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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékaFskych véd

Nazev diplomové prace: Vliv glipizidu na expresi a funkci endoglinu a snim

souvisejicich biomarkera endotelové dysfunkce u diabetu mellitu Il.typu
Autor: Ilva Vochozkova

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Katarina Tripska, Ph.D.

Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak glipizid ovliviiuje expresi a funkci
endoglinu, jeho transkripénich faktorlli a souvisejicich biomarker(i endotelové
dysfunkce, hladinu solubilniho endoglinu a adhezi monocytl na lidské diabetické

endotelové bunky koronarnich artérii.

Metody: V této diplomové préci jsme pracovali s lidskymi diabetickymi endotelovymi
burikami koronarnich artérii. Ty jsme v rdznych c¢asech a koncentracich premedikovali
glipizidem. Pomoci pritokové cytometrie jsme méfili proteinovou expresi endoglinu a
biomarkerl endotelové dysfunkce. Pomoci pritokové cytometrie jsme méfili také
adhezi monocytl k endotelovym burnkam. ELISA metodou jsme detekovali hladiny
solubilniho endoglinu a pomoci PCR jsme meéfili mRNA expresi endoglinu, jeho

transkripénich faktor( a markert zanétu.

Vysledky: Prokazali jsme, Ze premedikace 200uM koncentraci glipizidu vedla ke snizeni
proteinové exprese endoglinu po 24 i 48 hodinach. Po 24 hodinach doslo taktéz ke
zvySeni proteinové exprese adhezni molekuly ICAM-1. Po premedikaci 100uM
glipizidem doslo u adhezni molekuly VCAM-1 po 48 hodinach ke snizeni proteinové
exprese. Také jsme zjistili, Ze po 16 hodinové premedikaci 200uM glipizidem dochazi ke
snizeni mRNA exprese transkripénich faktor( Sp1, HIF-1a a markeru zanétu CCL2. Za
stejnych podminek dochazi naopak ke zvySeni mRNA exprese ICAM-1 a po 8 hodinové

premedikaci dochazi také ke zvySeni mRNA exprese E-selektinu. Ve zkoumanych



Casech a koncentracich nemél glipizid signifikantni vliv na adhezi monocytl, ani na

tvorbu skng.

Zavér: Zavérem je Ze, glipizid ovliviiuje expresi endoglinu a souvisejicich adheznich
molekul a marker(, které jsou spojeny s endotelovou dysfunkci. SniZzeni exprese
endoglinu naznacuje mozny terapeuticky potencidl glipizidu v regulaci cévnich funkci.
Aby bylo mozné plné porozumét a potvrdit vliv glipizidu na endoglin a dalsi aspekty

endotelové dysfunkce, je nezbytné provést dalsi podrobné in vitro a in vivo studie.

Kli¢ova slova: endoglin, endotelova dysfunkce, diabetes mellitus, glipizid



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Title of Diploma Thesis: Effect of glipizide on the expression and function of endoglin

and related biomarkers of endothelial dysfunction in type Il diabetes mellitus
Author: lva Vochozkova
Supervisor of Diploma Thesis: PharmDr. Katarina Tripska, Ph.D.

Aim: The aim of this thesis was to determine how glipizide affects the expression and
function of endoglin, its transcription factors and related biomarkers of endothelial
dysfunction, soluble endoglin levels and monocyte adhesion to human diabetic

coronary artery endothelial cells.

Methods: In this thesis we worked with human diabetic coronary artery endothelial
cells. These were premedicated with glipizide at various times and concentrations. We
measured protein expression of endoglin and biomarkers of endothelial dysfunction
using flow cytometry. We also measured monocyte adhesion to endothelial cells using
flow cytometry. We detected soluble endoglin levels by ELISA and measured mRNA

expression of endoglin, its transcription factors and markers of inflammation by PCR.

Results: We demonstrated that premedication with 200uM concentration of glipizide
led to a decrease in endoglin protein expression after 24 and 48 hours. The protein
expression of the adhesion molecule ICAM-1 was also increased after 24 hours. After
premedication with 100uM glipizide, the adhesion molecule VCAM-1 showed a
decrease in protein expression after 48 hours. We also found that mRNA expression of
the transcription factors Sp1, HIF-1a and the inflammation marker CCL2 was reduced
after 16 hours premedication with 200uM glipizide. In contrast, under the same
conditions there is an increase in mMRNA expression of ICAM-1 and after 8 hours
premedication there is also an increase in mRNA expression of E-selectin. At the times
and concentrations examined, glipizide had no significant effect on monocyte adhesion

or skng formation.



Conclusion: In conclusion, glipizide affects the expression of endoglin and related
adhesion molecules and markers that are associated with endothelial dysfunction. The
reduction in endoglin expression suggests a possible therapeutic potential of glipizide
in the regulation of vascular function. Further detailed in vitro and in vivo studies are
required to fully understand and confirm the effect of glipizide on endoglin and other

aspects of endothelial dysfunction.

Keywords: endoglin, endothelial dysfunction, diabetes mellitus, glipizide



POUZITE ZKRATKY

Zkratka | Vyznam zkratky Vyznam zkratky cesky
ALK 1-7 | activin receptor like kinase 1-7 kinaza 1-7 podobna aktivinovemu
receptoru

ATP adenosine triphosphate adenosintrifosfat

BMP-9 bone morphogenetic protein 9 kostni morfogeneticky protein 9

CCL2 C-C motif chemokine ligand 2 C-C motiv chemokinového ligandu 2

<DNA complementary deoxyribonucleic komplementarni deoxyribonukleova
acid kyselina

CRP C-reactive protein C-reaktivni protein
diseased human coronary artery lidské nemocné endotelové burky

D-HCAEC . - .
endothelial cells koronarnich artérii

DM diabetes mellitus diabetes mellitus

DM1 diabetes mellitus type 1 diabetes mellitus | typu

DM2 diabetes mellitus type 2 diabetes mellitus Il typu

DNA deoxyribonucleotide acid deoxyribonukleova kyselina

DMSO dimethyl sulfoxide dimetylsulfoxid

EC endothelial cells endotelidlni buriky

ED endothelial dysfunction endotelova dysfunkce

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay | enzymové znaceny imunosorbentni test

ENG Endoglinu endoglin

eNOS endothelial nitric oxide synthase endotelova syntdza oxidu dusnatého

FBS fetal bovine serum fetdIni hovézi sérum

FC flow cytometry pratokova cytometrie

FCS forward scatter pfimy rozptyl

GDM gestational diabetes mellitus gestacni diabetes mellitus

GLI Glipizide glipizid

HAEC human aortic endothelial cells lidské aortalni endotelové buriky

HCAEC human coronary artery endothelial |lidské endotelové bunky koronarnich
cells artérii

HHT heredl.tary h.emorrhaglc hereditarni hemoragicka telangiektazie
telangiectasia

HIF-1a hypoxia-inducible factor 1 alpha hypoxii indukovatelny faktor alfa
human microvascular endothelial lidské mikrovaskuldrni endotelové

HMVEC §
cells bunky

HRP horseradish peroxidase kfenova peroxidaza

Hsp90 heat shock protein 90 protein tepelného Soku 90

HUVEC human umbilical vein endothelial endotelové bunky lidské pupecnikové
cells zZily

ICAM-1 |intercellular adhesion molecule 1 mezibunécna adhezni molekula 1

IL1B interleukin 1 beta interleukin 1 beta

KLF6 Kruppel-like factor 6 Kruppelovi podobny faktor 6

KVS cardiovascular systém kardiovaskularni systém

LDL low density lipoprotein lipoprotein s nizkou hustotou
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L-Eng long-endoglin dlouhy endoglin
LXR liver X nuclear factor jaterni X receptor
MM master mix master mix
MMP-14 | matrix metalloproteinase 14 matricovd metaloproteinaza 14
MRNA messenger ribonucleic acid medidtorova ribonukleova kyselina
NF-kB nuclear factor kappa B nukledrni faktor kappa B
nuclear receptor subfamily 1 group H | nuklearni receptor podrodiny 1 skupiny
NR1H3 Y
member 3 H clen 3
NO nitric oxide oxid dusnaty
NOS3 nitric oxide synthase 3 syntaza oxidu dusnatého 3
PBS phosphate buffered saline fosfatovy tlumivy roztok
PCR polymerase chain reaction polymerazova fetézcova reakce
PD Photodiode fotodioda
PDZ. PDZ motif PDZ motiv
motif
Pl propidium iodide propidium jodid
PMT pohotomultiplier tube fotonasobic
real-time . . . polymerdzova retézcova reakce v
real-time polymerase chain reaction oy
PCR redlném case
rcf relative centrifugal force relativni centrifugacni sila
p65 subunit of nuclear factor kappa | p65 podjednotka nukledrniho faktoru
RELA
B kappa B
RGD arginyl-glycyl-aspartic acid arginin-glycin-asparagova kyselina
ROS reactive oxygen species reaktivni formy kysliku
SELE Selectin selektin
skEng soluble endoglinu solubilni endoglin
S-Eng short-endoglin kratky endoglin
Smad suppressor of mothers against Smad protein
decapentaplegic
Spl specific protein 1 specificky protein 1
SSC side scatter bocni rozptyl
TGF-B transforming growth factor beta transformujici rastovy faktor beta
THP-1 human leukemia monocytic cell line :::iseka monocytarnileukemicka bunécna
TNFa tumor necrosis factor alpha tumor nekrotizujici faktor alfa
VCAM-1 |vascular cell adhesion molecule 1 vaskularni adhezni molekula 1
ZP zona pellucida zéna pellucida
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1. UVOD

Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktery se nachdazi na povrchu riiznych
typl bunék, jako jsou endotelové buriky nebo buriky imunitniho systému a je ¢lenem
superrodiny transformujiciho rlstového faktoru beta (1). Pomaha pfi regulaci
proliferace a migrace endotelovych bunék a hraje dlleZitou roli pfi udrZovani
kardiovaskularni homeostazy (2). Jeho exprese na endotelovych burikach je regulovana
pomoci riznych transkripcnich faktord, jako je naptiklad HIF-1a, KLF-6, NF-kB nebo LXR
(3, 4). Endoglin je zaroven spojovan i sfadou patologickych procesl, jako je
aterosklerdza, arteridlni hypertenze, diabetes mellitus, fibréza, nddorovy rist a dalsi

poruchy cévniho systému (1, 5).

Endotel je sloZzen z monovrstvy endotelovych bunék a vystyla vnitfni povrch cév.
Tato vrstva bunék hraje klicovou roli v udrzovani homeostazy vtéle a ma mnoho
dllezitych funkci (6). Funkce endotelu zahrnuji regulaci prtoku krve, srazeni krve,
regulaci propustnosti cév, Ucast na imunitnich reakcich, angiogenezi nebo syntézu
bioaktivnich latek jako je oxid dusnaty, prostacykliny, endotelin a dalsi. Kdyz se narusi

nékterd z téchto fyziologickych funkci, nastdva endotelova dysfunkce (5, 7).

Endotelova dysfunkce je charakterizovdna zhorSenim cévni relaxace a zvysenim
cévniho odporu, ktery vede ke zvySeni krevniho tlaku a poSkozeni organt. Dysfunkce
zpUsobuje prechod endotelu do zanétlivého stavu, ktery je charakteristicky napftiklad
zvySenou vaskularni permeabilitou, produkci prozanétlivych cytokin(, adheznich
molekul a chemokinl. Endotelova dysfunkce je spojena s tadou kardiovaskularnich
onemocnéni, jako je hypertenze, chronické srdecni selhani, ischemicka choroba srdecni

Ci diabetes mellitus (7, 8).

Diabetes mellitus je onemocnéni charakteristické zvysenou hladinou glukdzy v krvi,
nedostatkem inzulinu nebo inzulinovou rezistenci. Projevuje se pfiznaky, jako jsou
Gnava, hubnuti, zvysena chut kjidlu, ¢asté moceni nebo infekce (9). Nejcastéji se
setkdvdme s diabetes mellitus typu Il, ktery je spojen hlavné s genetickymi
predispozicemi, obezitou a nespravnym Zivotnim stylem (10). S diabetes mellitus se
poji fada komplikaci jako je neuropatie, nefropatie Ci retinopatie a mlze rlznymi

mechanismy prispivat ke vzniku endotelové dysfunkce (9).
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Glipizid je perordlni antidiabetikum ze skupiny derivatu sulfonylmocoviny a je
pouzivan k lé¢bé diabetes mellitus 2. typu (11). Jeho hlavnim mechanismem ucinku je
stimulace sekrece inzulinu z B- bunék pankreatu, zvySeni periferniho vyuziti glukdzy a
potlaceni produkce glukdzy v jatrech (12). Glipizid je ideadlnim Iékem do kombinace

|éCiv v pfipadé selhani monoterapie metforminem (11).

V této diplomové praci se budeme vénovat vlivu glipizidu na expresi a funkci
endoglinu, jeho transkripénich faktorl, souvisejicich biomarkeri endotelové
dysfunkce, solubilniho endoglinu a adhezi monocytli na lidské diabetické endotelové

buriky korondrnich artérii.

13



2. TEORETICKA CAST

2.1 Endoglin

Endoglin neboli CD105 je koreceptorem superrodiny transformujiciho ristového

faktoru B (transforming growth factor B, TGF-8) (1).

2.1.1 Struktura a exprese endoglinu

Lidsky endoglin ma velikost 180 kDa a strukturné ho fadime mezi homodimerni
membranové glykoproteiny. Tvofi jej dvé podjednotky vazané disulfidickou vazbou a je
schopny vazby s TGF-B1, TGF-B3, kostnim morfogenetickym proteinem 9 (bone
morphogenetic protein 9, BMP-9), aktivinem a dalsimi ligandy TGF-B nadrodiny (1, 2).
TGF-B1 a 3 jsou spolu s BMP9 nejdllezitéjsSimi ligandy pro regulaci signalizace

endoglinu v EC (13).

Endoglin je sloZen z extracelularni ¢asti, hydrofobni transmembranové a kratké
intracelularni ¢asti. Intraceluldrni doména se vyznacuje serinovymi a threoninovymi
zbytky a extraceluldrni ¢ast obsahuje osifenou doménu a ¢ast zéna pellucida (zone
pellucide, ZP). Tato zéna je zodpovédnd za interakci protein-protein a ¢ast ZP tvofi
arginin-glycin-asparagova kyselina (arginylglycylaspartic acid, RGD). RGD je zakladni

rozpoznavaci strukturou pro vazbu na integriny a jiné RGD receptory (2).

Endoglin existuje ve dvou izoformach: dlouhd (long endoglin, L-Eng) a kratka
(short endoglin, S-Eng), které se lisi afinitou k receptorlm, urovni jejich fosforylace a
maji taky rozdilny pocet aminokyselin vintraceluldrni doméné (obrdzek 1) (1).
Intracelularni doména L-Eng se sklada ze 47 aminokyselin, je vysoce fosforylovana a
pfitomnda hlavné v endotelidlnich burkach. Stimuluje prevainé migraci, proliferaci a
angiogenezi. Intraceluldrni doména S-Eng je slozend pouze ze 14 aminokyselin. Je to
minoritni forma, kterd naopak inhibuje migraci a proliferaci endotelovych bunék, co
vede k jejich starnuti (13). V této praci se budeme vénovat prevainé L-Eng, ktery je

dominantni a jeho uUloha je lIépe prozkoumana.
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A

Orphan Domain

RS

PDZ Motif

EXTRACELLULAR
DOMAIN

INTRACELLULAR
DOMAIN

ll ﬂ E ﬂ E ﬂﬂ m E Intron ﬂ Endoglin Gene ([chromosome 9q34qter)
¢ Transcription

( ] mRNA LEndoglin
( B | RNA S-Endoglin
\
L-Endoglin: YIYSHTRSPSKREPVVAVAAPASSESSSTNHSIGSTQSTPCSTSMA
-Endogin: YIYSHTREYPRPPQ oz

Cytoplasmatic tail
Obrazek 1: Schématické zndzornéni endoglinu

A) Endoglin je disulfidové vdzany a jeho extraceluldrni oblast obsahuje zénu
pelucidu (ZP domain) a sirotéi doménu (orphan domain). Na obrdzku je naznacena
pozice RGD motivu a PDZ motivu. B) Obrdzek vyobrazuje sestfihovy mechanismus
generujici L a S endoglinu. Gen endoglinu obsahuje 15 exonu, prochdzi alternativnim
stfihem, ktery vede ke dvéma mRNA kddujicim L a S endoglin. Retence intronu mezi
exonem 13 a 14 vede ke vzniku S-Eng. Translace pak vede ke dvéma odlisnym
izoformam, které se od sebe lisi aminokyselinovym sloZenim. Motiv PDZ je pritomen

pouze v L-endoglinu (2, 14).

Endoglin je exprimovan predevsim na endotelovych burikdch (endothelial cells,
EC). Ve zdravych epitelidlnich burikdch je endoglin zvysené exprimovan béhem hojeni
ran, a u nékterych karcinomi (1, 13). Béhem krvetvorby je endoglin exprimovan na
hematopoetickych kmenovych burikach. Endoglin je také exprimovan na monocytech,
vrozenych imunitnich bunkach, v adaptivnim imunitnim systému, fibroblastech,
mezenchymalnich kmenovych bunkdch a bunécnych fibroblastech spojenych

s rakovinou (1, 2).
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2.1.2 Regulace endoglinu

Gen lidského endoglinu je umistén na chormozomu 9 a sklada se z exonli 1 az 8,
9A, 9B a 11 aZ 14. Endoglin ma kratkou cytoplazmatickou doménu, ktera odrazi jeho
funkci jako koreceptoru modulujiciho odpovéd. Vyzaduje tak dalsi receptory pro

indukci signalizace (1, 15).

Regulace endoglinu nejc¢astéji probihd pomoci TGF-B, BMP-9 a hypoxie.
Stimulaci endotelidlnich bunék se spousti ligand-dependentni zvySeni exprese, a to
vede ke zvyseni transkripce endoglinu. Endoglinova exprese na bunééném povrchu je

pak regulovdna uvolnénim receptoru (1, 2).

Hypoxie je jednim z nejlépe prozkoumanych induktorl exprese endoglinu a
hypoxii indukovatelny faktor 1 alfa (hypoxia inducible factor 1 alpha, HIF-1a) ma zde
zasadni roli (1). Kdyz klesne saturace kysliku, HIF-1a se presune do jadra a dimerizuje
s HIF-1B. Tento heterodimer se vaze na ¢ast elementu v endoglinovém promotoru, a to
vede k odezvé na hypoxii. Spolu se specifickym proteinem 1 (specific protein 1, Sp1)
stimuluje expresi endoglinové mediatorové ribonukleové kyseliny (messenger

ribonucleic acid, mRNA) a naslednou syntézu protein( (13, 16).

Exprese endoglinu je regulovana i dalSimi transkripénimi faktory jako je
napriklad jaterni X receptor alfa (liver X receptor alpha, LXRa). LXR je spojen
s metabolismem cholesterolu, kde se vaZe na oxysteroly a aktivuje expresi cilového
genu (15, 17). V endoglinovém promotoru se vaze na LXR responzivni element a
aktivuje tak expresi endoglinu (18). DalSim transkripénim faktorem muze byt nuklearni
faktor kappa B (nuclear factor kappa B, NF-kB), ktery ma klicovou roli v regulaci
imunitniho systému, bunécné diferenciace, proliferace a angiogeneze. Ddle se za
transkrip¢ni faktor endoglinu povazuje také ¢len rodiny faktorl podobnych Kruppelovi
6 (Kruppel-like factor 6, KLF6), ktery se vaze na GC oblast promotoru a je schopen
pozitivné regulovat expresi genli pro endoglin pomoci tzv. zinkovych prst (4). KLF6
muZe pusobit také jako koaktivator NF-kB. nebo miZe modulovat aktivitu signalnich

drah jako je TGF-B, a tim regulovat expresi endoglinu (19, 20).
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2.1.3 Signalizace a funkce endoglinu

Receptory TGF-B délime do tfech typl: receptory typu I, kam fadime kinazy
podobné aktivinovému receptoru 1-7 (activin receptor like kinase 1-7, ALK1-7),
receptory typu Il (TGF-B, BMPR2 a dalsi) a receptory typu lll, kam se fadi endoglin a
betaglykan (21, 22).

Receptory typu | a Il tvofi komplex, zatimco receptor typu Ill miZe modulovat
preneseny signal. Receptor typu Il transfosforyluje a aktivuje receptor typu | (23).
Aktivaci receptoru typu | mizeme docilit fosforylace skupiny ptibuznych proteint Smad
(Suppressor of Mothers against Decapentaplegic, Smad), které prenesou signdl do
jadra. Aby se mohl endoglin navazat na své ligandy, potfebuje spolupraci receptort
typu | a Il. Podle toho, zda endoglin vytvori komplex s ALK1 nebo ALK5, se aktivuje
prislusna Smad signalni draha (22-24). Aktivace signalni drahy ALK1/Smad/1/5 vede k
proliferaci a migraci, zatimco aktivace ALK5/Smad2/3 této akce inhibuje (obrazek 2).
Timto mechanismem se udrZuje rovnovaha mezi signdlnimi drahami a endoglin tak

reguluje, zda jsou burky v aktivnim nebo klidovém stavu (24-26).

VétSina funkci endoglinu je spojovdna s TGF-B. Jelikoz moduluje bunécéné

odpovédi TGF-B1, aktivné se tak podili na angiogennim procesu (14, 27).

Mutaci v endoglinu nebo ALK1 dochazi k hereditarni hemoragické telangiektazii
(HHT) (28). Je to autozomdlné dominantni vaskuldrni porucha charakterizovana
telangiektaziemi (dilatace cév) a arteriovendznimi malformacemi (v plicich, jatrech a
mozku). Zatimco mutace ALK1 vedou k HHT2, HHT1 je vysledkem mutaci v externi
doméné endoglinu (19, 25). Tyto mutace ve vétsiné pripadd vedou k pred¢asnym stop
kodonim a zkracenym endoglinovym proteinim. Mutované proteiny mohou byt
chybné slozeny, jsou nestabilni a nedostanou se na bunécny povrch (29). U
heterozygotnich mysi exprimujicich endoglin se objevuji vaskularni abnormality jako je
HHT. Kromé naruSené angiogeneze maji také zhorSenou regulaci vaskularniho tonu
zavislou na syntéze endotelidlniho oxidu dusnatého (endothelial nitric oxide synthase,

eNOS) (14, 25).

Endoglin je taktéz vysoce exprimovan v nadorovém endotelu a protilatky proti

endoglinu byly pouzity k vyvolani antiangiogennich ucink( a k zacileni aktivovanych
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endotelidlnich bunék vraznych modelech nadorovych mysi. Provedené studie
s pouzitim rUznych protilatek proti endoglinu odhalily zvySené hladiny v rlizném
spektru nadord. Vysoké hodnoty endoglinu byly objeveny napftiklad v nadorovém
endotelu tlustého stfeva, prsu, mozku, plic, prostaty ¢i déloZiniho Ccipku. Tato

skutecnost potvrzuje, Ze endoglin ma v angiogenezi klicovou roli (14, 24).
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Obrdzek 2: Endoglin a signdlni drahy TGF-8

Poté co endoglin vytvori komplex s receptorem TGF-6 typu Il se aktivuje receptor
TGF-8 typu | (ALK1 nebo ALK5), ktery fosforyluje transkripcni faktory Smad 1/5 nebo
Smad 2/3 (oznaceno hvézdou). V dalsim kroku vytvori tyto transkripcni faktory komplex
se Smad 4 a premisti se do jddra, kde aktivuji transkripci. Aktivaci signdini drdhy
ALK1/Smad1/5 dojde ke zvyseni proliferace, migrace a angiogeneze, zatimco aktivace
drahy ALK5/Smad2/3 tyto procesy inhibuje (23, 26) (obrdzek vytvoreny autorkou). ALK1
a 5 — kindza podobnd aktivinovému receptoru 1 a 5, TGF-8 Il — transformujici

rustovy faktor 8 typu Il.
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2.1.4 Solubilni endoglin

Solubilni endoglin (soluble endoglin, sEng) je tvofen extraceluldrni doménou
membranového endoglinu. Solubilni forma vznikd proteolytickym Stépenim
membranovych izoforem, ve kterém hraje zdsadni roli membranova metaloproteinaza
14 (matrix metalloproteinase 14, MMP-14). Tato metaloproteinaza stépi vazbu glycin-

leucin v pozici 586 a uvoliuje tak extracelularni doménu do plazmy (2).

skEng se vyskytuje v systémové cirkulaci pfi stavech jako je aktivace endotelu
nebo naopak zanét starnuti ¢i poSkozeni endotelu. Z toho dlivodu byly zvySené hladiny
solubilni formy nalezeny v moci, plasmé a séru pacientl s rdznymi patologickymi stavy,
jako je preeklampsie, ateroskleréza a u nékterych typ( nadord. Vysoké hladiny
mulzZeme pozorovat také u pacientl s infarktem myokardu, diabetem nebo hypertenzi

(1, 25, 30).

Zvysené uvolnovani séng je dUsledkem také naptiklad hypoxie a déloini
ischemie. sEng je nejen biomarkerem onemocnéni, ale také antiangiogenim faktorem u
preeklampsie (31). Toto onemocnéni se vyznacuje hypertenzi a proteinurii ve tfetim
trimestru téhotenstvi. sEng spolupracuje s rozpustnou formou receptoru 1 pro
vaskularni endotelovy rlstovy faktor na indukci dysfunkce EC (8). Mechanismus
antiangiogeniho ucinku sEng spociva v inhibici aktivace eNOS zprostredkovanou TGF-

B1vEC(2,31).

Inhibice aktivace eNOS vede ke snizeni produkce NO a zabranéni vazodilatace a
angiogeneze. To naznacuje, Ze seng narusuje vaskularni remodelaci a udrzovani, které

pozdéji mohou vést k abnormalitam (2).

2.2 Endotel

Endotel je tvofen jednou vrstvou dlazdicovych endotelidlnich bunék (EC). Podle
toho, zda jsou v pfimém kontaktu s krvi nebo lymfou je miZeme rozdélit na vaskularni
a lymfatické endotelialni bunky. Tyto bunky vystylaji cévy celého obéhového systému a
reguluji tok tekutin a latek (32, 33). Mezi EC se nachdzeji mezibunécna spojeni a

adhezni struktury tvorené transmembranovymi adheznimi molekulami. Adhezni
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molekuly jsou propojené se siti cytoplazmatickych a cytoskeletarnich protein(i a
spolecné se podili na komunikaci mezi burikami a fizeni vaskularni permeability bunék.
Mezibunécné spoje mlzeme rozdélit do tfi typl: tésné spoje, adhezni spoje a

mezerové spoje (obrazek 3) (32).

Mezerové spoje

Adherentni
> spoje

A 4

\ 4

Tésné spoje

Obrazek 3: Mezibunécné spojeni EC

Obrdzek zndzorniuje typy mezibunécného spojeni. Mezerové spoje umoZzriuji
pfimou vyménu iontu a malych molekul mezi burikami. Mezi adheznimi spoji se nachdzi
adhezni molekuly VE-kadherin a nektin, které se vaZou na adhezni molekuly sousednich
bunék a zajistuji tak adhezi mezi burikami. Centrdlnimi sloZkami tésnych spoji jsou
transmembrdnové proteiny klaudin a okludin. Tésné spoje zabraruji nekontrolovatelné

difuzi latek mezi burikami (34) (obrdzek vytvoreny autorkou).

Endotel je endokrinni organ, ktery mda vorganismu mnoho funkci. Mezi
nejdulezitéjsi funkce vaskularniho endotelu patti filtrace tekutin, hemostdza, kontrola
trombolyzy a trombdzy, tonu krevnich cév a s tim souvisejici regulace pratoku krve.
Mezi dalsi funkce mulzeme zaradit napriklad transport hormonl nebo interakci

leukocytl a trombocytt s cévni sténou (6, 30).
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Jak uZ bylo zminéno, endotelové bunky za fyziologickych podminek zabranuji
trombdze, a to prostfednictvim antikoagulaénich a antiagregacnich mechanismu.
Jeden ze zpUsobU kontroly srazecich systémui endotelidlnich bunék je regulace exprese
vazebnych mist pro antikoagulacni a prokoagulacni faktory. Ve fyziologickém stavu
endotelové buriky podporuji aktivitu antikoagulacnich drah a udrzuji tak homeostazu
v rliznych orgdnech. Jestlize je rovnovdha narusena, mlzZe to mit vyznam v fadé

patologickych stavi (1, 5).

Endotelidlni bunky jsou zdrojem mnoha rlznych regulacnich latek. Jednou
z nejdllezitéjSich regulacnich latek je oxid dusnaty (nitrogen oxide, NO). NO vznika z L-
argininu plsobenim NO syntazy a difunduje do bunék hladkého svalstva cév, kde
zpUsobuje vazodilataci. Ma funkci nejen jako relaxacni faktor, ale také pfispiva
kinhibici agregace krevnich desticek prostfednictvim stimulace aktivace
guanylatcyklazy nebo inhibici kalciovych kanal. NO ma také vliv na adhezi monocyt(
na endotel. Regulaci exprese adheznich molekul nebo ovlivnénim aktivace integrinu na
povrchu EC mUZe snizovat adhezi monocytl k EC, coz mlze vést k rGznym patologiim
endotelu (5, 35). NO mda mnoho ochrannych funkci jako je napriklad omezeni
vaskularniho zanétu, proliferace vaskularniho hladkého svalstva ¢i produkce tkdanovych

faktord (5, 6).

Endotelové bunky mohou také uvolfiovat faktory jako je endotelin 1, angiotensin
Il a superoxid, které vyvolavaji nebo prispivaji k vyvolani konstrikce. Tyto faktory spolu
s NO a dalsimi latkami hraji duleZitou roli ve vaskuldrnim rlGstu a pfi regulaci
vaskularniho tonu. Dysfunkce téchto systém( pak muzZe vést ke kardiovaskularnim

onemocnénim (7, 8).

2.2.1 Endotelova dysfunkce

Endotelovd dysfunkce (endothelial dysfunction, ED) je charakterizovdna
predevsim snizenim biologické dostupnosti vazodilatatorll jako je NO, zvySenou
vaskularni permeabilitou, produkci prozanétlivych cytokind a adheznich molekul,
zvySenou produkci chemokint, adhezi leukocytl k endotelu a agregaci trombocytl (7).

Tyto poruchy endotelu zplsobuji prozanétlivé, proliferativni a prokoagulacni prostredi,
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které muize vést ke vzniku aterosklerdzy. S rozvojem aterosklerdzy pak souvisi dalsi
kardiovaskularni onemocnéni jako napfiklad arteridlni hypertenze, chronické srde¢ni
selhani, diabetes mellitus typu Il a dalsi. Kardiovaskularni rizikové faktory vedou ke
zvySené produkci zanétlivych medidtord jako je nekrotizujici faktor alfa (tumor necrosis
factor alfa, TNF-a), interleukin-1 (IL-1) a C-reaktivni protein (CRP). Této prozanétlivé
cytokiny se vaZzou na pfislusné receptory a to vede k aktivaci NF-kB, po které nasleduje
stimulace transkripce adheznich molekul E-selektinu, mezibunécné adhezni molekuly 1
(intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1) a vaskuldrni bunééné adhezni molekuly 1

(vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1) (obrazek 4) (8).

V prabéhu zanétlivych procesli je integrita endotelu snizend a to muze vést
k oslabeni mezibunécnych spojl a migraci leukocytl do subendotelového prostoru.
Selektiny jsou zodpovédné za zachyceni a rolovani leukocytld na povrchu vaskularnich
EC. E-selektin je exprimovany na povrchu EC aktivovanych zanétlivymi cytokiny. Na
povrchu EC se v klidovém stavu nevyskytuje. DalSim ukazatelem ED je P-selektin, ktery
je syntetizovan a ukladan v sekrec¢nich granulech krevnich desticek, z nichz se mlze po
stimulaci zanétlivymi mediatory premistit na povrch EC. Jeho exprese byla prokazand i
v poskozeném endotelu aterosklerotického platu, coz naznacuje, Zze zvySenou expresi

P-selektinu mUZeme povaZovat za indikator ED (33).

DalSim typickym znakem aktivovaného endotelu je zvySena exprese VCAM-1.
VCAM-1 je exprimovany aktivovanymi EC, které byly aktivovany prozanétlivymi
cytokiny, reaktivnimi formami kysliku (reactive oxygen species, ROS) nebo oxidovanym
lipoproteinem s nizkou hustotou (low density lipoprotein, LDL). Je klicovym
regulatorem adheze leukocytll a transendotelové migrace a jeho exprese byla zjisténa

v mistech, kde se typicky vyskytuje aterosklerdza (33, 35).

Stimulaci EC prozanétlivymi cytokiny se také zvysuje exprese ICAM-1. Solubilni
forma ICAM-1 byla detekovdna v plazmé pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim a
také korelovala se zavainosti onemocnéni. Tato zjisténi tedy naznacuji, Zze jak ICAM-1,
tak jeho rozpustna forma mohou byt cennymi biomarkery odrazejicimi vyvoj ED a

aterosklerdzy (8, 36).

Dalsim projevem ED je sniZzena biologickd dostupnost NO dusledkem sniZzené

produkce eNOS anebo zvysené eliminace NO prostiednictvim ROS. eNOS je dulezitym
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enzymem udrzujici spradvnou funkci endotelu. KdyZ je jeho aktivita snizend, mlze to

vést k rozvoji ED (34, 36).
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Obrazek 4: Biomarkery endotelové dysfunkce

Endotelova dysfunkce mizZe byt zpusobend hypertenzi, hyperglykémii a
hyperlipidémii, coZ vede ke zvysené produkci prozdnétlivych cytokint IL-16, TNF-a a
CRP. Tyto cytokiny se poté vdzou na pfrislusné receptory a dochdzi k aktivaci NF-kB,
ktery stimuluje transkripci biomarker( endotelové dysfunkce (E-selektin, ICAM-1,
VCAM-1). Kromé toho CRP také sniZuje transkripci eNOS, coZ vede ke sniZzeni produkce
NO (28, 33). IL-18 — interleukin 1 beta, TNF-a — tumor nekrotizujici faktor alfa, CRP — c-
reaktivni protein, NF-kB — nukledrni faktor kappa B, ICAM-1 — mezibunécnd adhezni
molekula 1, VCAM-1 — vaskuldrni bunéénd adhezni molekula 1, eNOS — endotelovad

syntdza oxidu dusnatého, NO — oxid dusnaty

2.2.2 Uloha endoglinu v endotelové dysfunkci

Nékolik studii poukdzalo na rozdilné ulohy endoglinu v ED. Enoglin ovliviiuje
signalizaci TGF-B a studie in vitro naznacuji, Ze zvySuje eNOS ovlivnénim protein

Smad. Smad2/3 je klicovou sloZzkou signalni drahy TGF-B a endoglin je koexprimovan se

23



Smad2, fosforylovanym Smad2/3 a eNOS v aterosklerotickych lézich u mysi (26, 35,
37). Endoglin interaguje s eNOS a stabilizuje jej podporou jeho spojeni s proteinem
tepelného Soku 90 (heat shock protein 90, Hsp90). Tato interakce zajistuje spravnou
aktivitu eNOS a produkci NO. V EC s deficitem endoglinu jsou hladiny proteinu eNOS
snizeny v duUsledku snizeného biologického polocasu proteinu eNOS (30, 31, 38, 39).
Spojeni mezi eNOS a Hsp90 je v téchto burikach naruseno a v disledku toho produkce
NO klesa a vytvafri se vice superoxidu. (28, 30). Nevazany eNOS a narusena myogenni
odpovéd' jsou ¢asnymi udalostmi v patogenezi HHT1 (33). Z toho vyplyva, Ze endoglin
ma roli pfi regulaci aktivity eNOS, ovliviiuje vaskularni tonus, biologickou dostupnost

NO a celkové kardiovaskuldrni zdravi (28, 30).

Na druhé strané nékteré studie ukazuji, Ze zvySenad exprese endoglinu pfi
zanétlivych stavech vede ke zvysené adhezi a transendotelové migraci leukocyta.
V nékterych in vitro a in vivo studiich bylo popsano, Ze membrdnovy endoglin
interaguje také prostrednictvim RGD pepitidu s leukocytarnimi integriny (40). Mohl by
prostrednictvim integrinli (37, 40). Bylo také zjisténo, Ze pFitomnost oxysterold nebo
vaskularni stres, zvysuji transkripci endoglinu zvysenim transkripénich faktor( KLF6,
LXR a NF-kB. Zvysené hladiny endoglinu byly zaznamenané i u pacientd s arterialni

hypertenzi a diabetes mellitus (16, 40, 41).

2.2.3 Typy endotelovych bunék pouzivanych ve vyzkumu
kardiovaskularniho systému
Abychom mohli identifikovat uddlosti v kardiovaskuldarnim systému,
potfebujeme spolehlivé in vitro a in vivo modely. Pochopeni, jak funguji nejen
fyziologické ale i patogenni procesy jako je zanét, metabolické, strukturni zmény a

genetické faktory je klicem k Uspésné terapii (16, 41, 42).

Kardiovaskuldrni systém (cardiovascular system, KVS) z velké ¢asti tvori pravé
endotelialni buriky a bunky hladkého svalstva. Jejich spoluprace je dilezita ke spravné
Cinnosti KVS a naopak dysfunkce nékterého z typu bunék muze vést krlznym

patologiim (43). Nejlepsi metodou pro pochopeni mechanismi patologie je pfima
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analyza bunék postizeného organu. Buriky izolované z nativni tkané maji zachovanou
svou bunécnou morfologii, ale ¢asto jsou méné dostupné, drahé a mohou mit

omezenou zivotnost (44, 45).

Druhym typem bunék pouZivanych pfi KVS studiich jsou bunécné linie. Tento
typ bunék muze projit opakovanym pasazovanim a jejich vyhodou mize byt rychla
proliferace a snadnéjsi péstovani v kultufe. Na rozdil od primdrnich bunék se ale
bunécné linie ¢asto geneticky a fenotypové lisi od svého tkanového pavodu a vykazuji
vyrazné morfologické zmény. Mohou jim napfiklad chybét nékteré funkéni markery,

které si primarni bunky zachovavaiji (45, 46).

Vaskularni EC hraji velmi dulezitou roli pfi regulaci vaskuldarniho tonu,
aterogenezi a angiogenezi. VétSina studii pouzivd primdrni arteridlni a vendzni
endotelidlni bunky izolované napfiklad z pupecnikové Zzily (human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC), aorty (human aortic entohelial cells, HAEC), koronarnich
arterii (humac coronary artery endothelial cells, HCAEC) (obrdzek 5) nebo
mikrovaskularni endotelové burky (human microvascular endothelial cells, HMVEC)

(47, 48).

HUVEC jsou jednim z nejpouzivanéjSich modell pro studium vaskularniho
endotelu a biologickych drah zapojenych do jeho funkce. HUVEC jsou uZzivané jak
v monokultivaci, tak i v kokultivaci s jinymi typy bunék jako jsou leukocyty anebo buriky
hladkého svalstva (44, 49). PouZzivaji se pro studium Siroké skaly biologickych proces(i a
onemocnéni jako je zanét, apoptdza, preeklampsie, ateroskleréza nebo genetické
mutace. Vendzni a arterialni EC maji ale odlisny plvod a vykazuji rzné vlastnosti. EC Zil
vykazuji vy$si ochranu proti ED v porovnani s burfikami v arteriich, coZz znamena, Ze

naptiklad HAEC jsou pro studium aterosklerézy oproti HUVEC vhodnéjsi (44, 50).

HAEC jsou Casto vyuzivané ve vyzkumu aterosklerdzy (50). Produkuji vazoaktivni
latky jako je NO nebo endotelin a také antitrombotické a trombotické faktory. Na TNF-
a reaguji produkci cytokin a modulaci exprese bunéénych adheznich molekul. Tyto

vlastnosti umoznuji studium mechanisma ED, aterosklerdzy a zanétu (50, 51).

Dalsim typem bunék jsou HCAEC. HCAEC jsou vyuzivdny pro studium

angiogeneze, migrace bunék a predevsim pfi studiich transportu glukdzy (43, 52).
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V nasem vyzkumu jsme pouzivali konkrétné diabetické lidské endotelové bunky
korondrnich artérii (diseased human coronary artery endothelial cells, D-HCAEC). D-
HCAEC jsou izolovany od lidskych ddrcu, u kterych byl diagnostikovan diabetes mellitus
typu 1l (52). Diabetické kultury mohou byt pouzity naptiklad pro experimentdlni
aplikace pfi diabetickém kardiovaskuldarnim farmaceutickém vyvoji nebo vaskularni

patologii, véetné aterosklerdzy (49, 53).

HMVEC jsou nejcastéji izolované z kize, plic nebo srdce. Maji typickou dlazebni
strukturu a exprimuji klasické markery EC. Pouzivame je ke studiu angiogeneze,

zanétu, hojeni ran a mezibunécné komunikace (54).

Obrazek 5: Typy endotelovych bunék pouZivané ve vyzkumu KVS
A) HUVEC (endotelové buriky lidské pupecnikové Zily) (55), B) HAEC (lidské
aortdlni endotelové bunky) (50, 56), C) D-HCAEC (lidské nemocné endotelidlni bunky

korondrnich artérii) (obrdzek vytvoreny autorkou).

2.3 Diabetes mellitus

2.3.1 Definice a typy

Diabetes mellitus (DM) je skupina metabolickych onemocnéni, ktera se
vyznacuje zvySenou hladinou glukdzy v krvi vdUsledku poruch ucinku ¢i sekrece

inzulinu (9, 56).

DM mizZeme rozdélit na 4 zakladni typy: diabetes mellitus typu | (DM1),
diabetes mellitus typu Il (DM2), gestacni diabetes a dalsi specifické typy.
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DM1 je imunitné podminény a vyskytuje se u 5-10% diabetik( (57). U této
formy diabetu dochazi k destrukci B-bunék pankreatu vlivem autoprotilatek proti
inzulinu, dekarboxylaze kyseliny glutamové, tyrozinfosfataze IA-2 a také autoprotilatek
proti ostrivkovym bunkam. Rychlost destrukce bunék zavisi na mnoho faktorech a je
velice proménliva. U kojencl a déti se nejc¢astéji setkdvame s rychlou destrukci a u
dospélych pak s pomalejsi (58). DM1 je spojen s genetickymi predispozicemi jedince. U
pacientd se casto vyskytuji i jiné autoimunitni onemocnéni jako napfiklad Addisonova
choroba, myasthenia gravis nebo Haschimotova tyreoiditida (59). S DM1 se setkdvdame
hlavné u déti a dospivajicich, ale mlze se objevit prakticky v jakékoli vékové kategorii

(60).

DM2 se vyskytuje pfiblizné v 90-95% pfipad(. Riziko vzniku se zvySuje vékem,
nedostatkem pohybu a obezitou (61). Tento typ diabetu se vyznacuje relativnim
nedostatkem inzulinu a inzulinovou rezistenci (obrazek 6). Sekrece inzulinu je u téchto
pacientd defektni a nedostacuje ke kompenzaci inzulinové rezistence. DM2 castéji
uvidime u obéznich pacientl, Zen s pfedchozim gesta¢nim diabetem a mUzZe byt také

spojen s genetickou predispozici (62, 63).

Gestacni diabetes (gestational diabetes mellitus, GDM) je jakykoliv stupen
intolerance glukdzy s rozpozndnim v téhotenstvi a spontannim vymizenim v Sestinedéli

matky (62, 64, 65).

Mezi ostatni typy DM fadime napfiklad genetické poruchy B-bunék, genetické
defekty acinku inzulinu, endokrinopatii, infekce ¢i diabetes vyvolany léky nebo

chemikaliemi (9).
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Obrdzek 6: Zndzornéni mechanismu receptort a transportéri pii DM

U zdravého pacienta je hladina glukdzy v krvi reqgulovdéna inzulinem a dalsimi
hormony. Plsobenim inzulinu na inzulinovy receptor se otevre transportér GLUT4 a
glukdza prochdzi do buriky. U pacient( s DM1 dochdzi k destrukci 8-bunék pankreatu, a
to vede k absolutnimu nedostatku inzulinu. V dusledku toho se transportér GLUT4
neotevre, glukéza neprostupuje do buriky a hromadi se v krvi. U pacienti s DM2
dochdzi k poruse citlivosti bunék na inzulin (inzulinovd rezistence). Nedostatecnd
citlivost inzulinového receptoru zpusobuje poruchu transportu glukozy do buriky, a tim

nedostatek glukdzy v burice a prebytek v krvi (9, 58) obrdzek (66).

DM mizZe byt diagnostikovany 4 zplsoby. Hlavnim diagnostickym parametrem
DM je hodnota glukdzy na la¢no, kterd by neméla byt vyssi nez 7,0 mmol/I. Jako dalsi
zpusob diagnostiky je hodnoceni glukézy v plasmé pomoci peroralniho glukézového
tolerancniho testu, kde pacient pfijme glukézu a po 2 hodinach by hodnota glykémie
neméla presahnout 11,1 mmol/l (9). Dalsi metodou je méreni ndhodné hladiny glukdzy
v plasmé, ktera taktéz nesmi pfesahnout hodnotu 11,1 mmol/l. Posledni parametrem

je glykovany hemoglobin. Tato hodnota, ktera by neméla byt vyssi nez 48 mmol/mol, je
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pouzivanou metodou spiSe pro dlouhodobou kontrolu glykémie u jiz
diagnostikovanych pacientt (63, 67).

Mezi nejcastéjsi klinické priznaky hyperglykémie patfi Unava, Zizen, ¢asté moceni,
hubnuti, nevolnost ¢i poruchy vidéni. Dlouhodobé nelécenou hyperglykémii mze

doprovazet také zhorseni ristu a ndchylnost k infekcim (9).

Dlouhodobé nelé¢eny DM ma za nasledek komplikace, které mizeme rozdélit na
mikrovaskuldarni a makrovaskularni. Mikrovaskularni komplikace zahrnuji poskozeni
nervového systému (neuropatie), poskozeni ledvin (nefropatie) a poskozeni oka
(retinopatie). Mezi makrovaskularni komplikace fadime kardiovaskularni onemocnéni,
periferni cévni onemocnéni a cévni mozkovou pfihodu. Akutnimi komplikacemi je pak

ketoacidické kdma nebo neketoticky hyperosmolarni syndrom (9, 56).

2.3.2 Uloha endoglinu u diabetu mellitu

U DM se setkavame s vaskularnimi komplikacemi, které jsou spojené s rliznymi
patogenickymi procesy (25). Nékolik studii poukazalo na zvyseni hladin sEng u pacientu
s pokrocilym DM potykajicich se s komplikacemi jako je nefropatie, neuropatie i

retinopatie (25, 68).

Alvarez-Munoz a kol. sledovali expresi endoglinu v koZnich fibroblastech u
pacientd s DM1 s diabetickou nefropatii a bez ni. Ukazalo se, Ze exprese endoglinu byla
zvysena u pacientl s nizsim rizikem nefropatie, coz by mohlo naznacovat ochranou
ulohu endoglinu pfti rozvoji diabetické nefropatie (69). Dalsi studie ukazala, Ze buriky
HUVEC, které byly stimulované vysokou hladinou glukdzy vedly ke zvySené mRNA

expresi endoglinu, coZ bylo nasledné potvrzené i na burikdach HAEC (68, 70).

2.4 Glipizid

Glipizid je peroralni hypoglykemické lécCivo patfici do druhé generace rodiny
sulfonylmocovin (11). Glipizid je v Ceské republice registrovany pod nazvem Minidiab

vsile 5 mg. Studie udavaji, Ze derivaty sulfonylmodoviny druhé generace jsou
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mnohondsobné ucinnéjsi nez léCiva prvni generace a nastup ucinku je u druhé
generace také rychlejsi. Po peroralnim podani je glipizid témér uplné absorbovan. Ve
velké mife se ale vaze na plazmaticky albumin, a to zpUsobuje relativné nizky

distribucni objem. Po biotransofrmaci je glipizid vylu¢ovan moci (12).

2.4.1 Mechanismus ucinku

Mechanismy uUcinku sulfonylmocovinovych lé¢iv zahrnuji stimulaci sekrece
inzulinu z B-bunék pankreatu, zvySeni periferniho vyuziti glukézy a potlac¢eni produkce
glukdzy v jatrech. Béhem kratkodobé |écby dominuje stimulace sekrece inzulinu a
béhem dlouhodobé Iécby zase zvySeni inzulinové senzitivity perifernimi tkanémi (10,

71).

Stimulace sekrece inzulinu je zavisla na glukéze a probiha inhibici toku drasliku
pres adenosintrifosfat (adenosine triphosphate, ATP) dependentni draslikové kanaly.
V B-burikdch jsou draslikové kandly typicky oteviené a to umoziuje eflux draselnych
iontU a polarizaci membran B-bunék. Zvysené hladiny ATP ve spojeni s metabolismem
glukdzy maji za nasledek zvySenou vazbu ATP na receptory, kde jsou navazany derivaty
sulfonylmocoviny (10, 67). Tim dojde k uzavieni draslikovych kanal(i, depolarizaci
membrany, otevieni napétové fizenych vapenatych kanald a integraci inzulinovych

vezikuld do bunécné membrany (obrazek 7) (12).

Nékteré studie potvrdily, Ze derivaty sulfonylmocoviny a zejména glipizid snizuji

jaterni vychytdvani a rychlost metabolické clearance inzulinu v jatrech (10, 67).
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Obrazek 7: Mechanismus ucinku sulfonylmocovinovych antidiabetik

Po transportu glukdzy do buriky dochdzi k vytvoreni ATP pres Krebs(v cyklus. Bez
poddni derivati sulfonylmocCoviny je ATP vyuZito ATP-dependentnimi draslikovymi
kandly a dochdzi k polarizaci. Na obrdzku miaZeme vidét, Ze po navdzdni derivati
sulfonylmocoviny na receptory, se draslikové kandly uzaviou. Po uzavreni draslikovych
kandli dojde k depolarizaci membrdny a otevieni napétové fizenych vdpenatych
kanald, které umoZni vstup vdpenatych ionti do buriky a tim dojde ke stimulaci

uvolnéni inzulinu do krve (25), obrazek (72).

2.4.2 Indikace, kontraindikace, nezadouci ucinky

2.4.2.1 Indikace

Glipizid je perordlni antidiabetikum pouzivané na terapii DM2. Po pocatecnim
stadiu Upravy Zivotniho stylu se jako dalsi terapie mohou vyuzit pravé Iéky této skupiny
(12, 71). Antidiabetikum prvni volby v Ceské republice je metformin, ale ¢ast pacient
netoleruje ani nizké davky tohoto léku. V této situaci mohou byt nizké davky derivatu
sulfonylmocoviny ucinné (73). Idealnimi kandidaty jsou pacienti s DM2, ktefi maiji

relativni nedostatek inzulinu, ale stale vykazuji urcitou funkci B-bunék. Pacienti, ktefi
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maji diagnostikovan DM2 méné jak 5 let a dodrzuji své cvi¢ebni a dietni plany, maji

velkou pravdépodobnost dobré odezvy na derivaty sulfonylmocoviny (74).

S progresi onemocnéni mohou byt nezbytné kombinace antidiabetickych [éCiv.
Kombinace metforminu se sulfonylmocovinou je typickym reZimem pfi selhani
monoterapie. Tyto latky maji aditivni ucinky na kontrolu glykémie a spolecné casto
udrzuji hladiny blizko cilového rozmezi po dobu nékolika let. U pacient( s intoleranci
metforminu jsou alternativni kombinaci napfiklad derivaty sulfonylmocoviny
s pioglitazonem nebo inhibitory dipeptidyl peptidazy-4 (saxagliptin, vildagliptin) (11,
75).

2.4.2.2 Kontraindikace

Mezi kontraindikace glipizidu patfi hypersenzitivita na |é¢ivou ¢&i jakoukoli
pomocnou latku obsaZenou v IéCivém pfipravku. Glipizid neni vhodny u pacientt

s DM1 a pacient( s diabetickou ketoacidézou nebo diabetickym kdmatem (76).

2.4.2.3 NeZadouci ucinky
NejcastéjSimi nezadoucimi ucinky glipizidu jsou gastrointestinalni potize jako je
nauzea, zvraceni, bolest bficha nebo pfirlstek hmotnosti. Vyskytuji se i kozni reakce ci

hypoglykémie (76).

Vzhledem k tomu, Ze sulfonylmocoviny snizuji hladinu glukdzy v krvi, je tfeba
ocekdvat riziko hypoglykemickych reakci. Hypoglykémie je za normalnich okolnosti
potlacena tvorbou glukdzy v jatrech. U starSich pacientl tento obranny mechanismus
mUzZe byt oslaben, a proto se mlze hypoglykémie stat vyraznéjsi a déletrvajici (12, 76).
Riziko hypoglykémie vyvolané derivaty sulfonylmocoviny se u chronického onemocnéni
ledvin zvySuje. Dalsimi faktory zvysujici riziko hypoglykémie jsou napfiklad davka,
vynechani sacharidl, podvyZiva, velky prijem alkoholu, jaterni dysfunkce, srdecni

selhani ¢i interakce s jinymi léky (12).

Vzacné byly hlaSené i nezddouci ucinky jako napfiklad agranulocytdza,

trombocytopenie nebo Zloutenka (76).
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2.5 Metody detekce endoglinu

2.5.1 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je metoda méfici fyzikalni charakteristiky jedné buriky,
ktera v suspenzi protékd pristrojem. Méfi optické a fluorescenéni vlastnosti buriky
nebo jakékoli jiné ¢astice. Pomoci prutokové cytometrie miZzeme detekovat nékolik

parametrd zaroven a poskytuje ndm detailni analyzu v kratkém ¢asovém rozmezi (77).

Pratokovou cytometrii mGzeme rozdélit do dvou typu. Prvni typ se se nazyva
netfidici a je schopny detekovat rozptyl svétla a fluorescenéni emisi. Druhy typ se
nazyva tfidici a ten muze tfidit Castice na zakladé urcitého znaku. Napfiklad
fluorescenéni aktivované tridi¢e umi tfidit ¢astice, které jsou fluorescencné oznacené

(77, 78).

Hlavni c¢asti pratokovych cytometrl jsou fluidika, optika a elektronika

(detektory, pocitac) (obrazek 8).

Fluidika je zodpovédna za smérovani ¢dstic do zaostfeného zdroje svétla.
Fluidni systém transportuje bunky z roztoku pres pfistroj az do pratokové komory
pomoci nosni tekutiny a tlakového vedeni. Nosni tekutina je ¢asto fyziologicky roztok,
ktery se vstfikuje tlakovym potrubim do prdtokové komory (77). Rozdilem tlaku ve
vzorku a tlaku nosni tekutiny se bunky zarovnaji. Rychlost vstfikovani vzorkl je
nastavitelnd a muzZe si ji uZzivatel upravit podle ucelu analyzy. Vysoké pruatoky jsou
vhodné napriklad u kvalitativniho méreni, jako je imunofenotypizace, zatimco pomalé
pratoky se hodi spiSe pro analyzu vyzadujici vyssi rozliSeni jako je analyza obsahu DNA

(79).
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Obrazek 8: Zpracovani a detekce signdlu v priitokové cytometrii

Fluidni systém (fluidics systém) transportuje buriky z roztoku do prutokové
komory. Cocky (lens) zaostfuji a tvaruji svétlo z laseru, které po dopadu na buriku
vytvori rozptyl svétla (FSC nebo SSC). Soubor zrcadel a filtrii oddéli a nasméruje vzniklé
svételné signdly do prislusnych optickych detektor(. Tyto detektory pfevedou svételné
signdly na elektricky proud, ktery je fotondsobicem (PMT) zesilen a prfeveden na
napétovy impulz. Prevodniky se pak tento impulz pfevede na digitdini signdl pro
pocitacové zpracovdni (77). Fotondsobi¢e (photomultiplier tube, PMT), detektry pro
primy rozptyl (forward scatter, FSC) a bocni rozptyl (side scatter, SSC), lens — ¢ocky,

computer — pocitac, filters — filtry, lasers — lasery, detectors — detektory.

Opticka c¢ast pritokového cytometru je rozdélena na excitacni a sbérnou optiku.
Excitaéni optika zaméfi zdroj svétla na Castice, zatimco sbérnd optika pfenasi rozptyl
svétla do detektord. Optickd ¢ast zahrnuje laser, ktery produkuje svétlo a ¢ocky na
tvarovani a zaostfovani laserového paprsku. Kdyz laser dopadne na bunky, vznikne
rozptyl svétla, ktery mizeme rozdélit na primy rozptyl (FSC) a bocni (SSC) (80). FSC je
umeérny plose nebo velikosti bunééného povrchu. FSC je vhodny napfiklad pro detekci
bunéénych populaci pfi imunofenotypizaci. SSC rozptyl je znakem bunééné granularity

a je zachytavan pod thlem 90 stupnt k laserovému paprsku (77, 81).
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V pritokovych cytometrech se pouZiva celd fada laseru, které se rozdéluji podle
vinové délky. RozliSujeme napfiklad modry laser (488 nm), ultrafialovy (300-400 nm)

nebo Cerveny laser (630 nm) (81, 82).

Sbérna optika je sloZzena z ¢ocek pro shromazdéni emitovaného svétla z laseru,
optickych zrcadel a filtrl. Nasledné nasméruje vinové délky do pfislusnych optickych

detektora (77, 80).

V pratokové cytometrii pouzivame dva typy detektord, fotodiody (photodiode,
PD) a fotonasobice (photomultiplier tube, PMT). Svételné signaly zachycené témito
detektory jsou prevedeny na proporcionalni pocet elektron( k vytvoreni elektrického
proudu. Elektricky proud poté putuje do zesilovade a prevede se na napétovy impuls.
Ziskany signal se prevede na digitalni pomoci prevodnik(i pro pocitacové zpracovani.

Tyto signdly poté lze nasledné zobrazit jako dot ploty a histogramy (77, 81).

2.5.2 Adheze monocytl k endotelovym burikam

Aktivace a dysfunkce EC je typicky patologicky proces v rozvoji aterosklerézy.
Cirkulujici protizanétlivé cytokiny se vaiou na receptory EC, coz vede k aktivaci
EC, zvySeni adheznich molekul (ICAM-1, VCAM-1), adhezi monocytl na endotel a
nasledné migraci do subendotelidlniho prostoru. Tam se monocyty diferencuji na
makrofagy a vychytavaji oxidované lipoproteinové &astice za vzniku pénovych bunék,

coz vede k pokrocilejSim aterosklerotickym Iézim (83).

Test adheze monocytl je jeden ze zpUsobu, jak lze zjistit aktivaci endotelu. Je
zalozen na fluorescenci a umozZnuje detekovat a kvantifikovat pfilnuti monocytud
k monovrstvam aktivovanych endotelidlnich bunék (84). Experiment mlzZeme provést
bud pfimym pocitdnim adherovanych monocytll nebo nepfimym méfenim
fluorescenéné znacenych adheznich monocytld. Metoda zaloZzend na fluorescenci je
citlivéjsi, flexibilnéjsi a provadi se pomoci pratokové cytometrie. Po kultivaci a
premedikaci EC se bunky inkubuji s fluorescenéné znacenymi monocyty. Nepfilnuté

monocyty se odstrani a smés adherovanych monocytl a EC se zpracovava a méri
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pomoci pratokového cytometru, kde se na zakladé fluorescence stanovi stupen adheze

k endotelu (obrazek 9) (85).
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Obradzek 9: Postup testu adheze monocyti

Postup zkousky adheze monocytl k EC na bdzi fluorescence. Proces zahrnuje
pripravu, osetfeni a premedikaci EC. Poté se pfipravi monocyty, které se oznaci
fluorescencnim barvivem a spoji se s vrstvou pripravenych EC. Nakonec se vymyji
neoznacené buriky a pomoci pritokového cytometru dochdzi k detekci a kvantifikaci

intenzity fluorescence (83) (obrdzek vytvoreny autorkou).

2.5.3 PCR

Polymerdazova fetézcova reakce (polymerase chain reaction, PCR) je metoda,
kterou Ize amplifikovat a kvantifikovat specificky fragment deoxyribonukleové kyseliny
(deoxyribonucleic acid, DNA) (86). Je to zakladni metoda molekularni biologie, kterd je
velice citliva a staci pro ni stopové mnozstvi DNA, abychom vytvofili dostatecny pocet
kopii pro analyzu. PCR Ize provést za pouziti DNA z rdznych tkani a organismu jako je

periferni krev, klze, vlasy, sliny nebo mikroby (87).
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Tato metoda je zaloZena na tfech krocich vyZzadovanych pro jakoukoli syntézu
DNA (obrazek 10). Prvnim krokem je denaturace templatové DNA na jednotliva vldkna
pfi teploté nad 90°C (88). Vysokou teplotou se rozpadaji vodikové mUstky mezi vldkny
DNA, co vede ke vzniku jednovldknové DNA (89). Poté dochazi k nasedani primer( na
jednovlaknovou DNA pfi 50-60°C. Primery, jsou kratké fragmenty DNA s definovanou
sekvenci komplementarni k cilové DNA, kterd mda byt detekovana a amplifikovana.
Slouzi tak jako zacatec¢ni body pro DNA polymerdazu (90). Tento proces se také nazyva
hybridizace (86, 87). Poslednim krokem je prodlouzeni novych fetézcl DNA z primeru
pfi teploté 72-78°C (88). DNA polymerdaza prodlouZi primery zabudovanim nukleotidu
do vyvijejiciho se vlakna DNA (86, 87). DNA polymeraza je kliCovy enzym, ktery spojuje
jednotlivé nukleotidy dohromady a tak vytvafi vysledny produktu PCR (86, 88). Kvuli
vysokym teplotam pfi denaturaci se dnes ¢asto pouziva termostabilni DNA polymerdaza
tzv. Taq polymeraza (88). Tyto slozky se postupné smichaji v 96-jamkové desticce nebo
zkumavce a umisti se do zafizeni, které umoznuje amplifikaci DNA ve vySe zminénych
krocich. S kaidym opakovanim téchto krokl se pocet zkopirovanych molekul DNA

zdvojnasobi (87).

Polymerazové retézcové reakci také muze predchazet reverzni transkripce.
Pokud potrfebujeme amplifikovat mRNA, nejdfive ji izolujeme a nasledné prevedeme
mRNA na komplementadrni deoxyribonukleovou kyselinu  (complementary

deoxyribonucleic acid, cDNA) pomoci reverzni transkriptazy (91).

Zdokonalenim plvodni techniky PCR vznikla tzv. polymerazova fetézcova
reakce vrealném case (real-time polymerase chain reaction, real-time PCR).
Kvantitativni schopnost real-time PCR spociva ve fluorescent¢nim barvivu, které
produkuje fluorescenci v poméru k mnozstvi amplifikovaného produktu. Fluorescenéni
molekula je bud ve formé znacenych sond jako je TagMan nebo barviva vazajici DNA
(91, 92). Sondy produkuji fluorescencni signdl, ktery odrazi mnoiZstvi produktu
vytvoreného v kazdém cyklu PCR. Na zac¢atku téchto cyklu je signdl slaby, ale zvySujicim
se poctem cykll signal exponencidlné roste (93). Méreni PCR v koncovém bodé nam
ukazuje jen negativni ¢i pozitivni vzorek. Kfivky odezvy, jak se hromadi produkt, jsou
ale oddélené a mizeme tak namérit mnozstvi templatovych molekul. Porovnavame

rozdil amplifikacnich cykl(i potfebnych k tomu, aby vzorek dosahl prahové hodnoty
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fluorescenéniho signalu tzv. treshold. Pocet cykll potfebny k dosahnuti této prahové
hodnoty nazyvdme CT hodnota (91). Na kvantifikaci vysledk(l se pouZiva konstitutivni
gen tzv.houskeeping gen, ktery se prepisuje ve vSech typech a vyvojovych stadii bunék

(94, 95).

Typicky se real-time PCR vyuziva pro detekci patogen(, analyzu genové exprese,
analyzu jednonukleotidového polymorfismu (SNP), analyzu chromozomovych aberaci a

detekci proteinl pomoci real-time immuno PCR (92).

4 5

DNA
\ 3
® Target
’ sequence
5

Cycle 1 /_

Denaturation @ &

Annealing @

Extension © Eé
Obrdzek 10: Schématické zndazornéni PCR

Na obrdzku muZeme vidét krok denaturace na jednotliva vidkna (bod 1), poté
hybridizaci, kde dochdzi k naseddni primert (bod 2) a prodlouZeni, kde pomoci DNA
polymerdzy dojde k prodlouZeni novych retézci DNA (bod 3). Tyto kroky se nékolikrat
opakuji (86, 87).

2.5.4 ELISA

Enzymové znaceny imunosorbentni test (Enzyme-linked immunosorbent assay,

ELISA) je Siroce pouzivany diagnosticky ndstroj nejen kzabezpecdeni kvality
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v primyslovych odvétvich, ale i pro detekci a kvantifikaci specifickych antigend Cci
protilatek ve vzorku. UmozZnuje detekci viech typl biologickych molekul ve velmi

nizkych koncentracich (96, 97).

V této metodé se vyuziva vazby antigenu na jeho specifickou protilatku, kterd
nam umozni detekci velmi malého mnozstvi antigend, jako jsou proteiny, hormony,
peptidy nebo protilatky. K oznaceni antigenl a protilatek se nejéastéji vyuzivaji enzymy
jako je alkalicka fosfataza a peroxiddza (96). Enzym ndsledné reaguje s chromogenem a
dochazi ke zméné barvy v jamce, dle které mlzeme kvantitativné nebo kvalitativné

detekovat antigen (98).

Tuto metodu miZeme rozdélit na Ctyfi typy. Pfima, nepfima, sendvicova a

kompetitivni ELISA (obrazek 11) (96, 99).

V pfimé ELISA je antigen imobilizovdn na povrchu jamky a primarni protilatky
jsou pfimo konjungované senzymem. Mezi vyhody této metody patfi eliminace
krizové reaktivity sekundarnich protilatek. Diky mensimu poctu krokd je prima ELISA
také rychlejsi. V zavislosti na povaze vzorku mlZe mit tato metoda ale omezenou

citlivost a vysokou cenu (99).

Nepfima ELISA vyuZzivda na rozdil od pfimé ELISA dvé protilatky. Primarni
protilatka je specifickd pro antigen a sekundarni protilatka je spojena s enzymem a
zpUsobuje, Ze chromogenni nebo fluorogenni substrat vytvori signal. Sekundarni
protilatka mlze byt taky spojena s proteinem jako je napfiklad avidin nebo
streptavidin, pokud je na protilatce navazan biotin (96, 99). Nepfima ELISA je citlivéjsi a
méné nakladna v porovnani s pfimou ELISA metodou a je vhodnd napfiklad pro
stanoveni celkové koncentrace protilatek ve vzorku. Nevyhodou muze byt riziko

zkfizené reaktivity mezi sekunddrnimi protildtkami (100).

V sendviCovém testu ELISA je antigen vazan mezi zachytnou a detekéni
protilatku. Zachytna protilatka je navdzanad na povrch jamky a vychytava antigen ze
vzorku. Detekéni protildtka znaéend enzymem, slouzi k detekci pfitomného antigenu.
Sendvicova ELISA ma mnohem vétsi citlivost neZz ostatni typy ELISA. Nevyhodou této

metody je jeji Casova narocnost a vyssi cena (96, 99).
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Kompetitivni ELISA spociva v kompetitivni reakci mezi antigenem ve vzorku a
antigenem navazanym na jamky mikrotitracni desticky s primarni protilatkou. Prvnim
krokem je inkubace primarni protilatky s antigenem vzorku. Inkubaci vznikne komplex
antigen-protilatka, ktery se spolu s navazanou protilatkou pfida do jamek potazenych
stejnym antigenem. DalSim krokem je vazba volné protilatky na antigen na desce,
nasledované promyvanim, pfi kterém dojde k odstranéni volného imunokomplexu.
Poté se do jamky pfidd sekundarni protilatka konjugovand s enzymem a ndsledné
dojde k vyvolani chromogenniho nebo fluorescenéniho signdlu substratem. Absence
barvy indikuje pfitomnost antigenu ve vzorku. Mezi hlavni vyhody kompetitivni ELISA

je vysoka citlivost na rozdily sloZzeni smési antigent (96).

ELISA se Casto vyuziva pfi klinickém diagnostickém testovani. Tyto testy jsou
dnes velmi dobfe komeréné dostupné jako soupravy, které obsahuji vSe potiebné
k provedeni testu, coZz umoznuje laboratofim standardizovany postup. Testy ELISA
mohou detekovat i imunoglobuliny produkované pfi imunitni ¢i alergické reakci, coz
umoznuje diagnostiku infekci a alergickych onemocnéni. Lze ji také pouzit k identifikaci

virovych ¢astic a bakterii, coz ndm napomaha pfi detekci infekénich onemocnéni (100).
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l)k Primdrnf{ protilatka
Sekundarni protilatka

) k\

)k Zachytna protilatka

Antigen
. HRP
) Kompetitivni antigen

Substrat

” Streptavidin s biotinem

Obrazek 11: Druhy metod ELISA

A) Pfimd ELISA — antigen je absorbovdn na povrchu mikrotitracni desticky a
primdrni protildtky jsou pfimo konjugované s enzymem. B) Nepfimd ELISA — antigen se
navdZe na povrch jamky, pfidd se primdrni protilditka a enzymaticky oznacené
sekunddrni protildtky. Poté dochdzi k navdzdni substrdtu. C) Sendvi¢ovad ELISA — nejprve
se navdZe na povrch zdchytnd protildtka. Poté se zablokuji vsechna nespecifickd
vazebnd mista na povrchu a nanese se vzorek obsahujici antigen, ktery se navdZe na
zdchytnou protildtku. Pridd se specifickd detekcni protildtka, kterd se ,sendvicové”
navdZe na antigen. Na detekcni protildtku je navdzdn biotin, ktery se silné vdze na
streptavidin. Na streptavidin se navdZe konjungovand HRP, kterd poskytuje
enzymatickou aktivitu pro detekci pomoci vhodného substratu. D) Kompetitivni ELISA —
dochazi ke kompetitivni reakci mezi antigenem ve vzorku a antigenem navdzanym na
jamky mikrotitracni desticky s primdrni protildtkou (99) (obrdzek vytvoreny autorkou).

HRP — kfenovd peroxiddza (horseradish peroxidase).
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3. ZADANI A CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak glipizid v rlznych koncentracich a
vrizném case ovliviiuje expresi a funkci endoglinu, jeho transkripénich faktord,
souvisejicich biomarker( endotelové dysfunkce, solubilni endoglin a adhezi monocytu

u lidskych diabetickych endotelovych burikach koronarnich artérii.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Typy bunék

V této praci jsme pouzivali lidské diabetické koronarni endotelové bunky (D-
HCAEC, katalogové &islo CC-2922, Lonza, Svycarsko). Pro jejich spravny rlst a vyzivu
jsme pouzivali pro né vhodné médium, které jim poskytuje optimalni prostredi a Ziviny.
S buikami jsme pracovali vIlaminarnim boxu, ktery jsme prfed a po pouzZiti vidy
dikladné vycistili etanolem a vysvitili UV zafenim, abychom predchazeli kontaminaci.
Kdyz jsme buriky nepouZivali, ukladali jsme je do inkubatoru pfi 37°C, 5% CO, tak, aby

byly zachovany idealni podminky pro jejich rast.

V metodé adheze monocytd kendotelovym buikdm jsme pouzivali THP-1
monocyty od S. Cejkové (IKEM, Praha, Ceskd republika). THP-1 je lidskd monocytarni
bunécna linie, kterd je schopna se diferencovat do makrofagd po stimulaci
fyziologickymi ¢i farmakologickymi stimuly, a proto se vyuZiva jako model pro studium
funkci a mechanism( monocytt/makrofagll, signalnich drah a transportu Zivin a léciv
(101). Tato bunécnd linie byla izolovana z lidskych monocytl pacienta s akutni
monocytarni leukémii a je Siroce vyuzivana ve vyzkumu imunity, zanétu, aterosklerézy,

infekénich onemocnéni a dalSich biologickych procest (102).

4.2 Priprava vzorki

Kazdému experimentu predchazela pfiprava vzork(. Vden 0 jsme bunky
rozmrazili. Nésledné jsme tfeti den bunky pasazovali a den Sesty premedikovali.

Experiment probihal den sedmy s vyjimkou experiment( po 8 hodinach.

4.2.1 Rozmrazovani bunék

Jako prvni jsme si pfipravili Zelatinu, kterd je potfebna pro potahnuti dna
nadoby. Mezitim jsme si dali nahfivat médium do vodni ldzné na 37°C, aby mélo

stejnou teplotu, jako je uvnitf inkubatoru.

P¥iprava zelatiny:
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Do kadinky jsme dali 95ml fosfatového tlumivého roztoku (PBS) a 5ml 2%
Zelatiny tak, aby vysledna koncentrace byla 0,1%.

Natahli jsme tuto smés do 20ml stfikacky
Nasadili jsme na ni 0,22um filtr.

Nasledné jsme Zelatinu prefiltrovali do sklenéné lahve a popsali [dhev datumem
a ndzvem Zelatina.

SloZeni D-HCAEC média:

©)

o

o

o

o

o

200ml zakladniho média pro endotelové buriky

22ml fetalniho hovéziho séra (FBS)

800ul fibroblastového rlstového faktoru

80ul hydrokortizonu

200ul vaskularniho endotelového rlistového faktoru

200ul rekombinantniho ristového faktoru podobného inzulinu
200ul kyseliny askorbové

200ul lidského epidermalniho rastového faktoru

200pl gentamicin sulfat — amfotericin

Postup rozmrazovani bunék:

1.

Dvé Petriho misky jsme potahli 1,5ml jiz pfipravené 0,1% Zelatiny a mirnym
pohybem a poklepanim o hranu misky jsme Zelatinu rozprostreli po celé misce.
Poté jsme Petriho misku vloZzili do inkubatoru na 20 minut.

Po 20 minutach jsme Petriho misky vyndali z inkubatoru a odsali Zelatinu
pomoci odsavacky v laminarnim boxu.

Nasledné jsme napipetovali 8ml média a dali kultivaéni nadobu zpét do
inkubatoru.

Zatim co jsme méli misky v inkubatoru, dosli jsme do mrazdku s -80 °C pro
buriky.

Buniky v kryovialce jsme rozmrazili ve vodni lazni krouZivym pohybem, tak aby v
kryozkumavce zlstala mala kulicka ledu.
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6. Petriho misky jsme vyndali z inkubatoru a pomoci pipety jsme do nich prenesli
obsah kryozkumavek.

7. Petriho misky jsme popsali ndzvem bunék, pasazi P-5, datumem a jménem.
Poté jsme kultivaéni nadoby dali zpét do inkubatoru.

4.2.2 Pasazovani bunék

PasaZovani bunék slouzi k udrzovani a mnozeni bunécnych kultur pfi spravnych
laboratornich podminkach. Spociva v preneseni bunék z jedné kultivacni naddoby do
jiné, kde maji vice prostoru a Zivin pro rlst a déleni. Cil této techniky je buriky co
nejvice namnotzit a zabranit jejich pfeplnéni a starnuti.

Postup pasdzovani bunék:

1. Nejprve je potieba pod mikroskopem zkontrolovat, jestli maji buriky alespon
80% konfluenci.

2. Poté jsme si dali nahtat médium, PBS, PBS s 2% FBS a akutazu do vodni [dzné na
20 minut pfi 37°C.

3. Dvé kultivacni nadoby jsme si potahli Zelatinou, tak Ze jsme do kazidé jamky
napipetovali 250ul (12-jamkova nddoba) nebo 750ul (6-jamkova ndadoba)
Zelatiny.

4. Nadoby jsme dali na 20 minut do inkubatoru.

5. Po 20 minutach jsme z kultivac¢nich nddob odsali Zelatinu a napipetovali 400ul
(12-jamkova nadoba) nebo 900ul (6-jamkova nddoba) nového média. Poté jsme
je dali zpét do inkubatoru.

6. Zinkubatoru jsme si zaroven vzali nase burnky v Petriho miskdch a odsali staré
médium.

7. Nasledné jsme do kazdé misky pfidali 3ml PBS, které nam slouzi na odstranéni
mrtvych bunék a zbytku média a po promiseni, jsme PBS odsali. Tento krok
jsme zopakovali jesté jednou.

8. DalSim krokem je pfidani akutazy. Akutaza slouzi na oddéleni bunék ze dna. Do
kazdé Petriho misky jsme ptidali 1,5ml akutazy a dali na 5 minut do inkubatoru.

9. Po 5 minutach jsme pod mikroskopem zkontrolovali, zda se bunky oddélili a
pridali jsme 3ml PBS s 2% FBS, které slouzi na deaktivaci akutdzy. Nasledné
jsme misku proplachli pipetou a bunky prenesli do 15ml falkonek. Krok
s pridanim PBS s 2% FBS jsme zopakovali jesté jednou.
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10. Falkonky jsme vlozZili do centrifugy na 3 minuty pfi relativni centrifugacni sile
(relative centrifugal force, rcf) 300. Poté jsme z falkonek odsali supernatant
(tekutinu nad peletkou) a peletku (usazeninu) jsme resuspendovali v novém
médiu.

11. Z inkubdtoru jsme vytahli pfipravené kultivaéni nadoby a pipetou jsme do kazdé
jamky pftidali 100ul resuspendovanych bunék z falkonky.

12. Oznacili jsme si kultivacni nadoby jménem, datumem, aktualni pasazi P-6 a
nazvem bunék. Nadoby jsme vratili zpét do inkubatoru. Buriky byly pfipravené
na premedikaci.

4.2.3 Premedikace bunék

Pfed samotnou premedikaci jsme si zkontrolovali burfiky pod mikroskopem
(obrazek 12).

1. Experimentdlni design premedikace FC— 24 a 48 hodin D-HCAEC

Prvni experiment nam slouzil na vybér vhodného ¢asu a koncentrace
glipizidu. V tomto experimentu jsme méli vzorky s koncentraci 100uM a 200uM
(tabulka 1).

Tabulka 1: Experimentalni design premedikace FC — 24 a 48 hodin

pocet

Cislo vzorku nazev vzorku premedikace protilatka vzorku
1 Neznacené buriky vehikulum zadna 1
2 Pl Cisté médium Pl 1
3 Eng vehikulum Eng 1
4 VCAM-1 Vehikulum, TNFa VCAM 1
5 ICAM-1 Vehikulum, TNFa ICAM 1
6-8 Ctrl-E vehikulum Eng 3
9-11 GLI200-E Glipizid 100uM Eng 3
12-14 Ctrl vehikulum Pl,Eng,VCAM,ICAM 3
15-17 GLI100 Glipizid 100uM | PI,Eng,VCAM,ICAM 3
18-21 GLI200 Glipizid 200uM | PI,Eng,VCAM,ICAM 4

Eng — endoglin, ICAM-1 — mezibunécnd adhezni molekula-1, VCAM-1 -
vaskuldrni bunééna adhezni molekulal, Pl — propidium jodid, Ctrl-E — Kontrola s
endoglinem, GLI100 — glipizid o koncentraci 100uM, GLI200 — glipizid o koncentraci
200uM, GLI200-E — glipizid o koncentraci 200uM s endoglinem, TNFa — tumor
nekrotizujici faktor alfa
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Premedikace 3 vzork( kontrol a 200uM glipizidu pouze endoglinem jsme
provedli za cilem zjistit, ktery ze vzorkl bude vhodnéjsi pro kompenzace
endoglinu. Studovali jsme, zda se jeho exprese zvySi nebo snizi bez vlivu
ostatnich protilatek. V pozdéjsich premedikacich byly tyto vzorky rovhomérné
rozdéleny mezi ostatni skupiny.

Do vzork(, které jsme pouzivali na kompenzaci ICAM-1 a VCAM-1, jsme
pfi premedikaci pridavali TNF-a.

Vypocet mnozstvi TNF-au:

Méli jsme k dispozici zasobni roztok TNF-a o koncentraci 1000ng/ml a
potiebovali jsme 500 ul média.

c1xVi=cax V2
Vo=cixVi/c
V2= 10ng/ml x 500ul / 1 000ng/ml

Vy = 5ul TNF-a

Dale jsme si museli vypocitat potfebny objem roztoku glipizidu
s dimetylsulfoxidem (dimethyl sulfoxide, DMSO). Glipizid (G117-500MG, Merck,
Némecko) jsme méli k dispozici v koncentraci 100pM.

Vypocet mnozstvi glipizidu:

A) 100uM
Do kazdé jamky jsme davali 500 pl média + jeden vzorek navic.
axVi=cxV
Vo=c1xVi/c
V2= 100uM x 2000p! / 100 000puM

V, = 2ul GLI
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B) 200uM
Do kazdé jamky jsme ddvali 500 pl média + jeden vzorek navic.
caxVi=caxVz
Vo=c1xVi/c
V2 =200pM x 4000pl / 100 000uM
V2 =8l GLI
2. Experimentadlni design premedikace PCR — 8 a 16 hodin D-HCAEC

Koncentrace a ¢as experimentu byly vybrany na zakladé predchozich vysledk( FC.
Inkubaci jsme provadéli po 8 a 16 hodinach. Vzorky s glipizidem jsme méli o
koncentraci 200uM (tabulka 2).

Tabulka 2: Experimentalni design premedikace PCR — 8 a 16 hodin

Cislo vzorku | nazev vzorku premedikace pocet vzorkl
1-6 Ctrl vehikulum 6
7-12 GLI200 Glipizid 200uM 6

GLI200 — glipizid o koncentraci 200uM, GLI — glipizid, Ctrl — kontrola

Vypocet glipizidu pro 6 vzorkd na jedné desce:

Do kazdé jamky jsme davali 1000ul média + jeden vzorek navic.
caxVi=caxVa
Vo=c1xVi/c
V= 200uM x 7000p! / 100 000puM

V, = 14ul GLI

3. Experimentalni design premedikace adheze monocytu k EC — 24 hodin D-
HCAEC

Podle predchozich inkubaci vFC jsme se rozhodli pracovat sbunkami
inkubovanymi 24 hodin pred experimentem. Experimentalni dizajn obsahoval 20
vzorkd. Méli jsme 1 kontrolu s EC a jednu kontrolu monocytl (THP-1), které byly
znacené pomoci Vibrant DiO (tabulka 3).
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Tabulka 3: Experimentalni design premedikace adheze monocyttl k EC — 24 hodin

Cislo vzorku | nazev vzorku premedikace Typy bunék pocet vzork
1 Neznacené vehikulum EC 1
2 znacené THP-1 vehikulum THP-1 1
3-8 Ctrl vehikulum EC, THP-1 6
9-14 GLI100 Glipizid 100uM EC, THP-1 6
15-20 GLI200 Glipizid 200uM EC, THP-1 6

GLI100 - glipizid o koncentraci 100uM, GLI200 — glipizid o koncentraci 200uM,
Ctrl — kontrola, THP-1 — monocyty, EC — endotelové buriky

Vypocet mnozstvi glipizidu:

C) 100uM
Do jamky kazdé jsme davali 500 ul média + jeden vzorek navic.
caxVi=cxVs
Vo=c1xVi/c
V2= 100uM x 3500p! / 100 000puM
V2 = 3,5ul GLI
D) 200puM
Do jamky kazdé jsme davali 500 ul média + jeden vzorek navic.
caxVi=cxVa
Vo=c1xVi/c
V2= 200uM x 3500 pl / 100 000puM

V=7 ul GLI
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Obrazek 12: Porovndni ndriistu bunék po 24 a 48 hodindch

Na obrdzku miZeme vidét, Ze po 24 hodindch inkubace jsou buriky v porovndni se

48 hodinovou inkubaci méné narostlé.

4.3

Experimenty

4.3.1 Prutokova cytometrie

Postup priitokové cytometrie:

1.

Nejprve jsme si dali nahrat roztok PBS, PBS s 2% FBS a akutazu. VSe jsme nechali
ve vodni lazni po dobu 20 minut a mezi tim si zkontrolovali buriiky pod
mikroskopem.

Z 12-jamkovych nadob jsme odsali staré médium pomoci odsavacky.

Napipetovali jsme 300ul PBS a po lehkém promiseni odsdli. Tento krok jsme
zopakovali jesté jednou.

Pridali jsme 150ul akutazy do kazdé jamky na uvolnéni bunék od dna a dali jsme
kultivaéni nddoby na 5 minut do inkubatoru pfi 37°C.

Po 5 minutach vinkubdtoru jsme zkontrolovali pod mikroskopem, zda jsou
buriky oddéleny od dna.

Pfidali jsme do kazdé jamky 100ul PBS s 2% FBS a cely objem (250ul) prenesli do
jedné jamky v 96-jamkové nddobé se dnem ve tvaru ,V“. U jamky, ktera nalezi
propidium jodidu (PI) jsme pllku obsahu odebrali do eppendorfky a dali
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nejprve na 2 minuty zahrat na 65°C a nasledné na 2 minuty do mrazdku na -
20°C. Tento krok slouzi k usmrceni bunék a vzorek nasledné slouzi jako pozitivni
kontrola pro PI. Obsah eppendorfky jsme poté dali do jamky, kterd nalezi PI.

7. Desti¢ku jsme vlozili do centrifugy a nechali vzorky stocit pfi 300 rcf na 3
minuty.

8. Vyndali jsme vzorky z centrifugy a odsali jsme supernatant. Poté jsme desti¢ku
poklepali o tvrdy povrch, abychom resuspendovali peletku a napipetovali
pomoci multikandlové pipety 200ul PBS s 2% FBS a dali zpét do centrifugy pfi
300 rcf na 3 minuty. Tento krok jsme zopakovali jesté jednou.

9. Meazi tim jsme si pfipravili do eppendorfek jednobarevné kontroly endoglin, PlI,
VCAM-1 a ICAM-1 (tabulka 4). Dale jsme ptipravili mastermix (tabulka 5), kde
byly vsSechny protildtky vPBS s2% FBS. Do kazdé eppendorfky jsme
napipetovali vypocitany objem PBS s2% FBS a do ného jsme napipetovali
odpovidajici protilatku.

Tabulka 4: Priprava jednobarevnych kontrol D-HCAEC

Priprava protilatek

Protilatka na 1 jamku v pl PBS na 1 jamku v pl
Endoglin 1 99
VCAM-1 1 99
ICAM-1 1 99
Propidium jodid 0,5 99,5

Do jedné jamky v 96-jamkové desticce jsme pipetovali celkem 100 ul. Na zdkladé
toho jsme vypocitali kolik ul potfebujeme protildatky a kolik PBS. VCAM-1 — Vaskuldrni
bunééna adhezni molekula 1, ICAM-1 — mezibunécénd adhezni molekula 1, PBS —
fosfatovy tlumivy roztok.
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Tabulka 5: Pfiprava mastermixu D-HCAEC

Ptiprava mastermixu
Protildtka a PBS na 1 jamku | Protildtka a PBS na 12
v oul jamek v ul
Endoglin 1 12
VCAM-1 1 12
ICAM-1 1 12
Propidium jodid 0,5 6
PBS s 2% FBS 96,5 1158

VCAM-1 — Vaskularni bunécénd adhezni molekula 1, ICAM-1 — mezibunéénd adhezni
molekula 1, PBS s 2% FBS — fosfdtovy tlumivy roztok s 2% fetdlnim hovézim sérem.

10. V dalSim kroku jsme opét odsali supernatant, poklepali nadobu o tvrdy povrch a
do kazdé jamky napipetovali 100ul odpovidajici protilatky z pfipravenych
eppendorfek.

11. Nadobu jsme inkubovali 30 minut pti 4°C ve tmé (lednice).

12.Po 30 minutach jsme desti¢ku centrifugovali pfi 300 rcf 3 minuty, odsali
supernatant a poklepali desticku o tvrdy povrch.

13. Napipetovali jsme do kazdé jamky 200ul PBS s 2% FBS a dali centrifugovat pfi
300 rcf 3 minuty. Odsali jsme supernatant a resuspendovali peletku poklepanim
o tvrdy povrch. Tento krok jsme zopakovali jesté jednou.

14. Naposledy jsme odsali supernatant, poklepali o tvrdy povrch a napipetovali
150ul PBS do kazdé jamky.

15.Na zavér jsme vzorky zméfili v cytometru. Nejprve jsme si museli udélat
kompenzaci tak, ze jsme zméfili nase neznacené bunky. Podle toho jsme si
vytvorili oblast naseho zajmu tzv. ,gate”. V této vyznacené oblasti populace
bunék jsme sledovali rizné parametry, které nas zajimaly. To ndm umoznilo
vybrat si specifické bunky na dalsi analyzu.

Dale bylo potfeba zméfit jednobarevné kontroly. Méfili jsme kaZdou
jamku jednotlivych protildtek. Pomoci téchto vzork(i jsme mohli vytvofit
kompenzacéni matrici, na zdkladé které jsme byli schopni eliminovat prisvit
jednotlivych protilatek do jinych kanald.
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Na ostatni vzorky jsme aplikovali vytvorenou kompenzacni matrici a
zacali mérit. Na zacatku jsme si vytvorili tzv. ,gating strategy” pomoci tfech
grafll (obrazek 13).
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Obrazek 13: Vybér populace

Tyto grafy slouZi k vybéru sledované populace. V prvnim grafu je na ose x
zndzornéna hodnota FSC-A, coZ indikuje relativni velikost buriky. Na ose y je pak
zndzornéna hodnota SSC-A, coZ indikuje vnitini sloZitost nebo granularitu buriky.
V tomto grafu jsme vytvorili gate okolo populace bunék, kterd nds zajimala. V druhém
grafu je na ose x zndzornéna hodnota SSC-A a na ose y je hodnota SSC-W, kterd
indikuje Sitku buriky. Tento graf slouZi k oddéleni dvojic bunék (doubletu). Ve tretim
grafu je na ose x FSC-A a na ose y je fluorescencni hodnota PI, kterd oznacuje mrtvé
buriky. Tento graf slouZi k oddéleni mrtvych bunék od Zivych. DMSO — dimethylsulfoxid,
FCS — piimy rozptyl, SSC — bocni rozptyl, Pl — propidium jodid.

Po nastaveni viech potfebnych parametrd jsme spustili automatické méreni a
vysledky jsme poté zhodnotili v excelu a statistickém programu GraphPad.

4.3.2 PCR

Den pred experimentem, jsme dali chloroform, izopropylalkohol a 75% ethanol
do -20°C. 20 minut pfed zaldtkem jsme z lednice vyndali Trizol (TRI Reagent™) a
nechali ho pfi pokojové teploté. Dali jsme si nahfat PBS do vodni lazné pfi 37°C,
pripravili a popsali si mikrocentrigugacni zkumavky a zapnuli centrifugu, aby byla
vychlazena na 4°C.

Ptiprava
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1. Nejdfive jsme odsali médium z 6-jamkovych kultiva¢nich nadob a napipetovali
500ul nahratého PBS. Tento krok jsme provedli 2x abychom odstranili staré
médium.

2. Odsali jsme PBS a pridali 0,5ml Trizolu do kazdé jamky. Trizol zplsobuje rozpad
bunék a uvolnéni DNA, RNA a protein(.

3. Nechali jsme Trizol 5 minut puUsobit a jemné jsme pohybovali kultivaéni
nadobou, aby se obsah jamek promisil.

4. Po 5 minutich jsme kaidou jamku promyli a obsah prenesli do
mikrocentrifugacni zkumavky (PCRclean).

Izolace RNA

1. Vzorky z predeslého kroku jsme zhomogenizovali v ultrazvukové lazni po dobu
10 minut.

2. Nasledné jsme ke kazdému vzorku pfidali 100ul chloroformu, trepali v ruce a
nasledné zvortexovali na 10 sekund.

3. Vzorky jsme nechali 5 minut stat pti pokojové teploté a poté zcentrifugovali pfi
13 200 rpm pfi 4°C po dobu 15 minut. Po centrifugaci jsme pozorovali oddéleni
vodni a organické faze a mezi nimi bilou mezivrstvu.

4. Do novych zkumavek jsme si napipetovali 5ul LPA GenElute™ —LPA (56575-
1ML, Merck, Némecko) na stabilizaci RNA a prenesli do nich vodni vrstvu.

5. Nasledné jsme pridali 250ul isopropylalkoholu do kazdého vzorku a promichali
vortexem po dobu 10 sekund.

6. Nechali jsme vzorky 10 minut stat pfi pokojové teploté a nasledné je
zcentrifugovali pfi 4°Ca 13 200 rpm po dobu 10 minut.

7. Odsali jsme izopropylalkohol a k vytvorené peletce jsme pridali 500ul 75%
ethanolu a vortexem promichali po dobu 10 sekund.

Meéreni koncentrace RNA

1. Odsali jsme 75% ethanol ze zkumavek a RNA peletku jsme nechali vyschnout na
vzduchu. Poté jsme pridali 15ul vody pro injekce (APl). Ndsledné jsme
zkumavky zvortexovali a nechali po dobu 20 minut v lednici.

2. Dlasim krokem bylo méreni RNA pomoci spektrofotometru (Nanophotometr
Pearl, Implen GmbH, Némceko). Na pfistroji jsme nastavili faktor zfedéni 1.000,
jednotky ng/ul, lid faktor 40 a zméfili slepy vzorek (API), abychom eliminovali
absorpci pozadi.
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3. Vzorky jsme meéfili vobjemu 1,5ul a po kazdém méreni jsme dukladné
vyCistili optickou plochu spektrofotometru. Vysledky jsme zapisovali do tabulky
6.

Transkripce RNA do cDNA

1. Po méreni koncentrace jsme vzorky naredili v 0,2ml mikrozkumavkach na
koncentraci 100ng/ul v objemu 10ul (tabulka 6) a nasledné jsme si pfipravili
mastermix na reverzni traskripci (MM RT) (tabulka 7).

Tabulka 6: Redéni RNA

Redéni
viorka | vaors | ME/ul | OblemmRNa | QT

1 8-K1

2 8-K2 212 4,72 5,28
3 8-K3 243 4,12 5,88
4 8-K4 233 4,29 5,71
5 8-K5 272 3,68 6,32
6 8-K6 293 3,41 6,59
7 8-GLI1 227 4,41 5,59
8 8-GLI2 243 4,12 5,88
9 8-GLI3 235 4,26 5,74
10 8-GLl4 274 3,65 6,35
11 8-GLI5 274 3,65 6,35
12 8-GLI6 361 2,77 7,23
13 16-K1 301 3,32 6,68
14 16-K2 272 3,68 6,32
15 16-K3 276 3,62 6,38
16 16-K4 266 3,76 6,24
17 16-K5 276 3,62 6,38
18 16-K6 285 3,51 6,49
19 16-GLI1 256 3,91 6,09
20 16-GLI2 276 3,62 6,38
21 16-GLI3 258 3,88 6,12
22 16-GLI4 264 3,79 6,21
23 16-GLI5 256 3,91 6,09
24 16-GLI6 276 3,62 6,38

K1-6 jsou kontroly po 8 nebo 16 hodindch. Zelenou barvou jsou vyznaceny
namérené koncentrace, oranZzovou barvou je vyznacen objem mRNA a modrou barvou
je vyznacen objem vody. U kontrolniho vzorku ¢islo 1 chybi vysledky z divodu odsdti
peletky.
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Tabulka 7: Priprava mastermixu na reverzni transkripci

MM RT 23 VZORKU
mnoizstvi | nadbytek | vzorek (ulL)
1 Voda bez nukledz 4,2 4,536 122,5
2 Pufr pro reverzni transkripci 2 2,16 58,3
Nahodné primery pro
3 reverzni transkripci 2 2,16 58,3
4 Mix deoxynukleotidtrifosfat( 0,8 0,864 23,3
5 Reverzni transkriptaza 1 1,08 29,2

2. Pridali jsme 10ul MM RT do kazdého vzorku. Vzorky jsme zcentrifugovali po
dobu pfiblizné 5 sekund a vloZili do termocykleru (Biometra Tone 96G, Analytik
Jena, Némecko).

3. Po skonceni prepisu jsme pfidanim 180 ul APl jsme naredili vzorky na 5 ng/ul.

4, Ddle jsme spojili 5pl mastermixu na PCR (TagMan™ Gene Expression Master
Mix, Applied Biosystems, Kalifornie, USA) s 0,5ul primeru (tabulka 8).
Vyslednych 5,5ul jsme napipetovali do kazdé jamky 96-jamkové ndadoby.
Nasledné jsme pridali 4,5ul vzorku do kazdé jamky, v duplikdtu pod sebe
(tabulka 9). Nadobu jsme prelepili félii a dali na 2 minuty pfi 1000 rpm do
centrifugy.

Tabulka 8: Master mix na PCR

MMPCR| 23 VZORKU
Objem na jednu jamku v pl | Celkovy objem v ul
1 MM 5 250
2 primer 0,5 25
3 vzorek 4,5

MM — master mix
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Tabulka 9: Vzorky v 96-jamkové nadobé

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A K2-8 K3-8 K4-8 K5-8 K6-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 7
B K2-8 K3-8 K4-8 K5-8 K6-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8

— Primer1
[ Ki-16 K2-16 K3-16 K4-16 K5-16 K6-16
D K1-16 K2-16 K3-16 K4-16 K5-16 K6-16 —
E K2-8 K3-8 K4-8 K5-8 K6-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 | ™
F K2-8 K3-8 K4-8 K5-8 K6-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8 G200-8

r— Primer 2
G K1-16 K2-16 K3-16 K4-16 K5-16 K6-16
H K1-16 K2-16 K3-16 K4-16 K5-16 K6-16 _

Svétle sedd barva zndzorriuje kontroly po 8 hodindch inkubace a tmavé Sedd barva
kontroly po 16 hodindch inkubace. G200 — 200uM glipizid po 8 (svétle zelend) ¢i 16
(tmavé zelend) hodinové inkubaci. Do Fadku A-D jsme ddvali primer 1 a do radki E-H
jsme ddvali primer 2.

5. Po centrifugaci jsme 96-jamkovou desku vloZili do termocykleru (QuantStudio™
Flex Real-Time PCR Systém, Applied Biosystems, Kalifornie, USA).

6. Namérené vysledky jsme vyhodnocovali v excelové tabulce, kde jsme pracovali
s hodnotou CT, z které byla poté vypocitana relativni genova exprese bunék.

Nejdfive jsme si v excelu vypocitali hodnotu delta CT, kterd udava rozdil mezi CT
cilového genu a CT referencniho genu:

ACT = CT (cilovy gen) — CT (referencni gen)

Nasledné jsme vypocitali hodnotu delta delta CT, ktery udava rozdil mezi delta
CT cilového genu a primérem delta CT kontrolni skupiny:

AACT = ACT (cilovy gen) — primér ACT (kontrolni skupina)
Dalsim vypocétem je negativni druha mocnina delta delta CT:

2—AACT

Vysledek negativni druhé odmocniny delta delta CT jsme vynasobili 100,
abychom ziskali % kontroly. Tyto hodnoty v % nam pak vyjadfuji expresi cilového genu
vztahnutou na expresi referencniho genu (103). Vhodny referencni gen — B-aktin - jsme
vybrali pomoci softwaru RefFinder.

4.3.3 ELISA
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Vzorky jsme ziskali odebranim supernatantu z 12-jamkovych nadob, které jsme
méli ptipravené na pritokovou cytometrii. Vzorky jsme po odebrani zamrazili na -80°C
a uchovavali pfi této teploté az do samotného experimentu.

V nasem experimentu jsme pouzivali sendvicovou ELISA metodu.
Postup:

Den pred experimentem:

1. V prvnim kroku jsme si vyndali nase vzorky z mrazdku a dali je do lednicky pres
noc roztat.

2. Poté jsme si zfedili zachytnou protildtkou na pracovni koncentraci 2ug/ml
pomoci roztoku PBS. Vypocitali jsme si tedy mnozZstvi roztoku, které je potiebné
na 96 jamek na zakladé toho, Zze do kazdé jamky pfijde 100ul. S dostate¢nou
rezervou tento objem cinil 12ml (12000pul). Nasledné bylo potieba spocitat,
kolik zadchytné protilatky pfiddme do roztoku PBS. Vypocitany objem (66,7ul)
jsme nejprve odebrali z falkonky s PBS a nasledné pfridali ten stejny objem
zachytné protilatky do falkonky. Takto pfipravenou zachytnou protildtku jsme
resuspendovali a napipetovali multikandlovou pipetou 100ul do jamek v 96-
jamkové nadobé. Poté jsme nddobu prelepili adhezni folii a vlozili do pfistroje
na noc pfi 500 rpm a pfi pokojové teploté.

Vypocet objemu zachytné latky:

axVi=cxV

Vo=cixVi/c

V2= 2ug/ml x 12000pl / 360pug/ml
V3 = 66,7ul zachytné protilatky

Den experimentu:

1. Pfipravili jsme si promyvaci roztok a fedici Cinidla.

a. Promyvaci roztok ndm slouzi na odstranéni pouzitych latek, které se
nam na kultivaéni nadobu nenavdzaly. Do odmérné banky jsme
napipetovali 20ml koncentrovaného promyvaciho roztoku pomoci
sérologické pipety. Nasledné jsme ho zredili destilovanou vodou do
objemu 500ml.

b. Redici ¢inidlo, jsme pouzivali na pracovni zfedéni detekéni protildtky a
streptavidinu. Slouzi kudrzeni stability detekéni protilatky a
enzymatické aktivity streptavidinu. Redici ¢inidlo jsme nafedili v poméru
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1:10 sroztokem PBS. Potfebovali jsme 80ml, takZe jsme pfidali 8ml
fediciho ¢inidla a 72ml roztoku PBS.

Kultivaéni nadobu jsme vyndali z pfistroje, odlepili adhezni fdlii a vylili jeji obsah
rychlym Svihem do umyvadla. Poté jsme ji 3x promyli promyvacim roztokem
pomoci multikanalové pipety. Do kazdé jamky jsme napipetovali 250ul. Obsah
jamek jsme vylili rychlym Svihem do umyvadla.

.V dalSim kroku jsme napipetovali 250ul fediciho Cinidla do kazdé jamky, desku
prelepili adhezni folii a dali zpét do pfistroje na 1 hodinu pfi 500 rpm a
pokojové teploté.

Nasledné jsme desticku vyndali z ptistroje, slepili folii a vylili obsah rychlym
Svihem do umyvadla. Poté jsme jamky jesté 3x promyli 250ul promyvavciho
roztoku a vylili.

Pfipravili jsme si kalibra¢ni Ffadu (obrdazek 14). Vypocitali jsme, kolik
koncentrovaného standardu je potfeba na pfipravu nejkoncentrovanéjsiho
bodu kalibra¢ni fady. Ptipravili jsme si 7 eppendorfek a oznadili si je podle
koncentraci od 8000pg/ml do 125pg/ml + jeden slepy vzorek. Ependorfky jsme
si naplnili 500ul fediciho ¢inidla s vyjimkou prvni eppendorfky kde jsme dali
1000 ul rediciho Cinidla. Z prvni eppendorfky jsme odebrali 21,1ul fediciho
Cinidla a pridali 21,1 pl koncentrovaného standardu, koncentrace tedy byla
8000pg/ml. Eppendorfku jsme zvortexovali a prenesli 500ul do druhé
eppendorfky, kde koncentrace v tuto chvili byla 4000pg/ml. Takto jsme fedili az
do koncentrace 125pg/ml.

Vypocet standardu:

c1xVi=c2xVa
Vo=c1xVi/c
V2= 8ng/ml x 1000l / 380ng/ml

V, =21,1ul koncentrovaného standardu
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500yl 500yl 500yl s00pl 500l 500pl

7 ™ T " s T T
-
Standard 8000 4000 2000 1000 500 250 125 Slepy vzorek
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mli pg/ml pa/ml

Obrazek 14: Kalibraéni Fada

Kalibracni rfada byla pripravena sériovym redénim od koncentrace 8000pg/ml po
125pg/ml. Vedle toho jsme si pripravili i slepy vzorek s 500ul zdsobniho roztoku rediciho
¢inidla (obrdzek vytvorfeny autorkou).

6. Do kazdé jamky jsme napipetovali 50ul fediciho cinidla a 50ul vzork( a
standardu (tabulka 10). Desti¢ku jsme prelepili adhezni félii a na 2 hodiny jsme
ji dali do pfistroje pti 500 rpm a pokojové teploté.

Tabulka 10: Sablona vzorki

1 2 3 4 5 6

A 0 0 K1 K1 100GLI3 | 100GLI3
B 125 125 K2 K2 100GLI4 | 100GLI4
C 250 250 K3 K3 100GLIS | 100GLIS
D 500 500 K4 K4

E 1000 1000 K5 K5

F 2000 2000 K6 K6

G 4000 4000 100GLI1 | 100GLI1

H 8000 8000 100GLI2 | 100GLI2

V sloupcich 1 a 2 jsme si napipetovali kalibracni rfadu, vZdy v duplikdtu vedle sebe.
Stejné tak jsme napipetovali i nds experiment. GLI — glipizid 100 nebo 200uM, K —
kontrola

7. Po ubéhnuté dobé jsme kultivacni nadobu vyndali z pFistroje, odlepili félii a
vylili obsah jamek rychlym Svihem do umyvadla. Poté jsme 3x napipetovali
250ul promyvaciho roztoku a zase vylili.

8. Pripravili jsme si detekéni protilatku. Naredili jsme ji na pracovni koncentraci
50ng/ml v 12ml fediciho ¢inidla. Tento vypocitany objem (66,7ul) jsme odebrali
z 12ml zdsobniho roztoku fediciho ¢inidla a poté pridali ten stejny objem
detekéni protilatky.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Vypocet detekéni protilatky:

caxVi=cxVa

Vo=ci1xVi/c

V2= 0,05pg/ml x 12000l / 9ug/ml
V2 = 66,7ul detekéni protildtky

Do kazidé jamky jsme poté pfidali 100ul pripraveného roztoku s detekéni
protilatkou. Znovu jsme nadobu prelepili félii a dali na 2 hodiny do pfistroje pfi
500 rpm a pokojové teploté.

Po 2 hodindch jsme nadobu vyndali z pfistroje, odlepili félii a vylili obsah
rychlym Svihem do umyvadla. Napipetovali jsme 250ul promyvaciho roztoku do
kazdé jamky a obsah opét wylili. Tento krok jsme zopakovali jesté 2x.

Ptipravili jsme si roztok streptavidinu-HRP v fedicim cinidle. Pozadovana
koncentrace podle protokolu byla 200 ndsobné zfedéni zdsobniho roztoku. Na
zakladé toho jsme si vypocitali, Ze potfebujeme 60ul streptavidinu-HRP.
Odebrali jsme tak 60 pl z 12ml roztoku fediciho Cinidla a napipetovali do néj
60ul streptravidinu-HRP.

Vypocet potfebného objemu streptavidinu-HRP:

Zfedéni 1:200 a pottebujeme ptidat 12000ul

12000ul / 200 = 60pl streptavidinu-HRP

Do kazdé jamky jsme napipetovali 100ul streptavidinu-HRP. Opét jsme prelepili
folii a dali na 20 minut inkubovat do pfistroje za tmy.

Po 20 minutach jsme vyndali nadobu z pfistroje, odlepili félii a rychlym Svihem
vylili obsah do umyvadla. Opét jsme 3x promyli 250ul promyvaciho roztoku.

Po promyti jsme pfidali 100ul substratu a pozorovali zménu barvy na modrou.
Nadobu jsme opét 20 minut inkubovali v pfistroji za tmy.

Na zavér jsme do kazdé jamky napipetovali 50ul stop roztoku, kterym jsme
zastavili reakci. To bylo vidét zménou barvy z modré na Zlutou. Poté jsme Sli
vzorky zmérit. Méfili jsme absorbanci pfi vinové délce 450nm a 540nm.

Nasledné jsme vysledky absorbanci zpracovali pomoci excelu a GraphPadu.
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e Prvné jsme odecetli namérené hodnoty pfi 540nm od hodnot pfi 450nm
(tabulka 11).

Tabulka 11: Vysledné hodnoty rozdilu absorbanci 540nm a 450 nm

1 2 3 4 5 6
A 0,241 0,242 0,461 0,471 0,421 0,445
B 0,308 0,297 0,428 0,442 0,375 0,375
C 0,386 0,376 0,433 0,461 0,384 0,412
D 0,522 0,537 0,468 0,462
E 0,832 0,812 0,477 0,471
F 1,472 1,387 0,469 0,471
G 2,479 2,502 0,42 0,435
H 3,785 3,808 0,489 0,476

Prvni dva sloupce jsou hodnoty koncentraci z kalibracni fady. Svétle Sedou
barvou je oznacena kontrola, svétle zelenou glipizid o koncentraci 100uM a tmavsi
zelenou barvou je oznacen glipizid o koncentraci 200uM.

e  Odecetli jsme zprimérovany slepy vzorek (tabulka 12).

Tabulka 12: Hodnoty po odecteni slepého vzorku

1 2 3 4 5 6
A -0,0005 0,0005 0,2195 0,2295 0,1795 0,2035
B 0,0665 0,0555 0,1865 0,2005 0,1335 0,1335
Cc 0,1445 0,1345 0,1915 0,2195 0,1425 0,1705
D 0,2805 0,2955 0,2265 0,2205

E 0,5905 0,5705 0,2355 0,2295

F 1,2305 1,1455 0,2275 0,2295 \

G 2,2375 2,2605 0,1785 0,1935 \

H 3,5435 3,5665 0,2475 0,2345 \

Prvni dva sloupce jsou hodnoty koncentraci z kalibracni fady. Svétle Sedou
barvou je oznacena kontrola, svétle zelenou glipizid o koncentraci 100uM a tmavsi
zelenou barvou je oznacen glipizid o koncentraci 200uM.

e Zpramérovali jsme hodnoty kazdého vzorku (tabulka 13).
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Tabulka 13: Zprimérované hodnoty

1 2 3

A 0 0,2245 0,1915
B 0,061 0,1935 0,1335
C 0,1395 0,2055

D 0,288 0,2235

E 0,5805 0,2325

F 1,188 0,2285

G 2,249 0,186

H 3,555 0,241

Prvni sloupec jsou hodnoty koncentraci z kalibracni Fady. Svétle Sedou barvou je
oznacena kontrola, svétle zelenou barvou glipizid o koncentraci 100uM a tmavsi
zelenou barvou je oznacen glipizid o koncentraci 200uM.

e Poté jsme priméry hodnot koncentraci vioZili do softwaru AssayFit Pro,
ktery ndm vytvofil 4-PL kalibracni krivku. Na zdakladé toho, jsme
vypocitali vysledné koncentrace (tabulka 14).

Tabulka 14: Vysledné koncentrace z AssayFit Pro

1 2 3
A 415,242 356,578
B 94,965 360,181 248,471
C 260,046 381,664 292,287
D 524,419 413,487
E 998,848 429,237
F 1979,594 422,249
G 4018,006 346,633
H 7992,17 444,021

Prvni sloupec jsou hodnoty koncentraci z kalibracni Fady. Svétle Sedou barvou je
oznacena kontrola, svétle zelenou glipizid o koncentraci 100uM a tmavsi zelenou
barvou je oznacen glipizid o koncentraci 200uM.

4.3.4 Adheze monocytli k endotelovym burikam

Testem adheze jsme sledovali pocet monocytli prilnutych k EC pomoci
pratokového cytometru. Pracovali jsme s bunikami premedikovanymi 24 hodin pred
experimentem pomoci glipizidu v koncentraci 100 a 200uM. Jeden vzorek slouzil jako
kontrola pro neznacené EC a jeden pro kontrolu monocytt (THP-1), které byly znacené
pomoci Vibrant DiO.
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Postup prace:

1. Jako prvni jsme si dali nahrat ristové médium bez FBS.

2. Na jednu jamku jsme potiebovali 1x10°> THP-1. Podet jamek byl 18, ale poditali
jsme o jednu jamku vice, abychom extra buriky mohli pozdéji pouZit na tvorbu
gatu v cytometru. Potfebovali jsme tedy THP-1 na 19 jamek. Pomoci pocitacky
bunék jsme zjistili koncentraci THP-1 (1,587x10° bunék na ml). Na zakladé této
koncentrace jsme si vypocitali, kolik potfebujeme odebrat média (1,197ml), a
tento objem jsme prenesli pipetou do 5ml eppendorfky.

Vypocet potfebného poctu monocyti:

1 jamka........ 100 000 THP-1
19 jamek...... X THP-1

X=1900 000 THP-1

Vypocet objemu monocytl:

1587 000 THP...... v 1ml
1900 000 THP...... v Xml

X=1,197ml
3. Eppendorfku jsme dali do cetrifugy na 3 minuty pfi 300rcf.

4. Mezi tim jsme si vypocitali, kolik média bez FBS bude potieba pridat
v nasledujicim kroku. Bylo zadané, Ze na 1x10° THP-1 je potfeba pfidat 1ml
média.

Vypocet objemu média:

Iml média ...... 1 000 000 THP-1
Xml média ...... 1900 000 THP-1

X=1,9ml média

5. Po vyndani z centrifugy jsme odsali supernatant a peletku THP-1 resuspendovali
v 1,9ml| média bez FBS.

6. K THP-1 jsme pfidali Vybrant DiO. Vyrobce Vibrant DiO udava idealni
koncentraci barvy jako 4pul Vibrant DiO na 1x10® THP-1. Na zakladé toho jsme si

64



vypocitali, Ze do eppendorfky bude potreba pfidat 7,6ul Vibrant DiO. Po pfidani
jsme eppendorfku vloZili do inkubatoru na 15 minut pfi 37°C s 5% CO..

Vypocet Vibrant DiO:

1 000 000 THP-1 ..... 4ul barvy
1900 000 THP-1 ..... Xul

X= 7,6l Vibrant DiO

7. Po inkubaci jsme eppendorfku znovu vloZili do centrifugy na 3 minuty pfi 300rcf

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

a poté odsali supernatant.

. Déle jsme pfridali 3ml média bez FBS, stocili v centrifuze ne 3 minuty pti 300rcf a

odsali. Tento krok jsme zopakovali jesté jednou.

. Do kazdé jamky jsme potifebovali pfidat 1x10°> THP-1 v 100ul. Vypoditali jsme,

ze THP1 roziedime v 1,9ml média.

Vypocet objemu média:

100pl média ...... 100 000 THP-1
Xpl média ...... 1900 000 THP-1

X=1,9ml média
Poté jsme pridali 1,9mI média bez FBS a resuspendovali peletku.

Nase 12-jamkové inkubacni nadoby se vzorky jsme si vyndali z inkubatoru a do
kazdé jamky napipetovali 100ul pfipravené smési THP-1 monocytl. Desticky
jsme vlozili zpét do inkubatoru na 1 hodinu pfi 37°C s 5% CO,.

Mezi tim jsme si dali nahfat PBS a akutazu na 20 minut do vodni lazné pfi 37°C.

Po hodiné jsme vyndali desticky z inkubatoru a odsdli jsme z jamek médium
s neadherentnimi THP-1.

Jamky jsme proplachli 300ul PBS, jemné promichali a odsali. Tento krok jsme
opakovali 2x.

Pridali jsme 150ul akutazy a desky dali na 5 minut do inkubatoru.

Po 5 minutdch jsme pod mikroskopem zkontrolovali, zda se bunky oddélili od
povrchu.
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17. Pfipravili jsme si potfebny pocet 1,5ml eppendorfek s nizkou pFilnavosti. Do
jamek jsme pridali 300 ul PBS s 1% BSA, resuspendovali a objem prenesli do

eppendorfek. Tento postup jsme opakovali jesté jednou.
18. Eppendorfky jsme stocili v centrifuze 3 minuty pfi 300rcf a odsdli supernatant.
19. Na zavér jsme pridali 200ul studeného PBS a zméfili v cytometru.

a. Nejprve jsme si zméfili nase kontroly EC a THP-1 a podle toho jsme

vytvorili gate.
b. Poté jsme zméfili nase vzorky, pficemz jsme kazdy vzorek zméfili 2x.

c. Vysledky jsme vyhodnotili pomoci excelu a GraphPadu.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky v této praci uvadime jako median s mezikvartilovym rozpétim. Hladinu
statistické vyznamnosti (p) jsme si urcili Mann-Whitney testem nebo Kruskal-Wallis
testem. V pfipadé, Ze je hodnota statisticky nevyznamna (p > 0,05), oznacujeme ji
symbolem ,ns“. Za statisticky vyznamny rozdil se povaZzuje hodnota p < 0,05. Statisticky
vyznamné hodnoty vici kontrole oznacujeme symbolem ,*“, ptiCemz plati, ze: * p <

0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

Na vyhodnoceni vysledkl jsme pouzili statisticky program GraphPad Prism 9 (verze

9.5.1 GraphPad Software Inc., Kalifornia, USA).

5.1 Proteinova exprese endoglinu a zanétlivych molekul

U proteinové exprese pfi 100uM koncentraci glipizidu po 24 hodinach jsme

nedetekovali Zadné signifikantni zmény (p < 0,05).

U proteinové exprese pfi 200uM koncentraci glipizidu po 24 hodindch jsme
detekovali signifikantni sniZzeni endoglinu (p < 0,01) v porovnani s kontrolni skupinou. U
proteinové exprese ICAM-1 jsme v této koncentraci detekovali signifikantni zvySeni (p

<0,01) a u molekuly VCAM-1 jsme nezaznamenali Zadné signifikantni zmény (graf 1).
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Graf 1: Proteinova exprese endoglinu a markerti zanétu po 24 hodinach

proteinova exprese ENG a markerd zanétu po 24h
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Pomoci FC jsme zmérili hladiny proteini endoglinu, VCAM-1 a ICAM-1 u
diabetickych korondrnich endotelovych bunék. Méreni jsme vykondvali po 24 hodinové
premedikaci bunék glipizidem o koncentraci 100uM a 200uM. Vysledky jsou vyjadrené
v % kontroly, n=5, Kruskal-Wallis test, pficemZ plati, Ze: ,,ns“ p >0,05; ** p <0,01. Eng —
endoglin, VCAM-1 — vaskuldrni bunécnd adhezni molekula 1, ICAM-1 — mezibunécnd

adhezni molekula 1.

U proteinové exprese pti 100uM koncentraci glipizidu po 48 hodinach jsme
detekovali signifikantni sniZzeni (p < 0,05) molekuly VCAM-1 v porovnani s kontrolni
skupinou. U molekuly ICAM-1 a endoglinu jsme vtéto koncentraci nezaznamenali
zadné signifikantni zmény (p < 0,05) (graf 2).

U proteinové exprese pfi 200uM koncentraci glipizidu po 48 hodindch jsme
detekovali signifikantni snizeni endoglinu (p < 0,05) v porovnani s kontrolni skupinou. U
molekuly ICAM-1 a VCAM-1 jsme v této koncentraci nezaznamenali zadné signifikantni

zmény (p < 0,05).
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Graf 2: Proteinova exprese endoglinu a markerti zanétu po 48 hodinach

proteinova exprese ENG a markerd zanétu po 48h
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Pomoci FC jsme zmérili hladiny proteini endoglinu, VCAM-1 a ICAM-1 u
diabetickych korondrnich endotelovych bunék. Méfeni jsme vykondvali po 48 hodinové
premedikaci bunék glipizidem o koncentraci 100uM a 200uM. Vysledky jsou vyjadrené
v % kontroly, n=3, Kruskal-Wallis test, pficemZ plati, Ze: ,ns“ p >0,05 a * p < 0,05. Eng —
endoglin, VCAM-1 — vaskuldrni bunécnd adhezni molekula 1, ICAM-1 — mezibunécnd

adhezni molekula 1.

Zadné studie zatim neprokdzaly UGcinky glipizidu na proteinovou expresi
endoglinu. NaSe vysledky ukazuji v premedikaci s 200 uM glipizidem po 24 i 48
hodinach vyznamné sniZeni hladin endoglinu, coZz odpovidd ocekavané reakci
endoglinu na glipizid. Jedna studie o metforminu ukazala, Ze metformin v kombinaci s
pemetrexedem sniZuje expresi membranového endoglinu v plicni tkani mysi. To by

mohlo naznacovat urcité podobnosti v Uc¢inku téchto antidiabetik (104).

Expresi adheznich molekul po stimulaci glipizidem se zabyvala jenom jedna in
vivo studie, ktera u molekuly VCAM-1 nepozorovala Zddné vyznamné zmény hladin a u
molekuly ICAM-1 prokazala sniZzené hladiny exprese. Tento protichlidny vysledek mize
byt naptiklad z dlivodu, Ze se jednalo o in vivo studii, pouZiti jiné koncentrace |éciva

nebo z divodu odlisné doby expozice glipizidem (105).
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5.2 mRNA exprese endoglinu a transkripcnich faktori

V premedikaci glipizidem o koncentraci 200uM po 8 hodinach byla prokazana
hrani¢ni hodnota signifikance (p= 0,082) u mRNA exprese transkripcniho faktoru HIF-
1A. U endoglinu ani jeho ostatnich transkrip¢nich faktord KLF6, RELA, NR1H3 a SP1
nedoslo k Zadné signifikantni zméné (p > 0,05) v porovnani s kontrolni skupinou (graf

3).

Graf 3: mRNA exprese endoglinu a transkripcnich faktort po 8 hodinach
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Graf zndzorriuje miru mRNA exprese endoglinu a jeho transkripcnich faktort
KLF6, RELA, NR1H3, SP1 a HIF-1A po 8 hodinové premedikaci glipizidem. Vysledky jsou
vyjadreny v % kontroly, n=5-6, Mann-Whitney test, pficemz plati, Ze ,ns“ p > 0,05. Eng
— endoglin, KLF6 — Kruppelovi podobny faktor 6, RELA — p65 podjednotka Nukledrniho
faktoru kappa B, NR1H3 — nukledrni receptor podrodiny 1 skupiny H ¢&len 3, SP1 —
specificky protein 1, HIF-1A — hypoxii indukovatelny faktor 1A
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Po 16 hodindch premedikace glipizidem o koncentraci 200uM doslo k
signifikantnimu snizeni mMRNA exprese transkripcnich faktor( SP1 a HIF-1A (p < 0,05; p

<0,01) v porovnani s kontrolni skupinou (graf 4).

U endoglinu a transkrip¢nich faktor( KLF6, RELA a NR1H3 nebyla v mRNA expresi

zaznamenana zadna signifikantni zména (p > 0,05).

Graf 4: mRNA exprese endoglinu a transkripcnich faktort po 16 hodinach
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Graf zndzorriuje miru mRNA exprese endoglinu a jeho transkripcnich faktort
KLF6, RELA, NR1H3, SP1 a HIF-1A po 16 hodinové premedikaci glipizidem. Vysledky jsou
vyjadreny v % kontroly, n=6, Mann-Whitney test, pficemZ plati, Ze ,ns“ p > 0,05, * p <
0,05; ** p < 0,01. Eng — endoglin, KLF6 — kruppelovi podobny faktor 6, RELA — p65
podjednotka Nukledrniho faktoru kappa B, NR1H3 — nukledrni receptor podrodiny 1
skupiny H clen 3, SP1 — specificky protein 1, HIF-1A — hypoxii indukovatelny faktor 1A

V nasich experimentech jsme nezaznamenali Zadnou signifikantni zménu mRNA
exprese endoglinu, i kdyZz jeho proteinova exprese byla snizend. Jelikoz jsme
pozorovali zménu transkripcéni faktord Spl a HIF-1A, je pravdépodobné, Zze i mRNA
exprese endoglinu bude v urcitém ¢ase zménéna, akorat jsme ji v ndmi pozorovanych
analyzu mRNA exprese endoglinu po premedikaci glipizidem.
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Dle naseho nejlepsiho védomi, doposud neexistuje Zadna studie, kterd by se
zabyvala mRNA expresi endoglinu a jeho transkripénich faktorli po premedikaci
glipizidem. Ve studii zabyvajici se vlivem metforminu na genovou expresi rGznych
faktorl véetné HIF-1A bylo popsdano snizeni hladin HIF-1A, coZ souhlasi s nasSimi

vysledky (106).

Jiné studie se zabyvaji také vlivem metforminu na SP1. V téchto studiich se tento
transkrip¢ni faktor po premedikaci metforminem taktéz snizuje, stejné jako v nasich
vysledcich, coz by mohlo naznacovat podobu v chovani mezi metforminem a glipizidem

(107, 108).
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5.3 mRNA exprese markeri zanétu

V premedikaci po 8 hodinach glipizid v koncentraci 200uM vedl k signifikantnimu
zvySeni mRNA exprese E-selektinu (SELE) (p < 0,01) v porovndni s kontrolni skupinou
(graf 5).

U ostatnich zanétlivych marker(i (NOS3, VCAM-1, ICAM-1 a CCL2) nebyla v mRNA

expresi zaznamenana zadna signifikantni zména.

Graf 5: mRNA exprese markerd zanétu po 8 hodinach
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Graf zndzorriuje miru mRNA exprese zdnétlivych markert NOS3, VCAM-1, ICAM-
1, SELE, CCL2 po 8 hodinové premedikaci glipizidem. Vysledky jsou vyjddfeny v %
kontroly, n=5-6, Mann-Whitney test, pficemZ plati, Ze ,ns” p > 0,05; ** p < 0,01. NOS3 —
syntdza oxidu dusnatého 3, VCAM-1 — vaskuldrni bunécnd adhezni molekula 1, ICAM-1

— mezibunécnd adhezni molekula 1, SELE — E-selektin, CCL2 — C-C motiv chemokinového

ligandu 2.
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V premedikaci po 16 hodindch glipizid v koncentraci 200uM vedl k
signifikantnimu zvySeni mRNA exprese ICAM-1 zanétlivého markeru (p < 0,05)

v porovnani s kontrolni skupinou, zatimco mRNA exprese zanétlivého markeru CCL2
byla signifikantné snizena (p < 0,05) (graf 6).
U zanétlivych markerd NOS3, VCAM-1 a SELE nebyla v mRNA expresi

zaznamenana zadna signifikantni zména.

Graf 6: mRNA markerti zanétu po 16 hodinach
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Graf zndzornuje miru mRNA exprese zdnétlivych markertu NOS3, VCAM-1, ICAM-
1, SELE, CCL2 po 16 hodinové premedikaci glipizidem. Vysledky jsou vyjadreny v %
kontroly, n=6, Mann-Whitney test, pficemz plati, Ze ,ns“ p > 0,05; * p < 0,05. NOS3 —
syntdza oxidu dusnatého 3, VCAM-1 — vaskuldrni bunéénd adhezni molekula 1, ICAM-1

— mezibunécna adhezni molekula 1, SELE — E-selektin, CCL2 — C-C motiv chemokinového

ligandu 2.

Studie zabyvajici se Ucinky glipizidu na markery zanétlivého vaskularniho rizika
zjistila, Ze 1é¢ba glipizidem vyznamné neovliviiuje molekulu VCAM-1 ani E-selektin. Na

druhou stranu se ve studii sniZzovala koncentrace ICAM-1. Tato studie byla provadéna
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in vivo a pacientlim podavali 10mg glipizidu po dobu 12 tydn(, coz by mohly byt hlavni

faktory zodpovédné za rozdil v pozorovanych vysledcich (105).

Zadné studie zatim neprokdzaly ucinky glipizidu na zanétlivy marker CCL2. Studie
zabyvajici se gliklazidem a jeho ucinky na dysfunkci bunék hladkého svalstva in vitro
prokazala snizené hladiny exprese CCL2, coz dle autorl dokazuje, Ze by gliklazid mohl
mit pfiznivé ucéinky na snizovani dysfunkce bunék vyvolané oxidativné modifikovanym
LDL. V nasem experimentu byla exprese CCL2 snizena podobné jako u gliklazidu, coz by

mohlo vézt k podobnému ucinku (109).
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5.4 Analyza sEng

Pomoci metody ELISA jsme meéfili hladinu sEng po 24 hodinové premedikaci

glipizidem o koncentraci 100uM a 200uM (graf 7).

V tomto ¢ase a koncentraci jsme nedetekovali Zadny signifikantni vliv glipizidu na

hladinu sEng.

Graf 7: Hladiny sEng po 24 hodinach
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Graf zobrazuje hladiny sEng po 24 hodinové premedikaci glipizidem o
koncentraci 100uM a 200uM. Hladina sEng je vyjadrend v pg/ml, n=5-6, Kruskal-Wallis

test, pficemZ plati, Ze ,,ns“ p > 0,05.

Na zdkladé predchozich studii o snizenych hladinach skng, které jsou spojovany s
hyperglykémii a diabetes mellitus (25) a predchozich zjiSténi, Ze proteinova exprese
endoglinu byla snizena, jsme zkoumali také hladiny sEng. V naSich vysledcich nemél
glipizid signifikantni vliv na hladiny sEng, coZ naznacuje, Ze sniZzend proteinova exprese
endoglinu pozorovand pomoci pritokové cytometrie, je pravdépodobné zplsobend
snizenou transkripci (tomu by nasvédcoval pokles mRNA exprese transkripcnich

faktor( Sp1 a HIF-1A) a ne Stépenim na sEng.
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5.5 Adheze monocyti

Pomoci FC jsme sledovali adhezi monocytl k EC. Pracovali jsme s koncentracemi

glipizidu 100uM a 200uM po 24 hodinové premedikaci (graf 8).

V tomto ¢ase a koncentraci jsme nedetekovali Zadny signifikantni vliv glipizidu na

adhezi monocytl k EC.

Graf 8: Adheze monocytt k EC po 24 hodinach
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Graf zobrazuje miru adheze monocyti k EC po 24 hodinové premedikaci bunék
glipizidem o koncentraci 100uM a 200uM. Vysledek je vyjadreny jako pocet

adherovanych monocyti, n=5-6, Kruskal-Wallis test, pricemZ plati, Ze ,,ns“ p > 0,05.

Nékteré studie naznacuji spojitost endoglinu a transendotelové migrace leukocyt(.
RGD peptid v extracelularni doméné endoglinu se muize vazat na integriny na povrchu
leukocytd a modulovat tak adhezi monocytl na EC (40, 70, 110). Modulaci adheze
monocytl k EC glipizidem se ndm v tomto experimentu nepodafilo prokazat. MizZzeme
si to vysvétlit napfiklad nedostateCnym snizenim proteinové exprese membranového

endoglinu.
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6. ZAVER

V zavéru lze Fici, Ze glipizid ovliviiuje expresi endoglinu a souvisejicich adheznich
molekul a marker(, které jsou spojeny s endotelovou dysfunkci. Snizeni exprese
endoglinu naznacuje mozny terapeuticky potencidl glipizidu v regulaci cévnich funkci.
Aby bylo moiné plné porozumét a potvrdit vliv glipizidu na endoglin a dalsi aspekty

endotelové dysfunkce, je nezbytné provést dalsi podrobné in vitro a in vivo studie.
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