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Vézeni a mili kolegovia,

opat’ mame rok za sebou a urCite ste sa vSetci teSili, ze konene bude Ladzianskeho den
v celej svojej krase... s prednaSkami, s vystavou, ¢i so spoloCenskym posedenim tak ako
byvalé roky.

Zial' opit nam to nevyjde podla naSich predstiv. Prezivame nad’alej pandemické obdobie
o ktorom nikto netusi, ako sa opdt’ prejavi v tomto roku. Myslim si, Ze vSetci sme z tejto
situdcie nesvoji, lebo sa bojime covidu a je to jedno ¢i je to alfa alebo delta.

Covid nam stale prinédsa strach a v strachu je zit’ tazké. Pandémia nas zmenila a dava ndm iny
pohlad na svet. Mozno vSak ma aj dobru stranku, tou strankou je, ze sme si zacali vazit
aj veci, ktoré nam pripadali automatické. Myslim si, ze sme si zacali viac vazit’ svoju pracu,
svojich priatel’'ov i svoj zivot. Verim vsak, ze napriek tomuto nechcenému smutnému obdobiu
sa nevzdame a ked’Ze profesora Ladzianskeho, jeho dielo a odkaz si vazime, opit’ napiSeme
publikéacie, ktor¢ budu dokazom velkosti tohto cloveka azaroven aj dokazom,
ze si dokdzeme vazit’ svoju pracu a posuvame sa d’ale;j.

] am v§ ¢ A% vné¢ zdravie a verim, Z : u 0
Prajem Vam vsetko dobré, hlavne pevné zdravie a verim, ze orok Vam to budem moct
povedat’ aj osobne a pod’akovat’ sa za vSetko zvladnuté a dufam, ze budeme zit’ vSetci krajsie

casy.

Dakujem Vam, Ze ste.

doc. et doc. MUDr. Eliska Kubikova, PhD., MPH
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EFEKT VITAMINU D ZA GLYKEMICKYCH
PODMIENOK

(Effects of vitamin D in hyperglycemic conditions)

Katarina Konarikova, Maria Chomova, Maria Janubova, Jana Muchova,
Zdenka Durackova, Ingrid Zitiianova

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, Lekarska fakulta, Sasinkova 2,
813 72 Bratislava, katarina.konarikova@fmed.uniba.sk

Suhrn

Nedostatok vitaminu D sa podiel'a na ochoreniach kosti, niektorych typoch nédorovych
ochoreni, infekénych, srdcovych, autoimunitnych a metabolickych ochoreni. Existuje stale
viac dokazov o suvislosti medzi nedostatkom vitaminu D a metabolickym ochorenim diabetes
mellitus. Vitamin D mo6Ze poOsobit’ priamo, a to na sekréciu inzulinu z pankreatickych
B-buniek alebo aj nepriamo na sekre¢nt funkciu B-buniek zmenami v toku vapnika
cez membranu B-buniek. Presné mechanizmy Gc¢inku suplementovanym vitaminom D, vSak
nie su Uplne objasnené a je potrebné ich d’alej skiimat’.

Klacové slova
astrocyty, diabetes mellitus, neuropatie, vitamin D

Summary

Vitamin D deficiency is implicated in bone diseases, certain types of cancer, infectious,
cardiac, autoimmune and metabolic diseases. There is growing evidence of a link between
vitamin D deficiency and the metabolic disease Type 2 diabetes mellitus. Vitamin D can act
directly on the secretion of insulin from pancreatic B-cells or indirectly on the secretory
function of B-cells by changes in the flow of calcium across the B-cell membrane. However,
the exact mechanisms of vitamin D action are not fully understood and need to be further
investigated.

Keywords
astrocytes, diabetes mellitus, neuropathy, vitamin D

Uvod

Vitamin D, tieZ nazyvany kalciferol, existuje v dvoch hlavnych forméch: vitamin D2
(ergokalciferol), ktory je z velkej €asti prijimany potravou a vitamin D3 (cholekalciferol),
ktory sa syntetizuje v 'udskom tele (1). Obidve formy st inaktivne formy, ktoré sa premieniaji
na aktivnu formu dvomi enzymatickymi hydroxyla¢nymi reakciami. V sti¢asnej dobe sa vedci
zaoberaju najmid expresiou receptorov vitaminu D (VDR), ktoré sa bezne vyskytuja
v tkanivéch regulujtcich génovu transkripciu mnohych zapalovych faktorov (2).

Diabetes mellitus (DM) je bezné ochorenia na celom svete a jeho prevalencia neustale narasta
(3). Nedostatok vitaminu D je tiez povazovany za celosvetovy zdravotny problém (4) a je
spojeny s krivicou a zlomeninami. Okrem toho sa hypovitamin D v poslednej dobe povazuje
za zodpovedny faktor pri vzniku a progresii DM (5). Rozoznavame dva typy DM. DM 1. typu
je sposobeny komplexnou autoimunitnou destrukciou ostrovéekov P-buniek pankreasu,
¢o vedie k absolutnemu nedostatku inzulinu (6). Mnoh¢é stadie potvrdzuju, Ze vitamin D ma
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imunomodulacné vlastnosti (7). Predpokladd sa, ze vitamin D ovplyviiuje Thl1/Th2
cytokinovy profil (8). Okrem toho sa predpokladd, ze vitamin D zoslabuje endotelové
oxida¢né poSkodenie indukované vysokou glukézou a to prostrednictvom upregulacie
antioxidacnej drdhy Nrf2 (9). Ddlezitt Glohu v progresii DM 2. typu ma taktiez VDR
v pankreatickych B-bunkéch (10) a nedostatok vitaminu D, ktory stvisi so sekréciou inzulinu,
inzulinovou rezistenciou a dysfunkciou B-buniek v pankrease (11). Poddvanie vitaminu D
obnovuje glukézou stimulovanu sekréciu inzulinu a podporuje prezitie B-buniek aktivaciou
tvorby a ucinkov cytokinov (12). Sekrécia inzulinu je tieZ ovplyvnend koncentraciou vapnika
a prietokom cez B-bunky (13). Vitamin D taktiez reguluje funkciu kalbindinu (14) proteinu
viazuceho vapnik, ktory sa nachadza v pankreatickych B-bunkach (15).

Pribudaji dokazy o dolezitej ulohe vitaminu D v patogenéze diabetu a mnohé Studie
preukazali priamu suvislost’ medzi hladinou vitaminu D a DM (16).

Ciel’ prace

Cielom naSej prace bolo sledovat’ vplyv vitaminu D v réznych koncentracidch na astrocyty
v podmienkach in vitro v normo-glykemickych a hyper-glykemickych podmienkach
a zérovenl porovnat’ tento ucinok vitaminu D s bunkami, ktoré boli poSkodené peroxidom
vodika pred a po pridani vitaminu D, taktiez v normo-glykemickych a hyper-glykemickych
podmienkach.

Material a metody

Bunkové linie

Astrocyty (NHA) boli kultivované pri 37°C a 5% CO2 v médiu Astrocyte Medium (AM)
obohatenym orastové suplementy (AGS), fetilne sérum (FS) a antibiotikami
penicilin/streptomycin (P/S). Bunky boli ziskané z American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville, MD, USA.

Studované latky
Na testovanie bol pouzity vitamin D (1,25 dihydroxycholekalciferol; Sigma Aldrich). Vitamin
D bol rozpusteny v absolutnom etanole a pouzili sme koncentracny rozsah 1-100 pM.

Kultivacia v normo-glykemickych podmienkach

Kontrolné a vitaminom D ovplyvnené bunky sme nasadili do 96 jamkove;j sterilnej platnicky
a kultivovali pri 37 °C, 5% CO2 po dobu 24 h. Po skonceni kultivacie sme sterilne odsali
kultivacné médium a do kazdej jamky napipetovali 0,1 mL ¢istého média a nechali inkubovat’
48h.

Kultivacia v hyper-glykemickych podmienkach

Kontrolné a vitaminom D ovplyvnené bunky sme nasadili do 96 jamkovej sterilnej platnicky
a kultivovali pri 37 °C, 5% CO2 po dobu 24 h. Po skonceni kultivacie sme sterilne odsali
kultivacné médium a do kazdej jamky napipetovali 0,1 mL médium obohatené 25mmol/L
gluko6zou a nechali inkubovat’ 48h.

Kontrolné a vitaminom D ovplyvnené bunky sme nasadili do 96 jamkovej sterilnej platnicky
a kultivovali pri 37 °C, 5% COz po dobu 24 h pri hyperglykemickych podmienkach.
Po skonceni kultivacie sme sterilne odsali kultivacné médium a do kaZdej jamky napipetovali
0,1 mL c¢istého média a nechali inkubovat’ 48h.

Oxidacné poskodenie buniek

Kontroln¢é a vitaminom D ovplyvnené bunky sme nasadili do 96 jamkovej sterilnej platnicky
a kultivovali pri 37 °C, 5% CO; po dobu 24 h. Po skonceni kultivacie sme sterilne odsali
kultivaéné médium a do kazdej jamky napipetovali 0,1 mL ¢istého média a nechali inkubovat’
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24h. Po skonceni inkubacie sme bunky poskodili peroxidom vodika s koncentraciou 100 uM
po dobu 30 min. a nechali inkubovat’ 24h.

Kontrolné a vitaminom D ovplyvnené bunky sme nasadili do 96 jamkovej sterilnej platnicky
a kultivovali pri 37 °C, 5% CO2 po dobu 24 h. Po skonceni kultivacie sme sterilne odsali
kultivacné médium a do kazdej jamky napipetovali 0,1 mL ¢istého média obohateného
25mmol/L glukézy a nechali inkubovat’ 24h. Po skonceni inkubacie sme bunky poskodili
peroxidom vodika s koncentraciou 100 uM po dobu 30 min. a nechali inkubovat’ 24h.
Kontrolné a vitaminom D ovplyvnené bunky sme nasadili do 96 jamkovej sterilnej platnicky
a kultivovali pri 37 °C, 5% COz po dobu 24 h pri hyperglykemickych podmienkach.
Po skonceni kultivacie sme sterilne odsali kultivacné médium a do kazdej jamky napipetovali
0,1 mL c¢istého média a nechali inkubovat’ 24h. Po skonceni inkubacie sme bunky poskodili
peroxidom vodika s koncentraciou 100 uM po dobu 30 min. a nechali inkubovat’ 24h.

Proliferacny ucinok

Po skonceni 72h kultivacie sme zliali kultivaéné médium prevratenim platnicky a do kazdej
jamky napipetovali 0,1 mL média obsahujiceho MTT (5 mg MTT soli rozpustime v 1 mL
PBS a uchovame pri 4 °C v tme, prefiltrujeme cez filter a riedime v DMEM v pomere 1:10).
Prikryté platnicky sme kultivovali v termostate 3,5 hod. pri 37 °C. Po tejto dobe sme médium
opat’ zliali a pridali extrakény roztok (100% DMSO) v objeme 0,1 mL na jamku. Po 10 min.
inkubdcii pri lab. teplote sme merali absorbanciu pri 490 nm.

Vysledky a diskusia

V ramci naSej experimentalnej praci sme sledovali vplyv vitaminu D na viabilitu buniek
v koncentranom rozsahu 1-100 pM v normo-glykemickych a hyper-glykemickych
podmienkach, pricom sme porovnanie robili aj s bunkami, ktoré boli poskodené peroxidom
vodika s koncentraciou 100 uM po dobu 30 min. a to pred a po pridani koncentracie vitaminu
D. Zaujimava je Studia autorov C. Molinari a kol. 2019, ktori sledovali vplyv vitaminu D
v kombinacii s kyselinou lipoovou (LA) (17). Kyselina lipoova je vyznamny antioxidant,
ucinny proti rozvoju diabetes mellitus. ZniZuje a poméha udrzovat’ hladinu glukézy v krvi,
podporuje latkovli vymenu a zlepSuje citlivost’, ktora je dosledkom poskodenia nervov (18).

Viabilita buniek v normo-glykemickych podmienkach

Z grafického znazornenia vyplyva, ze ovplyvnenim buniek vitaminom D (1; 10; 20; 25 uM)
sa signifikantne zvysila viabilita buniek nad 100% (kontrolné bunky). V pripade poskodenia
buniek peroxidom vodika a naslednym ovplyvnenim vitaminom D, sa viabilita signifikantne
zvysila pri koncentraciach 20, 25 a 50 uM. V pripade, ak sme bunky najskér ovplyvnili
vitaminom D a nésledne poSkodili peroxidom, viabilita sa signifikantne zvysila v koncentracii
1; 20; 25 ; 50 uM. Autori Molinari a kol. 2019 sledovali efekt kombinacie LA a vitaminu D
na bunky poskodené peroxidom vodika s koncentraciou 200uM pocas 30 min.
Na vyhodnotenie vysledkov vyuzili taktiez MTT test a dalej merali potencidl
mitochondridlnej membrany. Zistili priaznivé U¢inky na viabilitu buniek astrocytov
v kombinacia LA a vitaminu D, ked’Ze latky st schopné prechddzat cez hematoencefalicku
bariéru. Metdédou western blot tiez zistili inhibovant apoptézu, indukovanu H»0,,
prostrednictvom mitochondridlne signalnej dréhy.
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Astrocyty + peroxid + vit D, 72h
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Obr. 1 Efekt vitaminu D na astrocyty po 72h inkubacii pred a po poskodeni peroxidom vodika
bez glykemickych podmienok

Viabilita buniek v hyper-glykemickych podmienkach

Z grafického znazornenia viability buniek, ktoré boli nasadené v hyper-glykemickych
podmienkach vyplyva, ze vitamin D v koncentracii 20 a 25 uM signifikantne zvysil viabilitu
buniek nad 100%. Ak sme bunky poskodili peroxidom a nasledne ovplyvnili vitaminom D,
viabilita sa zvysila len pri koncentracii 25 pM. Ak sme bunky najskor ovplyvnili vitaminom
D a nésledne poskodili peroxidom, viabilita sa zvysila v koncentracii 50 uM.

Astrocyty + HG 24h inkubacia
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Obr. 2 Efekt vitaminu D na astrocyty po 72h inkubacii pred a po poSkodeni peroxidom vodika
v glykemickych podmienkach
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Z grafického znéazornenia viability buniek, ktoré boli nasadené v normo-glykemickych
podmienkach a az nasledne kultivované v hyper-glykemickych podmienkach (podl'a opisu
v Casti Materidl a metédy) vyplyva, Ze vitamin D v koncentracii 25; 75 a 100 uM
signifikantne zvysil viabilitu buniek nad 100%. Ak sme bunky poSkodili peroxidom
a nasledne ovplyvnili vitaminom D, viability sa signifikantne zvysila len pri koncentracii 25
uM. Ak sme bunky najskor ovplyvnili vitaminom D a nasledne poSkodili peroxidom, viabilita
sa opat’ signifikantne zvysila v koncentracii 25 pM.

Autori Meifang Wu akol. 2021 potvrdili, ze vitamin D zoslabuje endotelové oxidacné
poskodenie indukované vysokou glukézou a to prostrednictvom upregulacie antioxidacnej
drahy Nrf2 sposobom zavislym od VDR (19). Diabetes mellitus vedie aj k uz spominanym
neuropatologickym stavom. Wu hao a kol. 2015 dokézali podavanim vitanimu D inhibovat’
demyelinizéciu periférnych nervov. Tieto zistenia odhal'uji mechanizmy, ktoré su zdkladom
patologickych zmien v Schwannovych bunkéach pozorovanych pri DM a naznacuji spdsoby
liecby neurologickych stavov spojenych s tymto stavom. Svoje tvrdenia vysvetl'uju na modeli
Schwannovych buniek, ktoré sa dediferencuju na nezrelé bunky za hyperglykemickych
podmienok v dosledku akumuléacie sorbitolu a zniZenej expresie Igfl v tychto bunkach.
Dediferencované Schwannove bunky by sa mohli in vitro rediferencovat na zrelé bunky
pdsobenim vitaminu D, aby sa zvysila expresia Igf1.

Astrocyty + NG, po 24h HG s ovplyvnenim
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Obr. 3 Efekt vitaminu D na astrocyty po 72h inkubacii pred a po poskodeni peroxidom vodika
v glykemickych podmienkach

Zaver

Z naSich vysledkom vyplyva, Ze vitamin D mdze byt ucinny pri zvySovani viability buniek
v hyperglykemickych podmienkach a po poskodeni buniek peroxidom vodika. Porovnanim
tychto vysledkov s vysledkami inych autorov sa ponika moznost, Ze vitamin D
v kombinaciami s inymi antioxidantmi moéze byt ucinnych v boji proti diabetes mellitus
asnim pridruzenym neuropatologickym stavom. Ide teda o komplexnej$i mechanizmus
ucinku vitaminu D, ktory je potrebné d’alej Studovat’.
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