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ANOTACE

Plicni hypertenze je zadvazné kardiovaskularni onemocnéni, zvysujici mortalitu pacienti. Plicni
hypertenze mutize byt spojovana mimo jiné i s aktivitou galektinu-3. Galektin-3 je schopen
podporovat proliferaci hladkych svalovych bunék medialni vrstvy cévni stény a tim zvySovat

odpor cév viici proudici krvi.

Plicni hypertenze mize byt vyvolana vystavenim organismu hypoxii, a proto byl zkouman
rozdil mezi buiitkami izolovanymi z plicnich arterii potkanti vystavenych hypoxickym nebo
normoxickym podminkdm. Byla charakterizovana adheze a riist normoxické primokultury a
zjisSténa Cistota normoxickych a hypoxickych primokultur. Déle byly porovnany normoxické a
hypoxické primokultury v zavislosti na expresi typickych hladkosvalovych markert, galektinu-
3 a kolagenu 1. Zarovenl byla také porovnéna exprese téchto markert v plicni arterii, pravé
srdecni komote a plicich potkant vystavenych hypoxii nebo normoxii. Galektin-3 piispivé ke
tvorb¢ plicni hypertenze, a proto byla rovnéz testovana cytotoxicita inhibitorii galektinu-3 v

normoxickych i1 hypoxickych primokulturach.

KLICOVA SLOVA

Plicni hypertenze, fibroza, hypoxie, galektin-3, inhibitory galektinu-3



TITLE

In vitro and in vivo rat model of pulmonary hypertension for testing new drugs targeting
galectin-3

ANNOTATION

Pulmonary hypertension is a serious cardiovascular disease, increasing patient mortality.
Pulmonary hypertension can be associated, among other things, with galectin-3 activity.
Galectin-3 is able to support the proliferation of smooth muscle cells of the medial layer of the
vascular wall and thus increase the resistance of the vessels to the flowing blood.

Pulmonary hypertension can be induced by exposing the organism to hypoxia, so the difference
between cells isolated from pulmonary arteries of rats exposed to hypoxic or normoxic
conditions was investigated. Adhesion and growth of normoxic primocultures were
characterized and the purity of normoxic and hypoxic primocultures was determined.
Furthermore, normoxic and hypoxic primocultures were compared with respect to the
expression of typical smooth muscle markers, galectin-3 and collagen I. At the same time, the
expression of these markers in the pulmonary artery, right ventricle and lungs of rats exposed
to hypoxia or normoxia was also compared. Galectin-3 contributes to the formation of
pulmonary hypertension, and therefore the cytotoxicity of galectin-3 inhibitors was also tested

in normoxic and hypoxic primary cultures.

KEYWORDS

pulmonary hypertension, fibrosis, hypoxia, galectin-3, inhibitors of galectin-3
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AV Akademie véd

Bcl-2 Rodina proteinti zapojujicich se do apoptdzy. Nazev odvozen od B-cell
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UvVoD

Plicni hypertenze je zavazné nevylécCitelné onemocnéni, které zna¢né zvySuje morbiditu a
mortalitu pacientil. Je charakterizovana tlakem v plicni arterii vy$§im nez 25 mm Hg. Dle WHO
je délena do 5 skupin podle pficiny vzniku. Nejcastéji plicni hypertenze vznika levostrannym
srdecnim selhanim, ale mtize vznikat i bez zjevnych pfiCin. Pii plicni hypertenzi dochazi
k ztlusténi vSech vrstev cévni stény a tim vznika vétsi odpor pro proudici krev. Kvuli tomu
dochazi ke ztlusténi i pravé srdeni komory a nasledné i k srde¢nimu selhani. Existuje mnoho
1ékt, které pomahaji zpomalovat progresi onemocnéni a ulevovat od symptomu, ale

v nékterych ptipadech je jedinou moZznosti transplantace srdce a plic.

Galektin-3 se zapojuje do mnoha dé&ji, od bunééné signalizace, Gcasti pii zanétlivé reakci, po
proliferaci buné€k a regulaci buné¢né smrti. Jeho vlastnosti jsou dany lokalizaci v buiice nebo
Vv extracelularnim prostoru. V mnoha studiich je poukdzano na roli galektinu-3 pti vzniku plicni
hypertenze. Galektin-3 indukuje proliferaci hladkych svalovych bunék a podili se také na
fibrozach. Farmakologické inhibice galektinu-3 se tedy jevi jako novy perspektivni zptisob

1é¢by plicni hypertenze.
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1 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem teoretické ¢asti prace bude vypracovat literarni reSersi zaméefenou na téma:

1. plicni hypertenze — charakterizace onemocnéni, moznosti 1€cby. Popis procest
odehravajicich se v tkani plicnich tepen pii plicni hypertenzi na molekularni a bunécné
urovni.

2. galektinu-3 — vlastnosti proteinu, uloha ve fibrézach a kardiovaskularnich
onemocnénich se zaméfenim na plicni hypertenzi. Popis znamych inhibitora
galektinu-3.

Cilem experimentalni ¢asti prace bude charakterizovat model plicni hypertenze u potkand in
Vvivo z hlediska exprese vybranych markert v tkanich. Z potkani budou izolovany primokultury
z plicni tepny a pravé srde¢ni komory. U primokultur bude stanovena jejich schopnost
proliferace, a také exprese vybranych genti na irovni mRNA a proteinu. Primokultury a potkani

budou rovnéz vyuziti pro testovani u¢inku inhibitorti galektinu-3.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Plicni hypertenze

Plicni hypertenze je zplsobend zvySenym krevnim tlakem v tepniach vedoucich do plic.
Dochézi k vyvoji zvySeného mnozstvi hladkych svali v stén€ cévy. Za normalnich podminek
je tlak krve na této strané srdce a v téchto tepnach nizsi nez tlak systolicky nebo diastolicky
v srdci, protoZe krev nemusi cestovat na velkou vzdalenost. Pokud je tlak v plicnici pfili§ vyssi,
nez je normalni hodnota, tepny Vv plicich se mohou zazit, krev neproudi tak, jak ma a coz

zpusobuje nizsi hladiny kysliku v krvi (Obrazek 1) [1].

Plicni hypertenze

Zuzena tepna Zvétseni pravé komory

Obriazek 1: Zobrazeni plic srdce a tepen vedoucich z pravé komory. Je zde oznaceno zvétSeni pravé komory
srde¢ni a porovnani normalni a z(zené plicni tepny. Zuzeni plicnich tepen vede ke $patnému proudéni krve, a to
zpusobuje malé okysligeni krve [1].
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Plicni hypertenze se mize rozvinout V kazdém veku, jeji vyskyt se ovsem vékem zvySuje. Plicni

hypertenze je ¢astéjsi u zen, nehispanskych ¢ernochii a u osob starsich 75 let [1].

2.1.1 Charakterizace onemocnéni

Plicni hypertenze je zplsobena zvySenym krevnim tlakem v plicnici a plicnich arteriich a
zpusobuje jejich zbytnéni. Pfi¢ina vzniku plicni hypertenze je vétSinou kardiovaskuldrni
onemocnéni (jako napiiklad Levostranné srde¢ni selhani), ovS§em muze vzniknou i hypoxii
organismu, kdy dochazi k vasokonstrikci a je zvyseny tlak na cévni epitel. Dochazi
Kk hypertrofii hladkych svalti cév a fibroblastt srdce. Zbytnélé cévy plicnice pasobi odpor pro
pravou komoru srdecni a tim dochazi i k jejimu zbytnéni. Ve zbytnélych cévach mohou vznikat

tromby a zpusobit plicni embolii (obrazek 2) [2].

Definici plicni hypertenze je tlak v plicnici > 25 mm Hg za klidu méfenym pfi katetrizaci, kdy
horni hladina klidového stiedniho tlaku v plicnici je 20 mm Hg. Pacienti s hodnotami mezi 21-
24 mm Hg by méli byt peclivé sledovani. I mensi zvySeni tlaku mize mit prognosticky vyznam

u pacientli s onemocnénim plicni tkané [3; 4].

zevni vrstva cévy L zbytnéni svalstva
(adventicie) /) zbytnéni svalstva : zaZeni cévy
svalova vrstva cévy / \ i
. (media) _ pocinajici : krevni sraZenina
vnitini povrch cévy zuzZovani cevy \
(intima) > . ¥ e
/ l postizeni

LT

Obrazek 2: A — zdrava tepna S normalnim pritokem krve; B — zbytnéla tepna, dochézi k jejimu zuzovani, zvyseni
tlaku v plicnich cévach a sniZzovani pritoku krve; C — vice zbytnéla tepna, vyssi tlak zpusobuje dal$i zbytnéni
svalstva, v téchto mistech mohou vznikat krevni srazeniny [2].

2.1.2 Pri¢iny vzniku
Ptic¢inou plicni hypertenze mohou byt nékteré¢ typy vrozenych srdec¢nich chorob, onemocnéni
pojivové tkané, onemocnéni korondrni tkdn€, onemocnéni jater (cirh6za), krevni sraZeniny

v plicich a chronickd onemocnéni plic jako napiiklad emfyzém. DileZitou roli zde hraje i
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genetika. Plicni hypertenze se miize vyskytnout ve spojeni s mnoha dal§imi onemocnénimi.
Srde¢ni selhani je u plicni hypertenze bézné [1].

8 1

1. Plicni arteridlni hypertenze
a. Idiopaticka plicni arterialni hypertenze — vznik z nezname pficiny
b. Deédi¢na plicni arterialni hypertenze — pfi¢inou je zména genu
C. Z pficiny uzivany nelegalnich latek a urcitych drog
d. Vrozena srde¢ni vada
e. Jiné stavy (napt.: HIV, cirh6za, sklerodermie, lupus, aj.)

2. Plicni hypertenze zplisobena levostrannym srde¢nim selhanim
a. Levostranné srde¢ni onemocnéni (onemocnéni mitralni nebo aortalni chlopné)
b. Selhani levé srde¢ni komory

3. Plicni hypertenze zptisobena onemocnénim plic
a. Chronické obstrukéni plicni onemocnéni
b. Plicni fibroza
C. Obstrukéni spankova apnoe
d. Dlouhodobé vystaveni vysokym nadmoiskym vyskam u lidi s predispozici pro plicni

hypertenzi

4. Plicni hypertenze zptisobend chronickymi krevnimi srazeninami
a. Chronicka tromboembolicka plicni hypertenze (CTEPH)
b. Jiné poruchy srazlivosti

5. Plicni hypertenze vyvolana jinymi zdravotnimi stavy
a. Poruchy krve (napf.: prava polycytémie, esencialni trombocytemie)
b. Zanétlivé poruchy (napf.: sarkoidéza, vaskulitida)
c. Nemoci ledvin
d. Nadory

[5; 2; 6]
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| PAH (WHO skupinal)

B PH zplsobena levostrannym
selhanim (WHO skupina 2)

PH zplsobené onemocné&nim
plic (WHO skupina 3)

B CTEPH (WHO skupina4)

PH vyvolana jinymi zdravotnimi
stavy (WHO skupina5)

B ROzné

Obriazek 3: Kolacovy graf procent pacientt s plicni hypertenzi (PH), zatazenych do skupin podle WHO. PAH —
plicni arterialni hypertenze, CTEPH — chronicka tromboembolicka plicni hypertenze [6; 7].

2.1.2.1 Eisenmengeruv syndrom

Jedna se o typ srde¢ni vady zpusobujici plicni hypertenzi. Nejcastéji je zpisobena defektem
komorového septa, kdy dochdzi k nespravnému proudéni krve v srdci. OkysliCend a
neokysli¢ena krev se zde misi. Krev se pak vraci do plic, misto aby byla rozvadéna po téle, a

tim zvySuje tlak v plicnich arteriich [5].

2.1.3 Priznaky

V pocate¢ni fazi jsou pfiznaky spole¢né mnoha dal§im zdravotnim staviim — napf. dychaci
potize, tnava. Z toho divodu dochézi ¢asto k pozdni diagnostice, dokud se neobjevi zdvazné
ptiznaky jako zavrat, bolest na hrudi, otok kotnik nebo pocit zrychleného srdecniho rytmu
nebo buSeni (palpitace) [1; 5]. Vzacné mize plicni hypertenzi charakterizovat hemoptyza,
arytmie a Ortnertiv syndrom — chrapot (paréza levé hlasivky v disledku zvétseni levé sin€ nebo
plicnich arterii [8]) [9]. Dusnost pii namaze se objevuje v rannych stadiich, v pozdéjsich
stadiich pak nakonec dusnost v klidu, $patné okysli¢eni, izkost a mdloby a muze progredovat

Kk pravostrannému srde¢nimu selhani [2; 5; 9].

2.1.4 Zmény pri plicni hypertenzi

2.14.1 Morfologické zmény — na urovni bunék

Vsechny tepny v téle se skladaji ze tfi vrstev. Vnitini vrstva tunica intima je tvofena vrstvou
hladkého svalstva, kterd obsahuje jednu vrstvu endotelidlnich bunck, zbytek tvoii hladky sval

a elastin. Dalsi vrstvou je tunica media. Tato vrstva je tvofena velkou vrstvou hladkého
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svalstva, aby se mohla céva dilatovat a zuzovat. Posledni vrstva je tunica adventitia. Spojuje
tepny s ostatnimi tkanémi V téle, aby se nepohybovaly volné po téle. Tepny musi odolat
velkému tlaku Krve, kterou dostavaji z levé srde¢ni komory. Plicni tepny jsou odlisné, protoze
dostavaji krev z pravé srde¢ni komory, tedy krev nema tak velky tlak a vedou neokysli¢enou
krev [10]. Plicni tepna méfi pfiblizné 5 centimetri na délku a 2-3 centimetry v praméru.
V trovni obratle T4 se rozdvojuje na pravou a levou plicni tepnu a dale se déli na lobarni,

segmentalni a subsegmentalni arterie plic, a nakonec na kapilary, které obklopuji bronchy plic
[11].

Plicni hypertenze je charakterizovana plicni vaskularni rezistenci a tlakovym pfetizenim pravé
strany srdce vedouci k smrti. Vaskulopatie je u ni identifikovana ve vSech arteriich plicniho
obéhu a také ruzné léze podilejici se na zvysené plicni vaskularni rezistenci mohou ovlivnit
rizné vrstvy cévni stény. Cévni remodelace muze nastat i v téch nejmensich kapilarach.
Hypertrofii a hyperplazii tunica media lze nalézt v distalnich tepnach spolu s fibrézou tunica
intima a tunica adventitia. Casty je také vyvoj plexiformnich 1ézi, které pfispivaji k zhorseni
plicniho a bronchialniho ob&hu. V mensich cévach je bézné pozorovana muskularizace, ucpani

A4

cév a perivaskularni zanét (u tézsich ptipadi plicni hypertennze) [12; 13].

2.1.41.1 Remodelace tunica intima a plexiformni léze

Léze v endotelidlni vrstvé tunica intima vyznamné pfispivaji k zvySeni plicni vaskularni
rezistence. Charakteristickou zménou v tunica intima je jeji ztlusténi v disledku kumulace
kolagenu, matrice bohaté na mucin, fibroblasti, endotelilalnich bunék a bunék hladkého
svalstva (HSB) [12].

Plexiformni 1éze jsou dlouhodobym histologickym znakem plicni arteridlni hypertenze a maji
funkéni roli pfi vaskuldarni remodelaci jako anastomotické struktury mezi plicnim a
bronchidlnim ob&hem. Pfipominaji struktury podobné glomerulim a obvykle se nachazeji
vV mistech vaskularniho vétveni. V téchto strukturach se obvykle nachazi T-lymfocyty,
monocyty, makrofdgy a zirné bunky. Plexiformni 1éze jsou obvykle pozorovany
v pokrocilejsSich stadiich onemocnéni. Koncentrické 1éze maji také vliv na plicni vaskularni
rezistenci. Tento typ 1ézi pochazi zejména z remodelovanych plexiformnich 1ézi, ale byly
identifikovany také 1éze obsahujici HSB [12; 13; 14].

2.1.4.1.2 Remodelace tunica media
Tunica media se sklada hlavné z HSB. Jeji tloustka se mize zvétsit az o 20 % (Obrazek 4), coz

zvySuje plicni vaskularni rezistenci. Ve vaskularni remodelaci hraje klicovou roli praveé
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proliferace HSB, ktera je znamkou ¢asného onemocnéni. Nejvice postizené jsou svalnaté tepny

a prekapilarni arterioly [12; 13; 14].

Obrazek 4: A — zdrava normalni plicni tepna, B — tepna postiZzena plicni hypertenzi S masivnim ztlu§ténim tunica
media [12].

2.1.4.1.3 Remodelace tunica adventitia

Tunica adventitia je tvofena hlavné fibroblasty véetné imunomodula¢nich bunék, rezidentnich
progenitorovych bunék, endotelovych bunék vasa vasorum a adrenergnich nervi. Ke ztlusténi
této vrstvy nedochazi tak Casto. U idiopatické plicni arteridlni hypertenze se mize zvétsit az o
28 % pruméru tepny. Ktomu dochdzi z dGvodu ukladani kolagenu. Role této vrstvy
v remodelaci cév neni jasnd, zmény v této vrstvé jsou ukazatelem zanétu, ktery podporuje
interakci fibroblasti a makrofagti. Tedy nejenom ztlusténi cévni stény hraje roli v rozvoji plicni

hypertenze [12; 13; 14].

2.1.4.2 Molekulirni zmény

Plicni arterie jsou velmi poddajné a maji nizky odpor a dokazou zapojit i normaln¢ neprokrvené
cévy. UdrZovani nizké plicni vaskularni rezistence je hlavni ulohou plicniho endotelu, ktery
moduluje rezistenci prostiednictvim komplexni rovnovahy mezi vazodilatatory (prostacykliny
a oxid dusnaty) a vazokonstriktory (endotelin-1, tromboxan A2, serotonin), inhibitory ristu a
mitogeny a antitrombotickymi mediatory a protrombotickymi determinanty. Poskozeni nebo

dysfunkce endotelidlnich bunék je znamy inicia¢ni proces pii vzniku plicni hypertenze, proto
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je u plicni hypertenze snizena syntéza prostacyklinu a oxidu dusnatého (NO) a naopak zvysené
hladiny tromboxanu A2 a endotelinu-1. Dalsimi slozkami podnécujicimi patologické
mechanismy plicniho vaskularniho onemocnéni jsou aktivace adventicialnich fibroblastii nebo
zména slozek extracelularni matrix. Tyto procesy vedou k variabilni vazokonstrikci, proliferaci
HSB a endotelialnich bunék, remodelaci a trombodze in situ. To mize predstavovat zakladni
mechanismy vedouci k zuzovani cév, progresivnimu zvyseni plicni vaskularni rezistence a

patofyziologickym projeviim plicni hypertenze [15].

2.1.4.2.1 Endotelialni dysfunkce
Endotelialni dysfunkce je zndmkou mnohostranné nerovnovahy v endotelialni produkci

vazokonstriktori a vazodilatatorti, aktivatori a inhibitori rGstu a migrace HSB,

[16].

Mezi vazodilatatory patii naptiklad NO. Jeho sniZend dostupnost mtize byt zptisobena snizenou
expresi endotelidlni NOsyntazy, inhibici jeji enzymatické aktivity nebo inaktivaci NO
superoxidovym aniontem [16]. SniZeni dostupnosti NO muze také souviset s vysokou hladinou

arginazy II, ktera vyvazuje L-arginin, ktery je substratem endotelialni NOsyntazy [16; 17]

Prostacyklin patii také mezi vazodilatatory. Stimuluje tvorbu cyklického adenosinmonofosfatu,
ktery inhibuje proliferaci HSB a snizuje agregaci trombocytl. U plicni hypertenze je nedostatek

prostacyklinu a jeho syntdzy a naopak nadbytek tromboxanu (vasokonstriktor). Se snizenim

vewr

2.1.4.2.2 Hladké svalové buiky
Pro hladké svalové buiiky plicnich arterii je typicka exprese transportéru serotoninu. Jeho
zvySena exprese je Spojena se zavaznosti plicni hypertenze. Pacienti s idiopatickou PAH maji

v ob¢hu zvysené hladiny serotoninu, a to i po transplantaci srdce a plic [16].

U HSB plicni arterie je pro kontrakci, migraci a proliferaci uréujici koncentrace volného Ca?*
v cytosolu. Abnormality v Ca?* a K* kandlech jsou spojené s patologickym plicnim
vaskularnim tonusem, dysregulaci bunécné hemostazy a indukci fibroproliferace. U pacientt
s idiopatickou PAH byla pozorovana downregulace napétové fizenych K* kanalt s naslednou
depolarizaci membrany, coz vedlo k otevieni nap&tové fizenych Ca?* kanalfi a indukci svalové
kontrakce. Ca®* signalizace prostfednictvim iontovych kanalG s prechodnym receptorovym
potencialem hraje dulezitou roli u plicni hypertenze, jejich upregulace se vyskytovala u

pacientd s idiopatickou PAH a jejich inhibice vyrazn¢ snizila proliferaci HSB [16; 18].
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Proliferace HSB je zavisla na faktorech sekretovanych endotelialnimi buiikami. Tato sekrece
je zesilena stimulaci rodinou proteint transformujici rastovy faktor p (TGF-), jejichz exprese
je vyrazné€ zvySena V plicni tkani a plazmé pacienti s idiopatickou PAH. Pozorovana je také

zvySena koncentrace TGF-p mRNA v HSB plicnich cév [19].

2.1.4.2.3 Mutace BMPR2

Kostni morfogenetické proteiny (BMP) jsou nejvétsi skupinou rodiny proteint TGF-f [20].
BMP reguluji rust, diferenciaci a apoptdézu. Receptor kosterniho morfogenetického proteinu
typu 2 (BMPR2) iniciuje intracelularni signalizaci jako odpovéd na specifické ligandy.
Ligandova specifita mize mit funkéni vyznam pro tkanové specifickou povahu BMP
signalizace [16]. Mutace BMPR2 byly identifikovany u 23 % pacientu s plicni arterialni
hypertenzi. Exprese BMPR2 byla sniZzena u pacientd s plicni arterialni hypertenzi bez
pritomnosti jeho mutace. Mutace BMPR2 produkuji zkraceny protein, coz vede k snizené

regulaci BMP a zvysené proliferaci HSB [21; 18].

2.1.4.2.4 Extracelularni matrix

Extracelularni matrix predstavuje substrat pro tkanovou morfogenezi a také instruuje téméet
vSechny formy chovani bun¢k na biofyzikédlni a biochemické urovni. Hlavni kvalitativni a
kvantitativni zmény v extracelularnim matrix podtrhuji fadu patologii vcetné rakoviny a plicni
hypertenze. Vzajemné vztahy mezi extracelularni matrix a signalnimi drahami jsou velmi
vyznamné. Spojeni mezi integriny, ligandy extracelularni matrix a mikrofilamenty na bazi
aktinu uvniti bunky jsou nepfimé a jsou spojeny na bazi skafoldnich proteind jako je talin nebo
a-aktin. Tyto skelety aktivuji a zapojuji ¢etné signalni molekuly véetné ¢lent rodiny fokalnich

adheznich kinaz a Src kinaz, které pak fosforyluji své substraty [16].

Plicni hypertenze je charakterizovana bunéénymi zménami ve sténach plicnich arterii. Je zde
pfitomny zvySeny pocet bunck exprimujicich a-hladkosvalovy aktin. Buiiky exprimujici a-
hladkosvalovy aktin, které¢ se akumuluji ve vaskularnich 1ézi, jsou odvozeny od vaskularnich
HSB, adventicialnach fibroblasti nebo bunék s moznosti piechodu do mezenchymalniho
fenotypu nebo fenotypu podobného HSB. Buiiky ptechazejici do mezenchymalniho fenotypu
zaCnou exprimovat mezenchymalni antigeny vcetné a-hladkosvalového aktinu, fibronektinu a
kolagenu I a Ill a vykazuji proliferativni a migra¢ni fenotyp. Endotelidlné-mezenchymovy
ptechod je typicky vembriogenezi, ale v dospélosti k nému muze dochazet v reakci na

chronické zanétlivé podméty jako je dlouhodobé vystaveni zanétlivym cytokinim [16].

23



Cirkulujici mezenchymalni buiky, jako jsou fibrocyty, mohou byt zdrojem akumulace
myofibroblasti béhem reparaénich procesi plic. Fibrocyty exprimuji antigeny
hematopoetickych kmenovych bunék, markery monocytarni linie a produkty fibroblasti,
produkuji slozky extracelularni matrix a také enzymy, které ji modifikuji. Mohou se
diferencovat na myofibroblasty. K diferenciaci na myofibroblasty dochazi tam, kde je zvySena
produkce TGF-B1 nebo endotelinu. S akumulaci fibrocyti dochazi k fibrogenezi tkané nebo
vaskularni remodelaci, coz vede k neschopnosti dilatace cévni stény v reakci na bézné

vazodilata¢ni stimuly [16].

2.1.5 Diagnostika

Diagnostika je zavisla na nemocném, kdy navstivi svého 1ékate s obtizemi. Lékat postupuje dle
vySetfovaciho programu, kdy podrobné provede fyzikalni vysetfeni, udéla rozbor krve, EKG,
rentgenové vySetfeni srdce a plic, vySetieni funkéni zdatnosti plic (spirometrie) az po
echokardiografické vySetteni (ultrazvuk srdce). Ultrazvukem srdce Iékat miize poprvé pojmout
podezieni na plicni hypertenzi, 1ze zde popsat anatomické rozméry oddila srdce (Obrazek 5).
Jinak se vyuzivaji zobrazovaci metody jako magnetickd rezonance, spirometrie, 3D

zobrazovaci metody — zkouma se tloust’ka svalstva cév a srdce [2; 22].
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Anamnéza, symptomy, pfiznaky a/nebo
laboratorni testy urcujici PH

Posouzeni pravdépodobnosti PH Echokardiograficka pravdépodobnost || Nizka

PH
Identifikace vysoce Rychlé doporuéeni |, Vysoka nebo stiedni zvazeni dalsich
rizikovych pacientd vybranych pacientu pficin a/nebo
¢ nasledné opatreni

zvazit V/Q sken pro
zobrazeni CTEPH

v

Zvazit pravdépodobnost
onemocnéni levé strany
srdce (pred testem) a

_Qn.ama.in.ém_n.lu

Zadné klinicky vyznamné
onemocnéni levé strany
srdce a plic

Diagnostika béiné

priciny PH Abnormalni V/Q sken

; ; PR — Kontaktovat odborné
Diagnostika vzacné priciny PH

centrum pro PH

Obrazek 5: Algoritmus diagnostiky plicni hypertenze (PH) a jejich pficin: t¥idéni urgentnich stavi a diagnostika
béznych stavi. V/Q — ventilace/perfuze, CTEPH — chronicka tromboembolicka PH [9].

2.1.6 Lécba

Plicni hypertenzi neni mozné vylécit. Lécba je hlavné symptomaticka. Je tedy mnoho riznych
typu 1é¢by, které pomahaji pouze zmirnit piiznaky a zpomalit progresi onemocnéni. Lécba je
zavisla na typu a zavaznosti onemocnéni. Plicni hypertenze by méla byt lé¢ena rychle a
specificky. Do 1é¢by patii rehabilitace a aktivni fyzioterapie, které pomahaji zlepSovat
zatézovou kapacitu a srdecni funkce (napf.: oxygenoterapie). K 1é¢b¢é plicni hypertenze se
vétsinou vyuziva kombinace 1é¢iv. Z pocatku mohou byt pacienti 1é¢eni vysokymi titry
antagonisti vapniku, ale tato lécba lze pouzit pouze u méné nez 5 % pacienti. Nové
diagnostikovani pacienti s nizkym nebo se sttednim rizikem maji 1é¢bu zahrnujici antagonistu
endotelového receptoru (ERA) s inhibitorem fosfodiseterazy-5 (PDE-5) nebo stimulator
rozpustné guanylatcyklazy (SGCS). Pacienti s vysokym rizikem jsou 1é¢eni trojkombinaci ERA
s inhibitory PDE-5 nebo sGCS a intraven6zné podavanym analogem prostacyklinu. Pro nékteré
typy plicni hypertenze tyto 1éky nejsou vhodné a mohly by pacientovi i ublizit, a tak je
preferovanou 1écbou chirurgicky zakrok jako plicni endarterektomie (odstranéni

aterosklerotického platu), ptipadné transplantace plic [22; 23].
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2.1.7 Rizikové faktory, komplikace a prevence plicni hypertenze

2.1.7.1 Rizikové faktory

Obecn¢ zvysSuje riziko plicni hypertenze starnuti. OvSem plicni arteridlni hypertenze
z nejasnych pficin se vyskytuje Castéji u mladsich osob. Mezi dalsi faktory zvySujici riziko
plicni hypertenze patii rodinna anamnéza, nadvaha, poruchy srdzeni krve, vystaveni azbestu,
vrozena srdecni vada, pobyt delsi dobu ve vysoké nadmoiské vysce, uzivani nékterych 1ékt

nebo drog [5].

2.1.7.2 Komplikace

Mezi komplikace plicni hypertenze patii pravostranné zatizeni srdce a srde¢ni selhani, kde
dochazi k zvétSeni pravé srde¢ni komory (na zaklade vétsiho odporu plicnich arterii) aby srdce
bylo schopné pumpovat vétsi objem krve. Tyto zmény vSak zatézuji srdce, a nakonec dochazi
k jeho selhani. K dalsim komplikacim patii krevni srazeniny, arytmie, krvaceni do plic a

komplikace v te€hotenstvi, kdy dochazi k ohrozeni vyvijejiciho se ditéte [5].

2.1.7.3 Prevence
Ne vSem typum plicni hypertenze lze zabranit, ovSem miZeme ji ptedchazet pfechodem na
zdravy zivotni styl. Vhodna je také korekce vysokého krevniho tlaku, ischemické choroby

srde¢ni, chronického onemocnéni jater a onemocnéni plic, které ji mohou zpusobit [1].

2.2 Galektin-3

Galektiny spadaji do rodiny lektint, jez jsou schopné specificky vazat [-galaktosidy
prostfednictvim evoluéné konzervovanych sekvenénich elementi domény rozpoznavajici
sacharidy (CDR). Na zaklad¢ po¢tu CRD a jejich usporadani se déli do 3 skupin — prototypova
skupina, skupina tandemovych repetic a chiméricka skupina, kam jako jediny patii galektin-3.
Galektin-3 obsahuje jednu CRD a neobvykle dlouhou N-terminalni doménou bohatou na prolin
a glycin. Kazda z téchto domén ma odlisné vlastnosti. N-terminalni doména nema velkou
sacharidy vazajici aktivitu, ale je nezbytna pro jeho biologickou funkci a je zodpovédna za
tvorbu pentamerd. Dale je ji pfipisovana sekrece galektinu-3 extracelularné. To ma na svédomi
pocate¢ni 12 aminokyselinova sekvence N-terminalni domény, zvana také jako mala N-
terminalni doména (NH2). Delece prvnich 11 aminokyselin této sekvence blokuje sekreci
galektinu-3, zatim co mutace serinu ovliviiuje antiapoptotickou signalni aktivitu galektinu-3.
CRD ma ptiblizn¢ 130 aminokyselin, které tvoti globularni strukturu, a obsahuje vazebné misto
pro sacharidy. Galektin-3 ma prodlouzené vazebné misto a je tak schopen vazat i delsi

oligosacharidy jako naptiklad polylaktosaminoglykany, ale nejvice preferovanym ligandem je
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N-acetyllaktosamin. Galektin-3 je vSak schopen interagovat i s neglykosylovanymi molekulami

prostfednictvim interakce protein-protein [24; 25].

Galektin-3 je kodovan genem LGALSS3, ktery se nachazi na chromozomu 14, na lokusu q22.3.

Tento gen ma 6 exonu 0 velikosti 10-12kb a 5 intront o velikost 17 kb [24; 26].

2.2.1 Biologické funkce galektinu-3

Vlastnosti galektinu-3 se odviji od toho, zda je intracelularni ¢i extracelularni. Intracelularné se
galektin-3 nachazi u jadra nebo v cytoplasmé. Jeho lokalizace je dana riznymi faktory jako je
typ buriky, stav proliferace bunky kultivaéni podminky a neoplasticka progrese a transformace.
Jeho biologicka funkce je dana lokalizaci v bufice. Extracelularné se galektin-3 mize nachazet
na povrsich bunék, v extracelularni matrix a biologickych tekutinach. Extracelularni galektin-
3 zprostiedkovava bunéénou adhezi, aktivaci, signalizaci a je soucasti exosomut dendritickych
bunck. M4 ¢etné autokrinni a parakrinni ucinky a ptsobi jako chemoatraktant a timto zptiisobem
ovliviiuje rizné biologické procesy jako je udrzovani bunééné hemostazy, imunitni reakce,

organogenezi a angiogenezi a nadorovou invazi a metastazi [24; 27].

2.2.1.1 Cytoplasmaticky a nuklearni galektin-3

Cytoplasmaticky galektin-3 se zapojuje do riznych bunénych procest diky svym ligandim.
Utastni se regulace bunééné proliferace, diferenciace, pieZiti a smrti. Pies CRD se vaze
s molekulou Bcl-2, ktera je represorem apoptdzy, a tak se miuze podilet na antiapoptotické
aktivité. Dale se vaze s CD95 (¢len rodiny receptort smrti) nebo s proteinem nucling (regulator
bunééné smrti) pies CRD [24; 27; 28].

Pro¢ je galektin-3 lokalizovan v jadfe neni pfesné znamo, ovSem jeho exprese Kkoreluje

s bunéénou proliferaci a bylo zjisténo, ze je zaclenén do spliceosomu a usnadiiuje sestiih pre-
MRNA [24; 27; 28].

2.2.1.2 Extracelularni galektin-3

2.2.1.2.1 Adheze, aktivace, morfogeneze a chemoatrakce

Buné¢nou adhezi galektin-3 ovliviiuje pies jeho multivalentni vlastnosti a schopnost vazat
povrchové bunééné glykoproteiny a glykosylované slozky extracelularni matrix. Galektin-3 se
vaze s lamininem, fibronektinem, hensinem, elastinem, kolagenem IV a dalsimi. Galektin-3
mize bunéfnou adhezi potencovat nebo naopak inhibovat interakci bunék s proteiny
extracelularni matrix. Galektin-3 napfiklad podporuje adhezi neutrofild k laminu a
endotelialnim bunkam [24; 29; 30].
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Galektin-3 se zapojuje do aktivace bun¢k pomoci zesitovani povrchovych proteint jeho vazbou
s jejich glykanovymi ¢astmi a tim spousti signéalni transduk¢ni kaskady, které indukuji
biochemické reakce v bunikach. Nejcastéji se galektin-3 ucastni aktivace bunék ucastnicich se

imunitni reakce [24; 31].

Galektin-3 také indukuje morfogenezi a angiogenezi endotelidlnich bunék. Hybnost
endotelidlnich bunék a tvorbu mnohobunééné sité galektin-3 zprostfedkovava tvorbou
komplexu s transmembranovym chondroitin sulfatovym proteoglykanem. Rovnéz aktivuje
srdecni fibroblasty. Jeho pfitomnost mize zesitovanim prodlouzit ¢i supresorovat bunécnou

aktivitu [24; 29; 31].

Galektin-3 se mize také chovat jako chemoatraktant pro monocyty a makrofagy. Indukuje
jejich migraci. Vyssi koncentrace galektinu-3 ptsobi chemotakticky (1 pM), V nizSich
koncentracich (10-100 nM) vyvolava chemokinezi (zvySené nesmérové pohyby bunék) [24;

30].

2.2.1.2.2 Proliferace, diferenciace a apoptoza

Proliferace a diferenciace bun€k je doprovazena zvySenou ¢i sniZzenou expresi galektinu-3.
Galektin-3 stimuluje proliferaci mezenchymalnich bunék a fibroblastti a stimuluje syntézu
DNA. Muze pusobit i naopak jako negativni regulator bunécného ristu napiiklad u proliferace
kostni dfen¢. Jako modulator bunécné diferenciace se vyskytuje naptiklad u diferenciace B-

lymfocytl na plasmatické buriky [24].

Galektin-3 muze pisobit jak proapoptoticky, tak i antiapoptoticky. Obecné plati, ze
intracelularni galektin-3 se spiSe chova antiapoptoticky a bunky chrani pied apoptézou. Pro
antiapoptoticky tc¢inek galektinu-3 je nezbytna jeho sekvence aminokyselin NWGR v CRD,
které se také vyskytuji vdoméné BHI rodiny Bcl-2. Extracelularni Galektin-3 se chova
proapoptoticky. Jeho nadmérné zvySena exprese mize potencovat apoptézu indukujici ligand

ptibuzny s tumor nekrotizujicim faktorem [24; 29; 30].

2.2.1.2.3 Imunitni odpovéd’

Galektin-3 je silny prozanétlivy signal. Neékteré bunky vylucuji galektin-3 ve zvy$ené mife jako
odpovéd’ na ruzné zanétlivé podnéty. Pii sekreci nebo externalizaci mize galektin-3 ovlivnit
zanétlivé bunky parakrinné nebo autokrinné. Podporuje respiracni vzplanuti v neutrofilech a
monocytech a indukuje uvoliiovani mediatort zirnymi buitkami, podporuje adhezi neutrofilti
k lamininu a endotelialnim bunikam a pisobi jako chemoatraktant pro monocyty a makrofagy.

Galektin-3 je také schopen rozpoznat glykokonjugaty na patogenech. Prozanétliva reakce byla
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prokdzana i u astmatu a byly identifikovany autoprotilatky proti galektinu-3 u autoimunitnich

a zanétlivych poruch [24; 32].

2.2.2 Fibrozy a kardiovaskularni onemocnéni

Galektin-3 se vaze na rtizné substraty, véetné signalnich molekul (Ras, regulatort transkripce,
receptortit bunécného povrchu (integriny, receptor TGF-p) a proteinii extracelularni matrix,
k ovlivnéni riznych procest jako jsou proliferace, migrace, apoptoza, fibroza a zanét [33] a

hraje tak vyznamnou roli v mnoha rtiznych klinickych stavech a onemocnénich [34].

2.2.2.1 Fibrozy

Tkénova fibr6za je dusledkem prertstani tkané, ztvrdnutim nebo zjizvenim. Je
charakterizovana nadmérnou akumulaci extracelularni matrix véetné kolagenu. Je to kone¢ny
vysledek chronickych zanétlivych reakci vyvolanych riznymi podnéty jako jsou pietrvavajici
infekce, autoimunitni reakce, alergické reakce, chemické podrazdéni, radiace a poskozeni
tkané. V kone¢ném diisledku to miiZze vést k nadmérnému jizveni tkdn€, poskozeni organt, a

dokonce i k jejich selhani [34].

Exprese galektinu-3 je zvysena u pacientt s fibrozou postihujici rizné tkané, jako jsou jatra,
ledviny, plice, srdce nebo také nervovy systém. Pii fibroze je galektin-3 identifikovan jako
spojeni mezi makrofagy, fibroblasty a profibrotickym fenotypem [34]. Vaskularni fibroza je
spojena s renin-angiotenzin-aldosteronovym systémem, oxida¢nim stresem, zanétlivymi
cytokiny a nerovnovahou sekrece cytokind pochazejicich z endotelu. Nadmérna exprese
galektinu-3 zvySuje syntézu kolagenu | v HSB a tim dochazi k hypertrofii, zanétu a fibroze
[35].

Srde¢ni fibroza je spojena s vyssim rizikem srde¢niho selhani. Galektin-3 indukuje proliferaci
srde¢nich fibroblastii, produkci kolagenu a expresi cyklinu D1. Galektin-3 aktivuje makrofagy

spolu s indukci proliferace bunék produkujicich extracelularni matrix [35].

Plicni fibroza je charakterizovand nadmérnou depozici extraceluldrni matrix a podili se na
abnormalnim narGstu zanétlivych bunék, proliferaci fibroblasti a jejich pfeménu na
myofibroblasty, prokoagula¢ni signalizaci a oxida¢nim stresu. Z toho divodu je piifazena
patogenni role molekule TGF-B. Galektin-3 je zapojeny do jeji signalizace a indukuje produkci
interleukinu-8 u makrofagi. Galektin-3 ma klicovou roli v zanétu a migraci bunék u plicni
fibrozy [35].
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2.2.2.2 Kardiovaskuliarni onemocnéni

Galektin-3 je v srdci exprimovan na nizké urovni, ale za patofyziologickych podminek se miize
jeho hladina ménit. Mechanismus ucinku galektinu-3 na myokard neni zcela objasnén, muze se
jednat o jev u dysfunkce levé srde¢ni komory zptisobené riiznymi etiologiemi. Jakmile dojde
k nadmérné expresi galektinu-3 v myokardu, dochazi k aktivaci fibroblasti a makrofagt

s naslednou indukci fibrozy, produkei jizev a remodelaci srdce [34].

Plasmatické a srdecni hladiny galektinu-3 odrazeji srdecni zanétlivé reakce a lze ho tedy
povazovat za mozny marker srde¢niho zanétu i fibrozy. Zvysené hladiny galektinu-3 v plasmé
jsou spojeny s neptiznivymi dlouhodobymi vysledky pacientt jak u akutnich onemocnéni, tak
u chronickych srdeénich selhani. Galektin-3 se muze podilet na strukturalni remodelaci sini,
ktera zahrnuje progresivni fibrogenezi u pacientt s fibrilaci sini a jeho vyssi hladiny se vyrazné
Cast&ji objevovali u pacientl s recidivou fibrilace sini. Hladina galektin-3 je také zvysSena u

pacientt s vrozenou srde¢ni vadou [36].

2.2.2.3 Plicni hypertenze

Chronicka hypoxie zvySuje hypertrofii i systolicky tlak pravé srdecni komory. Hladiny
galektinu-3 v ob&hu koreluji s dysfunkci pravé srde¢ni komory. Jeho exprese je upregulovana
v plicnich tkanich a podili se na zvysené proliferaci bunék a fibroze plicnich arterii. To se déje

pravdépodobné prostfednictvim signalnich drah TGF- [37].

Exprese galektinu-3 je zvySena piedev§im u hyperproliferativnich HSB. To koreluje se
zvySenim Cetnych bunéénych markeru proliferace. Schopnost destickového rustového faktoru
stimulovat proliferaci HSB plicnich arterii je zavisla na zvySené expresi galektinu-3. Dale
k rozvoji plicni hypertenze piispivaji reaktivni formy kysliku (ROS), jejichZ tvorbu podporuje
galektin-3. Zvyseny intra- a extracelularni galektin-3 mutize pfispét k produkci superoxidu a
upregulaci oxida dusiku (NOX), které pfispivaji k vaskularni remodelaci. Je prokazan vztah
mezi galektinem-3 a oxida¢nim stresem V cévach, kde je galektin-3 exprimovan na urovni
MRNA i proteinu. Plicni hypertenze je doprovazena zvySenym zanétem cév a naborem
zanétlivych bunék, zvysenou tuhosti plicnich arterii, zvySenym ukladdnim extracelularni matrix

a zvySenym poctem fibroblasti [37; 38].

2.2.3 Inhibitory galektinu-3
Protoze CRD galektinu-3 se uc¢astni mnoha reakci, které mohou mit patologicky ucinek,
inhibice galektinu-3 je témét vyhradné zameétena timto smérem. CRD muze byt inhibovano

pomoci sacharidu, které soutézi o vazebné misto nebo je alostericky moduluji, tak aby se CRD
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stalo neschopnym vazat se na ligandy. Inhibitory na bazi heparinu, zkraceny galektin-3 a dalsi
byly hodnoceny pouze u rakoviny [39].

Mezi inhibitory na bazi sacharidt patii jednoduché cukry jako LacNAC nebo laktoza. Tyto
nizkomolekularni latky vSak nelze pouzit jako 1éky, protoze se Vv organismu piili§ rychle
vstiebavaji a metabolizuji. Dalsi inhibitory jsou galaktomannany a modifikovany citrusovy
pektin. Maji polocas rozpadu 12-18 hodin, jsou vétsi nez LacNAc a maji dobré klinické vyuziti.
Thiodigalaktosidy jsou nedavno objevené cukerné derivaty zacilené na jina vazebnd mista
CRD. Thiodigalaktosid TD139 je schvalen na 1é¢bu idiopatické plicni fibrozy. Inhibitory na
bazi heparinu jsou sulfatové nebo acetylované derivaty heparinu. Nebyla u nich detekovana
zadna antikoagulac¢ni aktivita. Tyto 1éky vypadaji jako slibné terapeutické ¢inidlo, ovSem byly
zatim testovany na modelech metastaz in vivo. Neoglykokonjugaty slouZzi jako vysokoafinitni
ligandy a mohou byt modulovany pro dosazeni selektivity vué¢i galektinu-3 oproti jinym
galektinim. Galektin-3 terminalné zkraceny o NH2 byl vyuzit pfi terapii nadora souvisejicich

s galektinem-3. Tato Gprava galektinu-3 se zda byt slibnou latkou s nizkou toxicitou [39].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Metodika vyzkumné (praktické) ¢asti
3.1.1 Pouzité pristroje a materialy

3.1.1.1 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy (Schoeller, Ceska republika)

e Cell counter Vi-CELL-XR Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter, USA)

e Centrifuga Hermle Z 300 (biotech, Ceska republika)

e (Centrifuga minispin (Eppendorf, Némecko)

e Centrifuga multispin MSC-600 (Biosan, Litva)

e Centrifuga Sartorius 3-18K (Sigma, Némecko)

¢ Homogenizator Precellys Evolution (Bertin technologies, Francie)

e Komora s tekutym dusikem (cryopAL, Francie)

e Komorova lednice 4 °C (Electrolux, Svédsko)

¢ Konfokalni mikroskop Andor Dragonfly 503 s kamerou Zyla 4.2 PLUS sCMOQOS, zvétseni
objektivu x63 (Andor Technology Ltd., Belfast, UK)

e Laminarni box cytosafe-N (Faster, Italie)

e Laminarni box na chemikélie (Merci, Ceska republika)

e Laminarni box na PCR — PCR cabinet (Esco Lifesciences, Singapur)

e Lightcycler 480 (Roche, Svycarsko)

e  Mikroskop IX71 s digitalni kamerou DP71 a s fluorescen¢ni lampou,zvétSeni objektivu 10x
(Olympus, Japonsko)

e Mrazak -80 °C (Sanyo, Japonsko)

e Multi-mode reader Synergy HT (BioTek, USA)

e Nanodrop OneC (Thermo scientific, USA)

e PlateFuge microplate microcentrifuge (Benchmark scientific, USA)

e Pritokovy cytometr NovoCyte (ACEA Biosciences Inc, USA)

e T personal thermocycler Biometra (AnalytikJena, Némecko)

e Termostat 37 °C (Thermo Forma, USA)

e Vodni lazen 37 °C (Isotemp — Fisher Scientific, USA)

e Vortex MS 3 basic (IKA, Némecko)

3.1.1.2 Pouzité materialy
e 5xHOT FIREPol Probe gPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, Estonsko)
e 12jamkova desti¢ka (TPP, Svycarsko)
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96jamkova desticka na PCR LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white Cat. no.:
04729692001 (Roche, Svycarsko)

96jamkova desticka se sklenénym dnem (96well glass bottom plate, Cellvis, P96-1.5H-N,
USA)

96jamkova desticka se dnem do tvaru v (microplate 96 well, PP, V-bottom, 651201, Greiner
bio-one, Rakousko)

96jamkova desticka (TPP, Svycarsko)

ANIMAL TISSUE RNA PURIFICATION kit (Norgen biotek, Kanada)

Bovinni sérovy albumin 1% (Sigma-Aldrich, USA)

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Thermo Fisher Scientific, USA)

DMSO - Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)

FBS (fetalni bovinni sérum, Thermo Fisher Scientific, USA)

Hoechst 33258 (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, Némecko)

Inhibitor 1 — DVP34C1 (oddéleni biotransformaci MBU)

Inhibitor 2 — DVP34C2 (oddé&leni biotransformaci MBU)

Inhibitor 3 — DVP26C3 (oddéleni biotransformaci MBU)

Inhibitor 4 — DVP26C4 (oddéleni biotransformaci MBU)

Omniscript Reverse Transcription Kit (Qiagen, Némecko)

Paraformaldehyd 4% (Sigma-Aldrich, USA)

PBS (fyziologicky roztok pufrovany fosfaty, Sigma-Aldrich, USA)

Phalloidine rhodamin (66 uM, Thermo Fisher Scientific, USA)

Primarni protilatka proti a-aktinu — mouse, tj. pfipravena na mysich (6,1mg/ml, Sigma-
Aldrich, USA)

Primarni protilatka proti CD31 — rabbit, tj. pfipravena na kralicich, konjugovana s alexa fluor
488 (1pg/ul; Bioss antibodies)

Primarni protilatka proti CD90 — rabbit, tj. pfipravena na kralicich, konjugovana s alexa fluor
647 (1ug/ul; Bioss antibodies)

Primarni protilatka proti desminu — rabbit, tj. pfipravena na kralicich (0,4 mg/ml, Abcam, UK)
Primarni protilatka proti galektinu-3 — rabbit, tj. pfipravena na kralicich (1mg/ml, Sigma-
Aldrich, Némecko)

Primarni protilatka proti kalponinu — rabbit, tj. pfipravena na kralicich (0,1 mg/ml, Abcam,
UK)

Primarni protilatka proti kolagenu 1 — mouse, tj pfipravena na mysich (5,9 mg/ml, Sigma-
Aldrich, Némecko)

Priméarni protilatka proti tézkému fetézci myosinu 11 — rabbit, tj. pfipravena na kralicich

(Abcam, UK)
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Primarni protilatka proti vimentinu — mouse, tj. pfipravena na mysich (1Img/ml, Exbio, Ceska
republika)

Primarni protilatka proti vinkulinu — rabbit, tj. pfipravena na kralicich (9,1 mg/ml, Sigma-
Aldrich, Némecko)

Propidium jodid (200 pg/ml, Sigma-Aldrich, USA)

Random primer mix (New England Biolabs, USA)

Roztok trypsin-EDTA (0,5 g trypsina 0,2 g EDTA v 11 PBS, Sigma-Aldrich, USA)
Sekundarni protilatka proti kralicimu antigenu (rabbit) konjugovana s Alexou 546 (2 mg/ml;
Thermo Fisher Scientific, USA)

Sekundarni protilatka proti kralicimu antigenu (rabbit) konjugovana s Alexou 488 (2 mg/ml;
Thermo Fisher Scientific, USA)

Sekundarni protilatka proti my$imu antigenu (mouse) konjugovana s Alexou 488 (2 mg/ml;
Thermo Fisher Scientific, USA)

Sonda pro gen ACTA2 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Sonda pro gen ACTB (Thermo Fisher Scientific, USA)

Sonda pro gen B2M (Thermo Fisher Scientific, USA)

Sonda pro gen COL1AL (Thermo Fisher Scientific, USA)

Sonda pro gen CNN1 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Sonda pro gen LGALS3 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Sonda pro gen MYH11 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Texas Red C2-maleimide (1 ng/ml, Thermo Fisher Scientific, USA)

TOTAL RNA PURIFICATION PLUS MIKRO kit (Norgen biotek, Kanada)

Triton X-100 (Serva, Némecko)

Tween-20 (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.2 Experimentalni model plicni hypertenze

Skupina potkanti byla vystavena pterusované hypobarické hypoxii po dobu 5 tydni v uméle

vytvofenych horskych podminkach (parcialni tlak kysliku 8,6 kPa, odpovidajici ptiblizn€ 7000

m. n. m.) pro vytvofeni hypoxické plicni hypertenze. Kontrolni skupina potkant byla po stejnou

dobu vystavena normoxickym podminkam (parcialni tlak kysliku 20,7 kPa, odpovidajici 200

m. n. m.). V kazdé skupiné bylo 5 potkani. Potkaniim byly po usmrceni odebrany plicni arterie,

pravé srde¢ni komory a plice. Organy a tkdn¢€ z potkant byly poskytnuty oddélenim Vyvojové

kardiologie FGU. Podrobng;jsi popis celého postupu je popsan ve studii Kolaf et al., 2007 [40].
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3.1.3 lzolace, expanze a kryoprezervace hladkych svalovych bunék plicnich
arterii potkanu
Odebrané plicni arterie byly zbaveny krevnich srazenin promytim v PBS. Tkan byla poté

3 a nasledng

mechanicky rozmélnéna na malé fragmenty o velikosti pfiblizné¢ 0,5 mm
inkubovana v roztoku 0,1% kolagenazy (w/v) v médiu DMEM bez bovinniho séra (FBS). Po
mechanickém a enzymatickém rozruseni tkdné byla tkan pfevedena v DMEM s 10% FBS na
kultiva¢ni lahve (75 cm?). Timto procesem se buiiky uvolnily a migrovaly z rozrugené tkané na
povrch kultivaéni lahve. Po dosazeni konfluence byly buiiky trypsinizovany a pasazovany.
Bunky byly zamrazeny v druhé pasazi v DMEM s 20% FBS a 10% DMSO a uchovany v
tekutém dusiku v kryozkumavkach. Buniky byly ziskany z 5 potkant vystavenych hypoxickym
podminkam a 5 potkani vystavenych normoxickym podminkam. Buiky z potkant
vystavenych hypoxickym podminkam (dale oznacovany jako hypoxické bunky) byly
expandovany in vitro v hypoxickém prostiedi (2.5 % O2, 5% COz, 37 °C); buiiky z kontrolnich

potkanti vystavenych pouze normoxii (dale oznaCovany jako normoxické burky) byly

expandovany v normoxickém termostatu (21% O2, 5% CO, 37 °C).

3.1.4 Kaultivace bunék

Prace sbunécnymi kulturami probihala vzdy sterilné v laminarnim boxu. Bunky v
kryozkumavkach byly rozmrazeny vlozenim do vody o teplot¢ cca 37°C. Buiky z
kryozkumavek byly pfeneseny pomoci pipetmana do centrifugaéni zkumavky. Ve zkumavce
bylo 5 ml DMEM média s 10 % FBS. Builky byly centrifugovany pii 300 g po dobu 5 minut.
Doslo k oddéleni bun¢k (pelety) od média (supernatantu). Médium bylo odlito a buniky byly
resuspendovany v mensim objemu média. Poté bylo doplnéno médium do objemu 4 ml. Cely
objem byl pienesen na kultiva¢ni lahev s povrchem 75 cm?, kde bylo pfedem napipetovano 10
ml média s 10 % FBS. Bunky byly kultivovany do dosazeni konfluence. V pokusech byla

pouzita 2.-3. pasaz bunck.

3.1.5 Trypsinizace bunék — priprava bunék pro dalsi pokusy

U bunék byla zjisténa konfluence pozorovanim povrchu kultivaéni lahve ve svételném
mikroskopu. Po dosazeni konfluence bylo buitkkam odsato médium. Poté byly promyty 6 ml
PBS (fosfatovy pufr). Po promyti byly bunky enzymaticky uvolnény z kultivaéniho povrchu
pomoci 2 ml trypsinu s EDTA (0,5 g trypsinu, 0,2 g EDTA v 1 | PBS) pfiblizn¢ 2 minuty.
Poklepem na lahev bylo pfispéno k uvolnéni bunék od povrchu kultivaéni lahve. Pomoci
mikroskopu bylo ovéfeno, zda doslo k uvolnéni bunék z povrchu (bunky — kulaté, pielévaji se).

Na lahev bylo napipetovano 8,5 ml DMEM s 10 % FBS. FBS inhibuje proteolytickou aktivitu
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trypsinu. Médiem byly smyty bunky z lahve a ldhev byla suspenzi s bunkami nékolikrat
oplachnuta. Suspenze bunék byla pfenesena do centrifuga¢ni zkumavky. Zde byla suspenze
nekolikrat promichédna pomoci pipety. Po promichéani bylo odebrano 0,5 ml suspenze do kyvety
pro zméfeni celkového poctu bunék v suspenzi (viz kapitola 4.6). Zbylych 10 ml bunék v
centrifuga¢ni zkumavce bylo centrifugovano pii 300 g po dobu 5 minut. Centrifugaci doslo k
oddgleni supernatantu a bunék v peleté. Supernatant byl odlit. Buiiky byly resuspendovany v

malém objemu média a byly natfedény na potiebny pocet bun€k na ml pro dalsi experimenty.

3.1.6 Automatické stanoveni poctu bunék a jejich viability pomoci cell counteru
Vi-CELL-XR Cell Viability Analyzer od firmy Beckman Coulter

Pomoci pristroje cell counter Vi-CELL-XR Cell Viability Analyzer byl stanoven celkovy pocet

bunck na mililitr a jejich viabilita. Stanoveni probihaji automaticky. Do stroje byla vloZena

kyveta s 0,5 ml suspenzi bun€k v médiu. Viabilitu ptistroj stanovuje pomoci trypanové modfi,

ktera barvi mrtvé bunky. Bunky byly spocitany v 50 zornych polich a vysledna koncentrace

piepocitana na mililitr. MnoZstvi bunék na kultivaéni lahvi (75 cm?) se p¥i dosazeni konfluence

pohybovalo mezi 2 az 4 miliony. Viabilita bun€k se pohybovala okolo 90 %.

3.1.7 Stanoveni adheze bunék

Po trypsinizaci (viz kapitola 4.5) byly nasazeny na 96jamkové kultivac¢ni desticky (TPP,
Svycarsko) normoxické hladké svalové buiiky (HSB) v koncentraci 3 tisice bunék na jamku
v 200 pl média. Bylo nasazeno 12 jamek od obou primokultur pro kazdy ¢asovy interval.
Polovina jamek byla v médiu s 10% FBS a druhd polovina v médiu s 20% FBS. Bunky byly
inkubovany v normoxickych i hypoxickych podminkach v termostatu pfi 37 °C. Buiky byly
fixovany ledovym 70% ethanolem 10 minut pfi pokojové teploté v intervalech 2, 4, 6 a 24 hodin
po nasazeni. Po fixaci byly bunky promyty PBS. Poté byly buiikky obarveny (viz kapitola
4.10.3).

3.1.8 Stanoveni konfluence s ohledem na nasadu bunék pro nasledné pouziti do
pokusi

Po trypsinizaci (viz kapitola 4.5) byly nasazeny na 96jamkové desti¢ky (TPP, Svycarsko)

normoxické HSB v riiznych koncentracich. Koncentrace nasady byly 1, 3, 5, 7.5, 10, 12,5, 15

a 20 tisic bun¢k na jamku v 200 pl média DMEM s 10% FS. Od kazdé koncentrace bylo

nasazeno 6 jamek na desticku. Bunky byly inkubovany v normoxickych podminkach. Jeden

den po nasazeni bylo buiikdm odsato médium a byly fixovany a permeabilizovany ledovym
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70% ethanolem 10 minut pfi pokojové teploté. Po fixaci byly buiiky promyty PBS. Poté byly
buiky obarveny (viz kapitola 4.10.3).

3.1.9 Stanoveni proliferace bunék a jejich doby zdvojeni
Po trypsinizaci (viz kapitola 4.5) byly nasazeny na 96jamkové desticky (TPP, Svycarsko)
normoxické HSB v riznych koncentracich. Koncentrace nasady byly 1, 3, 5, 10 a 15 tisic bun¢k
na jamku. Od kazdé koncentrace bylo nasazeno 6 jamek na desticku pro kazdy Casovy interval.
Desticky byly inkubovany za normoxickych podminek v termostatu pii 37 °C. Buiiky byly
fixovany ledovym 70% ethanolem 10 minut pii pokojové teploté v intervalech 1., 3. a 7. den
po nasazeni. Po fixaci byly buniky promyty PBS. Poté byly builky obarveny (viz kapitola
4.10.3). Pro vypocet doby zdvojeni bun¢k (Cas, za ktery se pocet bun¢k zdvojnasobi) byl vyuzit
VZOrec:

doba trvani - In(2)

( konecna koncentrace )
pocatecni koncentrace

doba zdvojeni =

3.1.10 Imunofluorescencni barveni bunék markera hladkych svalovych bunék a
galektinu-3
Po trypsinizaci (viz kapitola 4.5) byly buiiky nasazeny na 96jamkové desticky se sklenénym
dnem (96well glass bottom plate, Cellvis, USA) v mnozstvi 5 tisic bunék na jamku v 200 pl
DMEM s 10 % FBS. Poté byly buiiky inkubovéany v termostatu pii 37°C, 5% CO2. Po 24
hodinach byly buniky promyty PBS a nésledné fixovany pomoci 4% paraformaldehydu. Po
fixaci byly buniky opét promyty PBS. Dale byly bunky inkubovéany s 1% Albuminem s 0,1%
Tritonem 20 minut pfi pokojové teploté. Albumin obsazuje nespecifickd vazebna mista. Triton
slouZzi jako detergent pro permeabilizaci bunééné membrany. Po inkubaci byly buniky promyty
PBS a dale byly inkubovany s 1% Tween-20 v PBS 20 minut pfi pokojové teploté. Tween
rovnéZ slouzi jako detergent k permeabilizaci bunééné membrany. Buiky po inkubaci byly

promyty PBS.

Pro barveni markerti hladkych svalovych bunék byly permeabilizované buiiky inkubovéany s
protilatkami proti anti a-aktin — mouse (fedéna 400x), anti myosin — rabbit (fedéna 400x), anti
kalponin — rabbit (fedéna 400x), anti kolagen | — mouse (fedéna 2000x) anti vimentin — mouse
(fedéna 500x), anti desmin — (fedéna 100x), anti vinkulin — mouse (fedéna 400x), a anti
galektin-3 rabbit (fedéna 400x) v PBS ve tmé pfi pokojové teploté po dobu 3 hodin. Buiiky byly
nasledn¢ promyty PBS (200 upl/jamka). Dale byly bunky inkubovany se sekundarnimi
protilatkami konjugovanymi s fluorescenc¢ni barvou. Byly vyuzity protilatky anti mouse
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konjugovana s Alexou 488 — zelend (fedéna 400x), anti rabbit konjugovand s Alexou 546 —
¢ervena (fedéna 400x), anti rabbit konjugovana s Alexou 488 (fedéna 400x) v PBS ve tmé pfi
pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Pro barveni F-aktinového cytoskeletu byl k sekundarnim
protilatkdm piimichan také phalloidin-rhodamin na barveni cytoskeletu (fedén 500x) do
kombinace s vinkulinem, protilatka proti CD90 konjugovand s Alexou 633 (fedéna 100x) do
kombinaci s a-aktinem a Hoechst 33258 na barveni jader (fedén 200x) ke vS§em kombinacim.
Buiiky byly nakonec promyty znovu PBS. Do jamek byl nésledné piidan PBS, aby bunky
nevyschly. Buiiky byly pozorovany pod fluorscenénim mikroskopem: zeleny a-aktin, Cerveny
calponin, Cerveny myosin, zeleny vimentin, Cerveny desmin, zeleny galektin-3, zeleny

transgelin, zeleny vinkulin, ¢erveny phalloidin-rhodamin, ¢ervena CD90 a modra jadra.

3.1.11 Fluorescen¢ni barveni bunék fixovanych ledovym 70% ethanolem pro
pocitani jader a méreni ploch bunék
Bunky fixované ledovym 70% ethanolem byly obarveny pomoci barviva Hoechst 33258 (fedén
200x) na jadra a Texas Red C2-maleimidem (fedén 100x) na plochy bunék pti pokojové teploté
po dobu 30 minut. C2 maleimid je organicka sloucenina, ktera se vaze na cysteinové zbytky
v proteinech bunék. Konjugaci C2 maleimidu s fluorescenéni znackou Texas Red 1ze dosahnout
obarveni a nasledné vizualizace plochy a tvaru buiiky na kultivaéni desce. Po 30 minutach byly
bunky promyty a bylo k nim napipetovano 200 pl PSB, aby burniky nevyschly. Poté byly buiky

pozorovany pod fluorescen¢nim mikroskopem: plocha bunky ¢ervena, jadra modra.

3.1.12 Prikaz markera hladkych svalovych bunék pomoci pritokové cytometrie
Po trypsinizaci (viz kapitola 4.5) bylo bunikam odsato veskeré médium a buiky byly roziedény
1% albuminem v PBS na koncentraci 2 miliony bunék na 1 mililitr. Albumin byl pouzit pro
vyvazani nespecifickych vazebnych mist. 100 pl bunééné suspenze bylo napipetovano do
96jamkové desticky (microplate 96 well, PP, VV-bottom, 651201, Greiner bio-one, Rakousko).
Do bunécné suspenze s albuminem byla pfidana konjugovana protilatka proti CD31 a CD90.
Bunky byly inkubovéany s konjugovanymi protilatkami na ledu po dobu 30 minut. Po 30
minutach byly buriky stoceny pti 500 g po dobu 5 minut. Poté bylo odstranéno médium a bunky
byly 2x promyty 1% albuminem v PBS. Po napipetovani albuminu byly buriky promichany na
vortexu. Mezi kazdym promytim byly buiiky centrifugovany 5 minut pii 500 g. Po poslednim
promyti bylo k bunkam napipetovano 150 pl 1% albuminu v PBS a ptidan propidium jodid
(fedény 40x) pro obarveni jader mrtvych bunék. S propidium jodidem byly bunky inkubovany
5-10 minut ve tmé pii pokojové teploté. Poté byly bunky opét promichany na vortexu a
analyzovany na prutokovém cytometru.
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3.1.13 Exprese geni v tkanich a adherentnich buiikach

3.1.13.1 Izolace RNA z tkani pomoci ANIMAL TISSUE RNA PURIFICATION kitu
Tkan ptiblizné 0 hmotnosti 30 mg byla vloZena do zkumavky a k ni bylo piidano 300 ul pufru
(soucast kitu). Zkumavky s tkanémi byly mechanicky homogenizovany pomoci keramickych
kulicek v homogenizatoru. Vzorky byly néasledné prefiltrovany pies fitlra¢ni kolonky (0,22 um,
PVDF) centrifugaci pti 10000 g po dobu 2 minut pro odstranéni zbytka tkédné€. Piefiltrovany
lyzat byl ptepipetovan do RNAse-free mikrozkumavky. K lyzatu bylo pfidano 210 pl 96%
ethanolu a vzorek byl promichan. Lyzat s ethanolem byl pfeveden na kolonku vazajici mRNA
(pod ni je sbérna zkumavka) a poté byla soustava centrufugovana 1 min pii 6000 g. Bylo
zkontrolovano, zda prosel cely vzorek zkumavkou. Sbérna zkumavky byla vylita. Kolonka byla
promyta 400 ul promyvaciho roztoku (soucast kitu) a centrifugovana 2 min 14000 g. Byla dana
nova sbérna zkumavka. Na kolonku bylo napipetovano 100 pl enzymového inkubacniho pufru
A a 15 ul DNAsy I. Kolonka byla centrifugovdna 1 minutu piti 14000 g. Cely prosly objem byl
znovu napipetovan na kolonku a byla inkubovana 15 minut pfi pokojové teploté. Poté byla
kolonka 2x promyta promyvacim roztokem pii 14000 g 1 minutu. poté byly kolonky
centrifugovany 2 minuty pii 14000 g pro odstranéni zbylého promyvaciho roztoku (do sucha).
Sbérna zkumavka byla vyménéna za elu¢ni, 1,7 ml velkou zkumavku. Na kolonku bylo
napipetovano 50 ul RNAse free vody. Vzorky byly centrifugovany 2 min pii 200 g a poté
nasledovala centrifugace 1 min pii 14000 g. Bylo zkontrolovano, zda prosel cely objem vody
kolonkou. Kolonka byla vyhozena a ve zkumavce zbyl vzorek s nukleovou kyselinou. Takto
purifikované RNA byla zmétena Cistota a koncentrace (viz kapitola 4.12.3) a byla skladovana
v -80 °C [41].

3.1.13.2 lzolace RNA z adherentnich bunék pomoci TOTAL RNA PURIFICATION
PLUS MIKRO kitu
Z 12jamkovych desticek (TPP, Svycarsko) s normoxickymi nebo hypoxickymi buiikami z péti
potkant (nasada 50 tisic buné€k/jamka, kultivace po dobu 6 dni) bylo odstranéno médium.
Buiky byly promyty 500 ul PBS. Po odsati PBS bylo k bunkam ptidano 350 pl RL pufru (smés
B-merkaptoethanolu (10 ul/ml) s RL pufrem). Bunky byly inkubovany s RL pufru po dobu 5
minut s obcasnym promichanim. Po 5 minutach byl lyzat ptepipetovan do kolonky vazajici
gDNA pod niz byla sbérnd zkumavka. Tato kolonka slouZi k odstranéni gDNA a ziskani ¢isté
RNA. Kolonka s lyzatem byla centrifugovana pti 14 000 g 1 minutu. Po centrifugaci byla
kolonka odstranéna a k tekuting, ktera prosla kolonkou, bylo pfidano 210 pl 96% ethanolu.

Smés byla promichana na vortexu. Po promichani byla smés pifepipetovana na kolonku pro
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zachyt RNA opatfenou zkumavkou pro zachyt tekutiny. Kolonky byly centrifugovany pii 6000
g 2 minuty. Po centrifugaci byla vylita sbérna zkumavka. Poté byla kolonka 3x promyta 400 pl
Wash solution A. kolonky byly pokazdé centrifugovany pii 14 000 g 1 minutu. Po kazdé
centrifugaci byly vylity sbérné zkumavky. Po poslednim promyti byly kolonky jesté jednou
centrifugovany do sucha pti 14 000 g 2 minuty. Poté bylo na kolonky napipetovino 25 ul RNA-
free vody pro eluci RNA. Pod kolonky byly dany elu¢ni zkumavky. Kolonky byly
centrifugovany 2 minuty pii 200 g a poté jesté 1 minutu pii 14 000 g. Takto purifikované RNA
byla zméfena Cistota a koncentrace (viz kapitola 4.12.3) a byla skladovana v -80 °C [42].

3.1.13.3 Méreni Cistoty a koncentrace RNA ve vzorku

Po izolaci RNA byla zméfena jeji koncentrace a Cistota spektofotometricky pomoci piistroje
nanodrop. Jsou zde méfeny absorbance v 230 (organické latky), 260 (NK) a 280 (proteiny) nm
vinové délky. Jejich pomér urcuje Cistotu nukleové kyseliny, kdy oba poméry by se mély
pohybovat v rozmezi 1,8-2,1. Pomér 260/280 nizsi nez 1,8 znac¢i kontaminaci proteiny, 260/230

nizsi nez 1,8 znaci kontaminaci organickymi sloZzkami. RNA poté byla skladovéana v -80 °C.

3.1.13.4 Prepis mRNA do cDNA

RNA byla piepsana do cDNA pomoci Omniscript Reverse Transcription Kit a S vyuzitim
random primer mixu. cDNA je stabilné&jsi a je potieba pro PCR. Pro piepis byl namichan master
mix — na jeden vzorek (reakci) bylo pouzito 2 pl RT pufru, 1 pl reverzni transkriptazy, 2 ul
random primer mixu, 1,6 ul ANTP a 3,4 ul vody. Vzorek byl fedén k mastermixu tak, aby v
reakci bylo 750 ng RNA z tkané€ a 500 ng RNA z adherentnich bunék. Vzorek byl fedén vodou
do celkového objemu 10 pl. Vysledny objem reakce byl 20 pl. Master mix a poté i vzorky byly
napipetovany do stripi. Nasledné€ pomoci termocykleru byla provedena reverzni transkripce pfi

teploté 37 °C po dobu 1 hodiny.

3.1.13.5 Méreni exprese genii pomoci kvantitativni PCR na pristroji LIGHT CYCLER
480
Z c¢DNA byla pomoci PCR zjisténa exprese gend v dané tkani nebo Vv bunéénych
primokulturach. Byl namichan master mix — na jeden vzorek (reakci) pfislo 6,5 ul vody, 2 ul
5XHOT FIREPol Probe gPCR Mix Plus a 0,5 pl sondy (pro dany gen). Do PCR desticky
(LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white Cat. no.: 04729692001, Roche, Svycarsko) byl
pipetovan master mix a vzorek v poméru 9:1. Celkovy objem reakce byl 10 ul. Ze vzorku
jednotlivych tkani nebo bunécnych primokultur byl namichén také smésny vzorek, ktery slouzil

pro vytvoreni kalibra¢nich kiivek pro jednotlivé geny a také jako kalibrator pro porovnani dat
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mezi jednotlivymi deskami. Po napipetovani byla deska zakryta folii, zcentrifugovana a byla
provedena PCR pomoci analyzatoru light cycler 480. Teplotni program byl 1x cyklus
preinkubace pii 50 °C po dobu 2 minut. Dale navazovala 1x denaturace pii 95 °C po dobu 10
minut. Poté pokracovalo 45 cykli amplifikace s teplotami 95 °C po dobu 15 sekund a 60 °C po
dobu 1 minuty. Poslednim krokem je chlazeni na teplotu 37 °C. Proces trva asi 1 hodinu a 40
minut. Koncentrace genu ve vzorku byla zjisténa vypocétem z rovnice pro kalibra¢ni kiivky.
Smés vzorkll byla nafedéna ctyfkovou fadou (1x, 4x, 16x, 64x, 256x, 1024x). Z ni byla
vytvoiena kalibra¢ni kiivka. Pomoci rovnice kiivky byla spocitana koncentrace vzorku a poté
byla porovnana exprese v tkani nebo bunécné kultufe s kontrolnim vzorkem. V tkanich a
v bunéénych kulturach byla detekovana exprese geni ACTA2, CNN1, MYH11, COL1A1l,
LGALSS. Jako referen¢ni geny byly pouzity pro tkané B2M a pro buné¢né kultury ACTB.

3.1.14 Inkubace bunék s inhibitory galektinu-3

3.1.14.1 Inhibitory galektinu-3

Inhibitory galektinu-3 byly piipraveny a poskytnuty oddélenim Biotransformaci MBU.
Molekulova struktura inhibitorti byla na bazi modifikovanych oligosacharidii vazanych na

polyoxazolinové nosice. Jejich piiblizna molekulova hmotnost byla 12 kDa.

3.1.14.2 Vliv inhibitora na proliferaci bunék

Po trypsinizaci (viz kapitola 4.5) byly nasazeny na 96jamkovou desticku normoxické a
hypoxické HSB o koncentraci 5 tisic bunék na jamku v 200 ul DMEM s 10% FBS. Bunky byly
inkubovany 1 den v termostatu s 37 °C v normoxickych (normoxické HSB) nebo hypoxickych
(hypoxické HSB) podminkach. Po 24 hodinach inkubace, kdy buiky nasedly, byly buiky
promyty PBS. K buiikam bylo nasledn¢ pfidano cerstvé médium DMEM s0,5% FBS a s
inhibitory v koncentracich 0,01; 0,1; 1; 10 a 100 uM. Jako kontrola slouZily bunky bez pfidavku
inhibitort. Bunky byly fixovany 1. a 3. den po ptidavku inhibitord 70% EtOH 10 minut pii
pokojové teploté. Bunkam byla obarvena jadra Hoechstem 33528, ktera byla nasledné spocitana

V programu imageJ.

3.1.15 Mikroskopie, analyza a zpracovani mikrofotografii

Fluorescencné barvené vzorky byly pozorovany pomoci mikroskopu Olympus IX71 s digitalni
kamerou DP71 a konfokalniho mikroskopu Andor Dragonfly 503 s kamerou Zyla 4.2 PLUS
SCMOS a objektivem HC PL HC PL APO 63x/ 1.20 W CORR CS2. Fotografie byly snimany
v programu cellSens Standard a déle upraveny v programu ImageJ. Fotografie jader a ploch

byly analyzovany také v programu ImageJ.
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3.1.16 Statistické zpracovani dat

Pro statistické zpracovani dat byl vyuzit program SigmaPlot. Pro analyzu byla vyuzita metoda
One-Way ANOVA. Byl pouzit Holm-Sidakav test. Hladina vyznamnosti p byla <0,05.
Statistické metody byly vyuzity na vysledky ziskané ze stanoveni adheze a rtstu bunck a na

vysledky exprese gent v hladkych svalovych bunikach a tkanich.
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3.2 Vysledky

3.2.1 Charakterizace normoxické primokultury pro dalsi pokusy

3.2.1.1 Stanoveni adheze hladkosvalovych primokultur ziskanych z plicni arterie
potkana

U primokultur byla nejprve métena jejich schopnost adheze na povrch 96jamkové desticky.

Normoxické buniky (pouze zjednoho potkana) byly s DMEM s 10% nebo 20% FBS

inkubovany v termostatu s 37°C za normoxickych (21% O2) nebo hypoxickych (2.5% O3)

podminek a fixovany v intervalu 2, 4, 6 a 24 hodin. V jednotlivych ¢asovych intervalech byl

zkouman procentualni pomér bunék nasedlych na dno kultivaéni jamky z celkové pocatecni

nasady a také plocha, kterou buniky zaujimaji.

Na obrazku 6 mizeme vidét porovnani rychlosti nasedani normoxickych bunék s ohledem na
médium s 10% nebo 20% FBS a normoxické nebo hypoxické podminky inkubace. Je patrné,
Ze pii 24hodinové inkubaci je na povrch jamky nasedlych vice jak 80 % bunék z celkové nasady
3000 bunék na jamku. JiZ za 6 hodin je na jamku nasedlych vice jak 50 % buné¢k z celkové
nasady. U bun€k v hypoxii neni patrny rozdil v po¢tu adherovanych bunék po 24 hodinach
v zavislosti na procentech FBS v médiu, ovsem buniky v médiu s 20% FBS nasedaji rychleji.
Buiiky v normoxii naopak nasedaji ptiblizné stejné rychle, nezavisle na procentech séra
vV médiu, ale po 24 hodinéch je u bun¢k v médiu s 20% FBS patrné, Ze jiz dochézi k jejich déleni

a proliferovaci (procento nasedlych bun¢k ptesahovalo piiblizné 120% z pocate¢ni nasady).

Dale byly porovnany plochy bunék, kdy ve 2 hodinach byly buriky v hypoxii vétsi nez bunky
v normoxii bez ohledu na obsah FBS v médiu. Ve 4 hodinach byly vétsi buniky v normoxii
s 20% FBS v médiu oproti buiikam v normoxii s 10% FBS a bunkam v hypoxii s 20% FBS.
Bunky v hypoxii s 10% FBS byly vétsi nez burniky v hypoxii s 20% FBS. V 6 hodinach byly
vyrazn¢ vétsi bunky v hypoxii s 20% FBS oproti bunkam v normoxii bez ohledu na obsah FBS
a bunkam v hypoxii s 10% FBS. Ve 24 hodinach byly nejvétsi bunky v normoxii s 20% FBS,
za nimi byly buiiky v normoxii s 10% FBS pak buiiky v hypoxii s 10% FBS a bunky v hypoxii
s 20% FBS byly nejmensi.

Z téchto vysledkli miizeme soudit, ze k adhezi téméf vSech bunck z pocatecni nasady dochézi
az po 24 hodinach. V tomto casovém intervalu dochézi také k jejich nejvétsimu rozpostieni na
jamce. Zaroven je patrné, ze zvySend koncentrace séra (20%) nemd vyrazné€ pozitivni vliv na
adhezi a rozprostfeni bunc¢k. Umisténi bunck do hypoxickych podminek mize mit na

rozprostfeni bun¢k mirné negativni vliv.
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Na obrazku 7 je zobrazen faloidinem obarveny F-aktinovy Cytoskelet buiiky a fokalni adheze
(vinkulin). Fokalni adheze jsou mista, kde je bunka ptichycena ke dnu desticky. Z fokalnich

adhezi vychazi F-aktinovy cytoskelet bunky.

44



>

Adheze HSB na jamku v ¢ase

5000,0
4500,0 )
4000,0 3
3500,0
3000,0
2500,0

a

1
] T

3

2000,0 3

1500,0

1000,0

500,0 ' i
0,0

1-normox FBS 10% 2-normox FBS 20% 3-hypox FBS 10%  4-hypox FBS 20%

—] B W

Pocet bunék na jamku

m2H m4H m6H m24H

B Adheze HSB na jamku v Case v procentech
160,0 1
3
140,0 2 a
3
120,0 a I

100,0 1
80,0 :[ : I

I 3
60,0 3
40,0
< il ol kB
0,0

1-normox FBS 10% 2-normox FBS 20% 3-hypox FBS10%  4-hypox FBS 20%

pocet nasedlych bunék (%)

H2H m4H meH m24H

C Plochy HSB v zavislosti na prostfedi inkubace a procent PBS v ¢ase
16000
1
14000 3
3 4
12000
£ 10000
> 1
ks
S 8000 4 2
F]
% 3
z 1
=
4000 4 T 1 1 ’
. 9 4 | 3
w -I-+|:E -L+ _— -I--E-ET:‘
0 s - - -
1- normox FBS 10% 2 - normox FBS 20% 3 - hypox FBS 10% 4 - hypox FBS 20%
B 1-2Hnormox FBS 10% [ 1- 4H normox FBS 10% [ 1 - 6H normox FBS 10% 1 - 24H normox FBS 10%
M 2 2Hnormox FBS 20% I 2 - 4H normox FBS 20% I 2 - 6H normox FBS 20% 2 - 24H normox FBS 20%
W 3 - 2H hypox FBS 10% M 3 - 4H hypox FBS 10% [ 3-6H hypox FBS 10% 3 - 24H hypox FBS 10%
W4 2HhypoxFBS20% M 4-4H hypox FBS20% [ 4 - 6H hypox FBS 20% 4 - 24H hypox FBS 20%

Obrazek 6: Normoxické hladké svalové bunky inkubované v DMEM s10% a 20% FBS v hypoxickych a
normoxickych podminkach. V jednotlivych ¢asovych intervalech byl spoéitan pocet bunék na jamku (A) a
nasledné prepocitan na procenta nasedlych bunék z pivodni koncentrace nasady (B). Dale byla spocitana
pramérna plocha buiiky (C) pomoci programu imageJ. Praimér + smérodatnd odchylka z $esti jamek (A, B).
Krabicovy graf zobrazujici median plochy bunék (Cara uvnitf krabice), primér (znaceny kiizkem) a 5. a 95.
percentil (okraje tse¢ky) vypoéitany alespoii z 50 bunék. One-Way ANOVA, Holm-Sidakav test, p < 0,05. 1, 2,
3, 4 - vzorek se statisticky vyznamné lii ve srovnani s ostatnimi vzorky ve stejném ¢asovém intervalu.
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Obrazek 7: Imunofluorescenéni barveni normoxickych hladkych svalovych bunék. V bunéénych kulturach byl
vizualizovan F-aktinovy cytoskelet pomoci faloidinu konjugovaného s rhodaminem (A — Zlutd) a protilatkou proti
vinkulinu (B — zelena) znazortujici fokalni adheze. Kompozice obou barevnych kanalti + modfe znazornéna jadra
obarvena Hoechstem 33258 (C). Mé&titko 10 pm.

3.2.1.2 Stanoveni konfluence hladkosvalovych primokultur ziskanych z plicni arterie
potkana
Dale bylo u normoxické primokultury zjistovano, jaka nasada je potieba pro pokryti celé jamky
burikami, tj. pfi jakém poctu bun¢k na jamce dosdhne bunécna kultura 100% konfluence. Tento
udaj je pottebny pro pokusy, ve kterych je cilem sledovat proliferaci bunék za rtznych
podminek. Pokud by byla pro tyto pokusy zvolena pfili§ vysok4 ndsada bun€k na jamku, bunky
by pii dosaZeni 100% konfluence nemély prostor pro dalsi riist. Na 96jamkovou desticku byly
nasazeny bunky v koncentracich nasady 1, 3, 5, 7,5, 10, 12,5, 15 a 20 tisic na jamku v DMEM
s 10% FBS a inkubovany v termostatu s 37 °C. Po 24 hodinach byly buriky fixovany a obarveny

TexasRed C2-maleimidem na plochy bunék a barvivem Hoechst 33258 na jadra.

Z obrazku 8 je patrné, ze idealni koncentrace nasady bunék na pokusy je 5 tisic bun¢k na jamku.

Niz8i koncentrace nepokryvaji rovnomérné jamku a vys$i koncentrace vytvaii na jamce

ey e

rovnomeérné rozmistény na jamce a zarovein maji dostatek prostoru pro proliferaci, buiky se

neodlupuyji.
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A Konfluence s ohledem na ndsadu bunék
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Obriazek 8: A — hladké svalové buiiky inkubované v DMEM s 10% FBS normoxickych podminkach s riznou
koncentraci nasady bun¢k na jamku. U bun¢k byla manualné spocitana plocha bunék v jamce pomoci programu
image] a nasledné piepoéitana na procenta pokryvajici dno jamky. Primér = smérodatna odchylka z Sesti jamek.
B — Imunofluorescenéni barveni hladkého svalu v bunéénych kulturach izolovanych z plicnich arterii potkana
vystavenych normoxii. V bun&¢nych kulturach byla obarvena plocha bunék pomoci Texas Red C2-maleimidu a
jadra Hoechstem 33258. a — nasada 1k bunék na jamku, b — nasada 3k bunék na jamku, ¢ — nasada 5k bunék na
jamku, d — nasada 7,5k bunék na jamku, e — nasada 10k bunék na jamku, f — nasada 12,5k bunék na jamku, g —
nasada 15k bunék na jamku, h — nisada 20k bunék na jamku. Mé&titko 100 pm.

3.2.1.3 Stanoveni proliferace a doby zdvojeni bunék hladkosvalovych primokultur
ziskanych z plicni arterie potkana

V tomto experimentu byla u normoxické primokultury (pouze z jednoho potkana) stanovena

jejich proliferace pii riznych koncentracich nasady bunék a nasledné vypocitana doba zdvojeni

Ze VZorce:
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doba trvani - In(2)

( koneéna koncentrace )

doba zdvojeni =

pocatecni koncentrace

Na 96jamkovou desti¢ku byly nasazeny normoxické buiiky s koncentraci nasady 1, 3, 5, 10 a
15 tisic bun€k na jamku. Bunky byly inkubovany 1, 3 a 7 dni v termostatu s 37 °C. Po dob¢
inkubace byly bunky fixovany a jadra obarvena pomoci Hoechst 33258. Pocty bunék byly

uréeny pocitanim jader v programu ImageJ.

Z obrazku 9A je patrné, Ze K nejvétsimu procentualnimu nartstu po¢tu bun¢k dochazi mezi
¢asovymi intervaly 1. a 3. den po nasazeni. Nejvyznamnéj$i nartist ve srovnani s pocate¢ni
nasadou je patrny u poctt 1, 3 a 5 tisic bunék na jamku. U vysSich mnozstvi 10 a 15 tisic bun¢k
neni narist tak vysoky, protoZe buniky jiz v téchto poctech dosahuji 100% konfluence a nemaji

dostatek prostoru pro rust.

Doba zdvojeni byla vypocitana z po¢tu bunék 1. a 3. den po nasazeni. Nejrychleji bunky rostly
Vv koncentraci 3 tisice bun€k na jamku. Se zvySujici se koncentraci nasady bunék se také zvySuje

jejich ¢as zdvojeni, coz je zpisobeno nedostatkem prostoru v jamce pro dalsi rust bunék.

Dale bylo porovnano, kolik procent bunék z nasady zistane ptichyceno na jamku za jeden den.
Hodnoty byly porovnany mezi sebou a nad 90 % nasedlych bun¢k se pohybovaly v mnozstvi
nasady 5-15 tisic. V koncentraci 1 a 3 tisic bun¢k na jamku bylo procento nasedlych bun¢k

nizké a pohybovalo se kolem 70%, respektive 50% bunék z plivodni nasady.

Pro dalsi pokusy porovnavajici proliferaci bunék za riiznych podminek byla nakonec vybrana
nasada 5 tisic bun¢k na jamku. Pfi této ndsadé je bunécnd kultura v jamce 1 den po nasazeni
zhruba v 60% konfluenci, dochdzi k nasednuti ptiblizn¢ 90% bunck a populace vykazuje

relativné nizkou hodnotu doby zdvojeni (26h).
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A Proliferace bunék v zavislosti na poéateéni koncentraci
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Obrazek 9: Normoxické hladké svalové burniky inkubované v DMEM s 10% FBS v normoxickych podminkach
s riiznou koncentraci nasady bunék na jamku. U bunék byl manualné spocitan pocet bun¢k na jamku (A) pomoci
programu imageJ a z téchto dat nasledné vypoc¢itana doba zdvojeni bunék v dané koncentraci nasady (B). Bylo
také porovnano kolik procent bun¢k nasedlo za prvni den inkubace z celkvé nasady (C). Primér + smérodatna
odchylka z $esti jamek. One-Way ANOVA, Holm-Sidakuv test, p < 0,05. 1, 2- vzorek se statisticky vyznamné lisi
ve srovnani s ostatnimi vzorky ve stejném ¢asovém intervalu.
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3.2.2 Porovnani normoxickych a hypoxickych bunék

3.2.2.1 Proliferace normoxickych a hypoxickych bunék v zavislosti na prostiredi
inkubace
Z péti potkanll vystavenych normoxii a péti potkani vystavenych hypoxii, u nichz se rozvinula
hypertenze, byly odebrany plicni arterie a z nich izolovany bunééné primokultury. Cilem
dalsiho pokusu bylo porovnat vlastnosti normoxickych a hypoxickych bunécnych kultur
z hlediska jejich proliferace jak v normoxickych (21% O3), tak v hypoxickych (2.5% O3)
podminkach in vitro. Hypoxické i normoxické bunky (z péti potkani v kazdé skuping) byly
nasazeny na 96jamkové kultivaéni desky v hustoté 5 tisic bun€k/jamka v 200 ul DMEM s 10%
FBS. Buiky byly nasledné inkubovany v normoxii i hypoxii pro porovnani rychlosti

proliferace.

Z grafu na obrazku 10 je patrny mirné zvySeny pocet bun€k v jednotlivych ¢asovych
intervalech u hypoxickych bunék kultivovanych v hypoxii ve srovndni s normoxickymi
bunkami v normoxii. Je zajimavé, ze pocet bunék se v ptipadé umisténi normoxickych bunék
do hypoxie mirn¢ zvysi (v porovnani s normoxickymi buiikami v normoxii), naopak u
hypoxickych bunék v normoxii dojde k poklesu poctu bunék (ve srovnani s hypoxickymi

buitkami v hypoxii). Zminéné rozdily ovSem nejsou statisticky vyznamné odli$né.

Proliferace hypox. a normox. HSB v hypox. a normox. prostredi

25000,0
20000,0

15000,0

10000,0
5000,0
0,0 i i i -

Hypox v hypox Hypox v normaox Normox v hypox Normox v normox

pocet bunék na jamku

m1D E3D m7D

Obrazek 10: Normoxické a hypoxické hladké svalové bunky inkubované v DMEM s 10% FBS v normoxickych
a hypoxickych podminkach. U bunék byl manualné spocitin poéet bunék na jamku pomoci programu imagelJ.
Pramér + smérodatna odchylka z bunéénych primokultur z péti potkant. One-Way ANOVA, Holm-Sidakav test,
p <0,05. Nebyla detekovana zadna statisticky vyznamna odli$nost mezi skupinami ve stejném ¢asovém intervalu.
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3.2.2.2 Exprese hladkosvalovych markeri Vv bunéénych kulturach ziskanych z plicni
arterie potkana

Dalsim cilem bylo porovnat hypoxické a normoxické bunétné kultury z hlediska exprese

vybranych markerii na urovni mRNA a proteinu. Exprese jednotlivych markeri byla

detekovana u bun¢k v druhé pasazi.

3.2.2.2.1 Stanoveni Cistoty primokultury ziskané z plicni aorty potkana — exprese CD31
a CD90
Pted zahajenim porovnavani hypoxickych a normoxickych bunék ziskanych z plicnich arterii
potkana byla nejprve otestovano, zda burniky nejsou kontaminovany jinymi populacemi bunék.
Pii izolaci hladkosvalovych bun¢k z cév hrozi kontaminace endotelovymi buitkami z vnitini
vrstvy cévy (tunica intima) a fibroblasty z vngjsi vrstvy cévy (tunica adventitia). Pro tyto ucely
bylo vyuzito protilatek proti CD31 (Platelet endothelial cell adhesion molecule-1; PECAM-1,
jedna se o typicky marker endotelovych bunék) a CD90 (Thy-1, marker exprimovany ve
fibroblastech). Bunky byly zkoumany na prutokovém cytometru pro kvantifikaci pozitivnich

bun¢k na CD31 a CD90 a dale byly pozorovany pod fluorescen¢nim mikroskopem.

Na priitokovém cytometru nebyla detekovana ptitomnost CD31 v izolovanych primokulturach
(v normoxickych ani hypoxickych); median fluorescence u barvenych vzorkl se vyraznégji
nelisil od nebarvené kontroly (Obrazek 11 A, C a E). Naopak u normoxickych i hypoxickych
bunéénych kultur byla pozorovana exprese markeru CD90 (Obrazek 11 B, D a F). Median
fluorescence byl u barvenych bunék vyznamné vyssi ve srovnani s nebarvenou kontrolou, na
histogramu ovsem nedoslo k jasnému oddé€leni populace barvenych a nebarvenych bunék. Mezi
medidnem fluorescence normoxickych a hypoxickych bun¢k barvenych na CD90 nebyl patrny
zadny rozdil. Protoze exprese CD31 nebyla detekovana na prutokovém cytometru, nebyly na
n¢j buniky obarveny pro pozorovani na fluorescenénim mikroskopu. Buiiky byly obarveny na
CD90 (Obrazek 12). CD90 byla ptitomna jak u normoxickych i hypoxickych bun¢k. Nebyl

pozorovan vyznamny rozdil mezi normoxickymi a hypoxickymi butikami.
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Obrazek 11: Normoxické a hypoxické buiiky analyzované na prutokovém cytometru pro zjisténi kontaminace
endotelovymi buitkami za pomoci protilatky CD31 (A, C) a kontaminace fibroblasty za pomoci protilatky CD90
(B, D). Buiiky jsou porovnavany s nebarvenou kontrolou. Hodnotime zmé&nu medianu fluorescence (E, F). Pramér
+ smérodatna odchylka z bun&énych primokultur z péti potkanti. One-Way ANOVA, Holm-Sidéakav test, p <0,05.
*- vzorek se statisticky vyznamné 1i$i ve srovnani s nebarvenou kontrolou.

52



CD90 Kompozice s jadry

Hladké
svalové
bunky
normoxické

Hladké
svalové
bunky
hypoxické

Obrazek 12: Imunofluorescencni barveni CD90 v bunécnych kulturach izolovanych z plicnich arterii potkant
vystavenych normoxii (A, B) nebo hypoxii (C, D). v bunéénych kulturach byla vizualizovana pfitomnost CD90
(A, C; Cervena). Zobrazena je rovnéz kompozice spole¢né s modie nabarvenymi jadry (B, D). Métitko 10 um.

3.2.2.2.2 Stanoveni Cistoty primokultury ziskané z plicni aorty potkana — exprese
vimentinu a desminu
CD90 se v ptedchozim pokusu neukazal jako vhodny marker pro identifikaci kontaminace
populace hladkych svalovych bunc¢k fibroblasty. Proto bylo dale otestovano
imunofluorescen¢ni barveni bunék protilatkami proti vimentinu a desminu. Vimentin je
typickym markerem pro mezenchymalni bunky (tj. také pro fibroblasty) a desmin je typicky
exprimovan hladkymi svalovymi buitkami. Vimentin i desmin byl exprimovan u hypoxickych
1 normoxickych bunék. Vimentin byl u vSech bunék ve fibréznim stavu. Desmin byl u bunék
ptitomen spise difuzné a v oblasti jadra, u hypoxickych bun¢k byl vice formovan do fibrilarnich

struktur (Obrazek 13). Z téchto vysledku tedy neni mozné kontaminaci fibroblasty piesné urcit.
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Obrazek 13: Imunofluorescen¢ni barveni vimentinu a desminu v bunéénych kulturach izolovanych z plicnich
arterii potkanti vystavenych normoxii (A-C) nebo hypoxii (D-F). V bunéénych kulturach byla vizualizovana
ptitomnost vimentinu (A, D; zelena) a desminu (B, E; Zlutd). Zobrazeny jsou rovnéz jednotlivé kanaly v kompozici
spole¢né s modie nabarvenymi jadry (C, F). Méfitko 10 pm.

3.2.2.2.3 Exprese hladkosvalovych markert aktinu, kalponinu a myosinu v izolovanych
primokulturach

U primokultur byla dale ovéfena ptitomnost typickych hladkosvalovych markerti pomoci

imunofluorescen¢niho barveni a exprese na urovni mRNA pomoci qPCR. Buiky byly barveny

protilatkami proti a-aktinu, kalponinu, a myosinu.

Bunky po kultivaci ziskavaji spiSe polygonalni tvar misto svého typického vietenovitého tvaru.
U vsech bun¢k byl pfitomen a-aktin. U vétSiny bunek byl a-aktin ve fibroznim stavu, ale
nekteré bunky ho exprimovaly pouze difuzn€. V relativni exprese genu pro a-aktin nebyl
pozorovan zadny rozdil mezi normoxickymi a hypoxickymi buiikami. U bunék hypoxickych 1
normoxickych byly pozorovany buiiky exprimujici kalponin, ale u hypoxickych bun¢k byla
exprese pozorovana ve vétsim poctu bunék (Obrazek 14), kalponin byl focen i konfokalnim
mikroskopem pro lepsi pozorovani jeho struktury (Obrazek 15), kde jsme mohli pozorovat, ze
u nékterych bun¢k byl kalponin i ve fibroznim stavu. Exprese kalponinu na trovni mRNA byla

vyznamné vys§i u hypoxickych bunék (Obrazek 16).
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Obrazek 14: Imunofluorescenéni barveni markerd hladkého svalu v bunéénych kulturach izolovanych z plicnich
arterii potkanti vystavenych normoxii (A-C) nebo hypoxii (D-F). v buné&nych kulturach byla vizualizovana
ptitomnost a-aktinu (A, D; zelend) a kalponinu (B, E; Cervend). Zobrazeny jsou rovnéZ jednotlivé kanaly
v kompozici spole¢né s modie nabarvenymi jadry (C, F). Métitko 100 pm.
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Obrazek 15: Imunofluorescenéni barveni markerti hladkého svalu v bunéénych kulturach izolovanych z plicnich
arterii potkanii vystavenych normoxii (A-C) nebo hypoxii (D-F). v bunénych kulturach byla vizualizovana
ptitomnost a-aktinu (A, D; zelend) a kalponinu (B, E; zlutd). Zobrazeny jsou rovnéZ jednotlivé kanaly v kompozici
spole¢né s modfe nabarvenymi jadry (C, F). Méfitko 10 pm.
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Obrazek 16: Relativni exprese genti v normoxickych a hypoxickych hladkych svalovych bunikach. Zkoumané
geny byly ACTA2 pro a-aktin (A) a CNN1 pro kalponin 1 (B). Normoxické butiky jsou povazovany za kontrolni
skupinu. Primér + smérodatna odchylka z péti jedinci. One-Way ANOVA, Holm-Sidakiv test, p <0,05. *- vzorek
se statisticky vyznamné lisi ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

Tézky fetézec myosinu 11 je na imunofluorescenénim barveni patrny velice slabé (Obrazek 17
a 18). Na urovni mRNA je exprese tézkého fetézce hladkosvalového myosinu vyrazné zvySena
u hypoxickych bunék (Obrazek 19).
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Obrazek 17: Imunofluorescencni barveni markeri hladkého svalu v bunéénych kulturach izolovanych z plicnich
arterii potkantl vystavenych normoxii (A-C) nebo hypoxii (D-F). v bunéénych kulturach byla vizualizovana
pritomnost a-aktinu (A, D; zelend) a tézky fetézec myosinu 11 (B, E; Cervend). Zobrazeny jsou rovnéz jednotlivé
kanaly v kompozici spole¢né s modie nabarvenymi jadry (C, F). Métitko 100 pm.
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Obrazek 18: Imunofluorescenéni barveni markerti hladkého svalu v bunéénych kulturach izolovanych z plicnich
arterii potkanii vystavenych normoxii (A-C) nebo hypoxii (D-F). v bunénych kulturach byla vizualizovana
pfitomnost a-aktinu (A, D; zelend) a tézky fetézec myosinu 11 (B, E; Cervend). Zobrazeny jsou rovnéz jednotlivé
kanaly v kompozici spole¢n€ s modie nabarvenymi jadry (C, F). Méfitko 10 pm.
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Obriazek 19: Relativni exprese genu MYH11 pro myosin-11. Normoxické builky jsou povazovany za kontrolni
skupinu. Primér + smérodatnd odchylka z bunéénych kultur z péti potkanti. One-Way ANOVA, Holm-Sidaktiv
test, p < 0,05. *- vzorek se statisticky vyznamné 1isi ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

3.2.2.2.4 Exprese galektinu-3 a kolagenu | v bunéénych kulturach ziskanych z plicni
arterie potkana

Primokultury byly dale obarveny protilatkou proti galektinu-3 a kolagenu I. Galektin-3 se

nachazel jak v normoxickych, tak v hypoxickych bunikach. V buikach byl spise pfitomen

difuzné, nejvice vSak v okoli jader. U normoxickych bun¢k je vyraznéjsi fluorescence

galektinu-3 v okoli jadra. u hypoxickych bungk je fluorescence nizsi, ale jsou ptitomny drobné

inkluze v cytoplasmé. U hypoxickych bunék je exprese genu pro galektin-3 vyznamné vyssi

nez u normoxickych bunék (Obrazek 20 a 23 A).

U hypoxickych bun¢k je vyrazné&jsi fluorescence kolagenu I kolem jader (obrazek 21 a 22). U
normoxickych bungk je slabsi fluorescence kolagenu I a je pfitomna u méné bunék. Exprese

genu pro kolagen 1 se mezi hypoxickymi a normoxickymi buitkami neliSila (Obrazek 23 B).
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Obrazek 20: Imunofluorescenéni barveni galektinu-3 v bunéénych kulturach izolovanych z plicnich arterii
potkanti vystavenych normoxii (A, B) nebo hypoxii (C, D). V buné¢nych kulturach byla vizualizovana pfitomnost
galektinu-3 (A, C; zelena). Zobrazena je rovnéz kompozice s modie nabarvenymi jadry (B, D). Méfitko 10 pm.
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Obrazek 21: Imunofluorescenéni barveni kolagenu | v bun&nych kulturach izolovanych z plicnich arterii
potkani vystavenych normoxii (A, B) nebo hypoxii (C, D). V bunéénych kulturach byla vizualizovana ptitomnost
kolagenu I (A, C; zelend). Zobrazena je rovnéz kompozice spoleéné s modfe nabarvenymi jadry (B, D). Métitko
100 pm.
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Obrazek 22: Imunofluorescenéni barveni kolagenu | v bun&nych kulturach izolovanych z plicnich arterii
potkanti vystavenych normoxii (A, B) nebo hypoxii (C, D). V bunéénych kulturach byla vizualizovana ptitomnost
kolagenu I (A, C; zelend). Zobrazena je rovnéz kompozice spoleéné s modie nabarvenymi jadry (B, D). Mé&fitko
10 pm.
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Obrazek 23: Relativni exprese genl v normoxickych a hypoxickych hladkych svalovych bunikach. Zkoumané
geny byly LGALS3 pro galektin-3 a COL1A1 pro kolagen-1. Normoxické buiiky jsou povaZzovany za kontrolni
skupinu. Primér + smérodatna odchylka z bun&k z péti potkanti. One-Way ANOVA, Holm-Sidakav test, p < 0,05.
*- vzorek se statisticky vyznamné 1i§i ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

3.2.3 Exprese genii v tkanich ziskanych z potkani vystavenych normoxickym a
hypoxickym podminkam.

Dalsim z cili diplomové prace bylo srovnat expresi vybranych genti v tkanich izolovanych

z potkanti vystavenych normoxickym nebo hypoxickym podminkam. Pro tyto ucely byly

vyuzity tkané plic, pravé srde¢ni komory a plicni arterie z potkand vystavenych normoxickym
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a hypoxickym podminkam. V pokusech s hladkymi svalovymi buitkami byly zkoumany geny
ACTAZ2 (aktin), MYH11 (myosin), CNN1 (kalponin), LGALS (galektin-3), COL1A1 (kolagen
1), proto byly tyto geny zkoumany i v tkanich. Exprese genti byla uréena pomoci kalibra¢nich

kiivek. Normoxické buiiky jsou brany jako kontrolni skupina.

Srdecni tkan u hypoxickych potkani méla zvysenou expresi genu COL1AL. Exprese LGALS3
je sice zvysena, ale rozdil neni statisticky vyznamny, kvuli velkym odchylkam (Obrazek 24 A).
Exprese dalSich zkoumanych genti (ACTA2, CNN1 a MYH11) je mirn€ zvySena v hypoxické

srdeéni tkani.

Dale byla zkoumana tkan plicni arterie, ktera nema zadné statisticky vyznamné zvySené
hodnoty hypoxické tkan¢, z grafu je ovSem patrny narist exprese u vSech sledovanych gent

Vv hypoxické tkani (Obrazek 24 B).

Exprese byla méfena také v plicni tkan, abychom zachytili expresi gent také v obtizné
izolovatelnych plicnich arteriich a arteriolach ve vys$$im vétveni a o malém priméru. Plicni
tkan meéla expresi vSech zkoumanych gent v hypoxické tkani statisticky vyznamné zvySenou
(obrazek 24 C). Exprese vybranych gent Vv plicni tkani mohla byt ovlivnéna nejenom butikami,
které se nachdzeji v arteriich a arteriolach (tj. endotel, hladké svalové buiiky a fibroblasty), ale

také pritomnosti bunék typickych pro plicni tkan (tj. zejména plicnimi epitelovymi bunkami).
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Obrazek 24: Relativni exprese gent srdce, plicni arterie a plice normoxickych a hypoxickych potkanti. Zkoumané
geny byly ACTAZ2 pro aktin, CNN1 — pro kalponin, MYH11 pro myosin, LGALS3 pro galektin-3 a COL1AL pro
kolagen-1. Normoxicti potkani jsou povazovani za kontrolni skupinu. Praimér + smérodatna odchylka (pro srdce
a plicni arterii byly vzorky tkani ze ti potkand; pro plicni tkan vzorky z péti potkantl). One-Way ANOVA, Holm-
Sidaktv test, p < 0,05. *- vzorek se statisticky vyznamné 1isi ve srovnani s kontrolnim vzorkem.
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3.2.4 Cytotoxicita inhibitora galektinu-3 u normoxickych a hypoxickych bunék
ziskanych z plicnich arterii potkana
Poslednim cilem prace bylo stanovit vliv nové pfipravenych experimentéalnich inhibitora
galektinu-3 na bunécné kultury z plicni arterie potkana. Je potieba aby inhibitory galektinu-3
neovliviiovaly negativné samotné buiiky a nebyly pro né toxické. Z toho diivodu jsme zkoumali
cytotoxicitu téchto novych inhibitorii. Pro tento pokus byly buiikky inkubovany v médiu
s obsahem pouze 0.5% FBS z divodu vylouc¢eni maskujiciho vlivu vysokych koncentraci séra
na ucinnost zkoumanych latek. Byl porovnan vliv inhibitorti jak na hypoxické (z jednoho
potkana), tak normoxické bunky (z jednoho potkana). Byly zkoumany inhibitory s pracovnimi
nazvy DVP34C1, DVP34C2, DVP26C3 a DVP26CA4. Inhibitory byly poskytnuty oddélenim

biotransformaci MBU.

Z obréazku 25 je patrné, ze buiiky nejsou vyznamné ovlivnény inhibitory galektinu-3. Neni také
ziejmy zadny rozdil v pasobeni inhibitori na normoxické a hypoxické butiky. Nékteré hodnoty
pocta bunék byly zvysené (DVP26C3 normox 1D v nejvyssi koncentraci a hypox 3D v 1 a 100
uM koncentraci) oproti kontrolni skupiné, nebo snizené (DVP26C4 hypox 1D v nejvyssi

koncentraci), coz bylo pravdépodobné zpisobeno nahodnou chybou.
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16000,0 16000,0
5 14000,0 = 14000,0
£ I =
§ 120000 I I I § 120000 =
© 100000 © 10000,0
56 8000,0 5 8000,0
5 s Il 11
3 60000 2 6000,
’§ 4000,0 B 40000
o
= 20000 < 2000,0
00 0,0
Normox 1D Normox 3D Hypox 1D Hypox 3D Normox 1D Normox 3D Hypox 1D Hypox 3D
C(um) M0 m001 MOl M1 m10 =100 C(UM) M0 m0,01 MO W1 B10 m100
C DVP26C3 D DVP26C4

6000,0 . *
4000,0

16000,0
14000,0
1
1

I

2000,0 = I 1 2000,0 I * L I
0000,0 * I 0000,0 I
8000,0 I 1 % 8000,0 I I I
6000,0 = 6000,0 £
1000,0 8 4000,0
2000,0 2000,0

00 0,0

Normox 1D Normox 3D Hypox 1D Hypox 3D Normox 1D Normox 3D Hypox 1D Hypox 3D

[

Pocet bunék na jamku
Pocet bunék na jamku

C(uM) m0 m0,01 m0,1 W1 m10 =100 C(uM) ®0 m0,01 mO,1 W1 W10 =100

Obrazek 25: Normoxické a hypoxické HSB inkubované v médiu s 0.5% FS s rliznymi koncentracemi inhibitora
galektinu-3. U bunék byl stanoven pocet jader v mikroskopickych zornych polich pomoci programu ImagelJ a
pfepoditany na povrch jamky (A, B, C, D). Primér + smérodatna odchylka ze tfi jamek. One-Way ANOVA, Holm-
Sidékiv test, p < 0,05. *- vzorek se statisticky vyznamné lii ve srovnani s kontrolnim vzorkem v daném dni bez
ptidavku inhibitoru galektinu-3.
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4 DISKUZE

Pro charakterizaci normoxické primokultury HSB pro dalsi pokusy bylo vyuzito stanoveni
jejich adheze, dosazeni konfluence a schopnost proliferace a doba zdvojeni bun¢k. Hladké
svalové bunky se nachazeji ve vSech sténach cév a zajistuji jejich strukturalni integritu a
reguluji primér tim, Ze se dynamicky stahuji a uvoliuji v reakci na vazoaktivni stimuly.
Diferencovany stav HSB je charakterizovan specifickymi kontraktilnimi proteiny, iontovymi
kanaly a povrchovymi receptory regulujici kontraktilni proces. V reakci na zranéni, anebo
béhem vyvoje jsou zodpovédné za syntézu proteinil extracelularni matrix, stavaji se migrujicimi

a proliferaci [43].

V nasem pokusu pro zji$téni adheze byly normoxické HSB inkubovany v normoxii a hypoxii
v médiu s 10% nebo 20% FBS, kdy buriky inkubované v normoxii s 20% FBS v médiu sice po
24 hodinové inkubaci byly nasedlé v§echny, ale i buiiky které byly inkubovany v hypoxii s 10%
FBS v médiu dosahovali 80 % adherovanych bunék po 24 hodinové inkubaci, coz je pro nase
pokusy dostacujici a proto bylo pro inkubaci v dalsich pokusech pouzito pouze 10% FBS

V médiu.

Fetalni bovinni sérum (FBS) se Siroce pouzivéa jako doplné€k pro kultivaci bun€k a je povazovan
za univerzalni standardni slozku vétSiny kultivaénich médii. Obsahuje klicové faktory pro
uchovani a ispésnou expanzi bunék in vitro [44]. Obvyklé koncentrace FBS v médiu jsou 2-10
% [45], kdy 10 % FBS je vychozich pro vétsinu bunéénych linii [46]. Ve védecké studii
Khasawneh et al. 2019 zkoumali dopad raznych procent FBS na biologickou vykonnost
mezenchymalnich kmenovych bun¢k, kdy zkouseli FBS v koncentracich mezi 5-20 %. Ve
vysokych procentech (15 % a 20 %) byla u bun€k zvySena jejich proliferace a expanze.
V nizsich procentech FBS (7 %) byly zlepseny jejich imunosupresivni charakteristiky, ale mira
proliferace byla snizena. 5 % FBS v médiu zptsobilo rapidni pokles prolifera¢ni kapacity a

imunosupresivnich vlastnosti [47].

Dale byla stanovena schopnost dosazeni konfluence po 24hodinové inkubaci s ohledem na
pocatecni ndsadu bunck. Buiiky dosahovaly vice jak 90% konfluence S ndsadou 10 tisic bun¢k
dalsi pokusy byla pouzita koncentrace 5 tisic bun¢k na jamku, kdy bunky dosahuji 60%
konfluence. Ve védecké studii Proudfoot et al. 2012 poukazuji na vliv koncentrace nasady
hladkych svalovych bunék na jejich optimalni rtst. V nizkych koncentraci nasad nejsou buiiky

rovhomérné rozprostieny a tvoii kolonie kvili mezibunéénym interakcim. Ve vysSich
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koncentracich maji buiiky mezi sebou pravdépodobné piili§ silné vazby a naptiklad pfi
trypsinizaci se oddéli od desky jako celistvy list, a ne jako suspenze. Idealni hustotou pro
pokusy je tedy konfluence mezi 40-80 % [48].

Poté byla stanovena proliferace bunék a jejich doba zdvojeni. S ohledem na koncentraci nasady
je u vsech priblizné stejné velky nartst bunék s ¢asem. Doba zdvojeni byla nejkratsi u nasady
3 tisice bun€k na jamku. OvSem s ohledem na pocet nasednutych bunék za den byla pro dalsi
pokusy vybrana koncentrace 5 tisic bunék na jamku i kdyzZ je jeji ¢as zdvojeni mirné delsi. Doba
zdvojeni a proliferace bunek byla v nasem pokusu zjisténa obarvenim jader fluorescen¢ni
barvou a manualnim pocitanim bunék v programu imageJ. Ve védecké studii Tonarova et al.
2021 zjistovali proliferaci bunék pomoci metabolické aktivity bunék, kdy nasazovali 8 tisic a

10 tisic bunék na cm? jamky. Dobu zdvojeni poté zjistovali pomoci Biirkerovy komuirky [44].

Po charakterizaci normoxickych bun¢k jsme déle porovnavali normoxické a hypoxické buiiky.
Prvnim pokusem bylo porovnani proliferace bun¢k a bylo zjiSténo, Ze neni vyznamny rozdil
mezi proliferaci normoxickych a hypoxickych bun€k. Hypoxie je dulezitym stimulem pro
proliferaci HSB. Nachazi se v anterosklerotickych 1ézich a rychle rostoucich nadorech. Trvala
hypoxie indukuje expresi genti kodujicich transportéry, enzymy a rustové faktory. Ve védecké
studii Humar et al. 2002 zkoumali efekt mirné hypoxie (3 % O2) a bunécné specifickych,
lokaln¢ produkovanych ristovych regulaénich molekul na proliferaci bunék vaskularni
arterialni stény a angiogenezi in vitro. Rozdil v proliferaci mezi hypoxii a normoxii neni patrny.

Pfitomnosti mitogent dochazi k zvysené proliferaci hypoxickych bunék [49].

Poté byla hodnocena ¢istota bunécné kultury pomoci markert CD31 a CD90, a vimentinu a
desminu. CD31 je obvykle exprimovana na endotelialnich bunkach, cirkulujicich krevnich
destickach, monocytech a podskupinach T-lymfocyti. Je to adhezni receptor, jehoz funkce jsou
adheze imunitnich bungk, transendotelidlni migrace, koagulace, angiogeneze a aktivace

integrina [50].

CD90 je marker pro mezenchymalni kmenové buiiky a byl dfive popsan ve vzorcich gliomt a
imortalizovanych gliomovych bunéénych linii. CD90 je také exprimovan v glioblastomovych
asociovanych stromalnich buiikdch a pericytech podobnych mezenchymalnim kmenovym
bunkam. CD90 je N-glykosylovany, glykofosfatidylinositolem ukotveny povrchovy protein
bunék. Mize byt exprimovan i v mnoha jinych typech bunék jako jsou endotelidlni bunky,
fibroblasty a neurony. Podili se naptiklad na aktivaci a apoptoze T-lymfocytt, adhezi a migraci

leukocyti a proliferaci a migraci fibroblastt pfi hojeni ran a fibroze [51].
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V nasSich experimentech byla u hypoxickych i normoxickych bun¢k zjisténa zvysena exprese
CD90 na prutokovém cytometru a byla potvrzena i imunofluorescen¢né. CD31 v nasich
kulturach pfitomna nebyla. Ve védecké studii Avril et al. 2017 poukazuji na fakt, ze CD90
muze byt exprimovana i jinymi buiitkami od glioblastomovych bun€k ptes fibroblasty az po
epitelialni bunky a nemtizeme ji proto povazovat za specificky marker [51]. Ve védecké studii
Clément et al. 2019 porovnavaji expresi CD90 a hladkosvalového a-aktinu v HSB,
fibroblastech a myofibroblastech, kdy HSB exprimuji pouze a-aktin, fibroblasty pouze CD90
a myofibroblasty exprimuji CD90 a ve sniZzeném mnozstvi a-aktin. Dale ve své studii zminuji,
expresi a-aktinu v bunkach z oblasti bez elastickych lamel mimo tunica media ze vzorkt
disekovanych aort. VétSina téchto bunck neexprimovala CD90, coz naznacuje, ze bunky
pravdépodobné expandovali ztunica media aorty [52]. P#i plicni hypertenzi mohou
adventicialni fibroblasty diferencovat na HSB a migrovat do tunica media [14]. Mohli by si
tedy udrzet své markery, a proto bychom vidéli zvyseny CD90 u hypoxickych bunék, to ovsem
nevysveétluje zvySeni 1 u normoxickych bunék. Proto se pravdépodobné jednad o kontaminaci

fibroblasty vzniklou pfi preparovani plicnich arterii.

Dale byla hodnocena Cistota naSich primokultur pomoci protilatek proti vimentinu a desminu.
Vimentin je intermediarni filamentovy protein typu Ill. Je obvykle exprimovan Vv buiitkach
mezenchymalniho piivodu, jako jsou napiiklad fibroblasty, ovS§em miiZe byt exprimovan i
Vv epitelidlnich bunkach, kdyZz jsou zapojeny do fyziologickych ¢i patologickych procest
vyZzadujici jejich migraci [53]. Intermediarni filamenta udrzuji strukturu buiky, tkanovou
integritu a mohou regulovat rizné bunééné funkce. Vimentin hraje roli v bunééné migraci a

epitelidlné-mezenchymalnim pfechodu naptiklad u epitelialnich karcinomu [54].

Desmin je intermediarni filamentovy protein hladkého svalstva, ale miiZze byt exprimovan i ve
fibrotické tkani pfi hojeni ran. Je také popsan jako marker pericyti ve spojeni s angiogenezi.
Takové buiiky byly popsény jako bunky nasténné nebo vysoce pohyblivé builkky podobné
myofibroblastim [55].

V nasem experimentu byl u normoxickych i hypoxickych bun¢k exprimovan vimentin i desmin.
Dle védecké studie Smyth et al. 2018 je desmin selektivnim markrem pro HSB cév. V této
studii zkoumali proteinové markery pericytti a HSB, zda jsou specifické pro nasténné bunky a
nebarvi jiné tkané¢ mozku a kvantifikovali jejich distribuci v malych a velkych cévach in situ.
Zjistili, ze mozek obsahuje n€kolik typi nasténnych bunck vcetné dulezitych obalovych

pericitd, a ze HSB cév v mozku exprimuji vysoké hladiny desminu a dal$ich proteint
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specifickych pro HSB [56]. Ve studii Yao et al. 2015 a Tang et al. 2018 naznacuji spojitost
exprese vimentinu v HSB s jejich migraci zprostiedkovanou TGF-a, kdy potlaceni jeho exprese

vedlo k snizené migraci HSB cév [57; 58].

Dale byla u normoxickych a hypoxickych bun¢k porovnana exprese hladkosvalovych markert
a-aktinu, kalponinu a myosinu. Pfi identifikaci populace HSB slouzi jako markery nékolik
izoforem kontraktilniho aparatu. a-aktin je ¢asnym markerem diferenciace HSB a je pro né
velmi selektivni, ackoli mize byt pfechodné exprimovan fadou mezodermalné derivovanych
bun¢k béhem vyvoje. Bazicky kalponin je stfednédobym markerem béhem vyvoje HSB, je
téméet selektivni pouze na HSB, ale muze byt exprimovan i V srdeCnich myocytech,
myofibroblastech a fadé¢ nadorovych bunék. Tézky fetézec myosinu je pozdnim markerem,

vykazuje nejvyssi stupen bunééné specifity v diferenciaci v HSB [59].

V naSich experimentech byl exprimovan a-aktin ve vSech bunkach stejné, kalponin ve vyssi
mife v hypoxickych bunkach a myosin byl exprimovan velmi slabé ve form¢ proteinu, ale na
urovni mRNA byl v hypoxickych buiikach vyrazné zvySen. SniZzeni proteinové exprese
hladkosvalovych markerii mtze byt zplsobeno kultivaci HSB, kdy dochdzi k vymizeni
hladkosvalovych markert od téch nejpozdnéjsich (téZky fetézec myosinu) s pfeménou
kontraktilniho fenotypu HSB na synteticky [60]. ZvySena exprese hladkosvalovych markert je
pravdépodobné zpusobena hypoxii. Ve védecké studii Lin et al. 2020 zkoumali, jak hypoxie
podporuje diferenciaci HSB z adipéznich kmenovych bunék regulaci N6-adenosin-
methyltransferazy a parakrinnich faktorti. Hypoxie upreguluje N6-adenosin-methyltransferazu,
ktera podporuje diferenciaci kmenovych bunék v HSB a zvySuje vnich expresi

hladkosvalovych markera [61].

Dale byla porovnana exprese galektinu-3 a kolagenu I v normoxickych a hypoxickych bunkach.
Galektin-3 se ucastni mnoha d&ji v buiice od imunitnich reakci, pies angiogenezi po migraci a
proliferaci. Jeho funkce je zavisla na jeho umisténi [62]. Je lokalizovan jak intracelularné, tak
extracelularng. Intracelularné se mize nachazet jak v cytoplasmé, tak difuzné v nukleoplasmé
jadra a je také spojovan s fadou diskrétnich teckovych struktur (napiiklad interchromatinova

granula, Cajalova téliska a jiné) [28].

Kolagen | je jednim ze zakladnich proteinti extracelularni matrix a hraje dilezitou roli pii tvorbé
tkani [63]. Kolagen | ukladaji hlavné fibroblasty a myofibroblasty. Podili se na fibroze u hojeni

ran a pomaha tvorb¢ jizev. Jizveni organt je hlavni pficinou morbidity a mortality [64].
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Galektin-3 byl v bunce rozprostien difuzné s vétsi koncentraci v jadfe a ob¢asnou piitomnosti
inkluzi a na Grovni mRNA je vice exprimovan v hypoxickych buiikach. Kolagen I je vice
exprimovan v hypoxickych buiikach a nachazi se kolem jadra. Exprese galektinu-3 je zvySena
hlavné u medialnich HSB u plicni hypertenze. Ve védecké studii Barman et al. 2018 zkoumali
jakym zplGsobem ptispiva galektin-3 k plicni hypertenzi. Zjistili ze exprese galektinu-3 je
zvySena V hypertenznich plicnich tepnach hlavné v medidlni vrstvé a stimulaci proliferace HSB
podporuje vaskularni remodelaci a vznik plicni hypertenze [38]. Hladina kolagenu | by mohla
odrazet stupen fibrozy. Ve védecké studii Zhang et al. 2020 zkoumali poskozeni myokardu,
kdy ukladani kolagenu I vyrazné vzrostlo u skupiny s ischemickym/reperfuznim poranénim

(vaskularni akutni stav po infarktu myokardu) a jeho exprese byla upregulovana [65].

Dale jsme zkoumali expresi gent pro a-aktin, kalponin, tézky fetézec myosinu, kolagen | a
galektin-3 v tkanich srdce, arterii plic a v plicich. Tyto geny byly zkoumany, protoze pro plicni
hypertenzi je typicka zvysena proliferace HSB a ukladani kolagenu I v extracelularni matrix
cévni stény plicnich arterii. V' tunica media plicnich arterii je také pozorovana zvySena exprese
galektinu-3. V odpovédi na plicni hypertenzi se méni i prava srdeéni komora, coz zahrnuje

zmény v kontraktilni funkci, velikosti komory, hypertrofii a extracelularni matrix [38; 66].

V nasem experimentu byla u srdce zvySena zejména exprese kolagenu |, exprese ostatnich genti
byla zvysena pouze mirné. U plicnich arterii byla mirn¢ zvysena exprese vsech sledovanych
gend. Pro zachyceni exprese genti také v 0btizn¢ izolovatelnych plicnich arteriich a arteriolach
o malém priméru byla pouZita rovnéz plicni tkdn. V plicni tkani byly rozdily v expresi genil

nejvyraznéjsi, v hypoxické tkani mély vSechny zminéné geny zvySenou expresi.

V poslednim pokusu byla zkoumana cytotoxicita nové piipravenych oligosacharidovych
inhibitort galektinu-3 na normoxickych i hypoxickych bunéénych kulturach. Inhibitory byly
navazany na polyoxazolinové nosi¢e pro zvySeni rozpustnosti ve vodném prostiedi a
prodlouzeni polo¢asu rozpadu. Inhibitory galektinu-3 jsou primarné zameéfeny na interakci
s CRD galektinu-3, tedy obsahuji cukernou slozku, ktera je schopna tuto strukturu obsadit a tim
inhibovat jeho funkci. Také je mozné galektin-3 inhibovat pfes jeho N-terminalni konec anebo

deleci NH2 konce pomoci genetického inzenyrstvi [67; 39].

Inhibitory, které byly pouzity v pokusu, nemély cytotoxicky t¢inek na HSB. Ve védecké studii
Stegmayer et al. 2019. Porovnavali 3 inhibitory galektinu-3, dva byly thiodigalaktosidy a jeden

byl o-d-galaktosid. V této studii zjistovali jejich bazalni toxicitu méfenim bunééné
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Zivotaschopnosti V pfitomnosti a nepfitomnosti inhibitord. U ani jednoho z testovanych

inhibitorti nebyla pozorovana zména Zivotaschopnosti bunék [68].
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5 ZAVER
Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo charakterizovat model plicni hypertenze u potkant
in vivo z hlediska exprese vybranych markert v tkanich. Z potkanti vystavenych normoxii a

hypoxii byly izolovany pravé srdecni komory, plicni arterie a plice. Bylo zjisténo, ze:

1.V hypoxické plicni tkani je exprese vsech sledovanych markert (a-aktinu, kalponinu,
tézkého fetézce hladkosvalového myosinu, galektinu-3 a kolagenu I) vyznamné
zvySena. V hypoxickych tkanich z pravé srde¢ni komory a plicni arterie je exprese

téchto markert zvySena pouze mirn¢, rozdil nenf statisticky vyznamny.

Z potkani byly izolovany primokultury z plicni tepny. U normoxickych primokultur byla
Vv pilotnich experimentech stanovena jejich schopnost adheze a proliferace. Ze ziskanych dat je

patrne, ze:

2. K adhezi tém¢et vSech bun¢k dochazi az po 24 hodinach po nasazeni, zaroven bunky
V tomto Case zaujimaji nejveétsi plochu na kultivacnim povrchu. Buiiky dobte adheruji
s 10% FBS v médiu, ptidavek 20% FBS do média adhezi bun¢k vyznamné neovlivni.
Pfi adhezi nezalezi, zda jsou bunky inkubovany v normoxickych (21% Oz) nebo
hypoxickych (2.5% O2) podminkach. Inkubace v hypoxii miize mit pouze mirné
negativni vliv na rozprostfeni bunck.

3. Optimalni nasada pro pokusy zkoumajici proliferaci bunék je 5 tisic bun€k na jamku
v 96jamkové desti¢ce. Po 1 dni jsou bunky pfi této nasadé v 60% konfluenci, dochazi

k pfichyceni vice jak 90% bunék a doba zdvojeni dosahuje nizkych hodnot (26h).

U hypoxickych a normoxickych primokultur byla stanovena jejich schopnost proliferace a také

exprese vybranych genil na irovni mRNA a proteinu. Bylo zjiSténo, Ze:

4. Neni z&dny vyznamny rozdil v proliferaci hypoxickych a normoxickych bunék.
Vyznamny vliv na proliferaci nema ani zména kultiva¢nich podminek in vitro
(hypoxie 2.5% O2 vs. normoxie 21% Oy).

5. Izolované primokultury neexprimuji marker CD31. Naopak marker CD90 je v mensi
mife v bunikach exprimovan. V buiikach je pozorovana rovnéZ exprese vimentinu i
desminu. Neni rozdil v expresi téchto markert mezi hypoxickymi a normoxickymi

bunkami.
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6. U hypoxickych bungk je ve zvySené miie exprimovan gen pro kalponin, tézky fetézec
hladkosvalového myosinu a galektin-3; v expresi a-aktinu a kolagenu I neni patrny

zadny rozdil. Na Grovni proteinu lze pozorovat zvysenou expresi pouze u kalponinu a

kolagenu I.

Primokultury byly rovnéz vyuzity pro testovani ucinku inhibitord galektinu-3. Z vysledku je

mozné soudit, Ze:

7. Zadny z testovanych inhibitort neptisobi ve sledovanych koncentracich a ¢asovych

intervalech toxicky na hypoxické a normoxické primokultury.
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