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ABSTRAKT

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

Nazov diplomovej prace: Vplyv dapagliflozinu na expresiu a funkciu
endoglinu a s nim suvisiacich biomarkerov endotelovej dysfunkcie u

Ffudskych diabetickych koronarnych endotelovych buniek
Autor: Valéria Vavrekova
Veduci diplomovej prace: PharmDr. Katarina Tripska, Ph.D.

Ciel prace: Ciefom tejto diplomovej prace bolo zistit, ako dapagliflozin vplyva na
expresiu a funkciu endoglinu (Eng) a s nim suvisiacich biomarkerov endotelovej

dysfunkcie v réznych €asoch a koncentraciach u fudskych diabetickych buniek.

Metddy: V tejto diplomovej praci sme pracovali s ludskymi diabetickymi
koronarnymi endotelovymi bunkami. Tie sme premedikovali dapaglifiozinom v
réznych €asoch a koncentraciach, a dimethylsulfoxid bol pouzity ako kontrola.
Pomocou prietokovej cytometrie sme merali proteinovu expresiu Eng
a biomarkerov endotelovej dysfunkcie. Pomocou prietokovej cytometrie sme tiez
merali mieru adhézie monocytov k endotelovym bunkam. Za vyuzitia metddy

ELISA, sme detekovali hladiny solubilného endoglinu (sEng).

Vysledky: Preukazali sme, Zze 1nM koncentracia dapagliflozinu po¢as 12-
hodinovej premedikacie viedla k zniZeniu expresie proteinov adhéznych molekul.
Dalej sme zistili, Ze aj proteinova expresia Eng sa vyznamne zniZuje pri nizkych
koncentraciach dapagliflozinu. V skimanych €asoch a koncentraciach nemal

dapagliflozin signifikantny vplyv na adhéziu monocytov, ani na tvorbu sEng.

Zaver: Zaverom je, Ze nizke koncentracie dapagliflozinu mézu viest k znizenej
proteinovej expresii Eng a adhéznych molekul. Proteinova expresia Eng vSak
nebola znizena dostatocne na to, aby to malo signifikantny vplyv na adhéziu

monocytov k endotelovym bunkam, ani na tvorbu solubilného endoglinu.

Klucové slova: endoglin, endotelova dysfunkcia, diabetes mellitus, dapagliflozin




ABSTRACT

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

Title of Diploma Thesis: Effect of dapagliflozin on the expression and
function of endoglin and related biomarkers of endothelial dysfunction in

human diabetic coronary artery endothelial cells
Author: Valéria Vavrekova
Supervisor of Diploma Thesis: PharmDr. Katarina Tripska, Ph.D.

Aim: The aim of this thesis was to investigate how dapagliflozin affects the
expression and function of endoglin (Eng) and related biomarkers of endothelial

dysfunction at different times and concentrations in human diabetic cells.

Methods: In this thesis, we worked with human diabetic coronary endothelial
cells. We premedicated these with dapagliflozin at different times and
concentrations, and dimethyl sulfoxide was used as a control. We measured
protein expression of Eng and biomarkers of endothelial dysfunction using flow
cytometry. We also used flow cytometry to measure the rate of monocyte
adhesion to endothelial. Using ELISA, we detected soluble endoglin (sEng)

levels.

Results: We demonstrated that a 1nM concentration of dapagliflozin during a 12-
hour premedication period led to a decrease in protein expression of adhesion
molecules. We further showed that protein expression of Eng was also
significantly reduced with low concentrations of dapagliflozin. At the times and
concentrations examined, dapagliflozin had no significant effect on monocyte

adhesion or on sEng formation.

Conclusion: In conclusion, low concentrations of dapaglifiozin may lead to
decreased protein expression of Eng and adhesion molecules. However, protein
expression of Eng was not reduced sufficiently to have a significant effect on

monocyte adhesion to endothelial cells, nor on soluble endoglin formation.

Keywords: endoglin, endothelial dysfunction, diabetes mellitus, dapagliflozin



1 UVOD

Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktory je povazovany za
koreceptor transformujuceho rastového faktora . Je exprimovany napriklad v
endotelovych bunkach, aktivovanych monocytoch ¢&i makrofagoch (1). Je
zodpovedny za fyziologicku funkciu endotelu, ale zaroven sa podiela na mnohych
patologickych procesoch. Existuju dve formy, a to membranovy (Eng) a solubilny
(seng). sEng je do krvného obehu uvolfovany pri réznych patologickych stavoch
(2), ako je arterialna hypertenzia, diabetes mellitus typu 2 a dalSie (3). Eng sa
podiela na regulacii expresie a spravnej funkcie endotelovej syntazy oxidu
dusnatého (eNOS) (4, 5), €o je enzym dolezity pre udrzanie spravnej funkcie
endotelu. Pri patologickych stavoch sa aktivita eNOS zniZuje, o moze viest k
rozvoju endotelovej dysfunkcie (6). Eng tiez zohrava doélezitu ulohu pri
transendotelovej migracii leukocytov, €o je dané tym, Ze obsahuje v
extracelularnej doméne arginin-glycin-asparagovu kyselinu (RGD), ktora sa

mdze viazat na integriny na povrchu leukocytov (7).

Endotelova dysfunkcia (ED) oznacuje stav, pri ktorom endotel straca svoje
fyziologické vlastnosti a posuva sa smerom k vazokonstrikCnému,
protrombotickému a prozapalovému stavu (8). Spbésobuje zhorSenie cievnej
relaxacie a zvySenie cievneho odporu, ¢o vedie k zvySeniu krvného tlaku a
poskodeniu organov. Zakladnym prejavom tohto stavu je zhorSena biologicka
dostupnost oxidu dusnatého (9). ED je spojovana s vacsinou foriem
kardiovaskularnych ochoreni, ako je hypertenzia, ischemicka choroba srdca,

chronické srdcové zlyhanie Ci diabetes mellitus (10).

Diabetes mellitus je chronické ochorenie, ktoré sa vyznacuje zvySenou
hladinou glukézy v krvi (hyperglykémiou), ktora réznymi mechanizmami prispieva
k vzniku endotelovej dysfunkcie. Hyperglykémia je vysledkom neschopnosti tela
produkovat inzulin, rezistencie voCi pésobeniu inzulinu alebo ich kombinacie.
Typ 2 je najCastejSim typom diabetes mellitus a postihuje asi 90% pacientov s
touto diagndzou (11). Diabetes sa prejavuje réznymi priznakmi, ako su nadmerny
smad, Casté mocenie, unava, chudnutie alebo zvySena chut do jedla. LieCba
diabetes mellitus zavisi od typu ochorenia, pri€iny, priznakov a individualnych

potrieb pacienta (12).



Dapagliflozin je reverzibilny inhibitor sodno-gluk6zového kotransportéra-2
(SGLT-2), ktory je pouzivany pri lieCbe diabetes mellitus typu 2 (13). Inhibiciou
SGLT-2 dapagliflozin blokuje reabsorpciu glukézy v obli€kach, ¢im zvySuje jej

vylu€ovanie mo€om a znizuje jej hladinu v krvi (14-16).

inhibitorov na Eng, tak sa budeme v tejto diplomovej praci zaoberat vplyvom
dapagliflozinu na expresiu a funkciu Eng a s nim suvisiacich biomarkerov

endotelovej dysfunkcie, u ludskych diabetickych buniek.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Endoglin

Endoglin (Eng), tiez zvany aj ako CD105, je transmembranovy
glykoprotein, ktory je povazovany za koreceptor pre ligandy zo superrodiny
transformujuceho rastoveého faktora 8 (transforming growth factor beta, TGFf3).
Podiela sa na fyziologickej funkcii endotelu, ale tiez hra podstatnu ulohu pri
réznych patologickych stavoch. Existuju dve rézne formy, a to membranovy Eng
exprimovany réznymi bunkami a solubilny endoglin (sEng) cirkulujuci v plazme

alebo kultivatnom médiu buniek (17).

2.1.1 Struktura a expresia endoglinu

Ludsky endoglin je homodimérny membranovy glykoprotein s
molekulovou hmotnostou priblizne 180 kDa, zloZzeny z dvoch podjednotiek
spojenych disulfidickou vazbou (18). Je exprimovany prevazne na endotelovych
bunkach (endothelial cells, EC) (19), ale bol detekovany aj v bunkach hladkého
svalstva ciev (20), aktivovanych monocytoch a makrofagoch (21), fibroblastoch

(22), peceriovych hviezdicovych bunkach a inych bunkach (23).

Eng pozostava z extracelularnej Casti, hydrofébnej transmembranovej
Casti a kratkej cytoplazmatickej domény, ktora je bohatd na serin/treonin.
Extracelularna Cast Eng obsahuje osirotend doménu (nevykazuje vyznamnu
homolégiu so ziadnymi inymi rodinami proteinov) a €ast zéna pellucida (ZP),
ktora je zodpovedna za interakciu protein-protein. Cast domény ZP tvori arginin-
glycin-asparagova kyselina (RGD), €o je zakladna rozpoznavacia Struktura pre

vazbu na integriny a iné RGD receptory (Obr.1) (24, 25).

Boli identifikované dve alternativne zostrihané izoformy Eng (26). Ich
Struktura sa liSi potom aminokyselin v cytoplazmatickej doméne, uroviou
fosforylacie a afinitou k receptorom. |zoforma dlhy endoglin (long endoglin, L-
Eng) obsahuje cytoplazmaticky retazec zloZzeny zo 47 aminokyselin a je zname,
Ze stimuluje endotelovud bunkovu migraciu, proliferaciu a angiogenézu
prostrednictvom drahy ALK1/SMAD1/5. Kratky endoglin (short endoglin, S-Eng)
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je minoritna izoforma Eng s cytoplazmatickym retazcom, ktory je zlozeny zo 14
aminokyselin. S-Eng pravdepodobne inhibuje proliferaciu, migraciu endotelovych
buniek a bolo ukazané, Ze indukuje starnutie endotelovych buniek
prostrednictvom ALKS5/SMAD2/3 drahy (27). KedZe L-Eng je predominantna
forma a uloha S-Eng je v suCasnosti nejasna, budeme sa v dalSich kapitolach

tejto prace venovat izoforme L-Eng, ktoru tiez budeme oznacCovat ako Eng.

Obrézok 1: Struktira endoglinu

Soluble Endoglin Soluble Endoglin
dimer monomer

RGD motif
Matrix \
metalloprotease
cleavage
()

Na obrazku vlavo je znazornena Struktura membranového endoglinu.

Membrane Endoglin

Orphan
domain

ZP
domain

Jeho extracelularna Cast’ obsahuje osiroteni doménu a cast zona pellucida.

Vpravo sa nachadza znazornenie solubilného endoglinu.
ZP - zbna pellucida, RGD - arginin-glycin-asparagova kyselina

Prevzaté z: Membrane and soluble endoglin role in cardiovascular and

metabolic disorders related to metabolic syndrome (28)

2.1.2 Regulacia endoglinu

Expresia membranového Eng je regulovana réznymi transkripnymi
faktormi ako je faktor 6 podobny Krueppelovi (Kruppel-like factor 6, KLF6) (Elen
rodiny zinkového prsta KLF6, ktory je konstitutivne exprimovany v ludskych
tkanivach) (29), nuklearny faktor kappa B (NF-kB) podjednotka p65 (NF-kB p65),

pecenovy X jadrovy receptor (liver X nuclear receptor, LXR; faktor suvisiaci s
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metabolizmom cholesterolu a oxysterolovy receptor) (30), hypoxiou indukovany
faktor 1a (HIF-1a) (transkripény faktor zapalového a oxidacného stresu) (31-33)

a Specificky protein 1 (specificity protein 1, Sp1) (30).

Aby bolo mozné pochopit mechanizmy zapojené do regulacie expresie
Eng bol izolovany klon genémovej DNA, ktory obsahoval sekvenciu Eng. To
viedlo k zisteniu, Ze génu pre Eng chybaju boxy TATA a CAAT, ale namiesto toho
obsahuje dve oblasti bohaté na guanin-cytozin (GC) a motivy pre Sp1, NF-kB,
TGFB, estrogén-responzivne elementy a iné (34). Taktiez bolo identifikované
kritické miesto Sp1 pre bazalnu transkripciu Eng. Mutacia v tejto sekvencii alebo
pridanie inhibitora Sp1 viedlo k eliminacii bazalnej transkripnej aktivity a

znizenie citlivosti promotora Eng na TGF(3 (35).

Dalej bola tiez objavena vysoka expresia Eng v neovaskulatire za
hypoxickych podmienok (ako su ischemické tkaniva alebo nadory), ale
mechanizmy, ktoré su zakladom tejto zvySenej expresie, neboli zname. Preto
Sanchez-Elsner a kol. skumal ulohu hypoxie v regulacii Eng. Preukazali, Ze Eng
promoétor je aktivovany za hypoxickych podmienok, ¢o vedie k zvySenej regulacii
Eng mRNA transkriptu a proteinovej expresie Eng na bunkovom povrchu. To
viedlo k objavu miesta pre naviazanie HIF-1a v géne pre Eng, ktory méze

regulovat expresiu Eng na transkripEnej urovni (32).

Skutocnost, ze Eng a KLF6 (jadrovy protein, ktory obsahuje tri zinkové
prsty, ktoré su zodpovedné za vazbu na GC motiv v prométoroch réznych génov)
(36, 37) su oba indukované pocas vaskularneho poskodenia, spoloCne s
vedomim, Ze transaktivacia Eng je zavisla od GC boxov, viedli Botella a kol.
preskumat, ¢i medzi nimi existuje nejaké spojenie. Vysledkom bolo zistenie, ze
vaskularne poskodenie u potkanov malo za nasledok indukciu KLF6, ktora
nasledne viedla k indukcii Eng. Taktiez, poSkodenie endotelovych buniek viedlo
k okamzitej indukcii KLF6, po ktorej nasledovala zvy$ena expresia Eng. Okrem
toho endotelové bunky transfekované vektorom KLF6 exprimovali 3,2-krat viac
Eng mRNA ako bunky transfekované prazdnym vektorom (29). Bolo preukazané,
Zze okrem iného méze KLF6 poOsobit aj ako koaktivator NF-kB; konkrétnejsie,
mozZe interagovat s podjednotkou p65 v jadrach a viazat sa na promotory
cielovych génov NF-kB p65 (38).
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Dalsi transkripény faktor bol objaveny, ked Henry-Berger a kol. pracovali
na identifikacii novych cielov LXR v placente s cielom zlepSit pochopenie invazie
trofoblastov. Zistili, Zze oSetrenie buniek pomocou T0901317, agonistu LXR,

viedlo k vyznamnému zvySeniu hladin Eng mRNA a proteinov (2).

Vsetky tieto dékazy naznacuju, ze regulacia expresie Eng je vzajomne

prepojena a zahfha mnoho réznych mechanizmov a drah.

2.1.3 Signalizacia a funkcia endoglinu

Endoglin je délezitym regulatorom signalizacie TGFB pri réznych
fyziologickych a patologickych stavoch (39). TGFB 1 a 3 patria medzi
najdélezitejSie ligandy pre endoglin spolu s kostnym morfogenetickym proteinom
9 (bone morphogenetic protein 9, BMP9). Vazba tychto ligandov reguluje

expresiu a signalizaciu endoglinu v endotelovych bunkach (40-42).

Receptory TGFB mozno rozdelit do troch odliSnych podtypov: receptory
typu |, tiez nazyvané ako kinazy podobné aktivinovému receptoru (activin
receptor like kinase 1-7, ALK1-7), receptory typu Il (TGFB2, BMPR2, ...) a
receptory typu Il (Eng a B-glykan) (19, 43). Vazba ligandov na Eng v komplexe
s receptorom typu Il vedie ku aktivacii a zmene konformacii receptoru typu | (44).
Receptor typu | potom moze fosforylovat transkripéné faktory Smad, ktoré

prenasaju signal do jadra (45, 46).

Eng je pridavny receptor, ktorému chyba vnutorna kinazova aktivita a
vyZaduje koexpresiu receptorov typu | a typu Il na to, aby na seba mohol naviazat
svoje ligandy. Eng méze tvorit komplex bud' s receptorom ALK1 alebo ALK5, a
tak m6ze modulovat, ktora signalna draha Smad bude aktivovana (19, 47).
Vazba Eng na ALK1 vedie k aktivacii signalnej drahy ALK1/Smad1/5, ktora
stimuluje proliferaciu a migraciu endotelovych buniek (4). Vazba Eng na ALKS
vedie k aktivacii signalnej drahy ALK5/Smad2/3, ktora inhibuje proliferaciu a
migraciu endotelovych buniek. Tymto mechanizmom Eng udrzZiava rovnovahu
medzi signalizaciou ALK1/Smad1/5 a ALKS5/Smad2/3, ¢im reguluje, &i su

endotelové bunky v aktivovanom alebo pokojovom stave (Obr.2) (5).
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Obrazok 2: Uloha endoglinu v TGF signalizacii

_l --_
TGF-p ALKl endoglin i TGE-p
™

ope 11 mﬂpmg — - tvpe Il receptor

Y cell proliferation
\} cell migration

angiogenesis

Eng sprostredkovava rovnovahu medzi aktivaciou signalnych drah
ALK1/Smad1/5 a ALK6/Smad2/3. Potom, ¢o sa Eng viaZe k receptoru TGF typu
I (bud’ ALK1 alebo ALKS), su prislusné transkripéné faktory Smad fosforylované.
Nasledne vytvoria komplex so Smad4 a premiestnia sa do jadra, kde aktivuju
transkripciu réznych génov. Aktivacia signéalnej drahy ALK1/Smad1/5 vedie k
zvy8enej bunkovej proliferacii, bunkovej migracii a angiogenéze; zatial ¢o

aktivacia ALK5/Smad2/3 tieto procesy inhibuje.

TGFp type Il receptor — receptor TGFB typu Il, ALK1 - kinaza podobna

aktivinovému receptoru 1, ALKS - kinaza podobna aktivinovému receptoru 5

Autor obrazka: Katarina Tripska (obrazok pouZity so suhlasom autora)

Okrem toho sa ukazalo, Ze Eng sa podiela na fosforylacii (signalizacii)
Smad2/3, ¢o vedie k regulacii expresie a spravnej funkcie endotelovej syntazy
oxidu dusnatého (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) v endotelovych
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bunkach a demonstruje vztah medzi Eng a NO-dependentnou vazodilataciou
(48, 49).

Eng zohrava ulohu aj v regulacii mezenchymovych kmerfovych buniek
kostnej drene (50) a v regulacii epitelovo-mezenchymovej transformacie pocas
tvorby srdcovych chlopni (51). Okrem toho Eng ovplyvriuje uc€innost tvorby
hemangioblastu, spoloéného embryonalneho predchodcu krvotvornej a
endotelovej linie (Obr.3) (52). Eng ma klfacovu ulohu pri obnove ciev
sprostredkovanej krvnymi mononuklearnymi bunkami (53). To potvrdzuje aj fakt,
Zze mySi s nulovym Eng zomieraju v polovici gestacie na angiogénne a
kardiovaskularne defekty (54-56).

Eng tiez zohrava ulohu pri hereditarnej hemoragickej telangiektazii typu 1
(HHT1), €o je autozomalne dominantné ochorenie charakterizované epistaxou
(krvacanim z nosa), teleangiektazami (rozSirenymi drobnymi kapilarami, ktoré su
vidno na kozi) a multiorganovou cievnou dysplaziou (poruchou vyvoja ciev), ktoré

su spbsobené nedostatonou expresiou Eng (57, 58).

2.1.4 Solubilny endoglin

Solubilny Eng (sEng) je produktom enzymatického Stiepenia
membranového Eng matricovymi metaloproteinazami (MMP). Doteraz sa
preukazalo, Ze existuju dve MMP, ktoré Stiepia Eng — matricova metaloproteinaza
12 a 14 (MMP12 a MMP14). Miesto Stiepenia sa hachadza na aminokyselinach
(AMK) 586-587. To znamena, ze sa takmer cela Eng extracelularna doména po

proteolytickom $tiepeni uvolni do obehu (Obr.3) (3).

sEng je do krvného obehu uvolfiovany pri réznych patologickych stavoch
(39), ako je arteridlna hypertenzia, diabetes mellitus Il. typu (59), familiarna
hypercholesterolémia (60) a dalSie. Plazmaticka koncentracia sEng bola zvySena
u pacientov s pokrocilym diabetes mellitus a koncentracia sEng tiez pozitivne
koreluje s jeho komplikaciami, ako je retinopatia, periférna neuropatia alebo
nefropatia (59, 61-63).
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Obrézok 3: Stiepenie endoglinu
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Na obrazku je znazornené stiepenie membranového Eng pomocou
MMP14 alebo MMP12 v polohe 586-587 AMK, ¢o ma za nasledok uvolnenie

extracelularnej domény (sEng) do obehu.

MMP14 - matricova metaloproteinaza 14, MMP12 - matricova

metaloproteinaza 12, RGD - arginin-glycin-asparagova kyselina

Autor obrazka: Katarina Tripska (obrazok pouZity so suhlasom autora)

2.2 Endotel

Endotel je tvoreny jednou vrstvou EC umiestnenou vo vrstve intimy tepien
(Obr.4) (64, 65). Po mnoho rokov bol endotel povazovany za jednoduchu bariéru
ohrani€ujucu stenu cievy (64), ale v su€asnosti je zname, Ze hra délezitu ulohu v

kardiovaskularnej fyzioldgii a patofyzioldgii (66).
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Obrédzok 4: Struktura arteridlnej steny
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Arterialne steny sa skladaju z troch vrstiev: tunica intima je najvnutornejSia

Tunica
intima

vrstva a je tvorena endotelovymi bunkami ukotvenymi v bazalnej lamine
(spojivovom tkanive); tunica media obsahuje bunky hladkého svalstva ciev a
reguluje cievny tonus; a tunica adventitia je najvzdialenejSia vrstva a obsahuje

nervové zakoncenia, perivaskularne tukoveé tkanivo a spojivove tkanivo (67-69).

Prevzaté z: Endothelial Dysfunction, Inflammation and Coronary Artery

Disease: Potential Biomarkers and Promising Therapeutical Approaches (70)

2.21 Fyziologicka funkcia endotelu

Struktura endotelovych buniek a funk&na integrita si rozhodujice pre
udrzanie spravnej funkcie endotelu. Jednou z hlavnych funkcii endotelu je
regulacia transendotelovej migracie leukocytov cez spojenia medzi endotelovymi
bunkami poCas zapalu. K tomu dochadza v désledku interakcie integrinov na
povrchu leukocytov s bunkovymi adhéznymi molekulami umiestnenymi na
povrchu endotelovych buniek, ako je E-selektin, intercelularna bunkova adhézna
molekula-1 (intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1), vaskularna bunkova
adhézna molekula-1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) alebo

trombocytova a endotelova bunkova adhézna molekula-1 (71).



Dal$ou kligovou funkciou endotelu je regulacia cievneho tonusu. EC su
schopné sprostredkovat cievny tonus produkciou vazodilataChych a
vazokonstrikénych latok. Uvolfovanie oxidu dusnatého (nitric oxide, NO) hra
kfu€ovu ulohu pri indukcii vazodilatacie (72). Molekuly podielajuce sa na
vazodilatacii zahfnhaju prostacyklin (68, 73) a hyperpolarizaCny faktor odvodeny
od endotelu (68, 74). EC tiez produkuju vazokonstrikéné mediatory, ako je
endotelin-1 (75, 76).

Endotel hra tiez kluCovu ulohu pri zabezpeCovani spravnej hemostaticke;j
rovnovahy, teda optimalneho prietoku krvi. Za fyziologickych podmienok EC
zabranuju trombo6ze pomocou réznych antikoagulacnych a antitrombogénnych

mechanizmov (77, 78).

Délezitou funkciou EC je tiez angiogenéza, proces tvorby novych ciev z
existujuceho endotelu. NajdélezitejSim hnacim motorom tvorby ciev je vaskularny

endotelovy rastovy faktor (vascular endothelial growth factor, VEGF) (8, 65).

2.2.2 Endotelova dysfunkcia — definicia, prejavy, biomarkery

Termin endotelova dysfunkcia (ED) oznacuje stav, pri ktorom endotel
straca svoje fyziologické vlastnosti a posuva sa smerom k vazokonstrikénému,
protrombotickému a prozapalovému stavu (79). Prozapalovy stav je definovany
zvySenou permeabilitou endotelu, agregaciou krvnych dosticiek, adhéziou

leukocytov k endotelu a produkciou prozapalovych cytokinov (9).

Zakladnym prejavom tohto stavu je zhorSena biologicka dostupnost NO,
ktora mdze byt dbésledkom bud znizenej produkcie eNOS alebo zvySenej
eliminacie NO reaktivnymi formami kyslika (reactive oxygen species, ROS) (6).
eNOS je enzym udrzujuci spravnu funkciu cievneho endotelu. Ked je aktivita
eNOS znizena hypercholesterolémiou a/alebo zapalom mdze to viest k rozvoju
ED. (10)

ED je spojovana s vacsinou foriem kardiovaskularnych ochoreni, ako je
hypertenzia, ischemicka choroba srdca, chronické srdcové zlyhanie, ischemicka
choroba dolnych koncatin, diabetes mellitus, chronické zlyhanie obliiek a

18



zavazné virusove infekcie (80). Okrem toho hyperglykémia, inzulinova
rezistencia, hyperinzulinémia a dyslipidémia nezavisle prispievaju k ED réznymi

mechanizmami (79).

Biomarkery ED moézu poskytnat viac informacii o riziku rozvoja
kardiovaskularnych ochoreni, a preto je hladanie novych biomarkerov velmi
délezité (81, 82).

Pri kardiovaskularnych ochoreniach ako hypertenzia, hyperglykémia Ci
hyperlipidémia dochadza k indukcii prozapalovych cytokinov, ako je interleukin 1
beta (IL1B) a tumor nekrotizujuci faktor alfa (tumor necrosis factor-alpha, TNFa).
Dal$i induktor adhéznych molekul méze byt protein akutnej fazy (c-reactive
protein, CRP), ktory je produkovany pecefiou ako odpoved na interleukin 6 (IL6)
(81). CRP tiez zniZuje transkripciu eNOS a destabilizuje mMRNA eNOS, ¢o vedie
k poklesu NO (83, 84). Na zaklade prozapalovej aktivacie prostrednictvom
faktora NF-kB dochadza k zvySenej expresii endotelovych adhéznych molekul
(napr. E-selektinu, P-selektinu, ICAM-1 a VCAM-1) (85). Dalej reorganizacia
aktinovych filamentov (prostrednictvom inych signalnych drah) vedie k otvoreniu
medzibunkovych spojeni, ¢o umoziuje leukocytom transmigrovat do
subendotelového priestoru (Obr.5) (83, 84).
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Obrazok 5: Biomarkery endotelovej dysfunkcie
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Z obrazka je mozné vidiet, Ze endotelova dysfunkcia mézZe byt navodena
hypertenziou, hyperglykémiou a hyperlipidémiou, ¢o vedie k zvysenej produkcii
IL1B8, TNFa a CRP. Tieto prozapalové cytokiny sa viaZzu na ich receptory a na
zaklade toho dochadzka ku zvySenej aktivacii faktora NF-kB, ktory stimuluje
transkripciu biomarkerov endotelovej dysfunkcie, ako je E-selektin, ICAM-1,
VCAM-1. Okrem toho CRP tiez znizuje transkripciu eNOS, ¢o vedie k zniZzeniu
NO.

IL1B — interleukin 1 beta, TNFa - tumor nekrotizujuci faktor alfa, CRP —
protein akutnej faze, NF-kB - nuklearny faktor kappa B, ICAM-1 - intercelularna
bunkova adhézna molekula-1, VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-

1, eNOS - endotelova syntaza oxidu dusnatého, NO — oxid dusnaty

Prevzaté z : Endothelial Dysfunction, Inflammation and Coronary Artery

Disease: Potential Biomarkers and Promising Therapeutical Approaches (70).

Selektiny su zodpovedné za pociatocné zachytenie a rolovanie leukocytov
na povrchu vaskularnych EC. E-selektin sa zvy€ajne nenachadza v pokojovom

endoteli, ale je transkripcne indukovany zapalovymi mediatormi. Je exprimovany
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vylu€ne na aktivovanom endoteli, preto sa jeho pritomnost v cirkulujucej krvi
povazuje za nezvratny dOkaz aktivacie endotelu (86, 87). P-selektin sa
konstitutivne syntetizuje a uklada v sekre€nych granulach, z ktorych sa méze po
stimulacii mediatormi zapalu rychlo premiestnit na povrch bunky (88). Expresia
P-selektinu bola tiez preukazana v poskodenom endoteli aterosklerotického
platu, ale nie v zdravom endoteli, Co naznacuje, ze zvySena expresia P-selektinu

sa mdze povazovat za indikator ED (89).

Dalsim typickym znakom aktivovaného endotelu je zvy$ena proteinova
expresia VCAM-1. VCAM-1 je exprimovany prevazne EC aktivovanymi
prozapalovymi cytokinmi, reaktivnymi formami kysliku alebo oxidovanym
lipoproteinom s nizkou hustotou (90, 91). Jeho zvySena expresia bola zistena v
miestach, kde je typicky pritomna ateroskler6za (92). VCAM-1 je klucovym
regulatorom adhézie leukocytov a transendotelovej migracie prostrednictvom
interakcie s vefmi neskorym antigénom-4, tiez nazyvanym a4p1, ktory sa

nachadza na leukocytoch (93).

Napriek tomu, zZze ICAM-1 je konStitutivne exprimovany v nizkych
hladinach na EC (a inych typoch buniek), aktivacia endotelu zapalovymi
cytokinmi (TNFa, IL1, interferon gama) a ROS mbze viest k vyznamnému
zvySeniu expresie ICAM-1 (94). Okrem iného sa ICAM-1 nachadza aj v
aterosklerotickych plakoch, kde sa podiela na ich progresii (95). Solubilna forma
ICAM-1 bola detegovana v plazme pacientov s kardiovaskularnym ochorenim
(cardiovascular disease, CVD) a korelovala aj so zavaznostou ochorenia (96,
97). Z tychto zisteni vyplyva, ze ICAM-1 aj jeho rozpustna forma moézu byt

cennymi biomarkermi odrazajucimi vyvoj ED a aterosklerozy (94-97).

2.2.3 Uloha endoglinu v endotelovej dysfunkcii

Ako uz bolo v tejto praci spominané, tak Eng je homodimérny
transmembranovy glykoprotein, ktory je exprimovany v arterialnych EC (1). Dalej
vieme, zZe v in vivo $tudiach sa Eng podiela na signalizacii Smad2/3, ¢o vedie k
regulacii expresie a spravnej funkcii eNOS v EC a demonsStruje vztah medzi Eng
a NO-dependentnou vazodilataciou. Eng by sa teda mohol povazovat za
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vazoprotektivnu alebo endotelovu ochrannu molekulu (48, 49). Na druhej strane
v in vitro Studiach sa zistilo, Ze membranovy Eng interaguje prostrednictvom RGD
peptidu s leukocytovymi integrinmi. Bolo dokazané, ze by sa Eng mohol podielat
na integrinmi sprostredkovanej zapalovej infiltracii leukocytov (7) a adhézii

krvnych dostiCiek na endotel (98).

Dalsia in vitro $tudia ukazala, Ze plazmaticka koncentracia sEng by mohla
sluzit ako indikator patoldgii spojenych s diabetes mellitus, ako je hypertenzia,
ED ¢&i ateroskler6za (59). Na druhej strane bolo ukazané, Ze aj sEng méze
prostrednictvom RGD peptidu interagovat’ s integrinmi na leukocytoch a teda

zohravat protektivnu ulohu u transendotelovej migracie leukocytov (7).

224 Typy endotelovych buniek  pouzivanych vo  vyskume

kardiovaskularneho systému

Vo vSeobecnosti rozliSujeme 2 modely buniek a to bunkové linie a

primarne bunky (99).

Bunkové linie pozostavaju z kultivovanych buniek odvodenych od
Specifického darcu (pévodného tkaniva), ktoré ziskali schopnost nheobmedzene
proliferovat. Zvy€ajne vSak ide o zriedkavy jav, pretoze vacsina buniek dokonca
aj v nadorovom tkanive prestane proliferovat po obmedzenom pocte bunkovych
deleni (100). Takato bunkova linia mozZe byt opakovane pasazovana a spofahlivo
sa zotavuje z kryokonzervacie (101, 102). Taktiez su bunkové linie dobre
znamymi modelmi na Studium zdravia a chordb, najma rakoviny (100). Vyhodou
ludskych bunkovych linii je, Ze sa lahko pestuju v suspenznej kulture bez séra,
rychlo sa reprodukuju a maju ucinnu produkciu proteinov. MoZnou nevyhodou
pouzitia ludskych bunkovych linii su faktory, ako nespravne identifikované Ci
kontaminované bunkové linie (103). DalSou velkou nevyhodou je, Ze vécsina
bunkovych linii je dobre prispdsobena dvojrozmernému kultivaénému prostrediu,
v dosledku ¢oho sa Casto geneticky a fenotypovo liSia od svojho tkanivového
pévodu a vykazuju zmenenu morfologiu. Endotelovym bunkovym liniam
napriklad chybaju rézne funkéné markery, zatial ¢o primarne endotelové bunky
si tieto kritické vlastnosti zachovavaju (104, 105).
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Dalej sa vo vyskume kardiovaskularneho systému pouzivaji primarne
ludské kultury, ktoré predstavuju bunky izolované zo zaujmového organu. Ich
vyhodou na rozdiel od bunkovych linii je, ze primarne bunky maju normalnu
bunkovu morfolégiu a zachovavaju si mnoho ddlezitych markerov a funkcii (104,
105). Nevyhodou je vSak to, Ze primarne EC maju obmedzenu Zivotnost a v
minulosti bola ich dostupnost obmedzena. V priebehu rokov sa vSak proces
izolacie buniek z réznych tkaniv, ako je pupocCna Zila, aorta alebo koronarne
artérie stal dostupnejSim. Aj ked praca s primarnymi bunkami moéze byt
naro¢nejsia, tak napriek tomu poskytuju udaje, ktoré lepsie zodpovedaju in vivo

podmienkam (106).

Kardiovaskularny systém so svojou hierarchickou a komplexnou
architekturou pozostava z viacerych typov buniek, ktoré sa spolo¢ne podielaju na
spravnej funkcii celého systému. Napriklad efektivna spolupraca kardiomyocytov
a nemyocytovych buniek je klu€ova pre spravnu fyzioldgiu srdca. V cievach maju
EC a bunky hladkého svalstva r6zne ulohy, ale obe su nevyhnutné pre spravnu
funkciu ciev. Dysfunkcia €o i len jedného typu buniek mdze viest k rozvoju

réznych patoldgii (106).

Endotelové bunky ludskej pupoc&nikovej zily (human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC) (Obr.6A) su jednym z najpouzivanejSich typov buniek
v kardiovaskularnom vyskume (107). Aj ked tento model nepredstavuje vSetky
typy EC nachadzajucich sa v organizme, tak HUVEC su vynikajucim modelom
na Studium vlastnosti vaskularneho endotelu a hlavnych biologickych drah

zapojenych do funkcie endotelu (108).

Venodzne a arteridlne EC vS8ak maju odliSny pdévod a vykazuju rézne
molekularne a funkéné vlastnosti (109). Napriklad, ked Deng a kol. Studovali
réznu predispoziciu artérii a zil k ateroskleroze, zistili, ze profil bazalnej génove;j
expresie buniek zo Zil vykazuje vySSiu ochranu proti ED v porovnani s bunkami
z artérii, ¢o naznacuje, ze arterialne bunky su lepSim modelom aterosklerézy
(110). Preto pouzitie fudskych aortalnych endotelovych buniek (human aortic
endothelial cells, HAEC) (Obr.6B) méze byt presnejSie na studium choréb, ako
je ateroskler6za, ktora sa prirodzene v zilach nevyskytuje. HAEC produkuju
trombotické a antitrombotické faktory, ako je inhibitor aktivatora plazminogénu 1
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a aktivator tkanivového plazminogénu a tieZz reaguju na stimulaciu TNFa

expresiou ICAM-1, znizenou produkciou NO a endotelinu-1 (111).

Dalsie EC ¢&asto pouzivané v kardiovaskularnom vyskume su [udské
mikrovaskularne endotelové bunky (human microvascular endothelial cells,
HMVEC) (Obr.6C). Zvy€ajne su izolované z koze, pluc alebo srdca. Exprimuju
vSetky klasické markery EC a tiez vykazuju typicku dlazobnu morfologiu. Tieto
bunky sa vacsinou pouZzivaju na Studium angiogenézy, hojenia ran, zapalu a
medzibunkovej komunikacie, ale nemaiju velké uplatnenie pri ateroskleréze (112-
114).

Dalsim &asto pouzivanym typom buniek v kardiovaskularnom vyskume su
primarne ludské endotelové bunky koronarnych artérii (human coronary artery
endothelial cells, HCAEC) (Obr.6D), ktoré su komercne dostupné a stavaju sa
velmi popularnymi pri Studiach angiogenézy (115), migracie buniek (116) alebo
pri Studiach transportu glukézy (117). Okrem toho sa primarne HCAEC casto
pouzivaju na skumanie bariérovej funkcie, pretoze exprimuju mnohé proteiny na
povrchu buniek (118, 119).
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Obrazok 6: Typy endotelovych buniek
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Na obrazkoch su znazornené typy endotelovych buniek pouZivané v
kardiovaskularnom vyskume. A) Endotelové bunky [udskej pupocnikovej Zily
(HUVEC) (120). B) Ludské endotelové bunky aorty (HAEC) (autor obrazka:
Katarina Tripska (obrazok pouZity so suhlasom autora)). C) Ludské
mikrovaskularne endotelové bunky (HMVEC) izolované z pluc (121) . D) Ludské
endotelové bunky koronarnych artérii u pacienta s diabetes mellitus (human
diabetic coronary artery endothelial cells, DM-HCAEC) v pasazi 6 (obrazok

vytvoreny autorom).

2.3 Diabetes mellitus

2.3.1 Definicia a typy

Diabetes mellitus (DM) je skupina chronickych metabolickych stavov, z
ktorych vSetky su charakterizované zvySenymi hladinami glukoézy v krvi
(hyperglykémiou). ZvySené hladiny glukdzy v krvi su vysledkom neschopnosti
tela produkovat inzulin, rezistencie voci pdsobeniu inzulinu alebo ich kombinacie.
Tuato skupinu stavov mozno rozdelit do 4 klinicky odliSnych typov: diabetes
mellitus 1. typu, diabetes mellitus 2. typu, gestacny diabetes a tzv. ,iné Specifické
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typy“ (122). Medzi priznaky vyraznej hyperglykémie patri nadmerné mocenie,
nadmerny smad, strata hmotnosti, rozmazané videnie a niekedy zvySena chut
do jedla (Obr.7). Chronicku hyperglykémiu mdze sprevadzat aj zhorSenie rastu a
nachylnost na urcité infekcie. Medzi akutne, Zivot ohrozujuce nasledky
nekontrolovaného diabetu patria hyperglykémia s ketoacidézou alebo

neketoticky hyperosmolarny syndrom (12).

Obrazok 7: Klinické priznaky diabetes mellitus

Medzi klinické priznaky u pacienta s diabetes mellitus patria napriklad
polydipsia (nadmerny sméd), polyudria (nadmerné mocenie), unava, Strata
hmotnosti, rozmazané videnie ¢i polyfagia (nadmerna chut do jedla) (obrazok

vytvoreny autorom).

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) (predtym nazyvany ,inzulin-dependentny
diabetes mellitus®) je charakterizovany deStrukciou beta buniek v pankrease
spbsobenou autoimunitnym procesom, ktory zvyCajne vedie k absolutnemu
nedostatku inzulinu. Nastup je va¢sinou akutny, vyvija sa v priebehu niekolkych
dni az tyzdnov. U viac ako 95 percent oséb s DM1 sa toto ochorenie rozvinie
pred dosiahnutim veku 25 rokov, priCom vyskyt je rovnaky u oboch pohlavi so

zvysenou prevalenciou v bielej populacii (Obr.8) (123, 124).
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Diabetes mellitus 2. typu (DM2) (predtym nazyvany ,non-inzulin-
dependentny diabetes mellitus®) je charakterizovany inzulinovou rezistenciou v
periférnom tkanive a defektom sekrécie inzulinu beta bunkami. DM2 je
najbeznejSia forma DM a je vysoko spojena s rodinnou anamnézou DM, vySSim
vekom, obezitou a nedostatkom pohybu. Vyskytuje sa CastejSie u Zien, najma u
Zien s tehotenskym DM v anamnéze a tiez u Cernochov, Hispancov a u
domorodych Americanov. Inzulinova rezistencia a hyperinzulinémia nakoniec
vedu k poruche glukdzovej tolerancie. Defektné beta bunky sa vyc€erpaju, o dalej
podporuje cyklus glukézovej intolerancie a hyperglykémie. Etiolégia DM2 je

multifaktorialna a CiastoCne geneticky zalozena (Obr.8) (123, 124).
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Obrazok 8: Zdravy pankreas verzus pankreas u pacientov s DM1 a
DM2
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U zdravého pacienta je hladina glukozy v krvi regulovana inzulinom a
dalsimi hormonmi. U pacientov trpiacich na DM1 dochadza k deStrukcii beta
buniek v pankrease, co zvyCajne vedie k absolutnemu nedostatku inzulinu. To
znamena, Ze glukéza sa nemdzZe dostat do buniek a hromadi sa v krvi. U
pacientov trpiacich na DM2 dochadza k poruche citlivosti buniek na inzulin
(inzulinova rezistencia), pretoze bunky prestantu reagovat na jeho ucinok.
Nedostato¢na funkcia inzulinu spdsobuje poruchu transportu glukézy z krvi do

bunky, ¢o vedie k hyperglykémii a tieZ k nedostatku glukozy v bunke.

Prevzaté z: Type 2 diabetes (125)

Dal$im menej éastym typom je gestaény diabetes, &o je forma glukézove;

intolerancie, ktora postihuje niektoré Zeny pocas tehotenstva (122).

Ostatné typy diabetes mellitus réznych etiolégii tvoria skupinu nazyvanu
.iné Specifické typy“. Do tejto skupiny patria osoby s genetickymi poruchami
funkcie beta-buniek (tento typ sa predtym nazyval MODY) alebo s poruchami
ucinku inzulinu. Patria tu aj osoby s ochoreniami exokrinného pankreasu, ako je

pankreatitida alebo cysticka fibroza, dalej osoby s dysfunkciou spojenou s inymi
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endokrinopatiami (napr. akromegalia) a osoby s dysfunkciou pankreasu

spb6sobenou liekmi, chemikaliami alebo infekciami (123, 124).

DM méze byt diagnostikovany 4 spésobmi na zaklade prislusnych hodnot.
Prvy spésob diagnostiky DM je na zaklade hodnoty glukozy v plazme nala¢no,
ktorej hodnota je = 7,0 mmol/l. Pred tymto vySetrenim je nutné dodrzat nulovy
kaloricky prijem aspon 8 hodin. Druhy spésob diagnostiky DM je pomocou
hodnoty glukozy v plazme za 2 hodiny po prijme glukdzy, pocCas peroralneho
glukdzového toleranéného testu, ktorej hodnota je = 11,1 mmol/l. Treti sposob je
pomocou kritérii glykovaného hemoglobinu. DM je diagnostikovany pokial
hodnota glukézy v plazme pomocou tohto kritéria je = 48 mmol/mol. Diagnostika
u pacientov s klasickymi priznakmi hyperglykémie alebo hyperglykemickej krizy
sa robi pomocou nahodnej hladiny glukézy v plazme = 11,1 mmol/l.
Uprednostnovanym diagnostickym testom je meranie hladiny glukoézy v plazme
nalacno, ale mozno pouzZit akukolvek kombinaciu dvoch abnormalnych
vysledkov testu (126).

DM méze postihnut mnoho réznych organovych systémov v tele a casom
modze viest k zavaznym komplikaciam. Komplikacie mozno klasifikovat ako
mikrovaskularne alebo makrovaskularne. Mikrovaskularne komplikacie zahfnaju
poSkodenie nervového systému (neuropatia), poSkodenie obliCiek (nefropatia) a
poSkodenie oka (retinopatia) (11). Makrovaskularne komplikacie zahfriaju
kardiovaskularne ochorenia, mozgovu prihodu a periférne cievne ochorenia.
Ochorenie periférnych ciev méze viest k nelieCitelnym modrinam alebo

zraneniam, gangréne a v kone¢nom désledku k amputacii (127).

2.3.2 Uloha endoglinu u diabetu mellitu

Hyperglykémia je jednym zo symptomov suvisiacich s metabolickym
syndromom a je charakteristickym znakom DM. Aj ked uloha Eng pri
hyperglykémii a DM nie je Siroko preskumana, niektoré Studie sa pokusali popisat

mozny vztah medzi nimi (128).

Alvarez-Munoz a kol. sledovali expresiu membranového Eng v

kultivovanych koznych fibroblastoch u pacientov s DM1 s diabetickou nefropatiou
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a bez nej. Ukazali, Ze expresia Eng bola zvySena u pacientov s DM1 s nizSim
rizikom nefropatie v porovnani s pacientmi s vysSim rizikom nefropatie, ¢o

naznacuje ochrannu ulohu Eng pri rozvoji diabetickej nefropatie (128).

DalSia $tudia preukazala, Zze bunky HUVEC stimulované konstantnou
alebo oscilujucou vysokou hladinou glukézy (25 mmol/l) viedli k zvySenej mRNA

expresii Eng (129), €o bolo nasledne potvrdené aj na bunkach HAEC (130).

Existuje tieZ niekolko Studii o ulohe sEng pocas DM. Zistilo sa, Zze sEng je
zvySeny u pacientov s pokroCilym DM a jeho koncentracia koreluje so
zavaznostou diabetickej nefropatie (63, 131), diabetickej retinopatie (59) a
diabetickej neuropatie (61). Dalsia $tudia ukazala, Ze hyperglykémia aj
hypoglykémia u pacientov s DM boli schopné zvySit hladiny sEng a autori
naznacili, Ze toto zvySenie suvisi s oxidaénym stresom, ktory sa vyvija pri tychto
stavoch (132). Okrem toho Cawyer a kol. preukazali, Ze vysoké hladiny glukozy

tiez vyznamne zvysili hladiny sEng (133).

2.4 Dapagliflozin

LieCivo dapagliflozin je vysoko ucinny (inhibiéna konstanta 0,55 nmol/l)
reverzibilny inhibitor sodno-gluk6zového kotransportéra-2 (sodium-glucose
cotransporter-2, SGLT-2), ktory patri medzi hlavné transportéry zodpovedné za

absorpciu glukézy (13).

Dapagliflozin sa po peroralnom podani rychlo absorbuje, priCom vo
vSeobecnosti dosahuje maximalne plazmatické koncentracie do 2 hodin po
podani nalacno. Podava sa v davke 10 mg 1x denne, a po tejto davke je jeho
absolutna peroralna biologicka dostupnost 78 %. Dapagliflozin je z velkej Casti
metabolizovany glukuronyltransferazou (enzym v pec€eni a oblickach) na svoj
hlavny neaktivny metabolit 3-O-glukuronid. Metabolity dapagliflozinu
neprispievaju k jeho u€inkom na znizenie glukozy (134, 135). Dapagliflozin a jeho
metabolity sa z velkej €asti vylu€uju mocom (75 %) a z mensej Casti tiez stolicou
(21 %) (134). Po jednorazovej davke dapaglifiozinu 10 mg u zdravych jedincov

bol priemerny plazmaticky eliminaény pol€as dapagliflozinu 12,9 h (135).
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2.4.1 Mechanizmus ucinku

Inhibitory SGLT-2 su relativne novou triedou antidiabetik pouzivanych
predovsetkym na lie€Cbu DM2 (14-16). Tieto lieCiva zniZzuju reabsorpciu glukdzy v
oblickach a podporuju jej vyluCovanie mocom inhibiciou vysokokapacitného
glukézového transportéra SGLT-2 umiestneného v proximalnom stoCenom
tubule, ¢im znizuju hladinu glukézy nezavisle od pésobenia inzulinu (Obr.9) (14,
15). Tento jedineény mechanizmus Gcinku inhibitorov SGLT-2 dopifa
mechanizmus inych tried antidiabetik, Co umoznuje ich pouzitie v kombinovanej

terapii s inymi lieCivami na DM, vratane inzulinu (136).
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Obrazok 9: Porovnanie gluk6zovej homeostazy v obli¢kach

a Normal TGF b Diabetes ¢ Diabetes and SGLT-2 inhibition
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Na obrazku a) je znazornena glukozova homeostaza v oblickach u
Jedincov bez diabetu, u ktorych je glukéza (spolu s Na*) reabsorbovana pomocou
SGLT-2 a SGLT-1 a TGF je zachovana. Obrazok b) znazorriuje pacientov s DM,
u ktorych je reabsorpcia glukozy zvySena (spolu s Na*) prostrednictvom SGLT-2
a SGLT-1. Nasledne potom dochadza k znizenému dodaniu Na* do JGA, ¢o
spdosobi aktivaciu systému renin-angiotenzin-aldosteron. U tychto pacientov je
tiez zvySena rychlost glomerularnej filtracie a zvySeny intraglomerularny tlak.
Obrazok c) znazorriuje pacientov s DM, ktori su lieceny inhibitorom SGLT-2. U
tychto pacientov je podanim SGLT-2 inhibitora zniZzena reabsorpcia glukozy a
Na* (¢im sa zvySuje jeho dodanie do JGA) a dochadza k zvySenému vylucovaniu
glukézy mocom. U tychto pacientov sa po podani inhibitora SGLT-2 normalizuje

rychlost’ glomerularnej filtracie a intraglomerularny tlak sa znizuje.

GFR - rychlost’ glomerularney filtracie, JGA - juxtaglomerularny aparat, Na*
- sodik, SGLT 1 alebo 2 - sodno-glukézovy kotransportér typu 1 alebo 2, DM2 -

diabetes typu 2, TGF - tubuloglomerularna spétna vézba.

Prevzaté z : The Pleiotropic Effects of Sodium—Glucose Cotransporter-2
Inhibitors: Beyond the Glycemic Benefit (137)
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2.4.2 Neziaduce ucinky

NajCastejSim hlavnym neZiaducim ucinkom inhibicie SGLT-2 je to, Ze
dochadza k zvysSeniu hladin glukézy v moci, ¢o mdze viest k infekciam mocovych
ciest a pohlavnych organov, zvySenej frekvencii mocCenia a nerovnovahe
elektrolytov. U vacsiny pacientov lieCenych inhibitormi SGLT-2 sa tiez vyskytlo
mierne zniZenie krvného tlaku (€o mdze byt prospesSné u pacientov s
hypertenziou) a mierny vplyv na profil lipidov v sére (138). Predpoklada sa, Ze
Cast’ ich uCinku na znizenie krvného tlaku je spdsobena osmotickou diurézou
(139). U niektorych pacientov vdak mézu inhibitory SGLT-2 prili$ znizit’ krvny tlak,
8o moze viest k hypotenzii (hlavne posturalnej), zavratom a dehydratéacii. Uginky
vzhlfadom na lipidovy profil mézu byt prospesné (zvySené lipoproteiny s vysokou
hustotou a znizené triacylglyceroly) alebo Skodlivé (zvySené hladiny lipoproteinov
s nizkou hustotou) (138).

2.4.3 Kilinické pouzitie

Inhibitory SGLT-2 su novsou triedou latok znizujucich hladinu glukézy
aich pouzivanie vedie ku glykozurii a zniZeniu postprandialnej glykémie u
pacientov s DM2. V kone¢nom désledku méze ich uzivanie viest k zniZzeniu
hospitalizacii a spomaleniu diabetickej nefropatie u pacientov s DM2, bez ohfadu
na pritomnost predchadzajuceho kardiovaskularneho alebo renalneho ochorenia
(140, 141). Popri pozitivnych u€inkoch na hladinu glukézy boli popisané aj dalSie
pleiotropné uc€inky tychto liekov. Ukazalo sa, Ze inhibitory SGLT-2 maju
kardiovaskularny prinos vratane znizenia krvného tlaku a zniZzenia plazmaticke;j
hladiny kyseliny mocovej, ¢o mdze prispievat k ich renalnym protektivnym
ucinkom. Okrem toho maju inhibitory SGLT-2 tiez priaznivé u€inky na znizenie
aktivacie systému renin-angiotenzin-aldosteron, plazmatického objemu a zapalu
(142-144). Medzi prinosy patri tiez zlepSenie renalnej funkcie, lipidového profilu,
steatozy peCene a Struktury srdca (145-147). Vo vacSine klinickych Studii sa
dapagliflozin tiez spajal s miernym zniZenim telesnej hmotnosti (priblizne 2-3 kg
poCas 12-24 tyzdnov lieCby). Tieto UCinky su prospeSné na prevenciu alebo
redukciu makro- a mikrovaskularnych komplikacii a mézu byt obzvlast prospesné

u pacientov s komplikaciami DM alebo s rizikom komplikacii DM, ako je CVD,
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srdcoveé zlyhanie (heart failture, HF) alebo chronicka choroba obliiek (chronic
kidney disease, CKD) (137).

Dapagliflozin sa okrem lieCby DM2 pouziva aj pri HF a CKD. V poslednych
rokoch sa objavilo niekolko Studii, ktoré preukazali vyznamny prinos inhibitorov
SGLT-2 v tychto indikaciach. Tieto zistenia viedli k prehodnoteniu stratégie lieCby
DM2, pricom odborné spolo¢nosti odporucaju zaradit SGLT-2 inhibitory tiez u
pacientov s preukazanym CVD, HF alebo CDK (148-150). Predpoklada sa, ze
jednym z klu€ovych mechanizmov pozorovanych kardiovaskularnych prinosov
inhibitorov SGLT-2 je zniZzenie srdcovej zataze prostrednictvom zvySenej
osmotickej diurézy a zniZenia preloadu, zatial o sa predpoklada, Ze znizenie
krvného tlaku a zmeny vaskularnej funkcie znizuju afterload (151). V tychto
Studiach boli inhibitory SGLT-2 spojené so signifikantnym znizenim rizika
progresie ochorenia obliCiek v porovnani s placebom u pacientov s DM2 a
preukazanym CVD. Mechanizmy, ktoré su zakladom zlepSenych renalnych
vysledkov su pravdepodobne multifaktorialne a potencialne spojené s ich
priamymi hemodynamickymi a renovaskularnymi u€inkami (143, 152). Zmeny
renalnej hemodynamiky spojené s inhibitormi SGLT-2 vedu k akutnemu zniZeniu
odhadovanej glomerularnej filtracie a albuminurie a nie su pozorované pri inych

triedach lie€iv na zniZenie glukdzy (153).

2.5 Metdédy pouzivané na detekciu endoglinu

2.5.1 Prietokova cytometria — zakladné principy

Prietokova cytometria (flow cytometry, FC) je metdéda, ktora rychlo
analyzuje jednotlivé bunky alebo Castice vo chvili, ked prechadzaju cez jeden
alebo viacero laserov, zatial ¢o su suspendované v pufrovanom roztoku na baze
soli. Pri tejto metéde sa meria rozptyl viditelného svetla, ktoré dopada na
jednotlivé Castice. Tym sa ziskavaju informacie o ich velkosti a tvare. Rozptyl
viditelného svetla sa meria v dvoch réznych smeroch, v smere dopredu (Forward
Scatter, FSC), ktory mdze indikovat' relativhu velkost bunky, a pri 90° (Side
Scatter, SSC), ktory indikuje vnutornu zlozitost' alebo granularitu bunky (Obr.10).

Pomocou FC moZeme merat’ aj fluorescenciu. Vzorky na meranie fluorescencie
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sa moézu pripravovat napriklad tak, Ze sa proteiny na bunkach oznacia
protilatkami (154).

FC sa uplatiiuje vo viacerych disciplinach ako je imunoldgia, viroldgia,

molekularna biolégia ¢i monitorovanie infekénych choréb (154).

Prietokové cytometre su zariadenia, ktoré sa skladaju z troch hlavnych
Casti: fluidiky, optiky a elektroniky (Obr.10). Fluidika je zodpovedna za prepravu
a zaostrenie vzorky v nosnej kvapaline (zvyCajne pufrovanom fyziologickom
roztoku) do bodu, kde je oziarena laserom. Aby meracim bodom preS$la prave
jedna Castica je =zaistené pomocou hydrodynamického zaostrenia.
Hydrodynamické zaostrenie je metdda, ktora umoznuje zuzit prud vzorky v
prietokovej cytometrii. Vzorka je vstreknuta do ,lievika®, ktorym prudi nosna
kvapalina pod vysokym tlakom. Tym sa dosiahne, Ze vzorka sa sustreduje do
uzkeho prudu v strede lievika. Optika sa sklada z laserov, ktoré excituju vzorku,
a zbernej optiky (elektronky fotonasobica alebo fotonasobiace trubice a
fotodiody), ktoré zachytavaju viditelné a fluorescencné svetlo emitované vzorkou.
NajbeznejSie lasery pouzivané v tradicnych prietokovych cytometroch su 488 nm
(modry), 405 nm (fialovy), 561 nm (zeleno-Zlty), 640 nm (Cerveny) a 355 nm
(ultrafialovy). Okrem toho sa v FC pouzivaju aj dichroické filtre, ktoré smeruju
fluorescen&né svetlo na pasmove filtre, ktoré prepustaju len uréité vinové dizky
svetla, ktoré potom dopadnu na detektory. Elektronika spracovava tieto svetelné

signaly a poskytuje informacie o vlastnostiach vzorky (154).

Po zmerani vzoriek nasleduje analyza. Vyhodnotenie vysledkov ziskanych
pomocou FC pozostava z vytvorenia oblasti okolo populacie cielovych buniek
(gating) a aplikacie inych parametrov na tato oblast. To umoziuje vybrat

Specifické skupiny buniek na dalSiu analyzu vybranych markerov (154).
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Obrazok 10: Znazornenie prietokovej cytometrie
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Prietokovy cytometer pozostava z troch zakladnych komponentov: fluidny

systém, optika (ktorej sucastou su lasery) a elektronika.

Prevzaté z : Flow Cytometry - A Survey and the Basics (155)

2.5.2 Adhézia monocytov k endotelovym bunkam

Jednym z moznych spdsobov, ako detegovat aktivaciu endotelu je
meranie adhézie monocytov. Adhézia je proces, pri ktorom monocyty prifnu k
endotelu. Tento proces je ovplyvneny zapalovymi cytokinmi a oxidacnym
stresom, ktoré zvySuju expresiu adhéznych molekul na povrchu endotelu. Princip
merania adhézie monocytov k EC pomocou FC spocCiva v tom, Ze sa monocyty
oznaCia pomocou roztoku na znacenie buniek. Potom sa tieto oznacené
monocyty pridaju k EC a inkubuju sa. Po urcitom Case sa odstrania neprilnuté
monocyty. Zmes EC a prifnutych monocytov sa spracuje a zmeria pomocou
prietokového cytometra. Tam mézeme na zaklade fluorescencie rozdelit zmes
buniek na EC a monocyty a nasledne kvantifikovat pocet prilnutych monocytov.
Tymto spésobom sa da zistit' stupern adhézie monocytov k EC v zavislosti od
roznych faktorov (156, 157).
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2.5.3 ELISA - zakladné principy

Enzymovo znaCeny imunosorbentny test (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) je citliva a S$pecificka imunologicka metdda, ktora vyuziva
Specificku vazbu antigénu a protilatky na detekciu pritomnosti ur€itych molekul
vo vzorke vratane protilatok, antigénov, proteinov, glykoproteinov a hormonov.
Detekcia tychto produktov sa uskutoCruje komplexovanim protilatok a antigénov,
aby sa dosiahol meratelny vysledok. Protilatka je typ proteinu produkovaného
imunitnym systémom jednotlivca a obsahuje Specifické oblasti, na ktoré sa viazu
antigény. Antigén je latka, ktora vyvolava tvorbu protilatok a imunitnd odpoved.
Méze byt z vonkajSieho alebo vnutorného prostredia a ked sa naviaze na
Specificku Cast’ protilatky (epitop), spusti reakciu imunitného systému. Tato
interakcia sa vyuziva pri testovani ELISA a umoznuje identifikovat Specifické

protilatky a antigény len s malym mnozstvom testovanej vzorky (158-161).

Testy ELISA sa uskuto€riuju na polystyrénovych platniach, typicky v 96-
jamkovych platniach potiahnutych tak, aby vefmi silne viazali protein. V zavislosti
od typu ELISA testovanie vyZaduje zachytnu protilatku/antigén, primarnu a/alebo
sekundarnu detekénu protilatku, analyt/antigén, timivy roztok, premyvaci roztok
a substrat/chromogén. Detekéna protilatka je Specificka protilatka, ktora sa viaze
iba na pozadovany antigén, zatial ¢o sekundarna protilatka je konjugovana s
enzymom a viaze sa na detekénu protilatku. Detekcia sa vykonava pridanim
substratu. Enzym potom reaguje so substratom a vytvara farebny signal.
Intenzita signalu je umerna mnozstvu antigénu vo vzorke. Jednym z najCastejSie
pouzivanych enzymov je chrenova peroxidaza (horseradish peroxidase, HRP),
ktora katalyzuje oxidaciu réznych substratov za pritomnosti peroxidu vodika.

Vysledkom tejto reakcie je zmena na modru farbu (159-161).

Na stanovenie koncentracie antigénu vo vzorke je potrebné vytvorit
kalibracnu krivku pomocou réznych riedeni Standardu so znamou koncentraciou.
Z grafu kalibragnej krivky sa potom ur€i koncentracia antigénu na zaklade jej
absorbancie. Absorbancia je miera, akou vzorka pohlcuje svetlo. Cim tmavsia je
farba vzorky, tym viac svetla sa pohlti. Meria sa spektrofotometrom a zavisi od

koncentracie antigénu alebo protilatky vo vzorke (159-161).
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Existuje niekolko spdsobov, ako vykonat ELISA na detekciu antigénov
alebo protilatok v biologickych vzorkach. Medzi najbezZnejSie patria: priama
ELISA, nepriama ELISA, sendviCova ELISA a kompetitivna ELISA (162).

Pri priamej ELISA sa antigén priamo naviaze na povrch dosticky a potom
sa k nemu pripoji protilatka oznacena enzymom alebo fluoroforom. Medzi vyhody
pouzitia priamej ELISA patri eliminacia krizovej reaktivity sekundarnych protilatok
a vdaka mensiemu poctu krokov je rychlejSia v porovnani s nepriamou ELISA.
Medzi jej nevyhody patri nizka citlivost v porovnani s inymi typmi ELISA a vysoka
cena reakcie (Obr.11) (159, 160, 163).

Obrazok 11: Priama ELISA

wash wash
Antigen Add enzyme (E) - Add substrate (S)
(Ag) coated conjugated and measure
well antibody (Ab) to color
be measured

Antigén sa naviaZe na povrch jamky a nasledne sa jamka premyje. Prida
sa protilatka konjugovana s enzymom a doska sa znova premyje. Na zaver sa

prida substrat a dochadza k zmene farby.
Ag — antigén, Ab — protilatka, E — enzym, S — substrat

Prevzaté z : Review: immunoassays in DNA damage and instability
detection (164)

Pri nepriamej ELISA sa antigén tiez naviaze na povrch dosti¢ky, ale potom
sa k nemu pripoji primarna protilatka a nasledne sekundarna protilatka oznacena
enzymom alebo fluoroforom. V porovnani s priamou ELISA ma tato metdda
vyS$Siu citlivost. Je tiez menej nakladna a flexibilnejSia vdaka velkému mnozstvu

primarnych protilatok, ktoré je mozné kombinovat. Nevyhodou tohto typu ELISA
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je riziko skrizenej reaktivity medzi sekundarnymi detekénymi protilatkami
(Obr.12) (159, 160, 165).

Obrazok 12: Nepriama ELISA

Antigen Add antibody Add enzyme (E) Add substrate (S)
(Ag) coated (Ab) to be - conjugated and measure
well measured secondary color
antibody

Antigén sa naviaZe na povrch jamky a nasledne sa jamka premyje. Potom
sa prida primarna protilatka a doska sa znova premyje. Nasledne sa prida
sekundarna protilatka konjugovana s enzymom a doska sa premyje. Na zaver sa

prida substrat a dochadza k zmene farby.
Ag - antigén, Ab - protilatka, E - enzym, S — substrat

Prevzaté z : Review: immunoassays in DNA damage and instability
detection (164)

Pri sendviCovej ELISA sa dostiCka pokryje protilatkou Specifickou pre
antigén, potom sa k nej prida antigén a nakoniec sa prida detek¢éna protilatka
oznatena enzymom alebo fluoroforom. Tato metdéda sa nazyva ako
,sendviCova“, pretoze antigén je vlozeny medzi dve protilatky (zachytna a
detekénu). Spomedzi vietkych typov ELISA ma najvysSiu citlivost, ale vyZaduje
dve protilatky, ktoré sa viazu na rozne epitopy v danom antigéne. Hlavnymi
nevyhodami tohto typu ELISA su €as a naklady (Obr.13) (159, 160, 166).
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Obrazok 13: Sendvicova ELISA

| | | |
+S
wash wash wash

Antibody (Ab) Add antigen (Ag) Add enzyme (E) Add substrate (S)
coated well to be measured - conjugated and measure
secondary color
antibody

Jamka sa potiahne zachytnou protilatkou a nasledne sa premyje. Potom
sa prida antigén a znova sa doska premyje. Nasledne sa prida sekundarna
protilatka (detekéna) konjugovana s enzymom a doska sa premyje. Na zaver sa

prida substrat a dochadza k zmene farby.
Ag - antigen, Ab - protilatka, E - enzym, S — substrat

Prevzaté z : Review: immunoassays in DNA damage and instability
detection (164)

Kompetitivha ELISA testuje pritomnost protilatky (Specifickej pre antigény)
a antigénov v testovacom sére. Jedna z modifikacii tohto typu testu ELISA méoze
vyuzivat dve Specifické protilatky proti rovnakému antigénu, protilatku
konjugovanu s enzymom a dalSiu protilatku pritomnu v testovacom sére (ak je
sérum pozitivne). Spojenie dvoch protilatok do jamiek umozni kompeticiu o
vazbu na antigén. Pritomnost zmeny farby znamena, Ze test je negativny,
pretoze protilatka konjugovana s enzymom naviazala antigény (nie protilatky
testovacieho séra). Nepritomnost' farby indikuje pozitivny test na pritomnost
protilatok v testovacom sére. Tato metdda ma niekolko vyhod: nevyzaduje zlozité
pripravy vzorky, dokaze detegovat rézne antigény v jednej vzorke, je vhodna aj
pre malé antigény a poskytuje konzistentné vysledky. Medzi nevyhody
kompetitivnej ELISA patri nizka $pecificita a tiez to, ze nemdze byt pouZita v
zriedenych vzorkach (Obr.14) (159, 163).
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Obrazok 14: Kompetetivna ELISA

vy — Al e

Incubate
antibody (Ab) Add Ag - Ab Add enzyme (E) Add substrate (S)
with antigen (Ag) mixture to antigen - conjugated and measure
to be measured coated well secondary color
antibody

Najprv sa protilatka inkubuje spolu s antigeénom. Potom sa do jamKy prida
zmes protilatky, ktora naviazala antigén a protilatky bez antigénu a doska sa
premyje. Nasledne sa prida sekundarna protilatka konjugovana s enzymom a
doska sa premyje. Na zaver sa prida substrat. Pritomnost zmeny farby znamena,

Ze test je negativny na pritomnost’ protilatok.
Ag - antigén, Ab - protilatka, E - enzym, S — substrat

Prevzaté z : Review: immunoassays in DNA damage and instability
detection (164)

Testy ELISA mozno pouzit na mnoho Uucelov vratane rychlych
skriningovych testov protilatok na virus fudskej imunodeficiencie, detekcie inych
virusov, baktérii, hubovych autoimunitnych ochoreni, potravinovych alergénov,
krvnej skupiny, pritomnosti tehotenského horménu hCG, laboratérneho a
klinického vyskumu, forenznu toxikologiu a mnohé dalSie diagnostické
nastavenia (167, 168).
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3 ZADANIE - CIEL PRACE

Ciefom tejto diplomovej prace bolo zistit, ako dapagliflozin vplyva na
expresiu a funkciu endoglinu a s nim suvisiacich biomarkerov endotelovej
dysfunkcie ako su ICAM-1 a VCAM-1, v réznych €asoch a koncentraciach u

ludskych diabetickych koronarnych endotelovych buniek.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 DM-HCAEC

V tejto experimentalnej praci sme pouzivali fludské diabetické koronarne
endotelové bunky (DM-HCAEC), ktoré boli zakupené od firmy Lonza (katalogové
Cislo CC-2922).

Pre ich rast a vyzivu sme pouzivali médium, ktoré sluzi pre bunky ako zdroj

Zivin a poskytuje im optimalne prostredie.

S bunkami sme pracovali vzdy v laminarnom boxe, aby sme sa vyhli
kontaminacii. Laminarny box sme vzdy po praci s bunkami dékladne vycistili
etanolom. V pripade, Ze sme s bunkami nepracovali, tak boli prelozené do
inkubatora. Ten udrziava optimalne podmienky pre rast buniek, a to 37°C, 5%
COo..

4.2 THP-1 MONOCYTY

Monocyty su typom bielych krviniek, ktoré sa tvoria v kostnej dreni
a cirkuluju v krvi. Ked sa vtele objavi infekcia alebo poSkodenie tkaniva,
monocyty su pritahované k miestu zapalu chemickymi signalmi. Monocyty potom
prilnd k EC, pomocou Specialnych molekul na ich povrchu, ako su selektiny,
integriny a fagocytarne receptory. Tieto molekuly umoZznuju monocytovu adhéziu
a migraciu cez endotelovu vrstvu do zapaloveho tkaniva. Tam sa monocyty
diferencuju na makrofagy alebo dendritické bunky, ktoré maju schopnost
fagocytovat’ baktérie a produkovat rézne mediatory imunitnej odpovede, ako je
napriklad interferon. Adhézia monocytov k endotelovym bunkam je teda
nevyhnutnym krokom v obrane organizmu proti patogénom a oprave
poSkodenych tkaniv (169, 170).

V tejto diplomovej praci sme sa v kratkosti zaoberali aj monocytmi a ich
adhéziou na EC. Konkrétne sme pouzivali THP-1 monocyty poskytnuté od S.
Cejkovej (IKEM, Praha, Ceska republika).
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THP-1 je bunkova linia fudskych monocytov ziskana z pacienta s akutnou
monocytovou leukémiou. Tato bunkova linia sa Casto vyuziva na skumanie
funkcii monocytov/makrofagov, mechanizmov, signalnych drah a transportu zivin
a lieCiv. Okrem toho je tiez beznym modelom na odhad modulacie aktivit
monocytov a makrofagov (171). Vo vSeobecnosti sa bunky THP-1 morfologicky
aj funkCne podobaju primarnym bunkam, vratane markerov ich diferenciacie
(172).

4.3 Priprava vzoriek

Pre kazdy nas experiment sme si museli najprv vzorky pripravit. Do tejto
pripravy bolo zahrnuté rozmrazovanie, pasazovanie a premedikacia buniek.
Bunky sme si najprv rozmrazili v den 0. Nasledne sme ich pasazovali v den 3 a
premedikovali v den 7. Vlastny experiment bol vo vacsine pripadov druhy der po

premedikacii, ¢ize v den 8 (s vynimkou experimentu po 6 hodinach).

4.3.1 Rozmrazovanie buniek

Najprv sme si pripravili Zelatinu, ktora je potrebna na potiahnutie nadoby,
v ktorej potom rastu bunky. Okrem toho sme si dali nahriat médium do vodného

kupela na 20 minut.

Priprava zelatiny:

1. Do kadi¢ky sme dali 76ml fosfatového timivého roztoku (phosphate
buffered saline, PBS) a 4ml 2% Zelatiny tak, aby vysledna koncentracia
Zelatiny bola 0,1%.

2. Tuto zmes sme natiahli do 20ml injekCnej striekacky a nasadili na nu
0,22um filter.

3. Nasledne sme zmes prefiltrovali do flase.

Zlozenie HCAEC média:

e 200 ml zadkladného média pre rast endotelovych buniek
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4.3.2

22 ml fetalneho hovadzieho séra (fetal bovine serum, FBS)

800 pl fibroblastového rastového faktora

80 pl hydrokortizénu

200 ul cievného endotelového rastového faktora (vascular endothelial
growth factor, VEGF)

200 pl rekombinantného rastoveho faktora podobného inzulinu

200 pl kyseliny askorbovej

200 pl fudského epidermalneho rastového faktora

200 pl gentamicin sulfat - amfotericinu

Postup rozmrazovania buniek:

1. Vzali sme si dve Petrino misky a potiahli ich pripravenou Zelatinou. To

sme urobili tak, ze sme si do kazdej misky napipetovali 1,5ml Zelatiny
a potom sme ju rozprestierali po celej miske pokyvanim a tiez jemnym

poklepanim o dlan. Potom sme misky vlozili do inkubatora na 20 minut.

. Po 20 minutach sme Petriho misky vybrali a odsali z nich prebytocnu

Zelatinu pomocou odsavacky v laminarnom boxe.

. Nasledne sme pridali 8ml nahriatého média do kazdej misky a iSli sme

pre bunky do mraznic¢ky (-80°C). Vialky s bunkami boli v pasazi P-4.

. Z mraznicky sme doniesli dve vialky buniek, ktoré sme rozmrazili vo

vodnom kupeli tak, aby v kryoskumavkach zostala mala gulicka ladu.

. Obsah kryoskumaviek sme preniesli pomocou pipety do Petriho

misiek.

. Petriho misky sme si popisali nazvom buniek, datumom rozmrazenia,

podpisom a pasazou (P-5) a nasledne vlozili do inkubatora. Tento den

sme si oznadili ako den 0.

Pasazovanie buniek

Pasazovanie buniek je technika, ktora umoZznuje udrziavat a mnozit

bunkové kultury pri laboratéornych podmienkach. Pasazovanie buniek spociva v

tom, Ze sa bunky z jednej kultivaCnej nadoby prenesu do inej, kde maju viac
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priestoru a zivin na rast a delenie. Pasazovanie buniek sa vykonava s ciefom

zabranit preplneniu a starnutiu buniek.

Postup pasazovania buniek:

1.

Najprv sme si bunky pozreli pod mikroskopom a skontrolovali sme Ci
su dostatoCne namnozené.

Potom sme si dali nahriat médium, PBS, PBS s 2% FBS a akutazu.
Nahrievali sme ich asporn 20 minut pri 37°C.

Kultivaéné nadoby, Cize Styri 12-jamkové dosky, sme si potiahli

Zelatinou tak, ze sme si do kazdej jamky napipetovali 250ul Zelatiny.

4. Dosky sme vlozili do inkubatora na 20 minut.

5. Zinkubatora sme si vybrali Petriho misky a odsali sme staré médium.

6. Nasledne sme do kazdej misky pridali 3ml PBS, ktoré sluzi na

odstranenie mftvych buniek a zvySkov média. Potom sme PBS odsali
a tento krok sme zopakovali 2x.

Nasledne sme do kazdej misky pridali 1,5ml akutazy, ktora sluzi na
odlepenie buniek z dna nadoby. Petriho misky sme dali naspat do
inkubatora na 5 minut.

Po vybrati z inkubatora sme si v mikroskope skontrolovali, €i sa bunky
skutoCne odlepili od dna.

Do kazdej misky sme pridali 3ml PBS s 2% FBS, ktory sluzi na inhibiciu
akutazy. Nasledne sme misky preplachovali pipetou a bunky sme

preniesli do dvoch 15ml falkoniek. Tento krok sme zopakovali 2x.

10.Falkonky sme vlozili do centrifigy na 3 minaty pri relativnej

centrifugacnej sile (rcf) 300. Potom sme z falkoniek odsali supernatant
(tekutinu nad usadeninou) a kazdu peletku (usadeninu na spodku) sme

resuspendovali v 2,4ml nového média.

11.Z inkubatora sme si vybrali 12-jamkové dosky a odsali z nich

prebytocnu Zelatinu. Nasledne sme do kazdej jamky napipetovali 400l

nového média a 100pl pripravenej bunkovej suspenzie.

12.Dosky sme si popisali nazvom buniek, datumom pasazovania,

podpisom a aktualnou pasazou (P-6) a nasledne sme dosky viozili do

inkubatora. Tento den sme si oznadili ako den 3.
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4.3.3 Premedikacia buniek
1. Experimentalny dizajn premedikacie — 6,12 a 24 hodin

Prvy experimentalny dizajn sluzil na vyber priblizného Casu a
koncentracie. V tomto experimente sme mali 6 skupin a kazda skupina
obsahovala 6 vzoriek (Tab.1). Dohromady sme tak na experiment mali 36 vzoriek

a 12 kontrolnych jamiek (Tab.2).

Tabulka 1: Experimentalny dizajn premedikacie — 6,12 a 24 hodin

Koncentracia Premedikacia pomocou | Podet vzoriek
1.skupina 1nM DMSO 6
2.skupina 1nM DAPA 6
3.skupina 10nM DMSO 6
4.skupina 10nM DAPA 6
5.skupina 100nM DMSO 6
6.skupina 100nM DAPA 6

DMSO - dimethylsulfoxid, DAPA — dapagliflozin

Tabulka 2: Kontrolné skupiny pre experiment 6,12 a 24 hodin

1 2 3 4 5 6 7 | 8 [ 9 | 10 ] 11 | 12
Nezn.b.] Eng |ICAM-1|VCAM-1| PI Pl Nezn.b. na nastavenie pristroja
[ (@) (@) L @) @) ® [ ® [ o @ o o

Nezn.b. — neznacené bunky, Eng - endoglin, ICAM-1 - intercelularna
bunkova adhézna molekula-1, VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-

1, PI- propidium jodid

Najprv sme si museli vypocitat potrebné objemy dimethylsulfoxidu
(DMSO) a dapagliflozinu (DAPA), ktoré sme si chceli napipetovat do
pripravenych 12-jamkovych dosiek. V jednej jamke bolo 500ul média. DMSO a

DAPA sme pipetovali z pripravenych zasobnych roztokov.
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Vypocet objemu pridaného DMSO/DAPA:

a) 1nM
c1*Vi1 = c2*V2
c1*xV
Vo= 1*V1
c2
Vs = 1nM x 500ul = 5/
2= ""100mm ¥
b) 10nM
c1*Vi1 = c2*V2
c1*xV
V= 1*V1
2
10nM x 500ul
V2= = 5ul
1000nM
c) 100nM
c1*V1 = c2*V2
c1*xV
V= 1*V1
C2
100nM x 500ul
V2= = 5ul
10 000nM

2. Experimentalny dizajn premedikacie — 12 a 16 hodin

Na zaklade ziskanych vysledkov sme si v druhom experimentalnom
dizajne upravili pracovné ¢asy a koncentracie. Experiment sme preto robili po 12
a 16 hodinovej premedikacii, kde sme mali 4 skupiny po 10 vzoriek (Tab.3).
Dohromady sme tak na experiment mali 40 vzoriek a 8 kontrolnych jamiek
(Tab.4).
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Tabul'ka 3: Experimentalny dizajn premedikacie - 12 a 16 hodin

Koncentracia

Premedikacia pomocou

Podet vzoriek

1.skupina 1nM DMSO 10
2.skupina 1nM DAPA 10
3.skupina 2nM DMSO 10
4.skupina 2nM DAPA 10

DMSO - dimethylsulfoxid, DAPA — dapagliflozin

Tabulka 4: Kontrolné skupiny pre experiment 12 a 16 hodin

1 2 3 4 5 6 7 | 8
Nezn.b.| Eng |ICAM-1VCAM-1| PI Pl Nezn.b.
® O O @ O o ® | e

Nezn.b. — neznacené bunky, Eng - endoglin, ICAM-1 - intercelularna

bunkova adhézna molekula-1, VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-

1, PI - propidium jodid

Ako aj v prvom experimente, sme si museli najprv vypocitat potrebné

objemy DMSO a DAPA, ktoré sme nasledne napipetovali do pripravenych 12-
jamkovych dosiek. V jednej jamke bolo 500ul média. DMSO a DAPA sme

pipetovali z pripravenych zasobnych roztokov.

Vypocet objemu pridaného DMSO/DAPA:

d) 2nM

c1*V1 = c2*V2

V2=

_2nMx 500ul

2—

C1*V1

C2

100nM

= 10ul
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3. Experimentalny dizajn premedikacie u metédy adhézie

Podla vysledkov z FC sme pre adhéziu vybrali najsfubnejsi
experimentalny dizajn. Na experiment sme pouzili 4 skupiny, pricom sme mali

11-12 vzoriek na skupinu. Okrem toho sme mali 2 kontrolné vzorky (Tab.5).

Uz z predchadzajucej metddy sme vedeli aké mnozstva DMSO/DAPA je
potrebné do jamiek pridat, pretoZze sme pracovali s rovhakymi koncentraciami
ako u FC.

Tabulka 5: Experimentalny dizajn premedikacie u metody adhézie

Koncentracia Premedikacia pomocou | Pocet vzoriek
1.skupina 1nM DMSO 12
2.skupina 1nM DAPA 12
3.skupina 2nM DMSO 12
4 .skupina 2nM DAPA 11
1.Kontrola X Cisté EC 1
2.Kontrola X znacené THP-1 1

DMSO - dimethylsulfoxid, DAPA — dapagliflozin, EC — endotelové bunky,
THP-1 — monocyty

4.4 Prietokova cytometria

V nasich experimentalnych dizajnoch sme vyuZivali prietokovu cytometriu

viackrat a to v réznych ¢asoch a koncentraciach.

Postup prace :

1. Zacali sme tym, Ze sme si dali nahriat roztok PBS, PBS s 2% FBS a
akutazu. VSetko sme nechali nahrievat priblizne 20-30 min pri teplote
37°C.

2. Z 12-jamkovych dosiek sme si pomocou odsavacky odsali staré
médium.

3. Napipetovali sme 500ul PBS do kazdej jamky a nasledne odsali. Tento
postup sme opakovali 2x.
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. Po odsati PBS sme do kazdej jamky pridali 150ul akutazy a potom sme
dosky vlozili do inkubatora na 5 min pri 37°C a 5% CO..

. Dosky sme wvybrali z inkubatora a pod mikroskopom sme si
skontrolovali, Ci sa bunky po pésobeni akutazy skutoCne odlepili od
dna. Potom sme pridali 100yl PBS s 2% FBS do kazdej jamky a
nasledne sme kazdu jamku preplachovali pipetou. Po preplachnuti
jamky sme jej obsah preniesli do jamky v 96-jamkovej doske s dnom
v tvare ,V“. V tomto kroku sme si eSte z 12-jamkovej dosky preniesli 2
jamky nepremedikovanych buniek do 2 ependorfiek. Bunky v jednej
ependorfke sme potom usmrtili tak, Ze sme ich najprv zahriali na 2
minuty pri 65°C a nasledne sme ich dali do ladu na 2 minuty.
Ependorfky sme dali stocit v centrifige na 3 minuty pri 300 rcf,
nasledne sme ich spojili a preniesli do jednej jamky v 96-jamkovej
doske. Tieto bunky nam sluzili ako pozitivha kontrola na PI.

. Dosku sme vlozili do centrifugy na 3 minaty pri 300 rcf. Po skonceni
sme supernatant vyliali rychlym Svihom do umyvadla.

. Peletku sme resuspendovali poklepanim dosky o tvrdy povrch a do
kazdej jamky sme napipetovali 200pul PBS s 2% FBS pomocou
multikanalovej pipety. Nasledne sme dosku dali scentrifugovat na 3
minuty pri 300 rcf. Po skon€eni sme vyliali supernatant rychlym Svihom
do umyvadla. Tento postup sme opakovali 2x.

. Medzi tym sme si v ependorfkach pripravili jednofarbné kontroly Eng,
ICAM-1, VCAM-1 a Pl. Okrem toho sme si pripravili mastermix, kde boli
zmieSané vsetky protilatky v PBS s 2% FBS. Do kazdej ependorfky
sme napipetovali vypocCitany objem PBS s 2% FBS a donho sme

napipetovali odpovedajucu protilatku (Tab.6,7,8,9).
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Tabulka 6: Priprava jednofarebnych kontrol (1.experimentalny
dizajn)

Priprava protilatok
Protilatka na 1 jamku v ul PBS na 1 jamku v pl
Eng 1 99
ICAM-1 1 99
VCAM-1 1 99
Pl 0,5 99,5

Na jednu jamku 96-jamkovej dosky sme potrebovali napipetovat’ 100ul. Na
zaklade toho sme si vytvorili tabulku s objemami, ktoré sme nasledne v dalsom
kroku pipetovali.

Eng - endoglin, ICAM-1 - intercelularna bunkova adhézna molekula-1,
VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-1, PI- propidium jodid, PBS —
fosfatovy timivy roztok

Tabul'ka 7: Priprava mastermixu (1.experimentalny dizajn)

Priprava mastermixu
Protilatka/ PBS na 1 jamku v ul | Protilatka/ PBS na 38 jamiek v pl
Eng 1 38
ICAM-1 1 38
VCAM-1 1 38
Pl 0,5 19
PBS 96,5 3667

Na jednu jamku 96 jamkovej dosky sme potrebovali napipetovat’ 100ul. V 1.
experimentalnom dizajne sme mali 36 vzoriek, ale pocCitali sme s rezervou, takze

sme si pripravili mastermix pre 38 vzoriek.

Eng - endoglin, ICAM-1 - intercelularna bunkova adhézna molekula-1,
VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-1, PI- propidium jodid, PBS —
fosfatovy timivy roztok
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Tabulka 8: Priprava jednofarebnych kontrol (2.experimentalny
dizajn)

Priprava protilatok
Protilatka na 1 jamku v pl PBS na 1 jamku v pl
Eng 1 99
ICAM-1 1 99
VCAM-1 1 99
Pl 0,5 99,5

Na jednu jamku 96-jamkovej dosky sme potrebovali napipetovat 100ul. Na
zaklade toho sme si vytvorili tabulku s objemami, ktoré sme nasledne v dalSom

kroku pipetovali.

Eng - endoglin, ICAM-1 - intercelularna bunkova adhézna molekula-1,
VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-1, PI- propidium jodid, PBS —

fosfatovy timivy roztok

Taburlka 9: Priprava mastermixu (2.experimentalny dizajn)

Priprava mastermixu
Protilatka/ PBS na 1 jamku v ul | Protilatka/ PBS na 42 jamiek v pl
Eng 1 42
ICAM-1 1 42
VCAM-1 1 42
Pl 0,5 21
PBS 96,5 4053

Na jednu jamku 96-jamkovej dosky sme potrebovali napipetovat’ 100ul. V
2. experimentalnom dizajne sme mali 40 vzoriek, ale pocitali sme s rezervou,

takZze sme si pripravili mastermix na 42 vzoriek.

Eng - endoglin, ICAM-1 - intercelularna bunkova adhézna molekula-1,
VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-1, PI- propidium jodid, PBS —

fosfatovy timivy roztok
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9. Po scentrifugovani dosky sme supernatant vyliali rychlym Svihom do

umyvadla, peletku sme resuspendovali poklepanim dosky o tvrdy

povrch a do kazdej jamky sme napipetovali 100ul odpovedajucej

protilatky.

10.Dosku sme dali inkubovat na 30 minut pri 4°C v tme (v chladnicke).

11.Po 30 minutach sme dosku scentrifugovali 3 minuty pri 300 rcf.

Nasledne sme supernatant vyliali rychlym Svihom do umyvadia.

12.Peletku sme resuspendovali poklepanim dosky o tvrdy povrch a do

kazdej jamky sme napipetovali 200ul PBS s 2% FBS pomocou

multikanalovej pipety. Nasledne sme dosku dali scentrifugovat na 3

minuty pri 300 rcf. Po skon€eni sme vyliali supernatant rychlym Svihom

do umyvadla. Tento postup sme opakovali 2x.

13.Po vyliati supernatantu sme peletku znova resuspendovali poklepanim

dosky o tvrdy povrch a do kazdej jamky sme napipetovali 150ul PBS z

chladnicky.

14.Na zaver sme dosku zmerali v cytometri.

a)

Najprv sme si urobili kompenzaciu tak, Ze sme zmerali neznacené
bunky. Podla toho sme si vytvorili oblast, tzv. ,gate”, aby sme
ohraniCili nasu populaciu zaujmu. Nakreslenie oblasti okolo
vybranych populacii buniek sa nazyva ako ,gating“. V takto
vybranych oblastiach potom mézeme sledovat rézne parametre,
ktoré nas zaujimaju. To umoznuje vybrat Specifické skupiny buniek
na dalSiu analyzu markerov.

Potom sme zmerali jednofarebné kontroly (single-stain controls)
jednotlivych protilatok (Eng, ICAM-1, VCAM-1, PI). V tychto
vzorkach sa vzdy nachadzala len 1 protilatka, ktoru sme zmerali.
Po zmerani sme si na histograme vytvorili gate, ktory nam udaval v
akom rozmedzi fluorescencie nam dana protilatka dava pozitivny
signal (Obr.15).
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Obrazok 15: Tvorba gatov
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Na lavom grafe je zobrazena populacia zaujmu, ktortd sme vytvorili po
merani tychto neznacenych buniek. Tuto oblast sme potom pouZili na dalSie
merania protilatok. Na pravom grafe je vidiet meranie jednej z protilatok (Eng), u

ktorej sme vyznadili oblast’ podla rozmedzia jej fluorescencie.

FCS — priamy rozptyl, SSC — bo¢ny rozptyl, Eng — endoglin

c) Po zmerani vSetkych kontrol sme si vytvorili kompenza&nu matricu.
V programe sme si popisali dosku tak, Ze sme si podla skupin
oznacili jamky. Na to sme aplikovali vytvorenu kompenzacnu
matricu a spustili sme meranie. Na zaCiatku merania sme si najprv
vytvorili oblasti zaujmu (Obr.16), tzv. ,gating strategy“ pomocou
troch grafov. V grafe ¢.1 sa zo vSetkych udalosti odstranuje tzv.
bunkovy debris, ktory sa spravidla nachadza vfavo dole. V grafe ¢.2
sa vylucuju dvojice buniek, ktoré sa nachadzaju vpravo hore. Tento
gate sa oznacCuje ako P2 a vypoveda nam to o tom, Ze sa v tejto
oblasti uz nenachadzaju dvojice buniek. V grafe €.3 sa vylucuju
mftve bunky, ktoré sa nachadzaju hore. Je to tym, Ze mftve bunky
maju naru$enu bunkovui membranu, a tak pohlcuju propidium jodid,
ktory sa do zivych buniek nedostane (vdaka neporusenej
membrane). Tento gate sa oznacuje ako P3 a vypoveda nam to o

tom, Ze sa v tejto oblasti nachadzaju uz len Zivé bunky.
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Obrazok 16: Stratégia tvorenia oblasti okolo buniek
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Tieto grafy nam sluZia na vyber populacie zaujmu. V grafe ¢.1 sa na ose x
nachadza FCS-A, ktory indikuje relativnu velkost bunky. Na ose y sa nachadza
SSC-A, ktory indikuje vnutornu zloZitost alebo granularitu bunky. Tento graf sluzi
na odstranenie zvyskov buniek (debrisu). V grafe ¢.2 sa na ose x nachadza SSC-
A anaoseyje SSC— W, ktory indikuje Sirku bunky. Tento graf sltuZi na oddelenie
dvojic buniek (doubletov). V grafe ¢.3 je na ose x FCS-A ana ose y je
fluorescencia P, ktory oznacuje mrtve bunky. Tento graf sluzi na oddelenie
mrtvych buniek od Zivych.

DMSO - dimethylsulfoxid, FCS — priamy rozptyl, SSC — boc¢ny rozptyl, Pl —
propidium jodid

d) V cytometri sme si potom nastavili dalSie parametre. Tieto

parametre sme merali len na bunkach, ktoré sa nachadzali v gate
P3 (Obr.17).

56



Obrazok 17: Histogramy protilatok je popis
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Na tychto 3 histogramoch nam osa x zobrazuje intenzitu fluorescencie a
osa y pocet buniek. Vlavo sa nachadza histogram pre Eng merany v B690 filtri.
Histogram uprostred zobrazuje ICAM-1 merany v V450 filtri a vpravo sa
nachadza histogram zobrazujuci VCAM-1, ktory bol merany v R660 filtri. VSetky
vzorky sme merali v gate P3. Tiez sme si do tabulky vyniesli pocet udalosti a

medianovu fluorescenénu intenzitu (MFI), ¢o je stredna hodnota intenzity

fluorescencie.

Eng - endoglin, ICAM-1 - intercelularna bunkova adhézna molekula-1,
VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-1, DMSO — dimetylsulfoxid

e) Nasledne sme namerané vysledky vyhodnotili v Exceli a

Statistickom programe GraphPad.

4.5 Adhézia monocytov k endotelovym bunkam

Metédou adhézie sme sledovali po€et monocytov prilnutych k EC. Tento

jav sme merali pomocou prietokovej cytometrie. Pracovali sme s bunkami, ktoré
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boli premedikované 12 hodin pred experimentom pomocou DMSO a DAPA v 2
koncentraciach (1nM a 2nM). Experimetnalny dizajn obsahoval 4 skupiny, pricom
3 skupiny obsahovali po 12 vzoriek a 1 skupina obsahovala 11 vzoriek (2nM
DAPA). Okrem toho sme mali aj 2 kontroly, a to EC, ktoré neboli premedikované

a monocyty (THP-1), ktoré boli znacené pomocou Vibrant DiO.

Postup prace :

1. Dali sme si nahriat’ rastové médium bez FBS.
2. Na jednu jamku sme si mali odobrat’ 1x10° THP-1. Nas pocet jamiek
bol 48, ale odobrali sme viac THP-1, aby sme ich mohli neskér pouzit
na tvorbu gatu v cytometri. To znamena, Ze s kontrolami sme chceli
odobrat’ mnozstvo THP-1 potrebné na 50 jamiek, teda 5 milionov THP-
1. Pomocou poditacky buniek sme zistili koncentraciu THP-1 (1,23*10°
buniek na ml). Na zaklade koncentracie sme si vypocitali, Ze na to aby,
sme mali 5 milionov THP-1 potrebujeme odobrat 4,07ml média s

bunkami, ktoré sme nasledne napipetovali do 5ml ependorfky.

Vypocet potrebného poé¢tu monocytov:
1 jamka ... 100 000 THP-1
50 jamiek ... X THP-1

50100000 THP
X= "

= 5000 000 THP-1

Vypocet objemu monocytov:
I 1230 000 THP ... v 1m/I
5000 000 THP ... X ml

5000 000x1ml
X= = 4,07 ml
1230000

3. Ependorfku sme dali do centrifugy na 3 minuty pri 300rcf.
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4. Medzitym sme si vypocitali, kolko média bez FBS je potrebné pridat v
nasledujucom kroku. Vypoditali sme si to podla toho, Ze na 1x10¢ THP-

1 je potrebné pridat 1ml média.

Vypocet objemu média bez FBS:
1ml média na 1 000 000 THP-1
X ml média na 5 000 000 THP-1

5000 000%1ml
~ 1000000

= 5ml média

5. Po scentrifugovani sme si odsali supernatant a peletku THP-1
resuspendovali v 5ml média bez FBS.

6. K THP-1 sme pridali Vybrant DiO. Vyrobca Vybrant DiO uvadza, ze
idealna koncentracia na znacenie je 4ul Vibrant DiO na 1x10® THP-1.
Na zaklade toho sme do ependorfky pridali 20ul Vibrant DiO a vlozili ju
do inkubatora na 15 minut pri 37°C s 5% COa.

Vypocet Vybrant DiO v ul :
1 000 000 THP ... 4ul farbicky
5000 000 THP ... X ul Vybrant DiO

5000 000*4p!
~ 1000000

= 20ul Vybrant DiO

7. Po vybrati z inkubatora sme ependorfku znova vioZili do centrifugy na
3 minuty pri 300rcf a potom sme odsali supernatant.

8. Dalej sme pokragovali premyvanim. Premyvali sme s 3ml média bez
FBS, stocili sme v centrifuge na 3 minuty pri 300rcf a odsali. Tento krok
sme opakovali 2x.

9. Vedeli sme, Ze do kazdej jamky chceme pridat 1x10° THP-1 v 100ul,

takze sme si vypocitali, ze THP-1 musime rozriedit v 5ml média.
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Vypocet objemu média bez FBS:
100ul na 100 000 THP-1
Xul na 5000 000 THP-1

5000 000%100p!
~ 100000

=5 000ul = 5ml média

10.Potom sme pridali 5ml média bez FBS a resuspendovali peletku.

11.NaSe 12-jamkové dosky sme si vybrali s inkubatora a do kazdej jamky
sme napipetovali 100ul pripravenej zmesi. Dosky sme opat vlozili do
inkubatora na 1 hodinu pri 37°C.

12.Medzitym sme si dali nahriat PBS s 1% BSA a akutazu na 20 minut pri
37°C.

13.Po hodine sme si vybrali dosky z inkubatora, a odsali sme z nich
médium a neadherentné THP-1.

14.Dosky sme preplachovali s 300ul PBS, jemne premieSali a odsali.
Tento krok sme opakovali 2x.

15.Pridali sme 150pl akutazy a dosky dali na 5 minut do inkubatora.

16.Potom sme si dosky pod mikroskopom skontrolovali a uistili sa, Zze su
bunky odlepené od povrchu.

17.Pripravili sme si potrebny pocCet 1,5ml ependorfiek s nizkou
prilnavostou. Potom sme do dosiek pridali 300ul PBS s 1% BSA a
resuspendovali pipetou. Resuspendovany objem sme preniesli do
ependorfiek. Tento postup sme opakovali 2x.

18.Ependorfky sme dali stoCit do centrifugy na 3 minaty pri 300 rcf a
nasledne sme odsali supernatant.

19.Na zaver sme do kazdej ependorfky pridali 200ul studeného PBS.

20.V poslednom kroku sme si vzorky zmerali na cytometri.
a) Najprv sme si zmerali nase kontroly EC (Obr.18) a THP-1 znacené

(obr.19) a podfa toho sme si vytvorili gate.
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Obrazok 18: Graf kontroly pre EC
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108

Viytvoreny gate P1 v bodovom grafe (vlavo) sme aplikovali na histogram
(vpravo), v ktorom sme si tieZz urobili gate pomocou strednej osy. Na zaklade
takto vytvorenych kontrolnych histogramov sme potom vedeli, v akej Casti grafu

sa nachadzaju EC. V spodnej tabulke je vidiet’ kolko udalosti sme namerali v
danej populacii.

FCS — priamy rozptyl, SSC — boc¢ny rozptyl, Pl — propidium jodid, EC —
endotelové bunky, THP - monocyty
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Obrazok 19: Graf kontroly pre znacené THP-1
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Vytvoreny gate P1 v bodovom grafe (vlavo) sme aplikovali na histogram

(vpravo), v ktorom sme si tieZ urobili gate pomocou strednej osy. Na zaklade

takto vytvorenych kontrolnych histogramov sme potom vedeli, v akej ¢asti grafu

sa nachadzaju THP-1. V spodnej tabulke je vidiet kolko udalosti sme namerali v

danej populacii.

FCS — priamy rozptyl, SSC — boc¢ny rozptyl, Pl — propidium jodid, EC —

endotelové bunky, THP - monocyty

b) Potom sme si za€ali merat naSe vzorky. Kazdu vzorku sme zmerali

2x (Obr.20).
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Obrazok 20: Grafy pre 1TnM DMSO
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Viytvoreny gate vlavo sme aplikovali na histogram vpravo. Na zaklade
histogramu a zmernych kontrol pre EC a THP-1, vieme povedat, Ze sa vo vzorke
nachadzaju EC v lavej ¢asti a THP-1 v pravej cCasti. U kazdej vzorky sme

nahravali 5 000 udalosti v oblasti P1, ¢o je znazornené v spodnej tabulke.

FCS — priamy rozptyl, SSC — boc¢ny rozptyl, Pl — propidium jodid, EC —
endotelové bunky, THP — monocyty, DMSO - dimethylsulfoxid

21.Vysledky sme vyhodnotili pomocou Excelu a GraphPadu a uvadzali

ako pocet adherentnych THP-1 monocytov.

4.6 ELISA

Touto metédou sme chceli zistit mnozstvo sEng v médiu buniek
stimulovanych dapagliflozinom. Vzorky sme ziskali odobratim supernatantu
(média) z 12-jamkovych dosiek, ktoré sme mali pripravené na experiment 12
hodinovej FC. Z kazdej skupiny sme si odobrali 10 vzoriek. Vzorky sme potom
dali do -80°C a vybrali sme ich az v ase potreby.

Existuju rézne typy ELISA. V tejto diplomovej praci sme pouzivali
sendvi¢ovu ELISA.
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Postup sendvicovej ELISA :

1.

Den pred experimentom sme si vybrali vzorky z -80°C a dali ich do
chladnicky (4°C).

Potom sme si zriedili zachytnu protilatku na pracovnu koncentraciu
(uvedena v certifikate o analyze) 2ug/ml pomocou roztoku PBS, a to
tak, Ze sme si vypocitali mnozstvo roztoku potrebného na 96 jamiek na
zaklade toho, Ze do kazdej jamky potrebujeme pridat 100ul. Zohladnili
sme aj 25% rezervu pre pripad straty alebo chyb. Objem potrebného
PBS cinil 12ml (12000pl). Nasledne sme si vypocitali kolko mame
pridat zachytnej protilatky do roztoku PBS. Dany objem (66,7ul) sme
odobrali z falkonky s PBS a nasledne tam pridali ten isty objem
zachytnej protilatky. Takto pripravenu zachytna protilatku sme
premieSali a napipetovali reverzne do 96-jamkovej dosky (100ul na 1
jamku) pomocou multikanalovej pipety. Dosku sme potom prelepili
adhéznou fdliou, vlozZili do pristroja a nechali inkubovat cez noc pri

izbovej teplote, pri 500 otackach za minutu (RPM).

Vypocet objemu zachytnej protilatky :
c1*V1 =c2*V2

cyxV
V1=2 2

C1

2ug/mlx 12 000ul

360ug/ml = 66,7ul

3. Na druhy den sme zacali pripravou:

a) Premyvacieho roztoku podla protokolu
Premyvaci roztok sluzi na odstranenie pouzitych latok, ktoré sa na
dosku v predchadzajucom kroku nenaviazali. Do odmernej banky

sme napipetovali 20ml koncentrovaného premyvacieho roztoku
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pomocou serologickej pipety a nasledne sme ho zriedili
destilovanou vodou do objemu 500ml.
b) Riediaceho ¢inidla (reagent diluent (RD))

Toto Cinidlo je ur€ené na pripravu pracovnych riedeni detekCnej
protilatky a koncentrovanych konjugatov streptavidinu. Sluzi na
udrzanie stability detekCnej protilatky a enzymatickej aktivity
streptavidinu. RD sme si nariedili v pomere 1:5 s roztokom PBS.
Nas pozadovany objem bol 80ml. To znamena, ze sme pridali 16ml

koncentrovaného RD a 64ml roztoku PBS.

Vypocet RD:
Zriedenie 1:5

Potrebujeme pridat 80ml

80
1 dielik... ? = 16ml koncentrovaného RD

Objem PBS : 80ml - 16ml = 64ml roztoku PBS

4. Dosku sme si vybrali z pristroja, odlepili foliu a vyliali jej obsah.
Nasledne sme ju premyvali pripravenym premyvacim roztokom
pomocou multikanalovej pipety (250ul na jamku). Obsah dosky sme
znova vyliali a premyvanie opakovali 3x.

5. Potom sme do dosky napipetovali RD v objeme 250ul na jamku,
prelepili adhéznou féliou a dali do pristroja na 1 hodinu pri izbovej
teplote pri 500 RPM.

6. Za ten Cas kym sme Cakali, sme si pripravili kalibraCnu radu. Najprv
sme si vypocitali, kofko koncentrovaného Standardu je potrebné pridat

na pripravu najkoncentrovanejSieho bodu kalibra¢nej rady. Nasledne

sme si pripravili 7 ependorfiek a oznacili si ich podla potrebnych
koncentracii od 8000pg/ml do 125pg/ml a 1 extra ako slepu vzorku pre

kontrolu (Obr.21). Ependorfky sme si naplnili objemom 500ul RD, s

vynimkou prvej vzorky (8000pg/ml), kde sme pridali 1000ul RD. Z prvej

eppendorfky sme odobrali 21,1ul RD a pridali 21,1pl koncentrovaného

Standardu. Pripraveny roztok sme zvortexovali a preniesli 500ul do
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druhej ependorfky (4000pg/ml). Takto sme postupovali

koncentracie 125pg/ml.

Vypocet objemu potrebného standardu :
c1*V1 = c2*V2

cr*V
V1=2 2

1

8ng/mlx1000ul
- 380ng/ml

1 = 21,1ul

Obrazok 21: Priprava vzoriek na kalibracnu krivku

,\ 500ul  500pl  500ul  500ul 500l 500l

AT D DD
STANDART E

8000 4000 2000 1000 500 250 125
pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml

> >
o+

az do

slepa vzorka

Kalibracna rada bola pripravena sériovym zriedenim v koncentraciach

8000-125pg/ml. Okrem koncentrovanych vzoriek sme si pripravili aj slept vzorku,

kde sa nachadzalo len 500ul zasobného roztoku RD (obrazok vytvoreny

autorom).

7. Po hodine sme vybrali dosku z pristroja, odlepili foliu a vyliali jej obsah.

Nasledne sme ju premyvali pripravenym premyvacim roztokom v

objeme 250ul. Obsah dosky sme znova vyliali a premyvanie opakovali

3X.

8. Nasledne sme do kazdej jamky pridali 50ul RD a 50pl vzoriek podfa

vytvorenej Sablény (Tab.10). Dosku sme prelepili adhéznou fdéliou a

dali do pristroja na 2 hodiny pri izbovej teplote pri 500 RPM.
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Tabulka 10: Sabléna dosky u ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
11 2 1 31 4 1 51 6 1 71 8 1 91 | 10_1
nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM
A 0 0 DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO
11 2 1 3 1 4 1 51 6 1 71 8 1 91 | 10_1
nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM
B 125 125 | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO
11 2 1 31 4 1 51 6 1 71 8 1 91 | 10_1
nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM
C 250 250 | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA
1.1 2.1 31 4 1 5 1 6 1 71 8 1 91 | 10_1
nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM
D 500 500 | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA
12 | 22 [ 32 | 42 [ 52|62 | 72|82 92 [102
nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM
E 1000 | 1000 | pMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO
12 | 22 [ 32 | 42 [ 52|62 | 72|82 ] 92 [102
nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM
F 2000 | 2000 | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO
12 | 22 [ 32 | 42 [ 52 |62 | 72|82 ] 92 [102
nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM
G 14000 | 4000 | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA
12 | 22 [ 32 | 42 |52 |62 | 72|82 ] 92 [102
nM nM nM nM nM nM nM nM nM nM
H |8000 | 8000 | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA | DAPA

Najporv sme si napipetovali kalibracnt radu. Kazdu vzorku sme
napipetovali do dvoch jamiek vedla seba. Potom sme si napipetovali nase vzorky

tak isto do 2 jamiek, ale pod sebou.

DMSO - dimethylsulfoxid, DAPA - dapagliflozin

9. Tesne pred skonCenim 2 hodin v pristroji sme si pripravili detekénu
protilatku. Zriedili sme si ju na pracovnu koncentraciu 50ng/ml v 12ml
RD. Potrebny objem detekénej protilatky, ktory sme si vypocitali bol
66,7ul. Tento objem sme odobrali z 12 ml zasobného roztoku RD a

nasledne pridali ten isty objem detekCnej protilatky.

Vypocet objemu detekénej protilatky :
c1*V1 = c2*V2

C2 *VZ

Vi=
1

_0,05ug/ml x 12 000ul
. g /ml

= 66,7ul
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10.Po 2 hodinach sme vybrali dosku z pristroja, odlepili foliu a vyliali jej
obsah. Nasledne sme ju premyvali pripravenym premyvacim roztokom
v objeme 250ul. Obsah dosky sme znova vyliali a premyvanie
opakovali 3x.

11.Do kazdej jamky sme potom pridavali pripraveny roztok detekcnej
protilatky v objeme 100ul a znova prelepili adhéznou foliou a dali na 2
hodiny do pristroja za rovnhakych podmienok.

12.Pred skon€enim 2 hodin sme si pripravili roztok streptavidinu-HRP v
RD. PozZzadovana pracovna koncentracia bola udana ako 200 nasobné
zriedenie zasobného roztoku. Na zaklade pomeru sme si vypocitali, Zze
potrebujeme pridat 60ul streptavidinu-HRP. Nasledne sme odobrali
60ul z 12ml roztoku RD a napipetovali sme tam 60ul streptavidinu-
HRP.

Vypocet objemu streptavidinu-HRP:
Zriedenie 1:200
Potrebujeme pridat’ 12000ul (12ml)

~_12000ul o
1 dielik... 200 = 60u/ streptavidinu-HRP

13.Po 2 hodinach sme vybrali dosku z pristroja, odlepili féliu a vyliali jej
obsah. Nasledne sme ju premyvali pripravenym premyvacim roztokom
v objeme 250ul. Obsah dosky sme znova vyliali a premyvanie
opakovali 3x.

14.Nasledne sme do kazdej jamky pridali 100l streptavidinu-HRP. Dosku
sme prelepiliadhéznou féliou a dali na 20 min do pristroja pri rovnakych
podmienkach az na to, Ze v tomto kroku prebiehala inkubacia za tmy.

15.Pred uplynutim 20 minut sme si pripravili roztok substratu zmieSanim
dvoch farebnych Cinidiel A a B. Obe €inidla sme pridavali v objeme 6ml
tak, aby celkovy roztok substratu bol 12ml.

16.Potom sme dosku znova premyvali 3x ako v predchadzajucich

krokoch.
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17.Nasledne sme do kazdej jamky pridavali 100ul substratu a pozorovali
ako sa meni sfarbenie roztoku na modré. Dosku sme prelepili
adhéznou féliou a dali na 20 min do pristroja pri rovnakych
podmienkach ako pred tym. V tomto kroku bolo tiez ddlezité, aby
inkubacia prebiehala za tmy.

18.Na zaver sme do kazdej jamky napipetovali 50ul stop roztoku (stop
solution), ktory je potrebny na zastavenie reakcie, €o sme pozorovali
zmenou farby z modrej na zlta (Obr.22). Po pridani sme isli ihned
vzorky zmerat. Merali sme absorbanciu pri vinovej dizke 450nm a
540nm.

Obrazok 22: Zmena farby po pridani roztoku na zastavenie reakcie

Na obrazku je vidiet ako sa smerom z lava do prava menila farba na doske

po pridani roztoku na zastavenie reakcie (obrézok vytvoreny autorom).

19.Vysledky sme nasledne spracovali do tabuliek pomocou Excelu a
GraphPadu.
a) Najprv sme z vyslednych hodnét absorbancii pri 540nm a 450nm
vytvorili tabufku tak, Zze sme si odcitali hodnoty koncentracii pri
540nm od hodn6t pri 450nm (Tab.11).
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Tabul'ka 11: Vysledné hodnoty rozdielu absorbancii 540nm a 450 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,056 | 0,103 | 1,877 | 1,874 | 2,135 | 2,243 | 1,619 | 1,346 | 1,248 | 1,587 | 1,81 | 1,585
0,152 | 0,155 | 1,925 | 1,873 | 2,085 | 2,255 | 1,589 | 1,347 | 1,244 | 1,455 | 1,8 | 1,488
0,272 | 0,277 | 2,228 | 2,189 | 2,133 | 2,571 | 2,132 | 1,563 | 1,429 | 1,77 | 1,994 | 1,514
0,496 | 0,478 | 2,163 | 2,188 | 2,182 | 2,512 | 2,142 | 1,548 | 1,568 | 1,832 | 1,946 | 1,503
0,89 [0,914| 2,173 | 2,209 | 2,118 | 2,303 | 1,972 | 1,548 | 1,572 | 1,749 | 1,956 | 1,771
1,641 (1,794 | 2,183 | 1,981 | 2,258 | 2,388 | 1,997 | 1,607 | 1,595 | 1,79 | 1,991 | 1,834
2,823 | 2,83 | 2,308 | 2,185 | 2,153 | 2,455 | 1,953 | 1,668 | 1,796 | 1,949 | 2,306 | 2,413
3,771 3,871 | 2,358 | 2,131 | 2177 | 2,401 | 1,874 | 1,612 | 1,656 | 1,975 | 2,317 | 2,347

IT|®OMmOo|0 || >

Tieto hodnoty su v tabulke zoradené na zaklade nami vytvorenej Sablony.
V stipcoch 1 a 2 st hodnoty koncentrécii z kalibraénej rady. V stipcoch 3 aZ 12
su nase vzorky DMSO alebo DAPA, pricom kazda vzorka je v dvoch riadkoch.

Vysledné hodnoty su vypocitané na zaklade rozdielu 2 hodndét absorbancii.

b) Nasledné sme od tychto hodnét odcitali slepu vzorku (blanc)
(Tab.12).

Tabul'ka 12: Hodnoty po odcitani slepej vzorky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
-0,024 | 0,0235 | 1,7975 | 1,7945 | 2,0555 | 2,1635 | 1,5395 | 1,2665 | 1,1685 | 1,5075 | 1,7305 | 1,5055
0,0725 | 0,0755 | 1,8455 | 1,7935 | 2,0055 | 2,1755 | 1,5095 | 1,2675 | 1,1645 | 1,3755 | 1,7205 | 1,4085
0,1925 | 0,1975 | 2,1485 | 2,1095 | 2,0535 | 2,4915 | 2,0525 | 1,4835 | 1,3495 | 1,6905 | 1,9145 | 1,4345
0,4165 | 0,3985 | 2,0835 | 2,1085 | 2,1025 | 2,4325 | 2,0625 | 1,4685 | 1,4885 | 1,7525 | 1,8665 | 1,4235
0,8105 | 0,8345 | 2,0935 | 2,1295 | 2,0385 | 2,2235 | 1,8925 | 1,4685 | 1,4925 | 1,6695 | 1,8765 | 1,6915
1,5615 | 1,7145 | 2,1035 | 1,9015 | 2,1785 | 2,3085 | 1,9175 | 1,5275 | 1,5155 | 1,7105 | 1,9115 | 1,7545
2,7435|2,7505 | 2,2285 | 2,1055 | 2,0735 | 2,3755 | 1,8735 | 1,5885 | 1,7165 | 1,8695 | 2,2265 | 2,3335
3,6915 | 3,7915 | 2,2785 | 2,0515 | 2,0975 | 2,3215 | 1,7945 | 1,5325 | 1,5765 | 1,8955 | 2,2375 | 2,2675

I®Mmm[oO0|w|>

Hodnoty v tabulke su zoradené na zaklade nami vytvorenej Sablony. V
stipcoch 1 a 2 st hodnoty koncentrécii z kalibraénej rady. V stipcoch 3 az 12 st
nade vzorky DMSO alebo DAPA, pricom kazda vzorka je v dvoch riadkoch.
Vysledné hodnoty su vysledkom po odcCitani slepej vzorky od predchadzajucich
hodnét.
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c) Potom sme hodnoty koncentracii z dvoch merani rovnakych vzoriek

spriemerovali (Tab.13).

Tabulka 13: Spriemerované hodnoty koncentracii

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 10,0000 1,8215 | 1,794 |2,0305 | 2,1695 | 1,5245 | 1,267 | 1,1665 | 1,4415 | 1,7255 | 1,457
B [0,0740
C 10,1950 2,116 | 2,109 | 2,078 | 2,462 | 2,0575 | 1,476 | 1,419 | 1,7215 | 1,8905 | 1,429
D |(0,4075
E ]0,8225 2,0985 | 2,0155 | 2,1085 | 2,266 | 1,905 | 1,498 | 1,504 | 1,69 | 1,894 | 1,723
F [1,6380
G |2,7470 2,2535 | 2,0785 | 2,0855 | 2,3485 | 1,834 | 1,5605 | 1,6465 | 1,8825 | 2,232 | 2,3005
H [3,7415

Tieto hodnoty su v tabulke zoradené na zaklade nami vytvorenej Sablony.
V stipcoch 1 a 2 st hodnoty koncentrécii z kalibraénej rady. V stlpcoch 3 aZ 12
su naSe vzorky DMSO alebo DAPA. Vysledkom su spriemerované hodnoty

koncentracii.

d) Na zaver sme spriemerované hodnoty koncentracii vioZili do
softvéru AssayFit Pro, ktory nam vytvoril 4-PL kalibraént krivku, na

zaklade ktorej vypocital vysledné koncentracie (Tab.14).
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Tabulka 14: Vysledné hodnoty koncentracii

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A 0,0 2255,3 | 2214,4 | 2582,9 | 2819,2 | 1836,2 | 1506,4 | 1384,2 | 1726,9 | 2114,5 | 17471
B 93,0

C 267,4 2726,3 | 2714,4 | 2661,8 | 3377,0 | 2627,5 | 1771,9 | 1697,8 | 2108,8 | 2360,1 | 1710,7
D 521,7

E 986,0 2696,5 | 2558,3 | 2713,5 | 2993,4 | 2382,6 | 1800,9 | 1808,9 | 2063,8 | 2365,5 | 2110,9
F [1990,8

G [4023,6 2970,3 | 2662,7 | 2674,5 | 3149,7 | 2274,1 | 1884,5 | 2002,6 | 2347,8 | 2931,0 | 3057,9
H |7977,7

Tieto hodnoty su v tabulke zoradené na zaklade nami vytvorenej Sablony.
V stlpcoch 1 a 2 st hodnoty koncentrécii z kalibracnej rady. V radéch 3 az 12 st
nase vzorky DMSO alebo DAPA. Vysledné hodnoty koncentracii sme ziskali po

vloZeni predchadzajucich hodnét do softvéru.
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5 VYSLEDKY

Vysledky v tejto praci uvadzame ako median s interkvartilovym rozpatim.
Mann-Whitney testom (neparametricky t-test) sme urcili hladinu S$tatistickej
vyznamnosti (p). Hodnota p < 0,05 sa povazuje za Statisticky vyznamny rozdiel.
Statisticky vyznamné hodnoty sa oznaduju symbolom ,**, pricom plati, Ze: ns
p>0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Na vyhodnotenie vysledkov sme
pouzili Statisticky program GraphPad Prism verzia 9.0.2 (GraphPad Software

Inc., Kalifornia, USA).

5.1 Pociato€éné nastavenie koncentracii a €asov dapagliflozinu

Na zacCiatok sme si stanovili koncentracie a Casy, pri ktorych sme oCakavali
vyznamné zmeny V hladinach proteinov. PouZili sme logaritmicku radu

koncentracii 1nM, 10nM a 100nM a merania sme vykonali po 6, 12 a 24 hodinach.

U proteinovej expresie Eng a VCAM-1 po 6 hodinach, sme nezaznamenali

v Ziadnych koncentraciach signifikantnd zmenu.

U proteinovej expresie ICAM-1 sme v koncentraciach 1nM a 10nM
nedetekovali ziadnu signifikantnd zmenu. Pri 100nM koncentracii sme vSak
namerali hrani¢énu hodnotu p=0,057, ktora sa blizila signifikancii. Pri tejto
hodnote sme pozorovali mierne stupajuce hladiny expresie ICAM-1 oproti
kontrole (Graf ¢.1).
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Graf 1: Expresia proteinov po 6 hodinach

proteinova expresia Eng po 6 hod. proteinova expresia ICAM-1 po 6 hod.
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Pomocou FC sme zmerali hladiny proteinov Eng, ICAM-1a VCAM-1. Tieto
proteinové hladiny sme porovnavali u diabetickych koronarnych endotelovych
buniek medzi dvomi skupinami, a to DMSO (kontrola) a dapagliflozin (lieCivo).
Meranie sme vykonavali po 6 hodinovej premedikacii buniek pri koncentraciach
1nM, 10nM a 100nM. Proteinova expresia Eng, ICAM-1 a VCAM-1 je vyjadrena

ako median intenzity fluorescencie, pricom plati, Ze ns p > 0,05.

DMSO - dimethylsulfoxid, Eng — endoglin, ICAM-1 — intercelularna
bunkova adhézna molekula -1, VCAM-1 — vaskularna bunkova adhézna

molekula - 1
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U proteinovej expresie Eng po 12 hodinach, sme nezaznamenali u Ziadnej

z meranych koncentracii signifikantnu zmenu.

U proteinovej expresie ICAM-1 sme nezaznamenali signifikantnu zmenu v
koncentraciach 10nM a 100nM, ale pri 1nM koncentracii sme namerali hrani¢nu
hodnotu p=0,057. Pri tejto hodnote sme pozorovali klesajuce hladiny expresie
ICAM-1 oproti kontrole.

U expresie VCAM-1 sme nezaznamenali signifikantnd zmenu v
koncentraciach 10nM a 100nM, ale pri koncentracii 1nM vykazovala hrani¢nu
hodnotu p=0,057. Pri tejto hodnote sme pozorovali pokles expresie VCAM-1

oproti kontrole (Graf €.2).
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Graf 2: Expresia proteinov po 12 hodinach

proteinova expresia Eng po 12 hod. proteinova expresia ICAM-1 po 12 hod.
E 100009 s E 2500 - s ne
ns o, —
g000+ ns 2000 '—l
[zl oA Fl ]
= =
E 4000 :[ g 1000 X
E E
= 2000+ = 500+
B o B oo
d*}@"‘} o“f’oé“fﬁo di} F& £
= & & J & &

proteinova expresia VCAM-1 po 12 hod.

150004

10000+ :i:—‘ ril ‘il
T

5000+

median intenzity Muorescencie

Pomocou FC sme zmerali hladiny proteinov Eng, ICAM-1 a VCAM-1 u
diabetickych koronarnych endotelovych buniek medzi dvomi skupinami, a to
DMSO (kontrola) a dapagliflozin (lie¢ivo). Meranie sme vykonavali po 12
hodinovej premedikéacii buniek pri koncentraciach 1nM, 10nM a 100nM.
Proteinova expresia Eng, ICAM-1 a VCAM-1 je vyjadrena ako median intenzity

fluorescencie, pricom plati, Ze ns p > 0,05.

DMSO - dimethylsulfoxid, Eng — endoglin, ICAM-1 — intercelularna
bunkova adhézna molekula -1, VCAM-1 — vaskularna bunkova adhézna

molekula - 1
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U proteinovej expresie Eng po 24 hodinach sme pri koncentraciach 1nM
a 100nM nezaznamenali Ziadnu signifikantnu zmenu. Pri 10nM koncentracii sme
namerali hrani¢énu hodnotu p=0,065. Pri tejto hodnote sme pozorovali klesajuce

hladiny expresie Eng oproti kontrole.

U proteinovej expresie ICAM-1 sme nezaznamenali Ziadnu signifikantnu

zmenu u ziadnej z nasich vybranych koncentracii.

U proteinovej expresie VCAM-1 sme nezaznamenali Ziadnu signifikantnu
zmenu pri koncentraciach 1nM a 100nM, ale koncentracia 10nM vykazovala
hraniénu hodnotu p=0,065. Pri tejto hodnote sme pozorovali mierny narast
expresie VCAM-1 oproti kontrole (Graf €.3).
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Graf 3: Expresia proteinov po 24 hodinach

proteinova expresia Eng po 24 hod. proteinova expresia ICAM-1 po 24 hod.
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Zmerané hladiny proteinov Eng, ICAM-1 a VCAM-1 pomocou FC sme
porovnavali u diabetickych koronarnych endotelovych buniek medzi dvomi
skupinami, a to DMSO (kontrola) a dapagliflozin (lie¢ivo). Meranie sme
vykonavali po 24 hodinovej premedikacii buniek pri koncentraciach 1nM, 10nM a
100nM. Proteinova expresia Eng, ICAM-1 a VCAM-1 je vyjadrena ako median

intenzity fluorescencie, pricom plati, Ze ns p > 0,05.

DMSO - dimethylsulfoxid, Eng — endoglin, ICAM-1 — intercelularna
bunkova adhézna molekula -1, VCAM-1 — vaskularna bunkova adhézna

molekula - 1
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5.2 Optimalizacia experimentalnych podmienok

Na zaklade predchadzajuceho experimentu a jeho vysledkov sme si
nasledne zvolili optimalnejSie koncentracie a Casy. Ciefom bolo zopakovat
meranie s vacsim poctom vzoriek u vybranych koncentracii a ¢asov, aby sme

bud potvrdili alebo vyvratili predchadzajuce vysledky.

Vybrali sme koncentracie 1nM a 2nM v ¢ase 12 hodin, pretoze z
predchadzajucich experimentov sa zdal byt tento &as najsfubnejsi. Dalsi
testovany €as bol 16 hodin, ktory sa z hladiska efektivity experimentu zdal

najvhodnejsi.

Po 12 hodinach sme u proteinovej expresie Eng nedetekovali zZiadnu
signifikantnu zmenu pri 2nM koncentracii, ale pri 1nM koncentracii sme namerali
hrani¢nu hodnotu p=0,074. Pri tejto hodnote sme pozorovali klesajuce hladiny

expresie Eng oproti kontrole (Graf ¢.4).

U proteinovej expresie ICAM-1 sme namerali signifikantné zmeny pri
oboch koncentraciach. Pri 1nM koncentracii signifikantne poklesla expresia
ICAM-1 a pri 2nM koncentracii naopak signifikantne stapla expresia ICAM-1

oproti kontrole (Graf ¢.4).

U proteinovej expresie VCAM-1 sme v tychto ¢asoch a koncentraciach

nedetekovali Zziadnu signifikantnu zmenu (Graf ¢.4).
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Graf 4: Expresia proteinov po 12 hodinach

proteinova expresia Eng po 12 hod. proteinova expresia ICAM-1 po 12 hod.
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Zmerané hladiny proteinov Eng, ICAM-1 a VCAM-1 pomocou FC sme
porovnavali u diabetickych koronarnych endotelovych buniek medzi dvomi
skupinami, a to DMSO (kontrola) a dapagliflozin (lieCivo). Meranie sme
vykonavali po 12 hodinovej premedikacii buniek pri koncentraciach 1nM a 2nM.
Proteinova expresia Eng, ICAM-1 a VCAM-1 je vyjadrena ako median intenzity

fluorescencie, pricom plati, Ze ns p > 0,05; *p < 0,05.

DMSO - dimethylsulfoxid, Eng — endoglin, ICAM-1 — intercelularna
bunkova adhézna molekula -1, VCAM-1 — vaskularna bunkova adhézna

molekula - 1
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Po 16 hodinach sme nezaznamenali signifikantni zmenu v proteinove;j
expresii Eng pri 1nM koncentracii. Pri 2nM koncentracii bola expresia Eng

signifikantne znizena oproti kontrole (Graf €.5).

U proteinovej expresie ICAM-1 sme nezaznamenali signifikantni zmenu
pri 1nM koncentracii. Pri 2nM koncentracii sme namerali hranicnu hodnotu

p=0,075, ktora bola znizena oproti kontrole (Graf €.5).

U proteinovej expresie VCAM-1 sme v tychto ¢asoch a koncentraciach

nedetekovali ziadnu signifikantnu zmenu (Graf €.5).
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Graf 5: Expresia proteinov po 16 hodinach

proteinova expresia Eng po 16 hod. proteinova expresia ICAM-1 po 16 hod.
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Zmerané hladiny proteinov Eng, ICAM-1 a VCAM-1 pomocou FC sme
porovnavali u diabetickych koronarnych endotelovych buniek medzi dvomi
skupinami, a to DMSO (kontrola) a dapagliflozin (lieCivo). Meranie sme
vykonavali po 16 hodinovej premedikacii buniek pri koncentraciach 1nM a 2nM.
Proteinova expresia Eng, ICAM-1 a VCAM-1 je vyjadrena ako median intenzity

fluorescencie, pricom plati, Ze ns p > 0,05; *p < 0,05.

DMSO - dimethylsulfoxid, Eng — endoglin, ICAM-1 — intercelularna
bunkova adhézna molekula -1, VCAM-1 — vaskularna bunkova adhézna

molekula - 1



5.3 Funkéna analyza

Pomocou FC sme tiez sledovali adhéziu THP-1 k EC. Pracovali sme s
koncentraciami 1nM a 2nM DMSO a dapagliflozinu v ¢ase 12 hodin. Tieto
koncentracie a Cas sme vyberali na zaklade predchadzajucich vysledkov, ktoré

boli najslubnejsie (Graf €.6).

Zistili sme, ze v tomto Case a v tychto koncentraciach nemal dapagliflozin

signifikantny vplyv na adhéziu THP-1 k EC.

Graf 6: Adhézia THP-1 k EC po 12 hodinach

adhézia monocytov po 12 hod.
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Graf ukazuje mieru adhézie THP-1 k EC po 12 hodinovej premedikacii
buniek pri 1TnM a 2nM koncentracii DMSO/dapagliflozin. Adhézia THP-1 k EC je

vyjadrena ako pocet adherovanych monocytov, pricom plati, Ze ns p > 0,05.

DMSO - dimethylsulfoxid

5.4 Analyza sEng

Pomocou metdédy ELISA sme merali hladinu sEng po 12 hodinovej

premedikacii v koncentraciach 1nM a 2nM (Graf €.7).

Zistili sme, ze v tomto €ase a v tychto koncentraciach nemal dapagliflozin

signifikantny vplyv na hladinu sEng.
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Graf 7: Hladina sEng po 12 hodinovej premedikacii

sEng po 12 hod.
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Graf zobrazuje hladinu sEng po 12 hodinovej premedikacii pomocou 1nM
a 2nM DMSO/ dapagliflozin. Hladina sEng je vyjadrena v pg/ml, pricom plati, Ze
nsp > 0,05.

DMSO - dimethylsulfoxid
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6 DISKUSIA

Ludsky Eng je homodimérny transmembranovy glykoprotein (18), ktory je
ko-receptor pre ¢lenov superrodiny transformujuceho rastového faktora  (TGF-
B). Je exprimovany v endotelovych bunkach, aktivovanych monocytoch,
makrofagoch a dalSich. Je spojeny s pozitivhou regulaciou endotelovej syntazy
oxidu dusnatého (eNOS) v endotelovych bunkach, a preto ho mozno povazovat
za vazoprotektivnu latku (48, 49). Predpoklada sa vSak, Zze Eng sa podiela aj na
zapalovej infiltracii leukocytov cez endotel, a teda zohrava negativnu ulohu pri

dysfunkcii endotelu (7).

Bolo publikované, Ze plazmaticka koncentracia sEng by mohla sluzit ako
indikator patologii spojenych s diabetes mellitus, ako je hypertenzia, ED i
ateroskler6za (59). Na druhej strane bolo ukazané, Zze aj sEng modze
prostrednictvom RGD peptidu interagovat s integrinmi na leukocytoch a teda

zohravat protektivnu ulohu u transendotelovej migracie leukocytov (7).

Napriek tomu, Ze uloha Eng pri hyperglykémii a DM nie je uplne
preskumana, existuje niekolko Studii, ktoré sa zaoberaju touto problematikou
(128). Zistilo sa, ze sEng je zvySeny u pacientov s pokroCilym DM a jeho
koncentracia koreluje so zavaznostou diabetickej nefropatie (63, 131),
diabetickej retinopatie (59) a diabetickej neuropatie (61). Okrem toho Cawyer a
kol. preukazali, Zze vysoké hladiny glukézy tiez vyznamne zvySili hladiny sEng
(133).

Dapagliflozin, ktory patri medzi inhibitory SGLT-2, je antidiabetikum, ktoré
sa pouziva predovSetkym na lieCbu DM2 (14-16). Inhibitory SGLT-2 znizuju
reabsorpciu glukozy v oblickach a podporuju jej vylu€ovanie mocom, ¢im znizuju

hladinu glukbézy nezavisle od pdsobenia inzulinu (14, 15).

V tejto diplomovej praci bolo nasim cielom zistit, ako vplyva dapagliflozin
na expresiu a funkciu Eng a s nim suvisiacich biomarkerov ED, u ludskych

diabetickych koronarnych buniek.

Preukazali sme, Zze 1nM koncentracia dapagliflozinu po¢as 12-hodinovej

premedikacie viedla k signifikantnému zniZeniu proteinovej expresie ICAM-1 a k
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hranicnému zniZeniu expresie proteinu VCAM-1 (p=0,057), €o suhlasi s
publikovanymi Studiami tykajucimi sa pleiotropnych ucinkov dapagliflozinu (173).
Teraz sme prvykrat ukazali, ze aj proteinova expresia Eng sa vyznamne znizuje
poCas premedikacie nizkymi koncentraciami dapagliflozinu po¢as 12 alebo 16
hodin.

Rossi a kol. ukazali, ze Eng zohrava dolezitu ulohu pri transendotelove;j
migracii leukocytov pri zapalovych podmienkach (7). Je to spésobené tym, Ze
Eng obsahuje v extracelularnej doméne peptid RGD, ktory sa méze viazat na
inegriny na povrchu leukocytov. V tejto praci sme skumali, ¢i dapagliflozin méze
modulovat adhéziu THP-1 monocytov k EC zniZzenim proteinovej expresie Eng.
Ukazali sme, Ze v danych koncentraciach a casoch dapagliflozin nemal
signifikantny vplyv na adhéziu monocytov. Toto mbze byt vysvetlené napriklad
tym, Ze proteinové hladiny Eng neboli zniZzene dostatoCne na to, aby sa to

prejavilo na procese adhézie monocytov na EC.

Bolo publikované, Ze hyperglykémia a diabetes mellitus su asociované so
zvySenymi hladinami sEng (132). Na zaklade tohto tvrdenia a nasho
predchadzajuceho zistenia, Ze proteinova expresia Eng bola znizena, sme sa
rozhodli preskumat &i dapaglifiozin m6ze modulovat aj hladiny sEng. Zistili sme,
Ze v danych koncentraciach a €asoch nemal dapagliflozin Ziadny vyznamny vplyv
na hladiny sEng. Podobne ako v pripade adhézie monocytov, to mozno
potencialne vysvetlit tym, Ze proteinové hladiny membranového Eng neboli

znizene dostatoCne na to, aby sa to prejavilo na hladinach sEng.

Ciefom tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i dapagliflozin méze mat vplyv
na expresiu a funkciu Eng a biomarkery endotelovej dysfunkcie ICAM-1 a VCAM-
1, vo vybranych €asoch a koncentraciach u diabetickych buniek. Zistili sme, Ze
dapagliflozin v nizkych koncentraciach méze znizovat proteinovu expresiu Eng
a bunkovych adhéznych molekul ICAM-1 a VCAM-1. ZniZenie proteinovej
expresie tychto molekul vSak pravdepodobne nebolo dostato¢né na to, aby sa to
prejavilo na procese adhézie monocytov k endotelu & na Stiepeni
membranového Eng na jeho solubilnu formu. AvSak dalSie Studie su potrebné na
to, aby sme mohli s istotou povedat, Ze dapagliflozin ma signifikantny vplyv na
expresiu a funkciu Eng u diabetickych koronarnych endotelovych buniek.
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7 ZAVER

Ciefom tejto diplomovej prace bolo zistit, ako dapagliflozin ovplyviiuje
expresiu a funkciu endoglinu a suvisiacich biomarkerov endotelovej dysfunkcie
(ICAM-1, VCAM-1), v réznych Casoch a koncentraciach u ludskych diabetickych

koronarnych endotelovych buniek.

Preukazali sme, Ze nizke koncentracie dapagliflozinu mézu viest
k hranicne znizenej proteinovej expresii Eng a VCAM-1 a k signifikantne
znizenej proteinovej expresii ICAM-1. Proteinova expresia Eng v$ak
pravdepodobne nebola zniZzena dostato¢ne na to, aby to malo signifikantny vplyv
na adhéziu monocytov k endotelovym bunkam, ani na tvorbu sEng, ktory vznika

enzymatickym Stiepenim membranového Eng.

Na to, aby sme mohli potvrdit, Ze dapagliflozin ma signifikantny vplyv na

expresiu a funkciu Eng su potrebné dalSie in vitro a in vivo Studie.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

ALK 1-7

AMK
BMP9

CKD
CRP
CvD
DAPA
DM
DM1
DM2
DM-
HCAEC
DMSO
EC

ED
ELISA

Eng
eNOS

FBS

FC

FCS
GC
HAEC
HCAEC

HF
HHT

HIF-1a
HMVEC

HRP
HUVEC

ICAM-1

IL1B

activin receptor like kinase 1-
7
amino acid

bone morphogenetic protein
9
chronic kidney disease

c-reactive protein
cardiovascular disease
dapagliflozin

diabetes mellitus
diabetes mellitus type 1
diabetes mellitus type 2
diabetic human coronary
artery endothelial cells
Dimethyl sulfoxide
endothelial cells
endothelial dysfunction
enzyme-linked
immunosorbent assay
endoglin

endothelial nitric oxide
synthase

fetal bovine serum

flow cytometry

forward scatter
guanylate cyclase
human aortic endothelial cells

human coronary artery
endothelial cells

heart failture

hereditary hemorrhagic
telangiectasia
hypoxia-inducible factor 1
alpha

human microvascular
endothelial cells
horseradish peroxidase
human umbilical vein
endothelial cells
intercellular adhesion
molecule 1

interleukin 1 beta

88

kinaza 1-7 podobna aktivinovému
receptoru
aminokyselina

kostny morfogeneticky protein 9

chronicka choroba obliCiek
C-reaktivny protein
kardiovaskularne ochorenie
dapagliflozin

diabetes mellitus

diabetes mellitus typu 1
diabetes mellitus typu 2
[udské diabetické koronarne
endotelové bunky
dimetylsulfoxid

endotelové bunky
endotelova dysfunkcia

enzymovo znaceny
imunosorbentny test
endoglin

endotelova syntaza oxidu
dusnatého

fetalne hovadzie sérum

prietokova cytometria

priamy rozptyl
guanylatcyklaza

l[udské endotelové bunky aorty
[udské endoteloveé bunky
koronarnych artérii

srdcové zlyhanie

hereditarna hemoragicka
teleangiektazia
hypoxiou indukovany faktor 1 alfa

[udské mikrovaskularne
endotelové bunky

chrenova peroxidaza
endoteloveé bunky fudske;j
pupocénikovej Zily

intercelularna bunkova adhézna
molekula-1

interleukin 1 beta



IL6
KLF6
L-Eng
LXR
MMP
MMP 12
MMP 14
NF-kB
NO
PBS
RGD

ROS
sEng
S-Eng
SGLT-2

Sp1
SSC
TGFp

THP-1

TNFa
VCAM-1

VEGF

ZP

interleukin 6

Kruppel-like factor 6
long-endoglin

liver X nuclear receptor
matrix metalloproteinase
matrix metalloproteinase 12
matrix metalloproteinase 14
nuclear factor kappa B
nitric oxide

phosphate buffered saline
arginyl-glycyl-aspartic acid

reactive oxygen species
soluble endoglin
short-endoglin
sodium-glucose
cotransporter-2

specificity protein 1

side scatter

transforming growth factor
beta

human leukemia monocytic
cell line

tumor necrosis factor alpha
vascular cell adhesion
molecule-1

vascular endothelial growth
factor

zona pellucida

interleukin 6

faktor 6 podobny Krueppelovi
dlhy endoglin

peCenovy X jadrovy receptor
matricova metaloproteinaza
matricova metaloproteinaza 12
matricova metaloproteinaza 14
nuklearny faktor kappa B

oxid dusnaty

fosfatovy timivy roztok
arginin-glycin-asparagova
kyselina

reaktivne formy kysliku
solubilny endoglin

kratky endoglin
sodno-glukézovy kotransportér-2

Specificky protein 1
bocny rozptyl
transformujuci rastovy faktor beta

[udska monocytarna leukemicka
bunkova linia

tumor nekrotizujuci faktor alfa
vaskularna bunkova adhézna
molekula-1

vaskularny endotelovy rastovy
faktor

zb6na pellucida

89



9 ZOZNAM OBRAZKOV

Obrazok 1: Struktira endoglinu..............c..cooooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
Obrazok 2: Uloha endoglinu v TGFB signalizacii .............c..ccccoovvveeveeeecnnn. 14
Obrazok 3: Stiepenie endoglinu...................ccooooeevieiieeeeeeee e 16
Obrazok 4: Struktara arterialnej steny ................c..cocooooeevieerieeceeeeee 17
Obrazok 5: Biomarkery endotelovej dysfunkcie ...........................cccenn. 20
Obrazok 6: Typy endotelovych buniek......................ccccoiiiii . 25
Obrazok 7: Klinické priznaky diabetes mellitus ...................................c.l. 26
Obrazok 8: Zdravy pankreas verzus pankreas u pacientovs DM1 a DM2 28
Obrazok 9: Porovnanie glukézovej homeostazy v obli¢kach..................... 32
Obrazok 10: Znazornenie prietokovej cytometrie .........................cccvnneeei. 36
Obrazok 11: Priama ELISA ... 38
Obrazok 12: Nepriama ELISA............cccoo i 39
Obrazok 13: Sendvi€oVA ELISA ............cooo i, 40
Obrazok 14: Kompetetivna ELISA ..., 41
Obrazok 15: Tvorba gatov ................ccoiiiiiiiiiicc e, 55
Obrazok 16: Stratégia tvorenia oblasti okolo buniek.................................. 56
Obrazok 17: Histogramy protilatok je popis ..........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 57
Obrazok 18: Graf kontroly pre EC................ooomiiiiiii e, 61
Obrazok 19: Graf kontroly pre znacené THP-1 ...l 62
Obrazok 20: Grafy pre ITNM DMSO............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 63
Obrazok 21: Priprava vzoriek na kalibraénua krivku ......................cccceenn. 66
Obrazok 22: Zmena farby po pridani roztoku na zastavenie reakcie......... 69

90



10 ZOZNAM TABULIEK

Tabulka 1: Experimentalny dizajn premedikacie — 6,12 a 24 hodin........... 47
Tabulka 2: Kontrolné skupiny pre experiment 6,12 a 24 hodin ................. 47
Tabulka 3: Experimentalny dizajn premedikacie - 12 a 16 hodin............... 49
Tabul'ka 4: Kontrolné skupiny pre experiment 12 a 16 hodin .................... 49
Tabulka 5: Experimentalny dizajn premedikacie u metédy adhézie ......... 50

Tabul'ka 6: Priprava jednofarebnych kontrol (1.experimentalny dizajn) ... 52
Tabulka 7: Priprava mastermixu (1.experimentalny dizajn)....................... 52

Tabulka 8: Priprava jednofarebnych kontrol (2.experimentalny dizajn) ... 53

Tabulka 9: Priprava mastermixu (2.experimentalny dizajn)....................... 53
Tabul'ka 10: Sablona dosky U ELISA ............ccoooioeioiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 67
Tabulka 11: Vysledné hodnoty rozdielu absorbancii 540nm a 450 nm...... 70
Tabulka 12: Hodnoty po odcitani slepej vzorky .................ccccccuiiiiiiiiinnnnnns 70
Tabulka 13: Spriemerované hodnoty koncentracii ....................cccccuennnnns 71
Tabulka 14: Vysledné hodnoty koncentracii........................ccccieen 72

91



11 ZOZNAM GRAFOV

Graf 1:
Graf 2:
Graf 3:
Graf 4:
Graf 5:
Graf 6:
Graf 7:

Expresia proteinov po 6 hodinach ............................ccciei 74
Expresia proteinov po 12 hodinach ..........................ciee 76
Expresia proteinov po 24 hodinach ........................ccciiii 78
Expresia proteinov po 12 hodinach .......................iiiin 80
Expresia proteinov po 16 hodinach .............................ccee 82
Adhézia THP-1 K EC po12 hodinach .............ccccocovvviiiiiiiiiiiiiiiinen. 83
Hladina sEng po 12 hodinovej premedikacii...............cccccccccceeeeo. 84

92



12 POUZITA LITERATURA

1. Nachtigal P, Zemankova Vecerova L, Rathouska J, Strasky Z. The role of

endoglin in atherosclerosis. Atherosclerosis. 2012;224(1):4-11.

2. Henry-Berger J, Mouzat K, Baron S, Bernabeu C, Marceau G, Saru JP, et
al. Endoglin (CD105) expression is regulated by the liver X receptor alpha
(NR1H3) in human trophoblast cell line JAR. Biol Reprod. 2008;78(6):968-75.

3. Hawinkels LJ, Kuiper P, Wiercinska E, Verspaget HW, Liu Z, Pardali E, et
al. Matrix metalloproteinase-14 (MT1-MMP)-mediated endoglin shedding inhibits
tumor angiogenesis. Cancer Res. 2010;70(10):4141-50.

4. ten Dijke P, Goumans MJ, Pardali E. Endoglin in angiogenesis and

vascular diseases. Angiogenesis. 2008;11(1):79-89.

5. Tian F, Zhou AX, Smits AM, Larsson E, Goumans MJ, Heldin CH, et al.
Endothelial cells are activated during hypoxia via endoglin/ALK-1/SMAD1/5
signaling in vivo and in vitro. Biochem Biophys Res Commun. 2010;392(3):283-
8.

6. Taddei S, Ghiadoni L, Virdis A, Versari D, Salvetti A. Mechanisms of
endothelial dysfunction: clinical significance and preventive non-pharmacological
therapeutic strategies. Curr Pharm Des. 2003;9(29):2385-402.

7. Rossi E, Sanz-Rodriguez F, Eleno N, Duwell A, Blanco FJ, Langa C, et al.
Endothelial endoglin is involved in inflammation: role in leukocyte adhesion and
transmigration. Blood. 2013;121(2):403-15.

8. Galley HF, Webster NR. Physiology of the endothelium. Br J Anaesth.
2004;93(1):105-13.

9. Ross R. Atherosclerosis--an inflammatory disease. N Engl J Med.
1999;340(2):115-26.

10.  Davignon J, Ganz P. Role of endothelial dysfunction in atherosclerosis.
Circulation. 2004;109(23 Suppl 1):11127-32.

93



11.  American Diabetes A. Diagnosis and classification of diabetes mellitus.
Diabetes Care. 2006;29 Suppl 1:543-8.

12.  Diagnosis TECot, Mellitus CoD. Report of the Expert Committee on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus. Diabetes Care.
1997;20(7):1183-97.

13.  Meng W, Ellsworth BA, Nirschl AA, McCann PJ, Patel M, Girotra RN, et al.
Discovery of dapagliflozin: a potent, selective renal sodium-dependent glucose
cotransporter 2 (SGLT2) inhibitor for the treatment of type 2 diabetes. J Med
Chem. 2008;51(5):1145-9.

14. Hsia DS, Grove O, Cefalu WT. An update on sodium-glucose co-
transporter-2 inhibitors for the treatment of diabetes mellitus. Curr Opin
Endocrinol Diabetes Obes. 2017;24(1):73-9.

15.  Wilding J, Fernando K, Milne N, Evans M, Ali A, Bain S, et al. SGLT2
Inhibitors in Type 2 Diabetes Management: Key Evidence and Implications for
Clinical Practice. Diabetes Ther. 2018;9(5):1757-73.

16. Scheen AJ. Pharmacodynamics, efficacy and safety of sodium-glucose
co-transporter type 2 (SGLT2) inhibitors for the treatment of type 2 diabetes
mellitus. Drugs. 2015;75(1):33-59.

17.  Oujo B, Perez-Barriocanal F, Bernabeu C, Lopez-Novoa JM. Membrane
and soluble forms of endoglin in preeclampsia. Curr Mol Med. 2013;13(8):1345-
57.

18. Gougos A, Letarte M. Identification of a human endothelial cell antigen with
monoclonal antibody 44G4 produced against a pre-B leukemic cell line. J
Immunol. 1988;141(6):1925-33.

19. Cheifetz S, Bellon T, Cales C, Vera S, Bernabeu C, Massague J, et al.
Endoglin is a component of the transforming growth factor-beta receptor system
in human endothelial cells. J Biol Chem. 1992;267(27):19027-30.

20. MaX, Labinaz M, Goldstein J, Miller H, Keon WJ, Letarte M, et al. Endoglin

is overexpressed after arterial injury and is required for transforming growth

94



factor-beta-induced inhibition of smooth muscle cell migration. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2000;20(12):2546-52.

21. Lastres P, Bellon T, Cabanas C, Sanchez-Madrid F, Acevedo A, Gougos
A, et al. Regulated expression on human macrophages of endoglin, an Arg-Gly-

Asp-containing surface antigen. Eur J Immunol. 1992;22(2):393-7.

22. St-dJacques S, Cymerman U, Pece N, Letarte M. Molecular
characterization and in situ localization of murine endoglin reveal that it is a
transforming growth factor-beta binding protein of endothelial and stromal cells.
Endocrinology. 1994;134(6):2645-57.

23. Meurer SK, Tihaa L, Lahme B, Gressner AM, Weiskirchen R. Identification
of endoglin in rat hepatic stellate cells: new insights into transforming growth
factor beta receptor signaling. J Biol Chem. 2005;280(4):3078-87.

24. Gougos A, Letarte M. Primary structure of endoglin, an RGD-containing
glycoprotein of human endothelial cells. J Biol Chem. 1990;265(15):8361-4.

25. Llorca O, Trujillo A, Blanco FJ, Bernabeu C. Structural model of human
endoglin, a transmembrane receptor responsible for hereditary hemorrhagic
telangiectasia. J Mol Biol. 2007;365(3):694-705.

26. Velasco S, Alvarez-Munoz P, Pericacho M, Dijke PT, Bernabeu C, Lopez-
Novoa JM, et al. L- and S-endoglin differentially modulate TGFbeta1 signaling
mediated by ALK1 and ALKS5 in L6E9 myoblasts. J Cell Sci. 2008;121(Pt 6):913-
9.

27. Blanco FJ, Grande MT, Langa C, Oujo B, Velasco S, Rodriguez-Barbero
A, et al. S-endoglin expression is induced in senescent endothelial cells and
contributes to vascular pathology. Circ Res. 2008;103(12):1383-92.

28. Vicen M, Igreja Sa IC, Tripska K, Vitverova B, Najmanova |, Eissazadeh
S, et al. Membrane and soluble endoglin role in cardiovascular and metabolic
disorders related to metabolic syndrome. Cell Mol Life Sci. 2021;78(6):2405-18.

29. Botella LM, Sanchez-Elsner T, Sanz-Rodriguez F, Kojima S, Shimada J,

Guerrero-Esteo M, et al. Transcriptional activation of endoglin and transforming

95



growth factor-beta signaling components by cooperative interaction between Sp1
and KLFG6: their potential role in the response to vascular injury. Blood.
2002;100(12):4001-10.

30. Valbuena-Diez AC, Blanco FJ, Oujo B, Langa C, Gonzalez-Nunez M,
Llano E, et al. Oxysterol-induced soluble endoglin release and its involvement in
hypertension. Circulation. 2012;126(22):2612-24.

31.  Ollauri-lbanez C, Lopez-Novoa JM, Pericacho M. Endoglin-based
biological therapy in the treatment of angiogenesis-dependent pathologies.
Expert Opin Biol Ther. 2017;17(9):1053-63.

32. Sanchez-Elsner T, Botella LM, Velasco B, Langa C, Bernabeu C. Endoglin
expression is regulated by transcriptional cooperation between the hypoxia and
transforming growth factor-beta pathways. J Biol Chem. 2002;277(46):43799-
808.

33. vanUden P, Kenneth NS, Rocha S. Regulation of hypoxia-inducible factor-
1alpha by NF-kappaB. Biochem J. 2008;412(3):477-84.

34. Rius C, Smith JD, Almendro N, Langa C, Botella LM, Marchuk DA, et al.
Cloning of the promoter region of human endoglin, the target gene for hereditary
hemorrhagic telangiectasia type 1. Blood. 1998;92(12):4677-90.

35. Botella LM, Sanchez-Elsner T, Rius C, Corbi A, Bernabeu C. Identification
of a critical Sp1 site within the endoglin promoter and its involvement in the
transforming growth factor-beta stimulation. J Biol Chem. 2001;276(37):34486-
94.

36. Ratziu V, Lalazar A, Wong L, Dang Q, Collins C, Shaulian E, et al. Zf9, a
Kruppel-like transcription factor up-regulated in vivo during early hepatic fibrosis.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1998;95(16):9500-5.

37.  Suzuki T, Yamamoto T, Kurabayashi M, Nagai R, Yazaki Y, Horikoshi M.
Isolation and initial characterization of GBF, a novel DNA-binding zinc finger
protein that binds to the GC-rich binding sites of the HIV-1 promoter. J Biochem.
1998;124(2):389-95.

96



38. Zhang, Lei CQ, Hu YH, Xia T, Li M, Zhong B, et al. Kruppel-like factor 6
is a co-activator of NF-kappaB that mediates p65-dependent transcription of
selected downstream genes. J Biol Chem. 2014;289(18):12876-85.

39. Venkatesha S, Toporsian M, Lam C, Hanai J, Mammoto T, Kim YM, et al.
Soluble endoglin contributes to the pathogenesis of preeclampsia. Nat Med.
2006;12(6):642-9.

40. Bernabeu C, Lopez-Novoa JM, Quintanilla M. The emerging role of TGF-
beta superfamily coreceptors in cancer. Biochim Biophys Acta.
2009;1792(10):954-73.

41. Dallas NA, Samuel S, Xia L, Fan F, Gray MJ, Lim SJ, et al. Endoglin
(CD105): a marker of tumor vasculature and potential target for therapy. Clin
Cancer Res. 2008;14(7):1931-7.

42. Duff SE, Li C, Garland JM, Kumar S. CD105 is important for angiogenesis:
evidence and potential applications. FASEB J. 2003;17(9):984-92.

43. Townson SA, Martinez-Hackert E, Greppi C, Lowden P, Sako D, Liu J, et
al. Specificity and structure of a high affinity activin receptor-like kinase 1 (ALK1)
signaling complex. J Biol Chem. 2012;287(33):27313-25.

44. Paauwe M, ten Dijke P, Hawinkels LJ. Endoglin for tumor imaging and
targeted cancer therapy. Expert Opin Ther Targets. 2013;17(4):421-35.

45. Attisano L, Wrana JL. Signal transduction by members of the transforming
growth factor-beta superfamily. Cytokine Growth Factor Rev. 1996;7(4):327-39.

46. Heldin CH, Miyazono K, ten Dijke P. TGF-beta signalling from cell
membrane to nucleus through SMAD proteins. Nature. 1997;390(6659):465-71.

47. Santibanez JF, Quintanilla M, Bernabeu C. TGF-beta/TGF-beta receptor
system and its role in physiological and pathological conditions. Clin Sci (Lond).
2011;121(6):233-51.

48. Toporsian M, Gros R, Kabir MG, Vera S, Govindaraju K, Eidelman DH, et
al. A role for endoglin in coupling eNOS activity and regulating vascular tone

revealed in hereditary hemorrhagic telangiectasia. Circ Res. 2005;96(6):684-92.

97



49. Jerkic M, Rivas-Elena JV, Prieto M, Carron R, Sanz-Rodriguez F, Perez-
Barriocanal F, et al. Endoglin regulates nitric oxide-dependent vasodilatation.
FASEB J. 2004;18(3):609-11.

50. Yamada Y, Yokoyama S-i, Wang X-D, Fukuda N, Takakura N. Cardiac
stem cells in brown adipose tissue express CD133 and induce bone marrow
nonhematopoietic cells to differentiate into cardiomyocytes. Stem Cells.
2007;25(5):1326-33.

51.  Mercado-Pimentel ME, Hubbard AD, Runyan RB. Endoglin and Alk5
regulate epithelial-mesenchymal transformation during cardiac valve formation.
Developmental biology. 2007;304(1):420-32.

52. Perlingeiro RC. Endoglin is required for hemangioblast and early

hematopoietic development. 2007.

53. van Laake LW, van den Driesche S, Post S, Feijen A, Jansen MA,
Driessens MH, et al. Endoglin has a crucial role in blood cell-mediated vascular
repair. Circulation. 2006;114(21):2288-97.

54. Li DY, Sorensen LK, Brooke BS, Urness LD, Davis EC, Taylor DG, et al.
Defective angiogenesis in mice lacking endoglin. Science. 1999;284(5419):1534-
7.

55. Bourdeau A, Dumont DJ, Letarte M. A murine model of hereditary
hemorrhagic telangiectasia. The Journal of clinical investigation.
1999;104(10):1343-51.

56.  Arthur HM, Ure J, Smith AJ, Renforth G, Wilson DI, Torsney E, et al.
Endoglin, an ancillary TGFB receptor, is required for extraembryonic
angiogenesis and plays a key role in heart development. Developmental biology.
2000;217(1):42-53.

57. Guttmacher AE, Marchuk DA, White Jr RI. Hereditary hemorrhagic
telangiectasia. New England Journal of Medicine. 1995;333(14):918-24.

98



58. Prigoda NL, Savas S, Abdalla SA, Piovesan B, Rushlow D, Vandezande
K, et al. Hereditary haemorrhagic telangiectasia: mutation detection, test

sensitivity and novel mutations. Journal of medical genetics. 2006;43(9):722-8.

59. Blazquez-Medela AM, Garcia-Ortiz L, Gomez-Marcos MA, Recio-
Rodriguez JI, Sanchez-Rodriguez A, Lopez-Novoa JM, et al. Increased plasma

soluble endoglin levels as an indicator of cardiovascular alterations in
hypertensive and diabetic patients. BMC Med. 2010;8:86.

60. Tual-Chalot S, Garcia-Collado M, Redgrave RE, Singh E, Davison B, Park
C, et al. Loss of Endothelial Endoglin Promotes High-Output Heart Failure
Through Peripheral Arteriovenous Shunting Driven by VEGF Signaling. Circ Res.
2020;126(2):243-57.

61.  Bilir B, Ekiz Bilir B, Yilmaz |, Soysal Atile N, Yildirim T, Kara SP, et al.
Association of apelin, endoglin and endocan with diabetic peripheral neuropathy
in type 2 diabetic patients. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2016;20(5):892-8.

62. Igreja Sa IC, Tripska K, Hroch M, Hyspler R, Ticha A, Lastuvkova H, et al.
Soluble Endoglin as a Potential Biomarker of Nonalcoholic Steatohepatitis
(NASH) Development, Participating in Aggravation of NASH-Related Changes in
Mouse Liver. Int J Mol Sci. 2020;21(23).

63. Ekiz-Bilir B, Bilir B, Aydin M, Soysal-Atile N. Evaluation of endocan and
endoglin levels in chronic kidney disease due to diabetes mellitus. Arch Med Sci.
2019;15(1):86-91.

64. Florey. The endothelial cell. Br Med J. 1966;2(5512):487-90.
65. Michiels C. Endothelial cell functions. J Cell Physiol. 2003;196(3):430-43.

66. Vane JR. The Croonian Lecture, 1993. The endothelium: maestro of the
blood circulation. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 1994;343(1304):225-46.

67. Konukoglu D, Uzun H. Hypertension: from basic research to clinical

practice. Springer; 2016.

99



68. Sandoo A, van Zanten JJ, Metsios GS, Carroll D, Kitas GD. The
endothelium and its role in regulating vascular tone. Open Cardiovasc Med J.
2010;4:302-12.

69. Kruger-Genge A, Blocki A, Franke RP, Jung F. Vascular Endothelial Cell
Biology: An Update. Int J Mol Sci. 2019;20(18).

70. Medina-Leyte DJ, Zepeda-Garcia O, Dominguez-Perez M, Gonzalez-
Garrido A, Villarreal-Molina T, Jacobo-Albavera L. Endothelial Dysfunction,
Inflammation and Coronary Artery Disease: Potential Biomarkers and Promising
Therapeutical Approaches. Int J Mol Sci. 2021;22(8).

71.  Celermajer DS. Endothelial dysfunction: does it matter? Is it reversible? J
Am Coll Cardiol. 1997;30(2):325-33.

72. Vane JR, Anggard EE, Botting RM. Regulatory functions of the vascular
endothelium. N Engl J Med. 1990;323(1):27-36.

73. Nakayama T. Prostacyclin analogues: prevention of cardiovascular
diseases. Cardiovasc Hematol Agents Med Chem. 2006;4(4):351-9.

74. Garland CJ, Hiley CR, Dora KA. EDHF: spreading the influence of the
endothelium. Br J Pharmacol. 2011;164(3):839-52.

75. Drexler H. Factors involved in the maintenance of endothelial function. Am
J Cardiol. 1998;82(10A):3S-4S.

76.  McCarron RM, Wang L, Stanimirovic DB, Spatz M. Endothelin induction of
adhesion molecule expression on human brain microvascular endothelial cells.
Neurosci Lett. 1993;156(1-2):31-4.

77. Stern DM, Esposito C, Gerlach H, Gerlach M, Ryan J, Handley D, et al.
Endothelium and regulation of coagulation. Diabetes Care. 1991;14(2):160-6.

78. Rajendran P, Rengarajan T, Thangavel J, Nishigaki Y, Sakthisekaran D,
Sethi G, et al. The vascular endothelium and human diseases. Int J Biol Sci.
2013;9(10):1057-69.

100



79. Potenza MA, Gagliardi S, Nacci C, Carratu MR, Montagnani M. Endothelial
dysfunction in diabetes: from mechanisms to therapeutic targets. Curr Med
Chem. 2009;16(1):94-112.

80. Rubanyi GM, Vanhoutte PM. Superoxide anions and hyperoxia inactivate
endothelium-derived relaxing factor. Am J Physiol. 1986;250(5 Pt 2):H822-7.

81. Szmitko PE, Wang CH, Weisel RD, de Almeida JR, Anderson TJ, Verma
S. New markers of inflammation and endothelial cell activation: Part |. Circulation.
2003;108(16):1917-23.

82. Wautier JL, Wautier MP. Endothelial Cell Participation in Inflammatory
Reaction. Int J Mol Sci. 2021;22(12).

83. Osman R, L'Allier PL, Elgharib N, Tardif JC. Critical appraisal of C-reactive
protein throughout the spectrum of cardiovascular disease. Vasc Health Risk
Manag. 2006;2(3):221-37.

84. Pober JS, Sessa WC. Evolving functions of endothelial cells in
inflammation. Nat Rev Immunol. 2007;7(10):803-15.

85. Gimbrone MA, Jr., Garcia-Cardena G. Endothelial Cell Dysfunction and
the Pathobiology of Atherosclerosis. Circ Res. 2016;118(4):620-36.

86. Zhang J, Defelice AF, Hanig JP, Colatsky T. Biomarkers of endothelial cell
activation serve as potential surrogate markers for drug-induced vascular injury.
Toxicol Pathol. 2010;38(6):856-71.

87. Zhang J, Hanig JP, De Felice AF. Biomarkers of endothelial cell activation:
candidate markers for drug-induced vasculitis in patients or drug-induced

vascular injury in animals. Vascul Pharmacol. 2012;56(1-2):14-25.

88. Auvinen K, Jalkanen S, Salmi M. Expression and function of endothelial

selectins during human development. Immunology. 2014;143(3):406-15.

89. Johnson-Tidey RR, McGregor JL, Taylor PR, Poston RN. Increase in the
adhesion molecule P-selectin in endothelium overlying atherosclerotic plaques.
Coexpression with intercellular adhesion molecule-1. Am J Pathol.
1994;144(5):952-61.

101



90. Cook-Mills JM, Marchese ME, Abdala-Valencia H. Vascular cell adhesion
molecule-1 expression and signaling during disease: regulation by reactive

oxygen species and antioxidants. Antioxid Redox Signal. 2011;15(6):1607-38.

91. Osborn L, Hession C, Tizard R, Vassallo C, Luhowskyj S, Chi-Rosso G, et
al. Direct expression cloning of vascular cell adhesion molecule 1, a cytokine-
induced endothelial protein that binds to lymphocytes. Cell. 1989;59(6):1203-11.

92. Garin G, Berk BC. Flow-mediated signaling modulates endothelial cell
phenotype. Endothelium. 2006;13(6):375-84.

93. Cerutti C, Ridley AJ. Endothelial cell-cell adhesion and signaling. Exp Cell
Res. 2017;358(1):31-8.

94. Hubbard AK, Rothlein R. Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)
expression and cell signaling cascades. Free Radic Biol Med. 2000;28(9):1379-
86.

95. Lawson C, Wolf S. ICAM-1 signaling in endothelial cells. Pharmacol Rep.
2009;61(1):22-32.

96. Hwang SJ, Ballantyne CM, Sharrett AR, Smith LC, Davis CE, Gotto AM,
Jr., et al. Circulating adhesion molecules VCAM-1, ICAM-1, and E-selectin in
carotid atherosclerosis and incident coronary heart disease cases: the
Atherosclerosis Risk In Communities (ARIC) study. Circulation.
1997;96(12):4219-25.

97. Malik I, Danesh J, Whincup P, Bhatia V, Papacosta O, Walker M, et al.
Soluble adhesion molecules and prediction of coronary heart disease: a

prospective study and meta-analysis. Lancet. 2001;358(9286):971-6.

98. Rossi E, Pericacho M, Bachelot-Loza C, Pidard D, Gaussem P, Poirault-
Chassac S, et al. Human endoglin as a potential new partner involved in platelet-
endothelium interactions. Cell Mol Life Sci. 2018;75(7):1269-84.

99. Sommariva E, Stadiotti I, Perrucci GL, Tondo C, Pompilio G. Cell models
of arrhythmogenic cardiomyopathy: advances and opportunities. Dis Model
Mech. 2017;10(7):823-35.

102



100. Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell. 2000;100(1):57-
70.

101. Wistuba, Il, Behrens C, Milchgrub S, Syed S, Ahmadian M, Virmani AK, et
al. Comparison of features of human breast cancer cell lines and their
corresponding tumors. Clin Cancer Res. 1998;4(12):2931-8.

102. Ross DT, Scherf U, Eisen MB, Perou CM, Rees C, Spellman P, et al.
Systematic variation in gene expression patterns in human cancer cell lines. Nat
Genet. 2000;24(3):227-35.

103. Dumont J, Euwart D, Mei B, Estes S, Kshirsagar R. Human cell lines for
biopharmaceutical manufacturing: history, status, and future perspectives. Crit
Rev Biotechnol. 2016;36(6):1110-22.

104. Pan C, Kumar C, Bohl S, Klingmueller U, Mann M. Comparative proteomic
phenotyping of cell lines and primary cells to assess preservation of cell type-
specific functions. Mol Cell Proteomics. 2009;8(3):443-50.

105. Alge CS, Hauck SM, Priglinger SG, Kampik A, Ueffing M. Differential
protein profiling of primary versus immortalized human RPE cells identifies
expression patterns associated with cytoskeletal remodeling and cell survival. J
Proteome Res. 2006;5(4):862-78.

106. Lippi M, Stadiotti I, Pompilio G, Sommariva E. Human Cell Modeling for
Cardiovascular Diseases. International Journal of Molecular Sciences.
2020;21(17):6388.

107. Medina-Leyte DJ, Dominguez-Pérez M, Mercado |, Villarreal-Molina MT,
Jacobo-Albavera L. Use of Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) as
a Model to Study Cardiovascular Disease: A Review. Applied Sciences.
2020;10(3):938.

108. Baudin B, Bruneel A, Bosselut N, Vaubourdolle M. A protocol for isolation
and culture of human umbilical vein endothelial cells. Nat Protoc. 2007;2(3):481-
5.

103



109. Torres-Vazquez J, Kamei M, Weinstein BM. Molecular distinction between
arteries and veins. Cell Tissue Res. 2003;314(1):43-59.

110. Deng DX, Tsalenko A, Vailaya A, Ben-Dor A, Kundu R, Estay I, et al.
Differences in vascular bed disease susceptibility reflect differences in gene

expression response to atherogenic stimuli. Circ Res. 2006;98(2):200-8.

111. Donnini D, Perrella G, Stel G, Ambesi-Impiombato FS, Curcio F. A new
model of human aortic endothelial cells in vitro. Biochimie. 2000;82(12):1107-14.

112. Ades EW, Candal FJ, Swerlick RA, George VG, Summers S, Bosse DC,
et al. HMEC-1: establishment of an immortalized human microvascular
endothelial cell line. J Invest Dermatol. 1992;99(6):683-90.

113. Jackson CJ, Nguyen M. Human microvascular endothelial cells differ from
macrovascular endothelial cells in their expression of matrix metalloproteinases.
Int J Biochem Cell Biol. 1997;29(10):1167-77.

114. Krump-Konvalinkova V, Bittinger F, Unger RE, Peters K, Lehr HA,
Kirkpatrick CJ. Generation of human pulmonary microvascular endothelial cell
lines. Lab Invest. 2001;81(12):1717-27.

115. Morbidelli L, Donnini S, Ziche M. Role of nitric oxide in the modulation of

angiogenesis. Current Pharmaceutical Design. 2003;9(7):521-30.

116. Weis M, Schlichting CL, Engleman EG, Cooke JP. Endothelial
determinants of dendritic cell adhesion and migration: new implications for
vascular diseases. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002;22(11):1817-23.

117. Mann GE, Yudilevich DL, Sobrevia L. Regulation of amino acid and
glucose transporters in endothelial and smooth muscle cells. Physiological
Reviews. 2003;83(1):183-252.

118. Van Nieuw Amerongen GP, Van Hinsbergh VWM. Targets for
pharmacological intervention of endothelial hyperpermeability and barrier
function. Vascular Pharmacology. 2002;39(4-5):257-72.

119. lIwasaki T, Kanda T, Mizusawa H. Effects of pericytes and various

cytokines on integrity of endothelial monolayer originated from blood-nerve

104



barrier: An in vitro study. Journal of Medical and Dental Sciences. 1999;46(1):31-
40.

120. Clonetics™ Umbilical Vein Endothelial Cell Systems
https://bioscience.lonza.com/lonza bs/CH/en/document/31532. Accessed
15.04.2023

121. Wilhelmsen K, Farrar K, Hellman J. Quantitative in vitro assay to measure
neutrophil adhesion to activated primary human microvascular endothelial cells
under static conditions. J Vis Exp. 2013(78):e50677.

122. Association AD. Diagnosis and classification of diabetes mellitus. Diabetes
care. 2006;29(1):S43.

123. Report of the Expert Committee on the Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus. Diabetes Care. 1997;20(7):1183-97.

124. Pavkov ME, Collins AJ, Coresh J, Nelson RG. Kidney Disease in Diabetes.
In: Cowie CC, Casagrande SS, Menke A, Cissell MA, Eberhardt MS, Meigs JB,
et al., editors. Diabetes in America. 3rd ed. Bethesda (MD)2018.

125. Type 2 diabetes. https://medlineplus.gov/genetics/condition/type-2-
diabetes/. Accessed 31.04.2023

126. International Expert C. International Expert Committee report on the role
of the A1C assay in the diagnosis of diabetes. Diabetes Care. 2009;32(7):1327-
34.

127. Moghissi ES, Korytkowski MT, DiNardo M, Einhorn D, Hellman R, Hirsch
IB, et al. American Association of Clinical Endocrinologists and American
Diabetes Association consensus statement on inpatient glycemic control.
Diabetes Care. 2009;32(6):1119-31.

128. Alvarez-Munoz P, Mauer M, Kim Y, Rich SS, Miller ME, Russell GB, et al.
Cellular basis of diabetic nephropathy: V. Endoglin expression levels and diabetic
nephropathy risk in patients with Type 1 diabetes. J Diabetes Complications.
2010;24(4):242-9.

105


https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/CH/en/document/31532
https://medlineplus.gov/genetics/condition/type-2-diabetes/
https://medlineplus.gov/genetics/condition/type-2-diabetes/

129. La Sala L, Pujadas G, De Nigris V, Canivell S, Novials A, Genovese S, et
al. Oscillating glucose and constant high glucose induce endoglin expression in
endothelial cells: the role of oxidative stress. Acta Diabetol. 2015;52(3):505-12.

130. Tripska K, Igreja Sa IC, Vasinova M, Vicen M, Havelek R, Eissazadeh S,
et al. Monoclonal anti-endoglin antibody TRC105 (carotuximab) prevents
hypercholesterolemia and hyperglycemia-induced endothelial dysfunction in
human aortic endothelial cells. Front Med (Lausanne). 2022;9:845918.

131. Doghish AS, Bassyouni AA, Mahfouz MH, Abd EI-Aziz HG, Zakaria RY.
Plasma endoglin in Type2 diabetic patients with nephropathy. Diabetes Metab
Syndr. 2019;13(1):764-8.

132. Ceriello A, La Sala L, De Nigris V, Pujadas G, Testa R, Uccellatore A, et
al. GLP-1 reduces metalloproteinase-14 and soluble endoglin induced by both
hyperglycemia and hypoglycemia in type 1 diabetes. Endocrine. 2015;50(2):508-
11.

133. Cawyer CR, Horvat D, Leonard D, Allen SR, Jones RO, Zawieja DC, et al.
Hyperglycemia impairs cytotrophoblast function via stress signaling. Am J Obstet
Gynecol. 2014;211(5):541 e1-8.

134. Obermeier M, Yao M, Khanna A, Koplowitz B, Zhu M, Li W, et al. In vitro
characterization and pharmacokinetics of dapagliflozin (BMS-512148), a potent
sodium-glucose cotransporter type Il inhibitor, in animals and humans. Drug
Metab Dispos. 2010;38(3):405-14.

135. Kasichayanula S, Liu X, Lacreta F, Griffen SC, Boulton DW. Clinical
pharmacokinetics and pharmacodynamics of dapagliflozin, a selective inhibitor of

sodium-glucose co-transporter type 2. Clin Pharmacokinet. 2014;53(1):17-27.

136. Plosker GL. Dapagliflozin: a review of its use in type 2 diabetes mellitus.
Drugs. 2012;72(17):2289-312.

137. Patel DK, Strong J. The Pleiotropic Effects of Sodium—-Glucose
Cotransporter-2 Inhibitors: Beyond the Glycemic Benefit. Diabetes Therapy.
2019;10(5):1771-92.

106



138. Halimi S, Verges B. Adverse effects and safety of SGLT-2 inhibitors.
Diabetes & Metabolism. 2014;40(6, Supplement 1):S28-S34.

139. Oliva RV, Bakris GL. Blood pressure effects of sodium—glucose co-
transport 2 (SGLT2) inhibitors. Journal of the American Society of Hypertension.
2014;8(5):330-9.

140. Zelniker TA, Wiviott SD, Raz I, Im K, Goodrich EL, Bonaca MP, et al.
SGLT2 inhibitors for primary and secondary prevention of cardiovascular and
renal outcomes in type 2 diabetes: a systematic review and meta-analysis of
cardiovascular outcome trials. The Lancet. 2019;393(10166):31-9.

141. McGuire DK, Shih WJ, Cosentino F, Charbonnel B, Cherney DZ, Dagogo-
Jack S, et al. Association of SGLT2 inhibitors with cardiovascular and kidney
outcomes in patients with type 2 diabetes: a meta-analysis. JAMA cardiology.
2021;6(2):148-58.

142. Zelniker TA, Braunwald E. Mechanisms of cardiorenal effects of sodium-
glucose cotransporter 2 inhibitors: JACC state-of-the-art review. Journal of the
American College of Cardiology. 2020;75(4):422-34.

143. Heerspink HJ, Perkins BA, Fitchett DH, Husain M, Cherney DZ. Sodium
glucose cotransporter 2 inhibitors in the treatment of diabetes mellitus:
cardiovascular and kidney effects, potential mechanisms, and clinical
applications. Circulation. 2016;134(10):752-72.

144. Lopaschuk GD, Verma S. Mechanisms of cardiovascular benefits of
sodium glucose co-transporter 2 (SGLT2) inhibitors: a state-of-the-art review.
Basic to Translational Science. 2020;5(6):632-44.

145. Cavaiola TS, Pettus J. Cardiovascular effects of sodium glucose
cotransporter 2 inhibitors. Diabetes Metab Syndr Obes. 2018;11:133-48.

146. Cowie MR, Fisher M. SGLT2 inhibitors: mechanisms of cardiovascular
benefit beyond glycaemic control. Nat Rev Cardiol. 2020;17(12):761-72.

147. Vallon V, Verma S. Effects of SGLT2 Inhibitors on Kidney and
Cardiovascular Function. Annu Rev Physiol. 2021;83:503-28.

107



148. Association AD. 9. Pharmacologic approaches to glycemic treatment:
standards of medical care in diabetes-2020. Diabetes care. 2020;43(Suppl
1):S98-S110.

149. Davies MJ, D’Alessio DA, Fradkin J, Kernan WN, Mathieu C, Mingrone G,
et al. Management of hyperglycemia in type 2 diabetes, 2018. A consensus report
by the American Diabetes Association (ADA) and the European Association for
the Study of Diabetes (EASD). Diabetes care. 2018;41(12):2669-701.

150. Garber AJ, Abrahamson MJ, Barzilay JI, Blonde L, Bloomgarden ZT, Bush
MA, et al. Consensus statement by the American Association of Clinical
Endocrinologists and American College of Endocrinology on the comprehensive
type 2 diabetes management algorithm—2019 executive summary. Endocrine
Practice. 2019;25(1):69-101.

151. Verma S, McMurray JJ. SGLT2 inhibitors and mechanisms of

cardiovascular benefit: a state-of-the-art review. Diabetologia. 2018;61:2108-17.

152. Wanner C. EMPA-REG OUTCOME: the nephrologist's point of view. The
American journal of cardiology. 2017;120(1):S59-S67.

153. Heerspink HJ, Desai M, Jardine M, Balis D, Meininger G, Perkovic V.
Canagliflozin slows progression of renal function decline independently of
glycemic effects. Journal of the American Society of Nephrology. 2017;28(1):368-
75.

154. McKinnon KM. Flow Cytometry: An Overview. Curr Protoc Immunol.
2018;120:51-51 11.

155. Flow Cytometry - A Survey and the Basics.
https://www.labome.com/method/Flow-Cytometry-A-Survey-and-the-
Basics.html. Accessed 03.05.2023

156. Lowe DJ, Raj K. Quantitation of endothelial cell adhesiveness in vitro.
JOVE (Journal of Visualized Experiments). 2015(100):e52924.

108


https://www.labome.com/method/Flow-Cytometry-A-Survey-and-the-Basics.html
https://www.labome.com/method/Flow-Cytometry-A-Survey-and-the-Basics.html

157. VincentV, Thakkar H, Verma A, Sen A, Chandran N, Singh A. A novel flow
cytometry-based quantitative monocyte adhesion assay to estimate endothelial
cell activation in vitro. BioTechniques. 2020;68(6):325-33.

158. Aydin S. A short history, principles, and types of ELISA, and our laboratory
experience with peptide/protein analyses using ELISA. Peptides. 2015;72:4-15.

159. Engvall E. The ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay. Clin Chem.
2010;56(2):319-20.

160. Shah K, Maghsoudlou P. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA):
the basics. Br J Hosp Med (Lond). 2016;77(7):C98-101.

161. Konstantinou GN. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Methods Mol Biol. 2017;1592:79-94.

162. Alhajj M, Farhana A. Enzyme Linked Immunosorbent Assay. StatPearls.
Treasure Island (FL)2023.

163. Kohl TO, Ascoli CA. Direct Competitive Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Cold Spring Harb Protoc. 2017;2017(7):pdb prot093740.

164. Boguszewska K, Szewczuk M, Urbaniak S, Karwowski B. Review:
immunoassays in DNA damage and instability detection. Cellular and Molecular
Life Sciences. 2019;76.

165. Kohl TO, Ascoli CA. Indirect Immunometric ELISA. Cold Spring Harb
Protoc. 2017;2017(5).

166. Kohl TO, Ascoli CA. Immunometric Double-Antibody Sandwich Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay. Cold Spring Harb Protoc. 2017;2017(6):pdb
prot093724.

167. Kuo HT, Yeh JZ, Wu PH, Jiang CM, Wu MC. Application of
immunomagnetic particles to enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for
improvement of detection sensitivity of HCG. J Immunoassay Immunochem.
2012;33(4):377-87.

109



168. Tiscione NB. The Validation of ELISA Screening According to SWGTOX
Recommendations. J Anal Toxicol. 2018;42(3):e33-e4.

169. Mistrik E, Blaha V, Sulkova SD, Sobotka L. Syndrém MIAC (malnutrition,

inflammation, atherosclerosis, calcification).

170. van Furth R, Raeburn JA, van Zwet TL. Characteristics of human
mononuclear phagocytes. Blood. 1979;54(2):485-500.

171. Chanput W, Mes JJ, Wichers HJ. THP-1 cell line: An in vitro cell model for
immune  modulation  approach. International Immunopharmacology.
2014;23(1):37-45.

172. Tsuchiya S, Yamabe M, Yamaguchi Y, Kobayashi Y, Konno T, Tada K.
Establishment and characterization of a human acute monocytic leukemia cell
line (THP-1). Int J Cancer. 1980;26(2):171-6.

173. Gaspari T, Spizzo |, Liu H, Hu Y, Simpson RW, Widdop RE, et al.
Dapagliflozin attenuates human vascular endothelial cell activation and induces
vasorelaxation: A potential mechanism for inhibition of atherogenesis. Diab Vasc
Dis Res. 2018;15(1):64-73.

110



