a, které jsou hlavné prozanétlivé a chemokiny jako fraktalin, MCP-1 a CCL5.

Plicni vaskularni remodelace v PAH '

<= PASMC =l Fibroblasty
Q Makrofagy @‘3@ Granulocyty
*-APC @ Zine burky :
@ T 'ymfocyty =% Cytokiny, chemikiny
@ B lymfocyty #,% Komplement
@ NKburky Y Protilatky
(8] Endotelialni bufiky () Endotelialni Zilky

Obradzek 8 — SloZky imunitniho systému uplatriujici se v patologii PAH. Seznam zkratek: NK (prirozeni
zabijeci), APC (buriky prezentujici antigen). Prevzato a upraveno podle predlohy (Rabinovitch et al.,
2014).

6.1. Cytokiny
Cytokiny jsou extraceluldrni signaini peptidy, které plsobi na r(izné vzdalenosti v téle. Jejich
velikost se obvykle vyskytuje mezi 8 az 30 kDa. Jsou exprimovany mnoha bunéénymi populacemi.
Pojem cytokiny zahrnuje pres 120 typl peptidd (Cannon, 2000). V patologii PAH se G¢astni mnoho
typl cytokind, zde si predstavime ty nejdlleZitéjsi a nejvice prozkoumané.
6.1.1. Interleukin 1B
Jedna se o prozanétlivy cytokin, ktery je exprimovany makrofagy a monocyty. Jak jeho exprese, tak

exprese jeho receptoru IL-1R1, vyskytujici se na PASMC, makrofazich a PAEC, jsou pti PAH zvySeny
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a podileji se na proliferaci PASMC. Na makrofazich je receptor IL-1R1, na ktery se vaze IL-1B, pficemz
dojde k aktivaci MyD88, coZ je adaptorovy protein, ktery aktivuje NF-kB a tento transkripcni faktor
ovliviiuje expresi IL-1B, TNF-a a IL-6 nasednutim na promotory pfislusnych gend. V dlisledku hypoxie
je zvysené mnoistvi makrofagl v tkani plicnich cév a indukci drahy pres IL-1B dojde k proliferaci
PASMC. Pokusy s odstranénim genu pro MyD88 v mysich, poukazaly na to, Ze draha IL-13/MyD88 je
dlleZita pro vznik PAH, protoze mysi s odstranénym genem byly chranény pred rozvojem PAH,
ponévadz nedoslo k migraci makrofagl a proliferaci PASMC (Parpaleix et al., 2016).

Anakinra je antagonista IL-1R, jenZ mUZe vyrazné zvratit vyvoj u monokrotalinem indukované PAH,
tim Ze snizuje aktivaci NF-kB a tim se sniZi IL-1R a IL-6. Zaméfeni na drahu IL-1B/IL-1R by mohl byt slibny
cil v IéCbé PAH (Parpaleix et al., 2016).

6.1.2. Interleukin 6

V PASMC, PAEC i fibroblastech se na zdkladé hypoxie, respektive aktivaci HIF aktivovaného
promotoru (HRE), zacne tvofit IL-6, ktery indukuje pfeménu nezralych T-lymfocytl na Th-17. K éemu?z
pfispiva i TGF-B. Th-17 pak produkuji IL-21, ktery je zodpovédny za pfeménu makrofagl na M2 typ
(alternativné aktivovany), ktery se hromadi v cévach. M2 makrofagy produkuji CXCL12, ktery pUsobi
na PASMC proliferacnimi ucinky. Vyzkumy, které zkousely blokovat IL-6 a IL-21 protilatkami, dokazaly
pozastavit vyvoj PAH prerusenim kaskady, kterou tyto interleukiny spousti. Nedoslo k hromadéni Th-17
ani pfeméné makrofagl v M2 typ. Zato cileni protilatek proti IL-17 nemélo Zadny efekt (Berghausen et
al., 2019).

Dale k rozvoji PAH mUZe prispivat mononukleotidovy polymorfismus promotoru pro gen IL-6, ktery
ovliviiuje jeho expresi. Lidé s genotypy CG nebo GG v pozici -572 maji nizsi hladinu IL-6 v krvi a niZsi
$anci na rozvoj PAH, zato genotyp CC ma vyssi expresi IL-6 a mUzZe tedy s dalSimi faktory prispivat
k rozvoji PAH (viz. podrobnéji ve studii: Fang et al. 2017).

IL-6 spolu s FGF-2 pfispivaji k migraci pericytl a hlavné FGF-2 ma na né proliferacni ucinky. Pericyty
jsou bunky, které jsou podlouhlé s cetnymi vybézky, vyskytujici se v cévnich sténdch a svymi vybézky
zasahuji az k PASMC a PAEC. Jejich role je v udrZeni homeostazy, kontrakci PASMC, pomoci cGMP
dependentni protein kindzy, reguluji rlist, proliferaci a migraci PAEC (Ricard et al., 2014). Pfi PAH bylo
pozorovano trojnasobné az Sestindsobné zvySeni poctu pericytd (Ricard et al., 2014). TGF-B, IL-6
a FGF-2 vykazuji vyznam pfi dediferenciaci pericytll na kontraktilni bunky podobné bunkam hladké

svaloviny, coZ ukazala exprese a-SMA a to pfispiva k remodelaci cév.

6.1.3. Interleukin 10
Jedna se o cytokin produkovany hlavné monocyty a v mensi mire Zirnymi burikami, Th2 ¢i Treg,

ktery ma protizanétlivé ucinky. Jeho zvySenim je mozné indukovat zlepSeni PAH. Zvyseni IL-10 je

/////

24



produkci prozanétlivych cytokind a proliferaci PASMC (Soon et al., 2010). Jeho podani mysim modellm
zpUsobilo snizeni proliferace cévnich bunék a inhibovalo migraci makrofagli do tkané plicnich cév.
Krom toho doslo k potlaceni exprese IL-6 a TGF-B. Naopak jeho zvySenim se taktéz zvysila exprese
hemoxygendzy 1 (HO-1), ktera blokuje proliferaci PASMC pomoci oxidu uhelnatého, jenz zvysSuje
expresi transkripéniho faktoru, ktery inhibuje bunécny cyklus a nepfimo inhibuje signalizaci mitogenu
(Ito et al., 2007).

Studie provedené na mysich modelech poukazaly na skutecnost, Ze zvySenim exprese HO-1 vede
ke snizeni akumulace makrofagUl v plicnich cévach a preménila jejich fenotyp na protizanétlivy (Vergadi
etal., 2011).

6.1.4. Fraktalkin

Fraktalkin (CXC3L1) je chemokin, ktery indukuje migraci a aktivuje makrofagy CD68+ a T lymfocyty
CD3+. Exprese CXC3L1 se zveda stejné jako exprese jeho receptoru CXC3R1. CXC3R1 je hojné
exprimovan na plazmatické membrané PASMC, se kterym mohou interagovat s makrofagy CD68+ a T
lymfocyty CD3+, jeZ zplsobi proliferaci PASMC. Zda se, Ze dysfunkéni PAEC mzZe produkovat CX3L1,

ktery ovliviiuje proliferaci PASMC a migraci makrofagl a T lymfocytl (Perros et al., 2007).

6.2. Bunky vrozené imunity
Bunky vrozené imunity zahrnuji monocyty, makrofagy, granulocyty, zirné buriky, které pochazeji
z myeloidni linie a NK bunky pochazejici z lymfoidni linie. Soucasti vrozené imunity je komplement,
ktery ma lytické a opsonické vlastnosti, coZ znamenad Ze dojde k oznaceni ¢astice nebo buriky opsoniny,
které mohou byt imunoglobuliny nebo ¢astice komplementu (viz. nize). VSechny bunky vrozené

imunity se Ucastni patologie PAH.

6.2.1. Makrofagy

Hypoxii indukovana PAH vede ke zvySeni M2 makrofagl v cévach a ty tvofi zaklad zanétu. Hypoxie
v nich indukuje prozanétlivy fenotyp, ktery nadmeérné produkuje resistinu podobnou molekulu alfa 1
(Fizz1), argindzu 1 (Argl), protein 3 podobny chitindse 3 (YM1) nebo mandzovy receptor (MR) (Vergadi
et al., 2011). Fizz1 je protein bohaty na cystein, jehozZ hladina stoupa béhem zanétu. Podili se na reakci
na poskozeni a je specifickym markerem M2 makrofagd (Holcomb et al., 2000). Argl je enzym jehoz
zvysena exprese je charakteristicka pro M2 typ makrofagd, ktery méni arginin na mocovinu a ornitin
(Orecchioni et al., 2019). Zvysend exprese YM1 je v makrofazich zavisla na IL-4, produkovanym Th2
lymfocyty, a na aktivatorech transkripce typu 6. Vaze se na uhlovodiky jako heparin nebo heparansulfat
a podporuje migraci bunék, proliferaci a zanét (Shuhui, Mok and Wong, 2009). MR se prevazné
vyskytuje na makrofazich a jedna se o lektin typu C, jenZ je nezbytny pro produkci prozanétlivych

cytokinl (Gazi and Martinez-Pomares, 2009).
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Hypoxie spolec¢né s dalsimi faktory akumuluji makrofdgy v adventicii a pfimo adventicie se podili
na zméné jejich fenotypu. Takto ovlivnéné makrofagy exprimuji CD206 a CD163. To se déje, kvl
parakrinni sekreci IL-6 z fibroblast(, ktery aktivuje v makrofazich STAT3 (pfenasec signdlu a aktivator
transkripce 3) drahu. Tyto makrofagy produkuji mimo jinych latek i Argl, kterd se podili na fibréze
a tedy remodelaci cévy, ale i na bunécném déleni a produkci kolagenu. Na expresi arginazy 1 se podili
HIF1a (El Kasmi et al., 2014).

Pocet makrofagl stoupd kolem plicnich arterii a podileji se na zanétlivych stavech pfi vyvoji PAH.
U aktivovanych makrofagl je zvySena tvorba leukotrienu B4 (LTB4), ktery je syntetizovan pomoci
5-lypoxygenazy, jenz vyuziva kyselinu arachidonovou jako substrat, ktery pfevede na leukotrien A4
(LTA4). Leukotrien A4 hydrolaza preméni LTA4 na LTB4. Produkci LTB4 makrofagy indukuji apoptdzu
v PAEC, coZ plsobi poskozeni cévy. V PASMC ovSem zpUsobi proliferaci a hypertrofii. Zda se, Ze

LTB4 se na PAEC vaZe pomoci receptoru BLT1 (receptor 1 leukotrienu B4) a zpUsobi apoptdzu PAEC
zablokovanim enzymu sfingosin kinazy 1, ktery fosforyluje sfingosin na sfingosin-1-fosfat. Sfingosin-1-P
aktivuje eNOS a zadroven slouzi jako zakladni faktor pro preziti PAEC. V PAEC vystavené LTB4 byla
snizena koncentrace sfingosinu-1-P a eNOS. Zablokovanim LTB4 nebo BTL1 bylo dosazeno zvraceni PAH
(Tian et al., 2014).

Vyse popsané déje vedou k snizeni produkce NO v PAEC, a to napomaha proliferaci a hyperplazii
PASMC (viz. kapitola 2.1.5.).

Faktor simulujici kolonie granulocytd a makrofagt (GM-CSF) je rustovy faktor, ktery je vylucovan
epitelovymi, endotelovymi, fibroblastovymi, stromalnimi a hematopoetickymi burikami (Becher,
Tugues and Greter, 2016). SniZzena exprese BMPR2 zplisobi zvySenou tvorbu GM-CSF v PAEC a PCSMC,
pres zvysenou expresi TNF. GM-CSF zplisobi nabor perivaskularnich makrofagl, a zda se Ze v nich

indukuje tvorbu LTB4 (Sawada et al., 2014).
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Obrdzek 9 — Vaskuldrni remodelace podporovand leukotrienem B4. Seznam zkratek: LTA4 (Leukotrien
A4), LTB4 (Leukotrien B4), p38 MAPK (p38 mitogenem aktivovand proteinovd kindza), 5-LO
(5-lipoxygendza), p5-LO (fosforylovand 5-lipoxygendza). Pfevzato a upraveno podle predlohy (Tian et
al., 2014).

6.2.2. Komplement

Komplement je zakladni nastroj vrozené imunity, ktery se sklada z vice nez 30 proteind. K jeho
aktivaci mizZe dojit tfemi cestami: alternativni, klasickou a lektinem zavislou. Alternativni cesta
zahrnuje samovolné stépeni C3 na C3a a C3b. C3a plisobi chemotakticky na fagocyty a C3b se mize
vazat na povrch v jeho blizkosti, coZ zahajuje kaskadu, kde se z C3b stane C3 alternativni konvertaza,
ktera stépi C3 na jmenované produkty. Z C3 konvertdzy po navazani dalsiho fragmentu C3b vznikd C5
alternativni konvertaza, ktera stépi C5 na C5a a C5b. C5a plsobi chemotakticky a C5b se podili na
terminalni fazi, ktera zahrnuje pfidani C6, C7, C8 k C5b a k tomuto komplexu se ptipoji 10-18 C9, jez

vytvori komplex zvany komplex Utoku na membranu (MAC). Klasicka cesta zahrnuje navazani C1 na
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protilatku, kdy C1 zméni svoji konformaci a $tépi C2 a C4 na C2a a Cdb, které se navaZou na povrch
a tvori C3 konveratu. Poté se déje proces popsany vyse. Posledni cesta je zavisla na lektinu a je skoro
stejna jako ta klasickd, jen s tim rozdilem, ze C1 se namisto protilatky vaze na lektin vazici mandzu.
Krom této lytické funkce ma komplement i dalsi funkce jako aktivace B lymfocytl, opsonizaci, co? je
oznaceni Castice molekulami komplementu, a chemotaxe fagocytujicich bunék do mista zanétu
(Hotejsi et al., 2017).

Pfi hypoxii dochazi k aktivaci komplementu. Na perivaskularnich burikdch dochazi ke zvyseni poctu
receptorll pro C3a a C5a, coZ naznacuje aktivaci alternativni cesty komplementu. Jako spoustéc
aktivace komplementu, mizZe byt IgG, vylucovany plazmatickymi B lymfocyty, jehoZ exprese koreluje
s expresi C3, ve vSech vrstvach cévy. IgG muzZe tvofit komplex s C3b, ktery je mnohem stabilnéjsi nez
samotny C3b a tento komplex aZ 11x vice zesili Stépeni C3. Dale je v pozdnich fazich pozorovany vyskyt
C3d, coz je fragment vznikajici pfi degradaci C3. Na druhou stranu byla zjisténa exprese IgM v adventicii
a PASMC indukci hypoxie, ktera korelovala s expresi C4, ktery se ucastni aktivace komplementu

klasickou cestou pres lektiny (Frid et al., 2020).

vrve

sve

sublytickych koncentraci (tj. koncentrace MAC, které nezapficini lyzi bunky) zapficini proliferaci (Frid

et al., 2020).

6.2.3. Neutrofilni granulocyty

Neutrofilni granulocyty predstavuji nejhojnéjsi bunécnou populaci leukocytl v krvi. Plisobi jako
fagocyty, produkuji cytokiny a chemokiny. Nazev granulocyty pouZivdme, protoZe tyto bufky maji
v cytoplazmé obsazeny vacky, které se pod mikroskopem jevi jako granule. V nich jsou obsaZeny
enzymy jako je myeloperoxidaza, neutrofilni elastaza (NE) ¢i katepsin G. Jednou ze zajimavych
schopnosti je tvorba neutrofilnich extraceluldrnich pasti (NET), jenZ se skladaji z vlaknitych struktur
DNA (De Bondt et al., 2020).

Stejné tak jako makrofagy, tak i neutrofilni granulocyty se akumuluji jako makrofagy
v perivaskularnim prostoru cév a podileji se na vzniku zanétu, a to svymi produkty. Jednim z nich je
myeloperoxidaza, kterd produkuje ROS a muZze se podilet na snizeni koncentrace NO. Jeji aktivita mize
zpUsobit fibrotickou prestavbu cévy. Dalsim produktem neutrofilnich granulocytd je NE, ktera se do
okoli uvolnuje pfi degranulaci spolu s NET. NE mohou produkovat makrofagy i PASMC, ale v mensi
mife. NET mohou zpUsobit neoangiogenezi, zvysit produkci ET-1, ¢i podporovat proliferaci PASMC.
TaktéZ plGsobi na PAEC NET proliferacnimi acinky a pUsobi rozvolnéni jejich spojl, ¢imzZ jim umozni
faktor Ci FGF, jeZ oba maji mitogenni Gcinky na PASMC. NE vede ke zvySeni MMP, které indukuji tvorbu

tensacinu C a fibronektinu, jenZ mohou pUsobit chemotakticky na PASMC a tim zpUsobovat jejich
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migraci. Dale muZe ovlivnit signalizaci pres BMPR2, protoZze NE dokaZe stépit BMP9 a tim se

upfednostni signalizace pres TGF-B (Aldabbous et al., 2016).

6.2.4. NKbunky

Predstavuji bunky vrozené imunity podilejici se na odstranéni nadorovych a virem napadenych
bunék, krom téchto znamych funkci se také podileji na regulaci angiogeneze a vaskuldrni remodelace.
NK buriky se daji rozdélit do dvou subpopulaci, a to na CD56%™/CD16* a CD56"&"/CD16, které se lisi
expresi klasifikacniho determinatu (CD), ktery m{ze byt povrchova molekula nebo receptor. (Ormiston
et al., 2012).

Analyza krve pacientd prokazala snizeni populace CD569™/CD16*, které vykazuji cytotoxicky
potencial, coZ zplsobi pomé&rny narust CD56°8"/CD16°, které produkuji prozanétlivé cytokiny. Dale se
ukdzalo snizeni receptoru NKp46, KIR2DL1 a KIR2DS1, coz znaci zménénou funkci NK bunék pti PAH.
Zda se, Ze za naruseny fenotyp NK bunék mlze TGF-B, protoZe snizuje pocet receptorl rodiny KIR
(z anglického killer cell immunoglobulin-like receptors), které rozliSuji hlavni histokompatibilni
komplex | (MHC I) (Ormiston et al., 2012).

Pokusy na geneticky upravenych mysich, prokazaly dilezitost NK bunék ve vyvoji PAH. Mysi
s absenci transkripéniho faktoru nuklearniho faktoru regulujiciho IL-3 (NFIL3) nebo s absenci receptoru
NKp46, vykazovaly po deviti mésicich od narozeni spontanni vyvoj PAH, zahrnujici zvyseni systolického
tlaku a zbytnéni plicnich cév. Oba typy mysi vykazovaly zvySené hladiny IL-23, coZ je prozanétlivy
cytokin, ale jen mys s absenci NKp46 vykazovala ztratu angiopoetinu-2, coz je ristovy faktor podilejici
se na angiogenezi. U mysi s Uplnou absenci NK bunék nedoslo ke vzniku Zzadné formy PH, ale doslo ke
snizeni obéhového tlaku. To ukazuje na dlleZitost role signalizace NK burikami ve vyvoji PAH (Ratsep

et al., 2018).

4.2.5. Zirné buriky

V hypoxickém prostfedi Zirné bunky zacnou proliferovat, akumulovat se v plicni tkani a sekretovat
IL-1B, IL-6 a TNF-a.. Zirné buriky podporuiji proliferaci a migraci fibroblastd, kv(ili produkovanym latkdm,
které vylucuji do okoli. To plisobi na firbroblasty tak, Ze zacnou produkovat kolagen typu I a Il a MMP-9
a MMP-13, které aktivuji metabolismus kolagenu a podileji se na remodelaci cév. Dale podporuji
prechod z fibroblast( na myofibroblasty. In vitro pokusy ukazaly, Ze pfitomnost Zirnych bunék vyvola
ve fibroblastech zvySeni exprese 2 077 mRNA a snizeni exprese 2 418 mRNA, jez se rtizné podileji na
preméné ECM, proliferaci a migraci, oproti kontrolnim vzork(im, které se nachazeji v normoxii (Wang
et al., 2020). Tryptaza je serinova proteaza, kterad je produkovand Zirnymi bunkami a podili se na

proliferaci fibroblastl a PASMC (Xu et al., 2018).
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6.3. Bunky adaptivni imunity

Role adaptivni imunity na vyvoj PAH je, jak se zda, znac¢na. Jsou zde zvySené koncentrace
T pomocnych lymfocytli (Th) Thl, Th2 a Th17. Toto tvrzeni podporuje zjisténi, Ze athymické zviteci
modely jsou znacné citlivé k vyvoji PAH. T regulacni buriky (Treg) jsou dysregulovany a pfispivaji
k patologii PAH.

4.3.1. Regulacni T-lymfocyty (Treg)

Jedna se o CD4+ bunky, které reguluji zanétliva poskozeni a udrZuji autotoleranci, protoze reguluji
ostatni buriky imunitniho systému. Absence normalni aktivity Treg vede k hromadéni makrofagt
v plicni cévé a jejimu poskozeni. Mohou téZz produkovat TGF-B, kterym ovliviiuji sebe i dalsi burnky
v plicni tkani. Dalsim produktem je IL-10, ktery inhibuje sekreci prozanétlivych cytokin( (Tamosiuniene
et al., 2011). Daji se rozdélit do tfi fenotypové odlisSnych populaci podle exprese povrchovych molekul.
CD4*CD45RA*FoxP3™" a CD4'CD45RAFoxP3"&" Treg si zachovavaji stejné pocty pfi PAH, zato
CD4*CD45RA FoxP3"°" Treg byly zvy$eny, coz mlze podporovat zanét prostfednictvim prozanétlivych
cytokin( jako je IL-2 nebo INFy (Sada et al., 2016).

Treg jsou ovliviiovany leptinem, protoze jejich funkce byla snizena v zavislosti na leptinu. Leptin je
hormon blizky cytokinim, ktery je produkovan adipocyty, ale ukazuje se, Ze dysregulované PAEC jsou
ho schopné taktéz produkovat. Méreni koncentrace leptinu u pacientl s PAH potvrdilo jeho zvyseni
nehledé na jejich BMI. Pocet receptoru leptinu byl zvySen na membrdané Treg a tim byla sniZzena aktivita

STATS3, coz je hlavni signaliza¢ni cesta v Treg (Huertas et al., 2012).

4.3.2.Thl, Th2 a Th17

Jedna se o CD4+ lymfocyty odvozené z pomocnych Th lymfocytd, které se podle plisobeni cytokint
méni na prislusné typy. Th1 vznika pisobenim IL-12 a IFNy, které sdm produkuje spolu s IL-2. Produkci
IFNy inhibuji pfeménu na Th2. Th2 vznikaji pod ucinky IL-4 a IL-10, jeZz naopak inhibuji vyvoj Th1. Th2
produkuji IL-4, IL-5, IL-6 a IL10. TGF-B podporuje vznik Th17. Th17 produkuje IL-1, IL-6, IL-8 a TNF
(Horejsi et al., 2017). Jejich bunécné odpovédi jsou pfi PAH zvysené a podileji se na jeji patologii. Ze
zde vyjmenovanych cytokinl se podileji na patologii PAH IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 a IFNy.

Th2 bunécnd odpovéd je dulezitd pro vnik PAH, protoze Th2 produkuji IL-4 a IL-13, které zpUsobi
muskularizaci plicni cévy. To dokazuje pokus s inhibitorem IL-13, kdy pfi jeho podani dojde k mirnému
pribéhu PAH. Naopak pokud inhibitor IL-13 nebyl aplikovan, tak doslo k vazné remodelaci plicnich cév.
Th2 bunécna odpovéd také zvysuje vyskyt resistinu podobné molekule a (RELM-a) na bunkach plicni
cévy a jeho nadmérny vyskyt ohranicuje misto remodelace (Daley et al., 2008).

Th17 pfispivaji k tvorbé zanétu pres produkci cytokinl jako jsou IL-6, IL-17, IL-21 a IL-22. Produkce
IL-17 je zvySena, protoZe promotor pro jeho gen je hypometylovan (Hautefort et al., 2015). Aktivita

Th17 prispiva k stimulaci makrofag(, které pak produkuji LTB4 (viz. Kapitola 4.2.1.).
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7. Zaver

Plicni arteridini hypertenze je fatadlni onemocnéni, jez provazi remodelace vSech vrstev cévy
v malych a stfednich cévach. Na vzniku se podili bunky imunitniho systému, dysregulovany
metabolismus, jez zahrnuje pfechod k anaerobnimu metabolismu od aerobniho. To zahrnuje nutné
zvyseny pfijem glukdzy z krve a jeho transportérd. Glukéza se mize odklonit do pentdzofosatové
drahy, kde probiha syntéza ribézy a NADPH, jeZ jsou nezbytné pro proliferujici burfiky. Imunitni systém
podporuje zanét a proliferaci prostfednictvim produkce prozanétlivych cytokinl. To plsobi na buriky
hladkého svalstva proliferativnimi a migracnimi ucinky, jez masivné zvétSuji cévni sténu a vykazuji
antiapopticky fenotyp. V adventicii se akumuluji burfiky imunitniho systému, dochazi ke zménam
extracelularni matrix a fibroblasty mohou diferencovat do myofibroblastli a migrovat v cévni sténé.
Endotelové buriky produkuji Siroké spektrum latek, jeZ plsobi na hladké svalstvo, ¢imZ napomahaji
k vazokonstrikci cévy a davaji vznik plexiformnim lézim nebo neointimé.

Jako léky se vnynéjsi dobé pouzivaji analogy prostacyklinu, latky blokujici receptory
endothelinu-1, inhibitory fosfodiesterazy typu 5, jez sice zlepSuji stav pacienta, ale nezabrani selhani
pravé srde¢ni komory. Jedinou moznou ucinnou lécbou doposud zUstava transplantace plic.

Je nadale nutny intenzivni vyzkum v oblasti imunitniho sytému a metabolismu v nichz stdle chybi

dlleZité poznatky, které by bylo mozno vyuzit v [é¢bé.
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