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VYBRANE MECHANIZMY V PROCESU
ATEROSKLEROZY

Antidiabetogenni a protizanétlivé uc¢inky metforminu u potkant s expresi lidského CRP

I. Markova', H. Malinska', O. Oliyarnyk', J. Trnovska', V. Skop', M. Hittl, L. Kazdova', M. Pravenec 2

'Centrum experimentdini mediciny IKEM, Praha
*Fyziologicky ustav AV CR, Praha

Uvod: Mirny chronicky zanét ma vyznamnou dlohu v patogenezi komplikaci spojenych s metabolickym syndro-
mem (MS) a diabetem 2. typu (DM2T). Metformin je nejpouzivanéjsim Iékem pro Ié¢bu DM2T, protoze efektivné
potlacuje glukoneogenezi v jatrech. Recentni nalezy naznacuji, Ze mlize pfiznivé ovlivnit i poruchy provazejici dys-
lipidemii a MS. Cilem studie bylo sledovat vliv metforminu na zanét, oxida¢ni a dikarbonylovy stres u experimental-
niho modelu pro vyzkum zanétu a MS. Metodika: Pokusy byly provedeny na unikdtnim modelu transgennich spon-
tanné hypertenznich potkanl s exprimovanym lidskym CRP (SHR-CRP). Potkani byli krmeni standardni dietou bez
nebo s metforminem (300 mg/kg/den) po dobu 4 tydnd. Vysledky: Podavani metforminu u SHR-CRP potkan( sni-
zZilo sérové koncentrace triacylglyceroll (-24 %, p < 0,05), inzulinu a reaktivnich dikarbonyld methylglyoxalu (-18 %,
p < 0,05) a 3-deoxyglukozonu (-25 %, p < 0,05). Metformin v jatrech u SHR-CRP potkan( snizil akumulaci triacylgly-
cerolud (-28 %, p < 0,05), zlepsil funkci glutathionového systému a snizil hladiny lipoperoxida¢nich produktl (kon-
jugované dieny: -20 %, p < 0,05; TBARS: -29 %, p < 0,001), v myokardu vyznamné redukoval oxida¢ni stres. Nizsi
sérové koncentrace cytokinu IL6 (-50 %, p < 0,05), TNFa a MCP1 zjisténé po podavani metforminu u SHR-CRP po-
tkanud svédcily pro protizanétlivé ucinky metforminu. Zavér: Vysledky ukazuji, Ze metformin v pfitomnosti vyso-
kych hladin CRP ma nejen protizanétlivé ucinky, ale snizuje i oxida¢ni a dikarbonylovy stres ve tkanich. Tyto ucinky
se mohou uplatnit v mechanizmu kardioprotektivnich uc¢inkd metforminu.

Podporeno MZ CR-RVO (Institut klinické a experimentdini mediciny — IKEM, IC 00023001) a grantem P305/13-04420S.

Vliv rizikovych faktori kardiovaskularnich onemocnéni na fenotyp makrofagu v lidské
tukové tkani

|. Krdlova Lesna’, S. Cejkovéﬂ, A. Kralova', J. Fronék?, F. Thieme?, L. Janousek?, A. Sekerkova?, R. Poledne’
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Uvod: Ackoliv jsou bézné makrofagy déleny na proinflama¢ni M1 a antiinflamaéni M2, definice téchto subpopu-
laci vychazi zejména z in vitro studii. Metoda pratokové cytometrie umoziuje detekci vice bunécnych znak, a tim
zpresnéni definice makrofagd izolovanych z tukové tkané (ATM) zdravych jedincll. Metoda: Vzorky tukové tkané
byly ziskany pfi explantaci ledviny 52 zivych darcl ledvin per operacné. Fenotyp makrofagu byl analyzovan pru-
tokovou cytometrii na zakladé exprese CD14, CD16, CD36 a CD163. Proporce M1 fenotypu ATM (CD14 + 16 + 36"<")
a M2 fenotypu ATM (CD14 + 16 — 163+) byly korelovany s rizikovymi faktory aterosklerdzy. Vysledky: Vyrazné vyssi
pocet celkovych makrofagl i podil M1 makrofagl v subkutanni tukové tkani je u jedinc s BMI > 30 a je prova-
zen zrcadlovym snizenim M2 makrofagd u téchto jedinct. Nardst hladiny non-HDL-cholesterolu je spojen s ob-
dobnymi zménami ve visceralni tukové tkani, vliv véku na proinflamacni zmény v této tkani byl pozorovan pouze
u Zen. Zavér: Proinflamacni ATM a jejich propojeni s kardiovaskularnimi rizikovymi faktory prokazuje pfimé vyznam
tukové tkané pro patogenezi kardiovaskularniho onemocnéni. Specifické intercelularni prostiedi v této tkani indu-
kuje vznik specifického proinflamac¢niho fenotypu makrofagu, tzv. metabolicky aktivovanych makrofagu.

Podporeno projektem (MZCR) rozvoje vyzkumné organizace 00023001(IKEM — Instituciondini podpora).
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Proinflamacni stav visceralni tkané muize vysvétlit pleiotropni vliv statind

R. Poledne’, I. Kralova Lesna', M. Petras?, J. Fronék?, A. Kralova', F. Thieme?, S. Cejkové‘, J. Pitha’

"Laboratof provyzkum aterosklerdzy, Centrum experimentdini mediciny IKEM, Praha
?Klinika transplantacni chirurgie, Transplantcentrum IKEM Praha
2. LF UK, Praha

V nedévné dobé jsme dokumentovali velmi tzkou korelaci koncentraci non-HDL-cholesterolu k proporci proin-
flamacnich M1 makrofagt v lidské tukové tkani. V této studii jsme k analyzovanym 47 Zivym darctm ledvin pridali
skupinu 23 pacientl s angiograficky prokdzanou ateroskler6zou. Metody: visceralni tkan pacient( byla ziskana pe-
rioperativné v pribéhu rekonstrukce periferniho recisté. Stroma vaskularni frakce byla separovana a podil proinfla-
macnich M1 (CD14+, CD16%, CD36***) makrofagu byl stanoven pritokovou cytometrii. Antropometrickd, laboratorni
a klinickd data byla hodnocena Bayesovskou analyzou. Vysledky: Podobnd korelace koncentrace non-HDL-cho-
lesterolu k podilu M1-makrofagll ve skupiné Zivych darcl byla prokazana rovnéz u skupiny pacientl (p < 0,005).
Bayesovska analyza rizik kardiovaskuldrniho onemocnéni (pohlavi, vék, BMI, pfitomnost aterosklerotickych zmén,
hypercholesterolemie) prokazala zvyseny podil M1-makrofagl ve visceralni tukové tkani vsech jedincl s hyper-
cholesterolemii. Na druhou stranu byl signifikantné nizsi podil téchto makrofagt zjistén u jedinct 1é¢enych statiny.
Zavér: Hypolipemicky vliv statinové terapie na proinflamacni stav tukové tkané mize vysvétlit dlouhodobé pred-
pokladany pleotropni vliv statin(.

Podporeno projektem (MZ CR) rozvoje vyzkumné organizace 00023001 (IKEM) — instituciondini podpora.

Soluble endoglin participate on the development of endothelial dysfunction: or not?
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A soluble form of tissue endoglin (sEng) circulating in plasma has been proposed to be at least partially responsible
for the induction of endothelial dysfunction, however in blood vessels not related to atherosclerosis. We provided
couple of experiments in order to reveal whether high levels of soluble endoglin might upregulate endothelial
dysfunction markers and induce endothelial dysfunction both in vitro and in vivo. Transgenic mice overexpressing
human sEng (high Sol-Eng*) and their and age-matched transgenic littermates that do not develop high levels of
human séng (low Sol-Eng*) were fed high fat diet for 3 months and HUVEC and HEK were exposed to recombinant
human endoglin at concentration 40-500 ng/mL at different times (16-48 hours). High soluble endoglin levels and
the presence of mild hypercholesterolemia resulted in induction of inflammation in aorta of high Sol-Eng* mice. On
the contrary, functional properties of aorta were not altered. Soluble endoglin treatment in endothelial cells re-
sulted in upregulation of NFKB and IL6 expression but in increased expression of cell adhesion molecules. In conclu-
sion, current results show that high levels of soluble endoglin induce signs of inflammation in vascular endothelium
both in vivo and in vitro. On the other hand, not all typical markers of endothelial dysfunction in endothelial cells
or functional properties in aorta were changed in the presence of high levels of soluble endoglin. In other words,
more studies are necessary to answer the question whether soluble endoglin can induce endothelial dysfunction
and promote atherogenesis.

Grants: This work was supported by grants from Czech Science foundation GACR number 15-24015S. The study was sup-
ported by grant from The Grant Agency of Charles University in Prague number 1284214/C and grant SVV/2014/260064.
Transgenic mice were kindly provided by prof. Lopez-Novoa from University of Salamanca in Spain and Dr. Bernabeu
from CSIC Madrid.
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Sledovani dynamiky zmén obsahu tuku v jatrech po pokusné zatézi
J. Kovér, T. Blahova, K. Zemankov4, M. Drobny, P. §edivy, X. Deligianni, M. Dezortova, M. Hajek
Praha

Uvod: Nealkoholicka jaterni steatéza postihuje vyznamnou ¢&ast populace vyspélych zemi. Prakticky nic neni
znamo o tom, jak se obsah tuku v jatrech mGze ménit v prdbéhu dne. Metodika: U 6 zdravych muzl byla prove-
dena 3 vysetieni trvajici asi 8 hodin. Pfi jednom vysetteni dobrovolnici obdrzeli pokusnou snidani (150 g tuku) a ab-
solvovali 3 vySetfeni obsahu tuku v jatrech pomoci MR-zobrazovani pred a 3 a 6 hodin po konzumaci snidané (A).
V prabéhu druhého vysetieni obdrzeli navic 3 x 50 g glukézy v 2hodinovych intervalech (B) a v priibéhu tietiho vy-
setfenilacnili (C). Odbéry krve pro stanoveni TG, NEMK, glukézy a inzulinu byly provadény v definovanych ¢asovych
intervalech v pribéhu experimentu. Vysledky: Po podani 150 g tuku v pokusné snidani (A) vzrostl obsah tuku v ja-
trechz3,1£0,7 % na 3,4+ 0,6 %, po 3 hodindch (p < 0,05) a dale se neménila. Srovnatelné vysledky byly ziskany,
pokud dobrovolnici cely den la¢nili (C). V pokusu ve kterém bylo podani 150 g tuku spojeno s podanim glukézy (B)
se obsah tuku v jatrech neménil. V prabéhu vysetieni A C stoupala koncentrace NEMK v plazmé, zatimco v prdbéhu
vysetfeni B se neménila. Zavér: Tyto pfedbézné vysledky jsou v souladu s pfedstavou, ze NEMK jsou vyznamnym
zdrojem pro syntézu TG v jatrech.

Podporeno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. ¢. 16-28427A. Veskerd prdva podle predpisti na
ochranu dusevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.

Uloha visfatinu v patogenezi metabolického syndromu a rakoviny - vliv jeho sekrece
a intracelularni lokalizace

V. Skop'?, P. Svoboda', E. Kfizova', S. Vorackova', J. Zidkova', Z. Knejzlik’
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Uvod: Visfatin je protein s mnoha biologickymi funkcemi, pGsobi jako enzym pfi syntéze NAD, ale také jako adipo-
kin a cytokin s vlivem na metabolizmus lipid(i a sacharid(i a zanétlivé procesy. Jeho role jako secernovaného fak-
toru je vsak znacné kontroverzni, protoze prozatim neni znam receptor na cilovych bunkéch ani zpusob sekrece.
Pro pochopeni mechanizmu jeho plsobeni a sekrece je dllezité znat detailni informace o jeho intracelularni lo-
kalizaci a transportu. Metodika: Studovali jsme lokalizaci visfatinu znaceného zelenym fluorescen¢nim proteinem
in vitro (u bunék 3T3-L1 a HepG2) v priibéhu bunécného cyklu a za specifickych stresovych podminek. Vysledky:
Visfatin se u zadné se studovanych bunécnych linii nenachazel v sekre¢nich vaccich, ani nebyl asociovan s cyto-
plazmatickou membréanou. U délicich se bunék 3T3-L1-preadipocytt a HepG2-hepatocyt( visfatin ménil svoji loka-
lizaci v pribéhu bunécného cyklu z cytozolické (po rozdéleni bunék) na prevazné jadernou (pfed mitdzou). Inhibice
bunéc¢ného cyklu v riznych fazich se vzdy projevila zvysenou akumulaci visfatinu v jadre. Stejné tak genotoxicky
a oxidacni stres zvysil akumulaci visfatinu v jadre. V molekule visfatinu jsme identifikovali jaderny lokaliza¢ni signal
a ukazali jsme, Ze mutace v tomto signalu vyrazné zpomali rdst nadorovych HepG2-bunék. Zavér: Visfatin pravdé-
podobné neni aktivné secernovan 3T3-L1-adipocyty ani HepG2-hepatocyty. Jaderna lokalizace visfatinu souvisi
s potfebou NAD pro jaderné procesy, nezbytné pro déleni buriky. Inhibice jeho jaderného importu by tak mohla
byt novym nastrojem v 1é¢bé rakoviny.

Podporeno MZ CR-RVO (,IKEM, IC 00023001).



