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Abstrakt

Plicni arteridlni hypertenze (PAH) je devastujici progresivni choroba, kterd vyrazné zhorsuje
kvalitu zivota a ma primérnou dobu doziti jen nékolik let. Jednim z dilezitych iniciatori PAH
je chronicka hypoxie. Po vice nez Sesti desetiletich vyzkumu, zapocatém v roce 1946 von
Eulerem a Liljestrandem, byla pro tuto patologii identifikovana nové skupina potencialnich
regulatorti, ktera zacala byt béhem poslednich péti let intenzivné studovana. Jedna se o vysoce
konzervované molekuly patiici k nekddujicim RNA. Tyto cca 22 nukleotid dlouhé
mikroRNA (miRNA) funguji jako negativni regulatory exprese riznych proteinii. Mnoho z
nich reguluje tradi¢ni signdlni drahy hypoxické PAH (HIF-1, BMPR2) a miRNA jsou naopak
regulovany dal§imi signalizacemi. To dohromady vytvari spletitou sit’ pfimych i nepfimych
interakci a zpétnovazebnych smycek, kterou je tieba pro porozuméni hypoxické PAH
studovat. Tato prace shrnuje poznatky o dulezitych miRNA molekulach z poslednich let a
osvétluje ¢ast téchto regulaénich mechanismi na jednotlivych miRNA molekulach (miR-17-

92, miR-21, miR-210, miR-204 a miR143/145).

Klic¢ova slova: plice, hypoxie, plicni cirkulace, hypoxické plicni hypertenze, mikroRNA



Abstract

Pulmonary Arterial hypertension (PAH) is a devastating progressive disease that significantly
decreases quality of life and has the average survival rate of only few years. One of the
significant initiators of PAH is chronic hypoxia. After more than six decades of research that
was initiated in 1946 by von Euler and Liljestrand, a new group of potential regulators of this
pathology was discovered, that became heavily studied in the last five years. They are highly
conserved molecules belonging to non-coding RNA. These 19-23 nucleotides long microRNA
(miRNA) act as negative regulators of expression on various proteins. Many of them regulate
traditional signalling pathways of hypoxic PAH (HIF-1, BMPR2) and miRNA is in turn
regulated by other signalizations. Together, that creates an interconnected network of direct
and indirect interactions and feedback loops, that we need to study in order to understand
hypoxic PAH. This thesis summarizes findings about important miRNA molecules from the
last few years and elucidates part of these regulatory mechanisms on several miRNA

molecules (miR-17-92, miR-21, miR-210, miR-204 a miR143/145).
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1 Uvod

Plicni arteridlni hypertenze (PAH) je skupina progresivnich chorob, kterd ma
pramérnou dobu doziti jen n€kolik let se zhorSujici se kvalitou zivota. Na mechanismu této
patologie se podili riznou mérou dvé komponenty - plicni vasokonstrikce a pfestavba stén
plicnich cév. Jednou z Castych pficin je dlouhodoby nedostatek kysliku neboli chronicka
hypoxie (napf. pii onemocnénich plic).

Vyzkum trva uz nékolik desitek let a pfinesl mnoho uzite¢nych poznatki, z nichz se
nekteré uplatiiuji v 16Ebé PAH. Dnes vyuzivané terapeutické zakroky vSak uc¢inkuji pouze na
urovni zpomalovani pribéhu ¢i zmiriiovani ptiznakli nemoci a dosud se nepodafilo vyvinout
spolehlivou metodu pro vyléceni této choroby.

Relativni novinka ve vyzkumu jsou molekuly mikroRNA, které se vyrazné lisi od
vSech dosavadnich regulatorti mechanismti plicni hypertenze (jako serotonin, prostacyklin a
jiné enzymové produkty). Jsou to kratké useky RNA, jejichz vliv na PAH zacal byt béhem
poslednich péti let intenzivné studovan.

Hlavnim zajmem této prace je popsat roli mikroRNA v mechanismech odpovédi
plicnich cév na hypoxii. Pro porozuméni tématu bude vhodné nejdiive uvést plicni hypertenzi

do kontextu.



2 Plicni cirkulace

V cévnim systému je hlavnim tkolem plic zajistit vyménu plynd mezi vnéjSim
prostfedim a krvi. To zajistuje velika tenkosténna sty¢na plocha, kterd se béhem evoluce
zvétsila na strukturdlni maximum, které objem plic dovoli a které nyni u dospé€lého ¢loveka
¢ini okolo 70 m?. Tato plocha je tvofena stovkami miliont alveold, mikroskopickych
vzdusnych vack, které jsou obrostlé velkym mnozstvim vldsecnic (Ochs et al., 2004). Témi
protéka vSechna krev, kterou srdce vyda.

V systémovém ob¢hu jsou cévy obklopeny piilehlymi tkdnémi, které jsou témet
nestlacitelné a tudiz zabraniuji nechténému rozpindni. V plicnim obéhu jsou cévy naopak
obklopeny hlavné stlacitelnym vzduchem a jsou z principu tenkosténné, aby mohla probihat
vymeéna plynt. Jelikoz maji maly a velky obéh stejny pritok, krev v plicich musi mit
nekolikrat nizsi tlak nez krev v systémovém ob¢hu, aby nedochazelo k priisaku krevni plasmy
do alveolt. Toho je dosazeno diky krat$im cévam a tencim sténdm plicnich tepen. Zatimco
v systémovém obéhu je stfedni arterialni tlak pfiblizné¢ 100 mmHg, v plicnici je bézny stfedni

tlak 13-16 mmHg.

3 Hypoxicka plicni vasokonstrikce

Dal$im zasadnim rozdilem mezi systémovym a plicnim obéhem je vasokonstrik¢éni
odpovéd’ plicnich cév na nedostatek kysliku. Systémové cévy reaguji na hypoxii vasodilataci.
Tim se zajist'uje adekvatnost dodavky kysliku pottebé dané tkané. V malém obéhu neni
nezbytné perfundovat vSechny ¢asti plic, protoze nutritivni zasobovani plicni tkané zajistuje
jiné (bronchidlni) krevni fecisté (Cast systémoveého obehu, ktera se oddéluje z aorty)
(Deffebach et al., 1987). Naopak je ale Zadouci krev z plicnice vhodné distribuovat tak, aby
jeji vetsi podil pripadal na dobte ventilované alveoly. Pokud se totiz ¢asti alveolti nedostava
potfebného mnozstvi kysliku (napf. pii lokalni castecné €1 ipIné obstrukci dychacich cév,
edému apod.), krev, ktera tyto oblasti perfunduje, se malo okysli¢i. Tato malo okysli¢ena
(popt. uplné neokysli¢end) krev se na konci plicniho feciste setkd s okysli¢enou a tim vznika
tzv. zilni pfimés (pfimichani zilni, neokyslicené krve k arterialni, okysli¢ené krvi). Disledkem
toho je snizeni parcialniho tlaku kysliku (Po,) ve smiSené krvi odtékajici do systémového
obéhu. K optimalizaci distribuce pritoku krve plicemi slouzi lokélni vasokonstrikce vyvolana
hypoxii v nedostate¢n¢ ventilovanych ¢astech plic (vasokonstrikce je zptisob zvySeni odporu

cévy zuzenim jejiho lumenu pomoci hladkého svalstva). Tim se pfesméruje krev k 1épe



ventilovanym alveolim (protoZe celkovy pritok plicemi - srde¢ni vydej - zistava nezménén).
Lokalni kvantitativni pomér mezi mnozstvim kysliku, pfivadéného na alveolo-kapilarni
rozhrani dychacimi cestami, a jeho odndSenim krvi smérem k systémovému tecisti (tzv.
pom¢ér ventilace-perfuze) je tim udrzovan pomérné konstantni ve vSech ¢astech plic (pfi
snizeni ventilace v dané ¢asti plic se snizi i jeji perfuze a pomér se tedy nezméni).

Tento mechanismus se nazyva hypoxicka plicni vasokonstrikce (HPV) a byl poprvé
popsan von Eulerem a Liljestrandem na kocce, ¢imz byl odstartovan usilovny vyzkum, ktery
uz trva pies 70 let (Euler and Liljestrand, 1946).

HPV neni fizena nervovym systémem, ktery dominuje fizeni systémové cirkulace, ale
je ovladana cisté lokaln¢. To bylo dokazano pozorovanim tohoto jevu i v celkové
denervovanych plicich a dokonce v izolovanych cévach ¢i ve svalovych buiikach izolovanych
z plicnich arteriol (PASMC — podle anglického Pulmonary Artery Smooth Muscle Cell)
(Harder et al., 1985). PASMC jsou tedy ucinnou jednotkou (efektorem) HPV a podle vétSiny
studii i mistem detekce hypoxie, coz z nich dé€la atraktivni adepty na vyzkum a terapeutické
ovlivitovani HPV.

Benefit optimalizace okysli¢ovani arteridlni krve je pravdépodobné hlavnim divodem,
pro¢ se HPV udrzela v evoluci. Podle nékterych autorti ale mize hlavnim diivodem byt dalsi
funkce tohoto mechanismu - udrzovani nizkého pratoku krve plicemi a jeho nahlé zvyseni pti
narozeni. V prenatalnim stadiu nejsou ze ziejmych diivodu plice plodu témét viibec
perfundovany a jejich alveoly jsou naplnény tekutinou, kterd se z nich odstrani velmi rychle
béhem prvnich nadechtl. V tu chvili je také potieba, aby do plicniho obéhu zacala téct krev.
HPYV, ktera po celou dobu prenatalniho obdobi udrzuje vysoky odpor plicnich cév (a tedy
nizky pratok, protoze vétSina krve pumpované z pravé komory do plicnice "dava prednost"
pratoku lehce niz§im odporem skrze ductus arteriosus do aorty), se v tu chvili dilatuje a
umozni prakticky okamzity nartst pritoku krve plicnim obéhem. Spolu se silnou kontrakci
arterialni duceje a uzavienim foramen ovale (otvor v septu mezi srde¢nimi predsinémi) tim
umoziuje rychlou adaptaci plodu na postnatalni zptisob transportu krevnich plyni (ktery je
nasledné fixovan i morfologickymi zménami) (Cassin et al., 1964).

Kromé téchto uZzite¢nych funkci ma ale tento mechanismus i nezadouci ucinky. To
uzce souvisi s tim, ze €innost udrzovani poméru ventilace-perfuze pomoci HPV je nepifimo
umeérna velikosti postizené ¢asti plic. Je-li nedostatecné ventilovana cast plic ptilis velika
(napf. celd jedna plice Ci vice), vede ptevedeni prutoku do nepostizené ¢asti k ptiliSnému
narustu zdejSiho pritoku a tedy k poklesu zdejSiho poméru ventilace-perfuze. Disledkem je

pokles okysli¢eni i v této zdravé Casti a vzniku venozni piimési se nezabrani. Navic, jelikoz



vasokonstrikce nemlize mit za nésledek snizeni priitoku plicnim fecistém, vede vysledna
prilisna redukce celkového prusvitu plicniho fecisté k nartistu tlaku. To je zejména patrné,
jsou-li nedostatku kysliku vystaveny celé plice, typicky pii pobytu ve vysoké nadmoiské
vysce, ale také pti onemocnénich, ktera vedou k celkové alveolarni hypoventilaci (napf.
obstruk¢ni choroby).

Senzor i efektor HPV jsou umistény v prekapilarni ¢asti plicniho fecisté (v zilni casti
reCiste je vasokonstrikce vétSinou zanedbatelna, resp. je-li silnd, jde o podklad vazného
onemocnéni, vySkového plicniho edému). Piestoze molekularni mechanismus HPV stale neni
zcela pochopeny, béhem poslednich cca 20 let se prehledové prace prevazné shoduji na této
podobé — receptorem hypoxie je mitochondrie PASMC, jejiz elektronovy transportni fetézec
produkuje urc¢ité mnozstvi kyslikovych radikala (reactive oxygen species - ROS), které je
v hypoxickych podminkéch sniZzené. Jejich pfitomnost v cytoplasmé udrzuje béhem normoxie
napét'oveé ovladané draslikové kanaly (K, kanaly) aktivni, které jsou pfi nedostatku kysliku
deaktivovany redukénim prostfedim, v nasledku ¢ehoz se membranovy potencial buiiky
depolarizuje. To aktivuje napétové ovladané vapnikové kanaly a nasledny influx Ca** iont
zpusobi konstrikci (Ward and Aaronson, 1999; Ward and McMurtry, 2009).

Bylo dokazano, ze HPV alespoii ¢aste¢né probiha i po odstranéni Ca**iontl z okoli
PASMC, tudiz je pievazujicim nazorem, ze kromé kanall na cytoplasmatické membrané hraji
roli také intracelularni zasoby vapenatych iontt v sarkoplasmatickém retikulu (Dipp et al.,
2001).

V piipadé prodlouzené hypoxie (trvajici déle nez nékolik minut) byl v nékterych
modelech pozorovan ¢astecny uUstup vasokonstrikce, ktera se ale po urcité dobé obnovi
(Bennie et al., 1991; Ward and Robertson, 1995). Kvuli tomu se nékdy HPV oznacuje jako
dvoufazova. Povaha odpovédi také zavisi na tom, zda byla zkouména odpovéd’ in vivo ¢i in
vitro a za ptitomnosti endotelu (ktery neni pro existenci hypoxické vasokonstrikce podstatny,
ale mize ji pomérné vyznamné modulovat) (Ward and Aaronson, 1999). Vime, ze HPV i jeji
reaktivita se udrzuje pii chronické plicni hypertenzi, protoze po uvedeni pokusného
organismu zpét do normoxie se béhem relativné kratké doby tlak snizi. Ne vSak zcela na
plvodni Groven, a to kvtli druhé ¢asti odpovédi plicnich cév na chronickou hypoxii, ktera
odpovida hypoxické plicni arterialni hypertenzi a tvofi ji (spolu s prodlouzenou HPV)

morfologické zmény plicniho cévniho feciste.



4 Plicni arteridlni hypertenze

Plicni arteridlni (n€kdy také prekapilarni) hypertenze (PAH) je progresivné
patologicky stav charakterizovany dlouhodobé¢ zvySenym odporem plicniho arteridlniho
feCiste. Na tom se riznou mérou podili dvé hlavni komponenty: morfologicka piestavba a
zvySeni tonu plicniho prekapilarniho fecisté. Tyto zmény tim, ze zuzuji lumen plicnich cév a
snizuji poddajnosti jejich stény, zptisobi zvyseni potfebného tlaku, ktery musi srdce vyvinout,
aby udrzelo ob&hovy systém v chodu.
pomérné vzacnych, forem ptedstavuje primarni (esencidlni) plicni hypertenze, kterd ma 1
familiarni podskupinu se silnym dédi¢nym podkladem (Austin and Loyd, 2013). Pomérné
Casta je naopak hypoxicka PAH (typicky jako sekundarni komplikace chronické obstrukéni
plicni nemoci), na niz je tento text predevsim zameéten.

Kromé PAH existuji i formy plicni hypertenze, ve kterych je hlavni zvySeni odporu
postkapildrni, zejm. klinicky velmi vyznamna plicni hypertenze pfi levostranném srde¢nim
selhéni.

Mechanismus vzniku PAH zahrnuje nekonvenc¢ni aktivity PASMC a endotelu plicnich
tepen (PAEC — pulmonary artery endothelial cell). V buiikdch téchto tkani se pfi PAH zméni
profil exprese, coz se nékdy oznacuje jako piepnuti fenotypu (phenotype-switch) a zahrnuje
aktivaci abnormalnich signalnich drah. Tyto drdhy vedou k proliferaci, ristu, migraci a
k odolnosti proti apoptoze. Vrstva PASMC se tvofi 1 v nejtencich plicnich prekapilarnich
Harteriolach*!, kde se b&ézné nevyskytuje. U plicnich tepen, které jiz hladky sval maji, jde u
PAH o jeho hypertrofii a také zvySenou aktivitu, proliferaci a migraci fibroblastii a s tim
spojené ukladani proteinti extracelularni matrix (kolagen a elastin) (Santos et al., 2002). To
vede ke snizené poddajnosti stény plicnich prekapilarnich (ve smyslu vSech, které jsou pied
kapilarami, t.j. 1 vétSich artérii) cév (Mandegar et al., 2004). Dal§im z typickych projevii PAH
je dediferenciace téchto buné€k, coz je podminkou pro proliferaci a projevuje se snizovanim
exprese markerovych proteint, jako jsou u PASMC napt.: a-actin and SM22 a (Favot et al.,
2005; McDonald et al., 2012). N¢které studie naznacuji, ze PAEC transdiferencuji na buiiky
podobné tém hladkého svalu (smooth-muscle-like cells) (Zhu et al., 2006).

Za zminku stoji, ze fenotyp PAH je ndpadné podobny nékterym projeviim rakoviny
(Rai et al., 2008). Proliferacni a riistova aktivita je u PAH alespoi z ¢asti podminéna aktivaci

stejnych signalnich drah (napt. Akt/PKB), jaké jsou zndmé u nddorovych bunck. Nékteré

1 Umisténim tésné¢ pred kapildrami odpovidaji systémovym arteriolam, ale ne stavbou - na
rozdil od téch systémovych jsou tenkosténné a maji minimum hladkého svalu.



z nich jsou zminény nize. Dalsi podobnosti je ostatné 1 desitky let trvajici a zatim netispéSné

hledani spolehlivych terapeutickych zasaht, které by vedly k vyléceni obou skupin nemoci.

4.1 Hypoxicka plicni hypertenze

Jednou z castych pfic¢in PAH je nedostatek kysliku. Hypoxicka plicni arterialni
hypertenze (hypoxicka PAH) se za¢in4 projevovat desitky minut po vystaveni organismu
hypoxii, fixuje se po n€kolika dnech a zhruba po 7-10 dnech (u laboratornich potkanit) uz
pfili§ neprogreduje. Po uvedeni organismu zpét do normoxie tlak v plicnici pomérné rychle
ponekud poklesne, ale trva nékolik mésicti, neZ se zcela normalizuje.

Zavaznost hypoxické PAH zavisi na intenzité hypoxie, na zvifecim modelu a také na
vyvojovém stadiu jedince. Plicni tkan je v perinatdlnim obdobi zranitelngjsi a i vystaveni
hypoxii zpisobi silngjsi hypoxickou PAH nez béhem dospivani a dospé€losti. Perinatalni
hypoxie celozivotné zvySuje reaktivitu plicnich cév na hypoxii (Hampl and Herget, 1990).

Zvyseny tlak v plicnici pfi hypoxické PAH zpisobuje vyvin hypertrofie pravé komory
srdce a mize vést k jejimu naslednému selhani, popt. smrti. To se klinicky oznacuje cor

pulmonale (Welsh and Peacock, 2013).

4.1.1 Mechanismus

Uvedené fenotypy jsou zpisobeny zménami v expresi strukturnich proteinti, ristovych
faktort, cytokinti a dalSich signalnich molekul vyse zminénych typti bun¢k. Tyto zmény jsou
v poslednich dvaceti letech predmétem horlivého vyzkumu, coz pfinasi nové hypotézy a

otazky ohledné regulace a vzniku hypoxické PAH, z kterych si zde nékteré uvedeme.

4.1.1.1 Hypoxia-Inducible factor 1

Dulezitou signalni drahou, kterd morfologické zmény v reakci na hypoxii ovliviiyje, je
Hypoxia-Inducible Factor 1 (HIF-1). Jedna se o transkrip¢ni faktor, jehoZ degradace je zavisla
na pritomnosti kysliku a tudiz jsou v hypoxii jeho hladiny zvyseny. Je to heterodimer
s podjednotkami HIF-1a a HIF-1p3. Reguluje mnoho rtiznych signalnich drah a sam je také
n¢kolika ovlivnén (Fukai et al., 2015).

4.1.1.2 Bone Morphogenic Protein
Na vyznam signalni dradhy zahrnujici Bone Morphogenic Protein (BMP) poukézal

nalez mutace genu pro transmembranovy BMP Receptor 2 (BMPR2) u vétSiny rodin s



familiarni formou PAH (Newman et al., 2001). Rada studii nasledné ukazala, Ze tato signalni
kaskéda hraje vyznamnou roli i u dal§ich forem PAH, v¢etné hypoxické. BMPR2 je protein na
cytoplasmatické membrané, ktery po navazani extracelularniho ligandu aktivuje
vnitrobunééné signalni molekuly. Mezi né patii pfedev§im SMAD?, ktera se dale pfemisti do
jédra, kde v komplexu s dal§imi SMAD proteiny funguje jako transkripéni faktor. Aktivita
BMP signalizace je naopak spojena se zmirnénim vaskularnich piestaveb a mutace v genech

pro jeji dilezité ¢lanky je tedy ¢astym diivodem vrozené PAH (Rabinovitch et al., 2008).

4.1.1.3 Dalsi signalni molekuly

Na signalizaci spojené s hypoxickou PAH se také podili oxid dusnaty (NO), ktery
plsobi vasodilata¢né a antiproliferacné, ale také prozanétlivé, prostacyklin (vasodilatant
produkovany bunikami endotelu), endothelin-1, serotonin a dalsi (Abid et al., 2012;
Rabinovitch et al., 2008).

Vedle téchto ,tradi¢nich® signalii se jako velmi relevantni modulator PAH jevi
relativné neddvno objevena skupina molekul microRNA. To jsou posttranskripéni modulatory
exprese, které asto reguluji vyse uvedené signaly nebo jsou jimi naopak regulovany. O téchto

molekulach a jejich vlivu na hypoxickou plicni hypertenzi pojednava zbytek této prace.

5 MikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou endogenni oligonukleotidy o délce ptiblizné 22 nukleotidu,
patfici do skupiny nekddujicich RNA (ncRNA). Jsou to velmi konzervované modulatory
bunécného profilu exprese - podobnosti homologt jednotlivych molekul miRNA odpovidaji
fylogenetickym ptibuznostem organismu. Ptes jejich starobylost byly tyto molekuly poprvé
identifikovany v roce 1993 a pod ndzvem mikroRNA se zaaly detailnéji studovat az
v poslednich cca patnécti letech (Lee et al., 1993; Pasquinelli and Ruvkun, 2002). Od té doby
se ukazalo, Ze maji zasadni vliv na vétSinu procesi, které v buiice probihaji, reguluji ptes
polovinu celkové exprese buiiky a jiz pro n€ bylo identifikovano pies 2500 genta v lidském
genomu (miRBase - v21) (Friedman et al., 2008).

Kazda molekula miRNA mé sekvenci, ktera ji umoznuje vazbu na messenger RNA
(mRNA) urcitych proteini. Hlavnim mechanismem funkci miRNA molekul je negativni
regulace cilovych proteinti, coz probiha skrze navazani na mRNA vlakno a jeho néaslednou

degradaci ¢i inhibici transkripce.



MikroRNA molekuly se znaci zkratkou miR a ¢islem pofadi, v jakém byla molekula
objevena (napf. miR-1). Pismena a/b za ¢islem molekuly znaci, ze jde o dvé molekuly, které
jsou témef totozné a 1isi se jen v 1-2 nukleotidech (napt. miR-18a). Dvé maturované miRNA,
které jsou plivodné z jedné vlasenky pre-miRNA, se znac¢i dodatecnym -3p nebo -5p, pokud
se nachdzeji v ptiblizné stejnych poctech (napt. miR-17-5p). Pokud se jedno vldkno vyskytuje
vyrazn¢ Castéji, je bez specidlniho oznaceni a méné Casté vlakno ma za Cislem *. Klastr
neékolika miRNA se znac¢i pomlckou (napt. miR-17-92) (Ambros et al., 2003; Griffiths-Jones
et al., 2006). Klastr ze dvou miRNA znac¢im lomitkem (napt. miR-143/145).

5.1 Syntéza

Geny miRNA mohou byt na nejriznéjsich mistech genomu, od odlehlych
samostatnych lokust v nekddujicich regionech po introny kodujicich genti a dokonce exony
kodujicich gent, ze kterych jsou syntetizovany pomoci alternativniho sestfihu. Z téchto
lokusti jsou piepisovany RNA polymerdzou 2 (¢i mén¢ ¢asto RNA polymerazou 3) bud’ jako
jednotliva budouci molekula miRNA nebo jako klastr, ze kterého pozd¢ji vznikne né€kolik
molekul miRNA. Tim vznikne primarni neupravend pri-miRNA. Nékteré maturované miRNA
mohou vzejit z nékolika riznych pri-miRNA, které maji rizné regula¢ni mechanismy.
Ptikladem je miR-9, kterd mtZe vzejit ze tii riznych lokusi (Shan et al., 2014).

Tato pri-miRNA molekula ma né€kolik set nukleotidl a je upravena sestfithovymi
enzymy Drosha nebo Pasha, které ji zbavi ptebyte¢nych Casti a nastiihaji na potiebné
prekurzorové ¢asti v podobé vlasenkovych struktur.

Tyto upravené, ale ne zcela maturované miRNA (tzv. pre-miRNA) jsou dale
asociovany s proteinem Exportin-5 do komplexu, ve kterém jsou vyneseny z jadra do
cytoplasmy. Tam jsou zasttizeny né¢kolikanukleotidové prebyvajici konce proteinem Dicer,
¢imz vznikne duplex, jehoz jedno vlakno (vétSinou sense) vytvoii RNA-induced silencing
complex (RISC) a druhé vldkno se vétSinou déle procesu neticastni a je degradovano

(Filipowicz et al., 2008).

5.2 Molekularni mechanismus inhibice cilovych proteinti

Jakmile je jednovlaknova miRNA molekula v RISC komplexu (né€kdy ozna¢ovano
jako miRISC), miiZe se navazat na mRNA svych cilovych proteinli. To probiha na
neptekladaném regionu na 3 konci (3 UTR) mRNA. Navazanim tohoto komplexu pak

molekula mRNA piestava byt prekladatelnd, a to jednim ze dvou diivoda — bud’ je mRNA



nalaména (a nasledn¢ degradovana) nebo zlistane mRNA v celku, ale navazany komplex
fyzicky brani asociaci s ribozomem, ¢imz se inhibuje exprese. Vzhledem k nizkému poctu
nukleotidli a moznosti nedokonalé komplementace nejsou miRNA specifické pouze pro
mRNA jednoho proteinu, ale naopak maji vétSinou Siroky zabér plisobnosti a ¢asto mé jedna
miRNA stovky cilovych mRNA.

Molekuly miRNA tedy funguji jako negativni regulatory mnoha gend, coz je dobie

popsany proces. Jejich role v plicni hypertenzi ale uz tak jednozna¢na neni.

5.3 Role v plicni hypertenzi

Role miRNA v hypoxické PAH se stala pfedmétem vyzkumu az pied cca péti lety,
pfestoZe se souvisejicim prolifera¢nim fenotypem byly miRNA spojeny uz diive (Brennecke
et al., 2003; Hayashita, 2005). Valna vétSina vyzkumu se zaméfuje pouze na vliv v
prestavbach cévni stény, piestoze hypoxicka plicni vasokonstrikce je podstatnou soucasti
hypoxické PAH. Tématu mikroRNA v HPV se vénuje jen n¢kolik studi. Poukazuji na roli
miR-190 a miR-328 v modulaci prichodu iontl vapniku ptes cytoplasmatickou membranu
skrze regulaci exprese iontovych kanala (Guo et al., 2012; Li et al., 2014). Toto téma by tim
padem mohlo byt jednim ze zajimavych potencidlnich smérti pro dal$i vyzkum plicni
hypertenze.

Dale byla zména hladiny nejriiznéjSich miRNA experimentalné spojena s vyvojem
PAH ptisobenim na expresi jednotlivych ¢lankt signalnich drah ovlivitujicich strukturni
zmény plicnich tepen - pfedevsim proliferace, migrace a odolnost proti apoptoze PAEC a
PASMC, jak je shrnuto dale v této praci.

Regulace miRNA molekul v hypoxické PAH probiha vice zptsoby. Jednim
z nejCastéjsich je aktivace exprese pomoci HIF-1 ¢i nepiima regulace jinymi miRNA

molekulami.

5.3.1 Zésadni miRNA pro piestavbu plicnich cév v hypoxické plicni hypertenzi
V této Casti diskutuji miRNA nejcastéji spojované s hypoxickou PAH.

5.3.1.1 miR-17-92
miR-17-92 je klastr, jehoZ transkript obsahuje Sest prekurzora pro tyto maturované
miRNA — miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a a miR-92a. Tento klastr je

nepopiratelné¢ zadsadni pro vyvoj plic, jak bylo demonstrovano na mysich, které tuto miRNA



nemély, v disledku ¢ehoz mély nedovyvinuté plice a zemiely kratce po porodu (Ventura et al.,
mikroRNA v hypoxické PAH.

Chen et al. pozorovali po uvedeni PASMC do hypoxie pfechodné zvySeni hodnot
miR-17-92 a nasledné snizeni po 24 hodinéach. Toto snizeni m¢lo za nasledek pokles exprese
markerovych proteinti pro PASMC (smooth muscle 220, a-smooth muscle actin a calponin) a
zvysenou proliferacni aktivitu (Chen et al., 2015). To poukazuje na dtlezitost miR-17-92 pti
udrzovani diferenciovaného fenotypu bunky.

Klastr pfimo blokuje 3¢ UTR sekvenci na mRNA HIF-1a. A naopak exprese miR-17-
92 je potlacovana HIF-1a skrze inhibici Myc transkripéniho faktoru - molekuly, ktera expresi
tohoto klastru indukuje. Tato negativni zpétnovazebna smycka je v souladu se zvySenou
expresi HIF-1a pii hypoxické plicni hypertenzi a se snizovanim mnoZzstvi miR-17-92 v
prabéhu této patologie (Taguchi et al., 2008).

Dalsi drahou, kterou klastr ovliviiuje, je BMP. Exprese miR-17-92 je regulovana
cytokinem interleukinem-6 (IL-6) skrze STAT3 signal. Pti inhibici STAT3 (pomoci siRNA),
se snizi exprese klastru miR-17-92, ktera byla ptivodné podnicena IL-6. Tato interakce byla
dale osvétlena nalezem konzervovaného vazebného mista pro STAT3 na promotoru genu
tohoto klastru a potvrzena korelaci hodnot mnozstvi STAT3 a miR-17-92 v buiice. Dvé
miRNA z tohoto klastru (miR-17-5p a miR-20a) pfimo nasedaji na mRNA membranového
receptoru BMPR2 (Brock et al., 2009). Z toho vyplyva, Ze hodnoty IL-6, které jsou v PAEC
pfi plicni hypertenzi zvySené, indukuji STAT3/miR-17-92 signélni drahu a to vede ke sniZeni
exprese proteinu BMPR2. Snizeni aktivity BMP signalizace vede k patologickym
prestavbam plicnich cév (Brock et al., 2009).

Uz ptfed nekolika lety bylo dok4zano, Ze hypoxickd zména exprese klastru souvisi
s aktivitou tumor-supresorového proteinu p53. SniZeni exprese miR-17-92 bylo potlaceno
v bunikach s nedostatkem p53. Tato souvislost byla dale podpofena ndlezem vazebného mista
pro p53 v promotoru genu pro miR-17-92, kter¢ se prekryva s vazebnym mistem pro
transkripcni faktor TATA-binding protein. Navazani p53 tim zabrafuje iniciaci transkripce.

Z toho vyplyva, Ze protein p53 blokuje klastr miR-17-92. Zvysena exprese tohoto klastru
zabranila apoptoze a v souladu s tim inhibice jeho ¢lend (miR-17-5p a miR-20a) apoptdzu
naopak indukovala (Yan et al., 2009). To poukazuje v kombinaci s ostatnimi funkcemi miR-

17-92 na raznorodost vlivu tohoto klastru.
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Potla¢eni miR-17 také vedlo k zmirnéni ptestaveb skrze indukci p21 (Pullamsetti et
al., 2012), coz je inhibitor cyclin-dependentnich kindz a je také regulovana proteinem p53
(Xiong et al., 1993).

Dalsi recentné objevenou cilovou molekulou klastru je protein PDLIMS, ktery je
dilezity pro TGF-B/SMAD signalizaci, jejiz aktivita hraje roli v regulaci diferenciace PASMC
(Chen et al., 2012).

Jednim z poslednich objevenych cili je PHD2. Inhibice translace tohoto proteinu je
nejspis dulezity ¢lanek mechanismu, ktery zpiisobuje proliferaci PASMC v dusledku
vystaveni hypoxii. Nedostatek PHD2 je také pfimo spjat se zvySenou produkci HIF-1a, coz
dohromady s pfimou negativni regulaci mRNA tohoto proteinu, poukazuje na netrivialni
regulacni vztah mezi klastrem miR-17-92 a HIF-1a a da se pfedpokladat, ze v této signalizaci
bude hrat diilezitou roli bunéény kontext (Chen et al., 2016).

Klastr indukuje proliferaci i u dal§ich druhii bunék (napft.: u kardiomyocyti) (Chen et
al., 2013) a jako mnoho microRNA hraje miR-17-92 roli i v riiznych typech rakoviny
(Courboulin et al., 2015).

Jak shrnul Zhou et al., pfispiva tedy tento klastr k PAH remodelaci plicnich cév

proliferaci PASMC a udrzovanim buiiky v nediferenciovaném stavu (Zhou et al., 2015).

5.3.1.2 miR-21

miR-21 m4 samostatny primarni transkript. V distalnich plicnich tepnach byla
nalezena zvySena exprese pii hypoxicke plicni hypertenzi a potlaceni miR-21 zpiisobilo
snizeni hypoxické PAH. Vliv na proliferaci (jakozto jeden z patologickych jevl zptisobujicich
plicni hypertenzi) in vitro s témito poznatky souznél (Yang et al., 2012).

Pullamsetti et al. hodnotili terapeutickou funkci inhibitoru miR-21 a pozorovali
snizeni systolického tlaku pravé komory a potla¢eni muskularizace plicnich tepen mysi
s hypoxickou PAH (Pullamsetti et al., 2012).

Zvyseni hodnot miR-21 pfi hypoxii v PASMC ma za nasledek sniZeni mnozstvi
tumor-supresorového proteinu PTEN, o kterém je znamo, Ze negativné reguluje riistovou a
proliferacni signalni drahu Akt/PKB. To znamena, Ze pokud PTEN nemiiZe inhibovat
Akt/PKB drahu, néasleduje indukce proliferace a migrace bunck. miR-21 je také meziclanek
mechanismu potlacujiciho hypoxickou proliferaci PASMC pii uvedeni PPAR agonistl
(testovano pro potencialni terapeutické ucinky). Jejich ptisobenim totiz hodnoty miR-21

poklesnou a skrze regulaci PTEN/Akt/PKB drahy se snizi proliferace (Green et al., 2015;
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Sarkar et al., 2010). Dalsi studie také poukazuje na zvysni hodnot miR-21 Akt2 signalizaci
v hypoxii, coz znaci pozitivni zpétnou vazbu exprese miR-21 (Polytarchou et al., 2011).

Jina studie ukéazala nadprodukci miR-21 signalni drahou BMP (nezavisle na HIF-1a)
v mySich PAEC a uméle zvySenym mnozstvim HIF-1a v lidskych PASMC, coz znaci alespoii
dvé cesty hypoxické indukce (a opét upozoriuje na komplexitu celého systému). Jelikoz je
BMPR2 zaroven cilovou molekulou miR-21, odkryva tento objev zpétnou vazbu, ktera
udrzuje aktivitu signalni drahy BMP a hodnotu miR-21 v rovnovaze (Parikh et al., 2012).

Zavislost exprese miR-21 na BMP signalizaci, byla podpofena i v modelu dédi¢né
PAH. Mutace v genu pro signalni protein SMAD?Y, ktery je pro BMP signalizaci zasadni,
zpusobila inhibici exprese miR-21 (Drake et al., 2011).

Také bylo ukdzano, ze tato molekula negativné reguluje hodnoty DDAHI, coz je
enzym metabolizujici asymetricky dimetylarginin (ADMA). ADMA je inhibuje syntézu
vasodilataéniho NO. Inhibice miR-21 podle ocekavani zvysila hodnoty DDAHI, coz
zabranilo akumulaci ADMA a skrze produkci NO zmirnilo vyvoj PAH (Iannone et al., 2014).

miR-21 ma také vliv na produkci ROS. Piimo inhibuje superoxid dismutazy (SOD2 a
SOD3), coz jsou enzymy, které §tépi superoxid. Inhibice sniZovani hodnot superoxidu tak
zpusobuje poskozovani bunééné struktury, ale i konstrikci hladkého svalstva a nejspis i
proliferaci (Demiryiirek and Wadsworth, 1999; Zhang et al., 2012).

Ve studii Hale et al. byla nahlaSena zvysena hladina vnitrobuné¢nych, ale i
extracelularnich hodnot miR-21 v reakci lidskych PAEC na hypoxii, pfestoze v této studii
slouzila miR-21 hlavné jako kontrola (Hale et al., 2014). To naznacuje mozny vyznam této
molekuly v mezibunécné signalizaci. Ten vSak nebyl ddle zkouman.

Molekula miR-21 ma pii plicni hypertenzi nejednoznac¢nou funkci. Jeji plisobeni
potlacuje proliferaci a migraci bun¢k endotelu cév skrze inhibici PPARa (Zhou et al., 2011).
Ale v bunikach hladké svaloviny naopak zvysSena exprese miR-21 indukuje proliferaci a
sniZzuje miru apoptdzy. Ve svalovych buikach totiz negativné reguluje hodnoty proteinu
Programmed Cell Death Protein 4 (PDCD4), ktery indukuje apoptdzu bunck hladké svaloviny
cévni stény (Song et al., 2012).

V experimentu na potkanech dale Caruso et al. popsali, Ze hodnoty miR-21 pfi
hypoxické plicni hypertenzi nebyly oproti kontrole zménény, ale pfi PAH vyvolané
monokrotalinem byly snizené (Caruso et al., 2010). Stejn¢ tak u pacientt s PAH nepozorovali
zadnou zménu hodnot miR-21 v PASMC Courboulin et al. (Courboulin et al., 2011).

Zajimavé je, Ze v rakovinném kontextu byla miR-21 naopak propojena se snizenou

angiogenezi skrze pfimou negativni regulaci mRNA RhoB, ktera kromé toho také zvysSuje
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kontraktilitu a riist PASMC (Connolly et al., 2010; Sabatel et al., 2011; Wojciak-Stothard et
al., 2012).

Ziejmé je, ze ma tato molekula nékolik na sob¢ nezavislych regula¢nich mechanismu
Ptestoze je v reakci na chronickou hypoxii nejcastéji pozorovano zvyseni jeji exprese,

pusobeni miR-21 neni vzdy jednoznacné a do zna¢né miry zavisi na bunécném kontextu.

5.3.1.3 miR-210

V lidskych PASMC vystavenych chronické hypoxii je hladina miR-210 zvySena. Tato
nadprodukce je pfimo zavisla na aktivité HIF-1a signalizce (Jin et al., 2015; Kulshreshtha et
al., 2007). Jednim z hlavnich projevii inhibice této miRNA je vyrazné zvySena mira apoptozy.
Antiapoptoticky efekt miR-210 je nejspis zptisoben pifimou degradaci mRNA transkripéniho
faktoru E2F3 (Gou et al., 2012). Ten je znam svou proapoptotickou aktivitou v souvislosti
s poskozenim DNA (Martinez et al., 2010). miR-210 byla také nalezena v plasm¢ organismil
vystavenych hypoxii, coz poukazuje na moznost regulace odpovédi na hypoxii na systémové
urovni. Reguldtorem exprese a vypousténi této molekuly lidskymi PAEC bunikami do
extracelularniho prostoru je protein Argonaut 2 (Hale et al., 2014).

Mitogen-activated protein kinase fosfataza (MKP) 1 je pifimou cilovou molekulou
miR-210, tudiz byly pfi inhibici exprese této miRNA hodnoty proteinu MPK-1 i jeho mRNA
zvySeny a také snizena proliferace lidskych PASMC. Mysi s inhibovanou MPK-1 mély silnou
plicni hypertenzi vyvolanou hypoxii 1 pfes miR-210 inhibici, kterd tuto odpovéd’ jinak
obchazi. Z toho vyplyva, Ze je miR-210 dilezitym faktorem v hypoxické PAH skrze regulaci
MPK-1.

Jedna studie provadéna na lidskych a mySich PAEC upozoriiuje na vyznam Zelezo-
sirnych (Fe-S) klastri v bunécné odpovédi na chronickou hypoxii. miR-210 totiz pfimo
blokuje translaci ISCU1 a ISCU2, proteiny podilejici se na produkci téchto Fe-S klastrt, které
jsou dileZzitou soucasti normalniho mitochondrialniho fungovéani. Konkrétni mechanismus,
kterym nedostatek Fe-S klastrti podnécuje hypoxickou odpoveéd’ autoti dale nezkoumali, proto
by to mohlo byt zajimavé téma pro dalsi experimenty (Beinert et al., 1997; Chan et al., 2009;
White et al., 2015).

Stejné tak je pfemira miR-21 spojend s riznymi druhy rakoviny (napf. s
adenokarcinomem plic a s rakovinou prsu), kde 1 znaci snizenou pravdépodobnost preziti
pacienta a tudiz by se dala potencialné vyuzit jako biomarker (Cui et al., 2015; Wang et al.,
2014).
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5.3.1.4 miR-204

Hodnoty miR-204 jsou ve chronicky hypoxickych PASMC snizeny a to podporuje
proliferaci a potlacuje apoptdzu (Courboulin et al., 2011). Gen pro miR-204 je umistén
v intronu (tomu se fikd mirtron) genu pro protein TRPM3. Tato souvislost naznacuje spolecné
regulacni mechanismy, coz podporuje i nalez korelace hodnot exprese transkripti téchto obou
molekul, které jsou pii hypoxii snizené. TRPM3 ale nejspis velkou roli v PAH nehraje, jelikoz
jeho blokada (na rozdil od blokddy miR-204) neindukovala PAH fenotyp (Courboulin et al.,
2011; Wang et al., 2010).

Zajimavé vysvétleni snizenych hodnot miR-204 piinesl vyzkum Meloche et al., ktery
ukazuje, Ze DNA-opravujici enzym Poly ADP-ribose Polymeraza 1 (PARP-1), jehoz exprese
je v PAH indukovana kvuli poskozeni DNA, pfimo negativné reguluje expresi miR-204, coz
podnécuje aktivitu signalnich drah vedoucich k patologickym jeviim, kter¢ jsou s touto
miRNA spojené. Tudiz ma aktivita PARP-1 zaroven opravny i patologicky efekt (Meloche et
al., 2014).

Dale byla miR-204 potlacena transkripcnim faktorem krevnich destic¢ek (Platelet
Derived Growth Factor, PDGF), endothelinem 1 (ET-1) a angiotensinem II. V téchto
signalizacich hraje velkou roli signalni molekula a transkripcni faktor Signal Transducer and
Activator of Transcription 3 (STAT3). To vedlo ke vzniku teorie, ze STAT3 je mezi¢lanek této
regulace a ze tento signal negativné reguluje miR-204. Tato teorie byla podpotena
pozorovanim negativni korelace mezi témito dvéma molekulami. STAT3 také negativné
reguluje miR-204, coz vytvari pozitivni zpétnovazebnou smycku pro hypoxickou expresi
STAT3 (Paulin et al., 2011). ZvySené hodnoty tohoto signdlu vedou ke sniZenym hodnotadm
BMPR2, kterd je spjata s vyvojem PAH skrze n¢kolik miRNA (Courboulin et al., 2011).

Zajimavym zjisténim, podtrhujicim dileZitost bunééného kontextu v aktivité
mikroRNA, bylo pozorovani sedmkrat vyssiho narGstu exprese miR-204 v PASMC nez
v PAEC za podminek hypoxické plicni hypertenze (Courboulin et al., 2011).

Piimou cilovou molekulou miR-204 je Bromodomain-Containing Protein 4 (BRD4),
ktery tak mizZe byt v hypoxii navySen. To zplsobi pokles hodnot proteinu p21, coZ souvisi
s potlacenim zastaveni bunécného cyklu a mize vést k proliferaci (Meloche et al., 2015b).

Po vneseni této miRNA do rakovinnych bunék bylo pozorovano zmirnéni migrace a
proliferace. miR-204 (konkrétné miR-204-5p vlakno) pfimo blokuje mRNA Sineoculis

homeobox homologu 1 (Six1). Umélym zvySenim hladiny Six1 se naopak sniZily hodnoty
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exprese miR-204. To znaci pozitivni zpétnou vazbu inhibice exprese miR-204, kterd je

spojena s proliferaci a migraci (J. Zeng et al., 2016).

5.3.1.5 miR-143/145

miR-143/145 je klastr dvou miRNA, kodovany jako jeden pre-miR transkript, ktery je
nasledné sestfizen na dv¢ ¢asti — miR-143 a miR-145.

Na rozdil od vétSiny (jestli ne od vSech) dilezitych mikroRNA regulatorti PAH se
mohou jedinci, ktefi tuto miRNA postradaji, dozit dospélosti (Xin et al., 2009).

BMP i TGF-f signalizace nezavisle indukuji expresi tohoto klastru (Davis-Dusenbery
et al., 2011). V mysich i lidskych plicnich tepnach byly pozorovany zvysené hodnoty miR-
143/145 pii hypoxické i dédicné (mutaci v BMPR2) PAH (Caruso et al., 2012). V dédi¢né
PAH je jednim z pravdépodobnych vysvétleni téchto hodnot - 1 pfes mutaci BMPR2, nutného
clanku BMP signalizace - pravé kompenzace TGF-3 signalnimi molekulami (Davis-
Dusenbery et al., 2011).

Zatimco inhibice miR-145 potlacila hypoxickou PAH, inhibovani miR-143 nem¢lo na
hypoxickou odpovéd’ vliv. Jako diilezité vlakno se jevi miR-145-3p, které indukuje
prolifera¢ni fenotyp 1 u PAEC skrze pfenos extracelularnimi vacky, na nichZ se zkoumaly
moznosti mezibunécného pienosu a farmakologickych aplikaci miRNA (Caruso et al., 2012;

Deng et al., 2015).

5.3.2 Dalsi miRNA

Vliv na plicni hypertenzi byl testovan u fady dalSich miRNA.

Prvnim krokem tohoto testovani (po vybéru konkrétni molekuly) byvé porovnani
hodnot jejich exprese pfi plicni hypertenzi s kontrolami pomoci qPCR. Nasleduje inhibice této
miRNA v bunikach pomoci komplementacnich oligonukleotidovych inhibitorti a sledovani
vlivu na vyvoj PAH v hypoxii. Dale se naopak sleduje fenotyp buiiky po vneseni uméle
vytvoiené miRNA do buiiky. Pokud inhibici miRNA nasleduje mirné;jsi vyvoj PAH a
zvysSenou expresi nasleduje siln€j$i PAH, je tato molekula oznacCena za zésadni pro vyvoj
plicni hypertenze. Obvykl¢ je dale urcit alesponl jednu cilovou molekulu zprostfedkujici vliv
na PAH.

Plisobeni takové molekuly miize mit i opacné ucinky, avSak vetsi cast studii hlasi
zvysené (nebo nezménéné) hodnoty miRNA v PAH. Ve studii z roku 2011 dokonce
Courboulin et al. méfili hodnoty 337 molekul miRNA v lidskych PASMC pii chronické
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hypoxii a snizené hodnoty byly nalezeny pouze u jedné (miR-204) (Courboulin et al., 2011).
Od té doby vsak byly objeveny dalsi molekuly, kter¢ jsou v plicni hypertenzi bézné
potlacovany a byly u nich pozorovany antiproliferac¢ni ¢inky. Mezi né patii mino jiné¢ miR-
34, miR-96, miR-100 a miR-223 (Wallace et al., 2015; Wang et al., 2015, 2016; Y. Zeng et al.,
2016).

Dalsi dtlezitou miRNA je miR-9, jejiz mnozstvi v cytoplasmé testovanych bunck se
znasobilo béhem 24 hodin hypoxie vice nez pétkrat. S hypoxickou PAH ji poji transkripéni
faktor myocardin, jehoz mRNA miR-9 piimo blokuje a ktery aktivuje expresi markerovych
proteinti bun¢k hladké svaloviny. miR-25, miR-39 a miR-106b byly také nadprodukovany, ale
jen cca dvakrat (Shan et al., 2014).

Stejné jako miR-9, je 1 miR-322 jedou z molekul, jejiz expresi indukuje HIF-1a. Ta se
ucastni i zpétné regulace HIF-1a a také ovliviiuje hypoxickou PAH pomoci BMP signalizace
(Zeng et al., 2015).

Hypoxie také zvySuje hodnoty miR-27a, kterd ptimo inhibuje PPARY, coz vede
k indukci PAH aktivaci exprese ET-1 (Kang et al., 2013).

Mezi miRNA, které jsou chronickou hypoxii vyrazné potlacovany, patii miR-29a-3p,
jejiz inhibice pfispiva k plicni hypertenzi zvySenim proliferacni, migracni a rtistové aktivity
fibroblastii plicnich tepen (Luo et al., 2015) a miR-223, jejiz absence (podobn¢ jako miR-204)
indukuje proliferaci PASMC skrze zvySenou expresi enzymu PARP-1 (Meloche et al., 2015a).

Stejné tak jsou snizeny hodnoty miR-103 a miR-107, prakticky totoznych mikroRNA,
jejichz maturované sekvence se 1i§i pouze v jednom nukleotidu. Ty pfimo negativné reguluji
HIF-1a, podobné¢ jako klastr miR-17-92 (Deng et al., 2016).

Yue et al. prezentovali zajimavou roli miR-206, kterd je v hypoxii také inhibovéana a
také ptimo blokuje mRNA HIF-1a, ale pii vneseni pre-miR-206 do buiiky bylo pozorovano
navyseni HIF-1a hodnot a intenzivnéj$i HIF-indukovana proliferace nez u kontrol. Jako jedno
vysvétleni této nekonvencéni funkce autofi navrhuji rizné funkce miR-206 v zavislosti na
jejim mnozstvi (Yue et al., 2013).

Nékteré studie podporuji teorii o tzv. ,,master miRNA regulators®, coz jsou miRNA,
které reguluji mnoho rtiznych signalnich drah a ¢asto nepfimo i jiné miRNA molekuly a maji
tak zasadni vliv v regulacni siti. Nékteré z t€chto molekul jsou uvedené vyse (Chan et al.,

2012).
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Nase porozuméni problematice se prohlubuje, z novych poznatkl vSak ¢asto vzejde
vice novych otazek nez odpovédi. Mezi vyzvy vyzkumu miRNA interakei a jejich zmén v
reakci na hypoxii patii piekryv jejich funkci, pleiotropie, mnozstvi jejich cilovych molekul a

v neposledni fad¢€ i zavislost na bunécném kontextu.

6 Zavér

Povaha této problematiky nejspis vyzaduje specificky ptistup k vyzkumu novych
funkci mikroRNA v plicni hypertenzi. Mnoho praci na toto téma se v poslednich letech
soustfedilo na méfeni aktivity miR molekul a souvisejicich signalli a na
knockdown/overexpression pfistup jakozto méfitka jejich vyznamu. Tyto experimenty
pfinaseji hodnotné poznatky pro dalsi védecké usili a velka ¢ast z nich je citovéana i zde.
Seznamy miRNA s jejich cilovymi molekulami nam vS§ak neumozni vyuzivani téchto znalosti
na terapeutické urovni. PrestoZe uz existuji klinické studie miRNA (Janssen et al., 2013),
zatim neprobéhla zadna, kterd by se zabyvala miRNA v plicni hypertenzi. Je mozné, Ze se
miRNA ani nedaji vyuzit jako jednoduché farmaceutické regulatory a ze odpovéedi bude spise
jemné vyvazovani aktivit spektra signalnich drah v buiice, k tomu vSak zatim chybi potiebné
technologie.

Zajimavym smérem budouciho védeckého badéani by také mohla byt role mikroRNA
v HPV, jak je popsano v kapitole 5.3.

Velky pokrok v tivahach o pfistupu k roli mikroRNA v plicni hypertenzi ptinesl
znamenity ptehledovy ¢lanek od Negi et al. z bfezna 2017, ve kterém autofi navrhuji ¢tyii
zasadni pilife budouciho vyzkumu pro deSifrovani této role. Témi jsou: 1) pokrocilé metody
ziskavani ,,high-density* dat pro prevenci vyzkumu pouze na znamych signalnich drah, 2)
vyuzivani a optimalizace in silico analyzy siti genové exprese, 3) rozeznani kontextove
specifickych vlastnosti mikroRNA a 4) disledné validace vSech objevil (Negi et al., 2017).

V kazdém ptipadé bude pro vyuziti miRNA zapotiebi komplexnéjsiho pfistupu, ktery
bude mifit na vyssi uroven porozumeéni vnitin€ propojenych signalt, které k patologii plicni

hypertenze (nejen hypoxické) vedou.
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