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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lékarskych véd

Kandidat: Mgr. Matej Vicen

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Nazov dizerta¢nej prace: Membranovy endoglin a jeho tiloha v patogenéze

endotelovej dysfunkcie v podmienkach in vitro

Membranovy endoglin (Eng) je transmembranovy glykoprotein, ktory plni ulohu ako
pomocny receptor v signalizacnej kaskade transformujuceho rastového faktoru  (TGFp).
V poslednych rokoch bola jeho expresia a funkcia intenzivne Studovana hlavne vo vztahu
k funkcii endotelu za réznych patologickych podmienok, vratane hypercholesterolémie
a aterogenézy, avSak jeho uloha v rozvoji endotelovej dysfunkcie zostava kontroverzna.
Eng prispieva k tvorbe oxidu dusnatého (NO) a je nenahradite'ny v podmienkach in vivo
pre vyvoj krvného rieCiska a srdca. Na druhej strane moze zohravat’ dolezitu tlohu
v zapalovej infiltracii leukocytov a adhézii trombocytov na endotel, a tym prispievat’

k rozvoju endotelovej dysfunkcie ako prvej fazy v rozvoji aterosklerozy.

Pre Stadium kratkodobych ucinkov latok a liekov na endotel sa vyuzivaju endotelové
bunky izolované z réznych ciev. Jednym z efektov sledovanych na bunkovych kultarach
zlozenych z endotelovych buniek je schopnost’ latky navodit' stav endotelovej
dysfunkcie. Endotelova dysfunkcia je v podmienkach in vitro definovana ako stav so
zvysSenou expresiou adhéznych molekul a zvySenou adhéziou a transmigraciou buniek

imunitného systému cez endotelovl vrstvu.

V tejto dizertacnej praci sme sa zamerali na $tidium efektov solubilného endoglinu
(sEng), oxidovanych cholesterolov a vybranych sekrétov makrofagov na cievny endotel.
Hlavny doraz bol kladeny na sledovanie expresie membranového endoglinu (Eng),
expresie jednotlivych ¢lenov jeho signalizatnej kaskady a expresie prozapalovych
biomarkerov endotelovej dysfunkcie vo vztahu k rozvoju endotelovej dysfunkcie in

Vitro.

V prvej Studii sme sa zamerali na Ulohu sEng v procese rozvoja endotelovej
dysfunkcie. Cudské endotelové bunky z umbilikalnej cievy (HUVEC) boli vystavené

posobeniu sEng v davke 40 alebo 500 ng/mL po dobu 16 hodin. Zaznamenali sme nielen



indukciu zépalovej odpovede vo forme zvySenej aktivity nuklearneho faktoru kappa B
(NF-«B) a interleukinu-6 (IL-6), ale aj zvysSenie syntézy membranového endoglinu, ¢o
naznacuje prozapalové ucinky solubilného endoglinu a vyznamna ulohu membranového

Eng v skorych fazach rozvoja endotelovej dysfunkcie.

V nasledujucej Studii sme sa zamerali na Glohu Eng v rozvoji endotelovej dysfunkcie
indukovanej oxidovanym cholesterolom. V tomto pripade sme pouzili I'udské aortalne
endotelové bunky (HAEC) premedikované roznymi oxidovanymi cholesterolmi
(oxysterolmi). Z pouzitych oxysterolov bol schopny vyvolat’ endotelova dysfunkciu iba
7-ketocholesterol (7K). 7K bol schopny zvysit’ expresiu adhéznych molekul a Eng ako aj
zvysit adhéziu a transmigraciu monocytov cez endotelovu vrstvu. Znizenie expresie Eng
prostrednictvom génového utlmenia malo za nésledok znizenie adhézie a transmigracie
monocytov cez membranu. Vysledky tejto Stadie zdoraziujii zdsadny vyznam Eng

v rozvoji endotelovej dysfunkcie in vitro.

Na zaver sme sa rozhodli zamerat’ na efekt znizeného mnozstva Eng na povrchu
endotelovych buniek na ich funkciu. HUVEC bunky boli inkubované v médiu
obsahujicom makrofagmi nasyntetizovani matrixovii metaloproteindzu 12 (MMP12).
MMP12 bola schopna odstepovat’ Eng z povrchu buniek, ¢o malo za nasledok rozvoj
endotelovej dysfunkcie charakterizovany zniZenou schopnost'ou buniek tvorit' cievy

a zacel'ovat’ poranenia v podmienkach in vitro.

Vysledky tejto dizertacnej prace teda potvrdzujii vyznam fyziologickej expresie
membranového endoglinu endotelovymi bunkami a poukazuju na to, Ze zdsadné zmeny

v expresii Eng moZzu viest’ k rozvoju patologickych zmien v cievnom endoteli.
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Membrane endoglin (Eng) is a transmembrane glycoprotein that acts as a co-receptor
in the transforming growth factor B (TGFp) signalling cascade. Its expression and
function have been extensively studied predominantly in relation to endothelial function
under various pathological conditions, including hypercholesterolemia and atherogenesis.
However, its role in the development of endothelial dysfunction remains controversial.
Eng contributes to the formation of nitric oxide (NO) and is crucial in in vivo conditions
for the development of the cardiovascular system and especially the heart. On the other
hand, it may play an important role in inflammatory adhesion and transmigration of
leukocytes to the endothelium, thus contributing to the development of endothelial

dysfunction as the first stage of atherogenesis.

Experiments on endothelial cells isolated from various blood vessels are used to study
short-term effects of substances and drugs on the endothelium. One of the effects studied
in endothelial cell cultures is the ability of the substance to induce endothelial
dysfunction. Endothelial dysfunction is defined in in vifro conditions as a state with
increased expression of adhesion molecules and increased adhesion and transmigration

of immune cells through the endothelial monolayer.

The aim of this dissertation thesis is to investigate the effects of soluble endoglin
(sEng), oxidized cholesterol, and selected macrophage secretes on the vascular
endothelium. The main focus is on monitoring the membrane endoglin (Eng) expression
and the expression of individual members of its signalling cascade and the expression of
pro-inflammatory biomarkers of endothelial dysfunction in relation to the development

of endothelial dysfunction in vitro.



Firstly, we investigated the role of sEng in the process of endothelial dysfunction
development. Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were treated with two
different doses of sEng (40 or 500 ng / mL) for 16 hours. We demonstrated the induction
of inflammatory response by increased activity of nuclear factor kappa B (NF-«B) and
interleukin-6 (IL-6) and an increase in membrane endoglin expression. This suggests to
pro-inflammatory effects of soluble endoglin and a significant role of membrane Eng in

the early stages of endothelial dysfunction development.

Subsequently, we focused on the role of Eng in the development of oxidized
cholesterol-induced endothelial dysfunction. In this case, we used human aortic
endothelial cells (HAEC) pretreated with various oxidized cholesterols (oxysterols).
Preliminary experiments showed that only 7-ketocholesterol (7K) was able to induce
endothelial dysfunction. 7K was able to increase the expression of adhesion molecules
and Eng as well as increase adhesion and transmigration of monocytes through the
endothelial monolayer. The decrease in Eng expression through gene silencing resulted
in decreased adhesion and transmigration of monocytes across the monolayer. The results
of this study emphasize the crucial role of Eng in the development of endothelial

dysfunction under in vitro conditions.

Finally, we focused on the effect of reduced Eng on the surface of endothelial cells.
HUVECs were incubated in medium containing macrophage-derived matrix
metalloproteinase 12 (MMP12). MMP12 was able to cleave Eng from the cell surface,
resulting in the development of endothelial dysfunction characterized by the reduced

ability of cells to form vessels and heal wounds under in vitro conditions.

The results of this dissertation thesis confirm the importance of physiological
expression of membrane endoglin by endothelial cells and suggest that altered Eng
expression may lead to the development of pathological changes in the vascular

endothelium.
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1. Uvod

Membranovy endoglin (Eng) plni tlohu ako pomocny receptor v signalizacnej
kaskade transformujiceho rastového faktoru B (TGF). V poslednych rokoch bola jeho
expresia a funkcia intenzivne Studovana hlavne vo vztahu k funkcii endotelu za r6znych
patologickych podmienok vratane hypercholesterolémie a aterogenézy, avsak jeho uloha

v rozvoji endotelovej dysfunkcie v podmienkach in vitro zostdva kontroverzna.

Cholesterol plni v 'udskom organizme nenahraditel'né funkcie a Zivot bez neho nie je
mozny. Je sucastou bunkovych membran, v ktorych plni stabilizaénti funkciu. Pri
nizkych teplotach zvysuje fluiditu membrany a pri vysokych ju naopak znizuje. Taktiez
sa vyskytuje v myelinovych puzdrich nervov anapomaha zefektivneniu prenosu
signalov. Vo forme Zl¢ovych kyselin je nevyhnutny na vstrebavanie tukov a v tukoch
rozpustnych vitaminov. Z cholesterolu su taktiez produkované steroidné hormoény, a teda
napomaha udrziavaniu homeostazy a fyziologickému fungovaniu organizmu. Avsak

patologicky zvySena hladina cholesterolu moze mat’ na organizmus nepriaznivé ucinky.

Hypercholesterolémia je jednou =z najCastejSich foriem dyslipidémii. Samotné
zvySenie hladin cholesterolu prenasané¢ho v rdmci Struktary lipoproteinov s nizkou
hustotou (LDL) v krvi nie je povazované za ochorenie, avsak ide o vyznamny rizikovy
faktor pre rozvoj ochoreni, ako st aterosklerdza ¢i ischemicka choroba srdca. Zvysené
hladiny cholesterolu a oxysterolov postupne poskodzuju endotel ciev a narusuji jeho
funkciu. Endotel straca svoje antikoaguacné a antiagregacné vlastnosti a dochadza ku
vzniku endotelovej dysfunkcie. Prave rozvoj endotelovej dysfunkcie je prvym krokom
pre rozvoj ateroskler6zy a v kone¢nom dosledku méze vyustit’ do Zivot ohrozujtcich

stavov, ako su infarkt myokardu a ndhla cievna mozgova prihoda.

Tato dizertacné praca sumarizuje vysledky a zavery §tudii, ktoré boli vypracované na
Katedre biologickych a lékatskych véd Farmaceutickej fakulty v Hradci Kréalové,
Univerzity Karlovy pod vedenim prof. PharmDr. Petra Nachtigala, Ph.D. a Centra de
Investigaciones Biologicas v Madride pod vedenim prof. Carmela Bernabeu, Ph.D.
v ramci dlhodobej spoluprace vo vyskume endotelovej dysfunkcie v podmienkach in

vitro.

14



2. Teoreticka cast’

2.1. Fyziologicka funkcia endotelovej vrstvy

Endotel je tvoreny jednou vrstvou endotelovych buniek, ktoré nasadaji na bazalnu
membranu a oddel'uju cirkulujicu krv od okolitého tkaniva. Nachadza sa na vnutornej
strane vSetkych ciev od aorty az po krvné vlasocnice a zohrava nenahradite'na ulohu

v regulacii cievnej homeostazy (1).

Endotelova vrstva mé zasadnu ulohu v regulacii filtracie tekutin v oblickach, riadeni
napétia cievnej steny, kontrole hemostazy a prestupe buniek cez cievnu stenu (2). Na
povrchu endotelovych buniek sa nachadza mnozstvo receptorov pre cirkulujuce proteiny,
lipid-transportujiice Castice, metabolity, hormoéony ako aj junkéné proteiny pre

medzibunkovu interakciu (3).

Kontrola cievneho tonusu endotelovej steny spociva v suhre vazodilatacnych
a vazokonstrikénych mediatorov (4). Medzi latky, ktoré zabezpecuju vazodilataciu, patri
endotelom produkovany oxid dusnaty (NO), prostacyklin a endotelovy hyperpolarizaény
faktor (5, 6). Endotelové bunky produkuji aj vazokonstrikéné latky ako endotelin,

tromboxan A2 a angiotenzin II (7).

Dalsou ddlezitou schopnostou endotelu je schopnost zacelenia po poskodeni.
V pripade straty endotelovej vrstvy dochadza k zmnoZeniu susednych endotelovych
buniek, ich migrécii a zaceleniu poSkodenia. Okrem schopnosti opravy su endotelové
bunky schopné tvorit’ aj nové cievy. Pri nedostatku kyslika v tkanive bunky produkuja
hypoxiou indukovany faktor 1 (HIF-1), ktory stimuluje expresiu cievneho endotelového
rastového faktora (VEGF) a membranového endoglinu (Eng), ¢o s faktory podporujice
tvorbu novych ciev. Endotelové bunky produkuji protedzy schopné rozlozit' bazalnu
membranu materskej cievy, migruji smerom k hypoxickému signalu, proliferuja
a vytvaraji nové cievy za uCelom zabranit’ hypoxii tkaniva a zabezpecit dostatocny

prisun zivin a kyslika pre vSetky bunky (8, 9).
2.2. Endotelova dysfunkcia

Endotelova dysfunkcia je stav charakterizovany narusenou funkciou endotelovej

vrstvy. Dochadza k premene endotelového fenotypu na prozapalovy, protromboticky
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a vazokonstrikény. ZvysSuje sa adhézia krvnych elementov na endotel, a taktiez sa zvySuje

jeho permeabilita (10).

Rozvoj endotelovej dysfunkcie je spojeny s velkym mnozstvom kardiovaskularnych
ochoreni ako napr. ateroskler6za, hypertenzia, chronické srdcové zlyhavanie, periférna

cievna choroba, diabetes mellitus ¢i chronické zlyhévanie obli¢iek (11).

V podmienkach in vivo sa endotelova dysfunkcia prejavuje primarne prostrednictvom
narusenej endotel dependentnej vazodilatacie. Dochddza k poruche syntézy NO
prostrednictvom endotelovej syntdzy oxidu dusnatého (eNOS) a k znizeniu senzitivity

cievy na NO (12).

Za fyziologickych podmienok je NO syntetizované prostrednictvom neuronalne;j,
inducibilnej alebo endotelovej NOS (nNOS, iNOS, eNOS). nNOS je exprimované
prostrednictvom neuroénov areguluje uvolnovanie katecholaminov v srdci. iNOS
zohrava najvyznamnejsiu ulohu v makrofagoch, kde reguluje skort imunitnti odpoved'.
eNOS je typickd pre endotelové bunky a zohrava nenahraditelnti ulohu v endotel-

dependentnej relaxécii ciev. VSetky formy NOS syntetizuji NO z L-argininu (13).

Po aktivacii endotelovych buniek prostrednictvom stresorov ako su acetylcholin,
serotonin, trombin, bradykinin ¢i prietokové napitie dochddza k odstraneniu inhibitora
kaveolinu z kalmodulinu a aktivacii eNOS. Pomocou kofaktorov tetrahydrobiopterinu
(BH4), kyslika a nikotinamidadenindinukleotidfosfaitu (NADPH) je aktivovana eNOS
schopna produkovat NO. NO difunduje do hladkej svaloviny, kde aktivuje
guanylatcyklazu (GC) a zvysi hladiny cyklického guanozinmonofosfatu (cGMP), ¢o

vyust'uje do relaxécie hladkej svaloviny ciev a vazodilatacie (Obr. 1.) (14).
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Obr. 1. Produkcia NO prostrednictvom eNOS. Aktivované endotelové bunky
produkuju NO z L-argininu za pomoci rady kofaktorov. Z endotelovych buniek NO

prestupuje do buniek hladkej svaloviny ciev, kde zabezpecuje relaxaciu hladkosvalovych

buniek (14).

Pri znizenej dostupnosti NO dochadza k poruche endotel dependentnej vazodilatacie.
Znizena dostupnost NO mdze byt spOsobend znizenou expresiou eNOS, znizenou
enzymatickou aktivitou eNOS, znizenou dostupnostou L-argininu, zniZenou senzitivitou

buniek na NO ¢i zvySenou degradaciou NO a kofaktorov, potrebnych na jeho syntézu

(15).

V podmienkach in vitro je endotelova dysfunkcia primérne charakterizovana zvySenou
expresiu adhéznych molekul a zvySenou mierou adhézie a transmigracie monocytov cez
endotelovil vrstvu (6). Po naviazani prozapalovych molekul ako st bakteridlne
endotoxiny, oxidovany lipoprotein s nizkou hustotou (OxLDL), prozapalové cytokiny
(interleukin 1 (IL-1), tumor nekrotizujuci faktor a (TNF-a) ¢i interferon y) dochadza
k dramatickej zmene fenotypu endotelovych buniek. Nastava aktivacia pleiotropnych
transkripénych faktorov ako napr. nuklearny faktor kappa B (NF-kB). Aktivacia NF-«kB
indukuje transkripciu adhéznych molekal na povrchu endotelovych buniek a
sekretovanych chemokinov, ako monocytovy chemoatrakény protein 1 (MCP-1) ¢i

fraktalkin. Bunky imunitného systému reaguju na zvySeni koncentraciu MCP-1,
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fraktalkinu a d’alSich chemokinov v okoli aktivovanych endotelovych buniek a dochadza
k ich akumulécii v tomto prostredi. Nasleduje interakcia ligandov na povrchu buniek
imunitného systému so selektinmi na povrchu endotelovych buniek. Této interakcia je
typicka pre fazu rolovania buniek po povrchu cievneho endotelu. K spomaleniu rolovania
dochadza vd’aka spojeniu ligandov na povrchu buniek imunitného systému a endotelove;j
cievnej adhéznej molekuly 1 (VCAM-1) (16, 17). Nasledné plazenie buniek po povrchu
endotelovych buniek je zabezpecené prostrednictvom interakcie s medzibunkovou
adhéznou molekulou 1 a 2 (ICAM-1 a ICAM-2). O prestup buniek cez endotel sa stara
hlavne dostickova adhézna molekula 1 (PECAM-1) (18).

Prozéapalové molekuly taktiez zvySia tvorbu protrombotickych medidtorov ako von
Willebrandov faktor (vVWF) ¢i inhibitor plazminogénového aktivatora 1 (PAI-1). Toto
vyustuje v zmenu lokalneho prostredia pri endoteli, prestup buniek imunitného systému

cez endotel a ich hromadenie v subendotelialnom priestore (19).

2.3. Membranovy endoglin

Membranovy endoglin (CD105, TGF-B receptor III, Eng) je transmembranovy
homodimérny glykoprotein tvoreny dvomi 95kDa podjednotkami spojenymi
disulfidickou vézbou (20, 21). V Struktire membranového endoglinu sa d4 rozoznat
extracelularna cast, hydroféobna vnitromembranova cast' akratky cytoplazmaticky
region. Extracelularna cast' endoglinu pozostdva zorphan domény (Casti, ktora
nevykazuje podobnost’ so Ziadnymi inymi proteinovymi rodinami) a zony pellucidy (ZP).
Cast’ ZP domény nazyvana RGD motiv, je doleZita pre vizbu s integrinmi a inymi RGD
receptormi (22, 23). ZP je taktieZz dolezita pre interakciu medzi endoglinom a TGFf
receptormi I a II (24).

Expresia Eng je obmedzena predovsetkym na endotelové bunky. Je spajana s vyvojom
kardiovaskularneho systému, vyvojom cievneho rie€iska, angiogenézou a cievnou
homeostazou (25). Okrem endotelovych buniek bola expresia membranového endoglinu
detegovana u aktivovanych monocytov, makrofagov, fibroblastov a buniek hladke;j

svaloviny (26).

Endoglin je nevyhnutny pre funkciu a stabilizdciu endotelovej syntdzy oxidu

dusnatého (eNOS), ¢o naznacuje ddleziti tlohu Eng v spravnej funkcii endotelu a
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regulacii cievneho napétia (27, 28). Na druhej strane Studie in vitro preukazuji tlohu
membranového endoglinu v procese zapalovej infiltracie leukocytov a adhézie

trombocytov na cievnu stenu (29, 30).

Syntéza Eng je regulovand prostrednictvom rdznych transkripénych faktorov ako
napr.: faktor ako Kriippel 6 (KLF6) (31), nuklearny faktor kappa B fosforylovany na
uhliku 65 (RELA (p65 NF-kB)) — HIF-1 (9, 32) a nuklearny receptor podrodina 1 skupina
H ¢len 3 (NR1H3 (pecenovy X receptor (LXR))) (33). Prostrednictvom matrixovych
metaloprotedz (MMP14 (34), MMP12 (35)) dochadza k odstepovaniu membranove;j
formy endoglinu a k vzniku jeho solubilnej formy (sEng) (Obr. 2.).

Membrane Endoglin Soluble Endoglin
Orphan RGD motif Orpha'n
domain domain
Matrix \
metalloprotease S==3
Zp . cleavage L 7P )
domain - SemS domain

Obr. 2. Schematické znazornenie Struktury membranového endoglinu (Eng) a jeho
solubilnej formy (sEng). sEng vznika odStiepenim extracelularnej domény Eng

prostrednictvom matrixovych metaloprotedz (na zaklade (25).

Doteraz boli identifikované dve zdkladné izoformy membranového endoglinu (36).
Lisia sa v mnozstve aminokyselin v ich cytoplazmatickej casti molekuly, Grovni

fosforylacie a afinite k receptorom (Obr.3.) (37).

Na povrchu endotelovych buniek prevazuje dlha forma endoglinu (L-Eng). L-Eng
obsahuje vo svojej cytoplazmatickej Casti 47 aminokyselin a je ddlezity pre stimulaciu
migracie, proliferdcie a angiogenézy prostrednictvom signalizacnej cesty Eng/

ALKI1/SMAD1/5/8 v endotelovych bunkach. Kratka forma endoglinu (S-Eng) je
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zastupend na povrchu endotelovych buniek v mensSej miere. Jej cytoplazmatickd Cast’
obsahuje 14 aminokyselin. S-Eng pravdepodobne inhibuje migraciu a proliferaciu
endotelovych buniek a indukuje ich senescenciu prostrednictvom Eng/ALKS5/SMAD2/3

signalizacnej kaskady. Presna tloha S-Eng na endoteli stale nebola tiplne objasnena (36,
38).

Kedze sa na povrchu endotelovych buniek nachadza signifikantne viac L-Eng

v porovnani s S-Eng budeme v celej praci pouzivat oznaCenie Eng pre L-Eng.

S-Endoglin L-Endoglin

SemsS
Sems
SMAD2,3 pSMAD2,3 pSMAD1,5,8 SMAD1,5,8
SMAD4
Active comlex Active comlex

Nucleus oo
Gene Transcription

Quiescent ECs Activated ECs

Obr. 3. Uloha réznych izoforiem Eng v endotelovych bunkdch. S-Eng md afinitu k
TGFPII/ALKS komplexu, kde indukuje SMADZ2/3 fosforylaciu. Fosforylovany SMADZ2/3
(pSMAD2/3) sa viaze na mediator SMAD4 a vytvara aktivny komplex ktory prestupuje do
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jadra a indukuje transkripciu génov spojenych s pokojovym fenotypom endotelovych
buniek. Na druhej strane L-Eng ma afinitu k TGFPII/ALKI komplexu, kde indukuje
SMADI1/5/8 fosforylaciu. Po naviazani fosforylovaneho SMAD1/5/8 (pSMAD1/5/8) s
SMAD4 vznika aktivny komplex, ktory sa translokuje do jadra bunky a indukuje

transkripciu génov spojenych s aktivovanym fenotypom endotelovych buniek (na zdklade

(25)).

2.4. Solubilny endoglin

Solubilny endoglin je produkt vznikajuci Stiepenim membranového endoglinu
prostrednictvom MMP. MMP st na zinku zavislé endopeptidazy s réoznymi a Casto
protichodnymi u¢inkami. St schopné Stiepit’ vel'ké mnozstvo cielov, ako napr. Eng,
chemokiny, cytokiny ¢i adhézne molekuly. Delia sa na zéklade Struktiry do 4 hlavnych
skupin: gelatindzy (MMP2, MMPY), matrilysindzy (MMP7, MMP26), archetypické
MMP (MMP1, MMP8, MMP13, MMP3, MMP10, MMP12, MMP19, MMP20, MMP27)
a furinom aktivované MMP (MMP11, MMP21, MMP28, MMP14, MMP15, MMP16,
MMP24, MMP17, MMP25, MMP23) (39).

V stcasnosti bolo dokézané iba dvom MMP, ze su schopné Stiepit’ Eng. [de o MMP12
(35) a MMP14 (40). Zaujimavé je, Ze o obidvoch tychto MMP je zndme, Ze sa podiel'aji
na rozvoji réznych vaskularnych ochoreni ako je napr. aterosklerdza. Zvysend expresia
tychto MMP bola ndjdend v l'udskych aterosklerotickych platoch (41) apenovych
bunkéch izolovanych z kralikov kfmenych cholesterolom (42, 43). Taktiez indukcia
proaterogénnymi cytokinmi a rastovymi faktormi viedla k zvySeniu expresie tychto
MMP, ¢o poukazuje na mozni Ulohu MMP12 (44) a MMP14 (45) v rozvoji

aterosklerozy.

MMP14 je kolagendza membranového typu, ktord je exprimovand prevazne
v endotelovych bunkach. Bola dokdzana jej schopnost’ Stiepit’ Eng z povrchu rdéznych
buniek vratane endotelovych (34). Presné miesto, v ktorom tdito MMP odstepuje Eng je
G-L vézba na pozicii 586-587. MMP12 je makrofdgova metaloelastdza produkovana
prozapalovymi makrofagmi (35). MozZzeme preto skonStatovat, ze MMP12 zohrava

najvyznamnejsiu tlohu v odstepovani Eng za podmienok, ked prebieha zapalovy proces
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a makrofagy maju prozapalovu polarizéciu, zatial' co MMP14 zohrava najvyznamnejsiu

ulohu v pripade, ze aktivované makrofagy nie si pritomné.

Je dobre zname, Ze sEng mdze byt pouzity ako biomarker réznych ochoreni
kardiovaskularneho systému, avSak v poslednych rokoch pribadaju stadie, ktoré
poukazuji na to, ze sam moéze zohravat vyznamnu Ulohu pri vzniku a rozvoji

kardiovaskularnych ochoreni.

Zvysené hladiny sEng boli zaznamenané u pacientov s hypercholesterolémiou (46) a
familiarnu hypercholesterolémiou (47), ako aj v experimentalnom mySom modeli
ateroskler6zy s hypercholesterolémiou este pred formuldciou viditelnych prejavov
aterosklerdzy v aorte, ako aj pocas formulacie pokrocilych prejavov (48-50). Hladina
sEng korelovala s hladinou cholesterolu v krvnej plazme (51), ako aj s velkostou
aterosklerotickych plakov (48, 49). Taktiez bola dokazana asociécia hladin sEng a rizika

rozvoja aterosklerozy u l'udi (52, 53).

Hladiny sEng boli zvysené nielen pri hypercholesterolémii ale aj pri hyperglykémii.
Plazmatickéd koncentracia sEng bola zvySena u pacientov trpiacich diabetom mellitom
(DM) a pozitivne korelovala so zavaznost'ou diabetickych vaskularnych komplikécii, ako
je retinopatia (54), diabeticka periférna neuropatia (55) a nefropatia (56, 57). ZvySenie
hladin sEng je spojené so zniZzenim hladin NO u pacientov trpiacich DM (57, 58).

Avsak sEng nie je iba markerom, ktorého zvySené hladiny boli pozorované pri
viacerych ochoreniach. Venkatesha s kolektivom ako prvi dokazali, ze sEng zohrava
dolezit ulohu v rozvoji hypertenzie, proteinurie ¢i HELLP syndrému (hemolyza,
zvySené pecenové enzymy a znizené mnozstvo krvnych dosticiek). Na experimenty
pouzili sEng vyprodukovany v placente tehotnych preeklamptickych zien, ktory bol
schopny v podmienkach in vifro inhibovat’ tvorbu kapildr a v podmienkach in vivo
zvySovat’ priepustnost endotelu a zhorSovat’" hypertenziu u potkaniecho modelu
preeklampsie (59). ZvySené hladiny sEng mali taktiez za nésledok zvySenu expresiu
adhéznych molekul, aktivaciu NF-xkB a produkciu solubilnych foriem E-selektinu,

VCAM-1 a IL6, ¢o naznacuje pro-zapalové pdsobenie sEng (60, 61).

Tieto vysledky naznacuju, Ze zvySené koncentracie sEng st negativhym
prognostickym znakom pre pacientov trpiacich ochoreniami kardiovaskularneho
systému. AvSak nie vzdy ma sEng iba negativny efekt na progndézu ochorenia, hlavne

v pripade, Ze st vysoké hladiny sEng jedinym pritomnym rizikovym faktorom. Kapur
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s kolektivom dokéazali prostrednictvom injekcie sEng zabranit’ rozvoju srdcovej fibrozy

a znizit’ mnozstvo kolagénu syntetizovaného v I'udskych srdcovych fibroblastoch (Obr.

4) (62).

\
%
4

MMP

SMAD1

N
\¢Fibrosis /

Obr. 4. Uloha sEng v rozvoji srdcovej fibrézy (na zdklade (62-64)). sEng je schopny
utlmit’ TGFP/ALK5/SMAD3 profibroticku cestu a neovplyviiuje BMP9/ALK1/SMADI
antifibroticku cestu. Odstepovanie Eng prostrednictvom MMP v konecnom dosledku
vedie k znizenej produkcii kolagénu, zmierneniu srdcovej fibrozy a znizenej produkcii

NO.
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2.5. Adhézne molekuly

Adhézne molekuly sa rozdeluju do 5 zakladnych skupin: integriny, selektiny,
imunoglobuliny, kadheriny a ostatné (65). V ivodnych fazach adhézie monocytov na
endotelova vrstvu zohravaju dolezit tlohu selektiny. V pokrocilych fazach adhézie
a pocCas transmigracie buniek zohravaju dolezitejSiu ulohu glykoproteiny patriace do
imunoglobulinovej rodiny — medzibunkové adhézne molekuly (ICAM 1,2,3), cievna
bunkova adhézna molekula 1 (VCAM-1) a dostickova endotelidlna bunkova adhézna

molekula 1 (PECAM-1) (66).

2.5.1. Selektiny

Selektiny st rodina troch blizko pribuznych glykoproteinov. Patria sem
P-, E- a L-selektin (Obr. 5.), avSak iba P- a E-selektin su exprimované endotelovymi
bunkami. P-selektin je v pokojovom stave skladovany vo vnutri endotelovych buniek vo
Wiebel-Paladovych telieskach a po aktivacii bunky dochadza k rychlej exocytoze
teliesok a prezentacii molekul selektinu leukocytom (67). Na rozdiel od P-selektinu, E-
selektin nie je v bunke skladovany apo stimulacii endotelovych buniek sa musi
nasyntetizovat’ de novo (68). Selektiny su nevyhnutné pre pociatocné fazy prestupu

leukocytov (rolovanie) z krvného rieciska (69).
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Obr. 5. Schematické znazornenie Struktury selektinov na membrane. Selektiny obsahuju
lektinovu cast, cast’ podobnu epidermalnemu rastovéemu faktoru (EGF), rozdielne

mnozstvo CRP casti, transmembranovu cast (TR) a intraceluldrnu cast (na zaklade (70)).
2.5.2. ICAM-1,2,3

Medzibunkové adhézne molekuly (ICAM-1,2,3) patria spolocne s vaskularnou
bunkovou adhéznou molekulou 1 (VCAM-1) a dostickovou endotelovou bunkovou
adhéznou molekulou 1 (PECAM-1) do imunoglobulinovej génovej superrodiny (IgSF)
(Obr. 6.) (70). ICAM-1 je exprimovany na leukocytoch, endotelovych bunkéch,
dostickach fibroblastoch, epitelidlnych bunkéch a d’alSich typoch buniek. Jeho expresia
v jednotlivych miestach cievneho rie€iska sa signifikantne 1iSi (71). ZvySena expresia
ICAM-1 na endotelidlnych bunkach predstavuje dolezity prejav zapalu. Je vyznamnym
ligandom pre s lymfocytovou funkciou spojeny antigén 1 (LFA-1) a makrofagovy
antigén 1 (Mac-1), ktoré st lokalizované na povrchu leukocytov (72), avSak dokaze
viazat’ aj fibrinogén, hyaluronan ¢i plasmodium falciparum. ICAM-1 je ddlezity pre
adhéziu a transmigraciu leukocytov cez endotel poCas ro6znych zapalovych ochoreni (73).
Po naviazani antigénu na ICAM-1 endotelidlnych buniek dochidza k aktivacii
nereceptorovej tyrozinkindzy Src cez protein tyrozin fosfatizu SHP-2. Nasledne je

aktivovana fosfatidylinozitol 3 kindza (PI3K), ptoteinkindza B (Akt) a eNOS. Toto vedie

25



k zvySenému viazaniu PECAM-1 a transendotelidlnej migracii buniek imunitného
systému (74). ICAM-1 moze byt odStepovany z bunkovej membrany a jeho zvySené
plazmatické hladiny sa daju detegovat’ pri mnozstve zapalovych ochoreni (75). ICAM-2
predstavuje skratent formu ICAM-1 aje exprimovany prevazne na endotelovych
bunkach. Jeho expresia nie je zvySena v aktivovanych endotelovych bunkéch ani po
stimulacii cytokinmi (76, 77). Rovnako ako ICAM-1 aj ICAM-3 zohréava ddlezit ulohu
v procesoch adhézie a transmigracie. ICAM-3 sa vyznacuje zasadne odliSnou expresiou.
Je exprimovany leukocytmi v pokojovom stave- monocytmi, lymfocytmi, neutrofilmi a

antigén-prezentujucimi bunkami (78).
2.5.3. VCAM-1

Na rozdiel od ICAM-1 je mnoZzstvo VCAM-1 na povrchu nestimulovanych
endotelovych buniek zanedbatelné. VCAM-1 (CD106) je 90kDa glykoprotein
exprimovany predovsetkym endotelovymi bunkami. Jeho expresia méze byt stimulovana
napr. prozapalovymi cytokinmi (vratane TNFa), OxLDL, vysokou koncentraciou
glukdzy, agonistami toll-like receptorov a prietokovym napétim. Zohrava dolezitti ulohu
v procese rolovania, adhézie a transmigracie leukocytov zkrvného obehu. Jeho
vizobnym miestom na leukocytoch je vel'mi neskory antigén 4 (VLA-4, integrin a4p1)
(79, 80). Po naviazani ligandu na VCAM-1 dochéadza k aktivacii vapnikovych tokov
a substratu botulinového typu 1 suvisiaceho s Ras (Racl). To vyvolad aktivaciu
nikotinamidadenindinukleotidfostat (NADPH) oxiddzy 2 a produkciu reaktivnych foriem
kyslika. Nasleduje aktivacia protein kindzy C o (PKCa) a protein tyrozin fosfatazy 1B
(PTP1B). Cely proces vedie k oslabeniu medzibunkovych vizieb medzi endotelovymi

bunkami a transmigracii buniek imunitného systému (79).
2.5.4. PECAM-1

PECAM-1 je ¢len imunoglobulinovej génovej superrodiny so 6-timi extraceluldrnymi
Ig podjednotkami a molekulovou hmotnostou 130 kDa. Nachédza na povrchu krvnych
dostic¢iek, monocytov, neutrofilov avo velkych mnoZstvach v medzibunkovych
spojeniach endotelovych buniek (81). Zohrava dolezitu ulohu v procese adhézie buniek
na endotel, angiogenéze, tromboze a odpovedi na prietokové napdtie, ale jeho
najdolezitejSia tloha je v regulacii medzibunkového prestupu leukocytov cez endotelovi

vrstvu (82).

26



I

—_—| g —] g Ig Ig
—| g >l Ig »| Ig >l Ig
—_—| g Ig Ig Ig
g | —> e | Ig g |—>| &g
Ig —l g Ig g |—>] Ig

TR | Tr m TR R% TR
selsls

m ~
&% % '%8 TR@

ICAM-1 ICAM-2 ICAM-3 VCAM-1 PECAM-1

Obr. 6. Schematické zndzornenie Struktury adhéznych molekul patriacich do
imunoglobulinovej génovej superrodiny na membrdne spolu so zndzornenim ich

vdzobnych miest (Sipky) a poctu imunoglobulinovych podjednotiek (Ig) (na zaklade (70)).
2.6. Oxysteroly

Oxysteroly st derivaty cholesterolu, ktoré vznikaji jeho oxidaciou. Maju
2-radovo vysSiu reaktivitu ako samotny cholesterol a na rozdiel od cholesterolu st vd’aka
pridavnému kysliku schopné prestupovat’ lipofilné membrany (83). St schopné
modifikovat’ bunkovy metabolizmus, vnatrobunkovl signalizaciu, diferenciiciu,
transkripciu génov, zipalovi imunitni odpoved’, transport sterolov a moéZzu mat’
cytotoxické a pro-apoptické Ucinky (84). Podla spdsobu vzniku sa rozdeluji na
oxysteroly neenzymatického a enzymatického povodu (85). V mnohych stadiach in vivo
bolo dokazané, ze oxysteroly prijaté stravou zohravaji dolezita ulohu v procese rozvoja
aterosklerdzy (86-88). Na studium efektov oxysterolov prijatych stravou v podmienkach
in vivo boli pouzité LDL receptor deficientné mysi a Apo E deficientné mysi kfmené
prostrednictvom klasickej stravy, ku ktorej bolo pridané 1 % cholesterolu v kontrolnej
skupine a 0,95 % cholesterolu a 0,05 % oxysterolov v experimentalnej skupine. Po 7
mesiacoch (LDL receptor deficientné mysi) alebo 4 mesiacoch (Apo E deficientné mysi)

boli vyhodnotené koncentracie oxidovanych cholesterolov v sére mysi a plocha tukovych
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pruhov v aorte. V pripade oboch mysSich kmefiov nastalo signifikantné zvySenie
koncentracie 7-ketocholesterolu a a-epoxycholesterolu umysi kimenych stravou
obsahujucou oxidované cholesteroly. Taktiez plocha tukovych pruzkov bola v skupine
mysi kfmenych oxidovanym cholesterolom rozsiahlejsia (87). Nasledujtica Studia bola
zamerana na schopnost’ oxidovanych cholesterolov prestupovat’ zo stravy do krvného
rieCiska. Bolo dokdzané, ze oxysteroly prijaté prostrednictvom stravy su schopné
prestupovat’ do cirkulacie zdravého ¢loveka a hladina oxysterolov v plazme je zvySena
po dobu 72 hodin od ich prijatia stravou. Vysledky tejto stadie poukazuji na vyznamnu
ulohu oxysterolov neenzymatického povodu v procese rozvoja endotelovej dysfunkcie
ako prvého kroku v rozvoji ateroskler6zy (86). Review z roku 2017 pekne zhrnula $tadie
zamerané na proaterosklerotické posobenie oxysterolov a jej autori dospeli k ndzoru, Ze
oxysteroly moézu byt jednym z faktorov, ktoré akceleruju rast aterosklerotickych 1ézii

(88).
2.6.1. Oxysteroly enzymatického povodu

Oxysteroly enzymatického pdvodu vznikaji intracelularne prostrednictvom
enzymatickych modifikécii cholesterolu v ramci buniek a zohravaja nezastupitel'na tlohu
v intracelularnom metabolizme lipidov. Ide o vyznamnych endogénnych agonistov
pecCenovych X receptorov (LXR) (89, 90). NajdolezitejSie oxysteroly su syntetizované
v mitochondriach a endoplazmatickom retikule buniek prostrednictvom cholesterolovych
hydroxylazii patriacich do rodiny cytochrému P450. Do tejto skupiny oxysterolov sa
zarad'uju napr. 7o-hydroxycholesterol (7aOH), 4B-hydroxycholesterol (4BOH) 27-
hydroxycholesterol (270H), 25-hydrochycholesterol (250H), 24-hydroxycholesterol
(240H) alebo jeden znajsilnejSich zndmych endogénnych agonistov LXR - 22-
hydroxycholesterol (220H) (85, 91). V centrdlnom nervovom systéme je
prostrednictvom CYP46A1 syntetizovany 240H. 700H a270H su syntetizované
primarne v bunkach pecene prostrednictvom cytochromov CYP7A1 a CYP27A1 pocas
syntézy zl¢ovych kyselin. Medzi oxysteroly, ktorych syntéza moze byt vyrazne zvySena
prostrednictvom lie¢iv indukujicich enzymy CYP450, patri 43OH. Tento oxysterol je
syntetizovany prostrednictvom CYP3A4, ktory je indukovany napr. lieivami
pouzivanymi na liecbu epilepsie. Oxysteroly enzymatického pdévodu zohravaju
vyznamnu ulohu nielen v metabolizme cholesterolu, ale aj prostrednictvom ovplyvnenia
Hedgehog signalizicie, s kyselinou retinovou spojenych orphan receptorov (RORs) a

estrogénovych receptorov ovplyvituji vnatrobunkovt signalizaciu, vyvoj a diferenciaciu
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organizmu. TaktieZ su prostrednictvom ovplyvnenia LXR a sterol viazucich regulacnych
proteinov (SREBP) schopné ovplyvnit transkripciu génov a metabolizmus cholesterolu,
avSak priamy vplyv oxidovanych cholesterolov enzymatického povodu na rozvoj
aterosklerdzy eSte nebol dokazany (84). Na druhej strane silnejSia cytotoxicita
a schopnost navodit’ endotelovu dysfunkciu bola dokdzand pri oxysteroloch
s neenzymatickym povodom, ¢o naznacuje moznu ulohu tejto skupiny oxysterolov

v rozvoji aterosklerozy (85).
2.6.2. Oxysteroly neenzymatického povodu

Do tejto skupiny patri napr. 7B-hydroxycholesterol (7BOH), 7-ketocholesterol (7K)
alebo cholesterol 5,6 epoxid (EPOX) (85). Tieto oxysteroly vznikajii autooxidaciou
cholesterolu pri spracovani potravy, péosobenim vol'nych radikélov a d’al§imi vplyvmi.
Najvyssiu koncentraciu z oxysterolov neenzymatického povodu v krvnej plazme
dosahuje 7K (Obr. 7.) (92). Jeho schopnosti indukovat’ zapal, endotelovu dysfunkciu
a bunkovll smrt’ su dobre zname (85, 93, 94). V makrofigoch indukuje syntézu
prozapalovych mediatorov, ako napriklad IL-8 a MCP-1. 7K je schopny zvysit’ expresiu
adhéznych molekul (ICAM-1 a VCAM-1) na l'udskych aortalnych endotelovych bunkéach
(HAEC) a zvysit' adhéziu a transmigraciu monocytov cez HAEC vrstvu. Taktiez sa
akumuluje v makrofagoch a aterosklerotickych platoch, ¢o naznacuje jeho vyznamnu
ulohu v procese rozvoja ateroskler6zy. Po vystaveni primarnych makrofagov a bunkove;j
linie J774A.1 pdsobeniu OXLDL po dobu 24 hodin boli tieto bunky schopné vychytat’
oxidované cholesteroly z média a viabilita buniek ostala nad 85 %. V ramci buniek sa 7K
ajeho esterifikované formy akumulovali v plazmatickej membrane, endozémoch, ale

hlavne v lyzozémoch a bunky sa menili na penové bunky (95).
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Obr. 7. Schematické znazornenie Struktury 7-ketocholesterolu (na zaklade (84).

2.7. Bunkové kultury

2.7.1. Vyznam bunkovych kultur pre vyskum endotelovej dysfunkcie

Bunkové kultiry maju nenahraditelné miesto v zdkladnom vyskume. Napriek
mnozstvu nevyhod, ktoré plynu z vynatia ur¢itého druhu buniek zo systémovej regulacie
ma pouzitie bunkovych kultar v praxi mnohé vyhody oproti in vivo zvieracim modelom.
V prvom rade ide o to, ze bunkové kultary st 'udského povodu, a teda sa nemusime

zaoberat’ problematikou medzidruhovych rozdielov pri analyze a interpretacii vysledkov.

Vyvoj a vyskum in vitro modelov bunkovych kultir neustale napreduje a stale viac sa
priblizuji podmienkach in vivo. 3D modely tumorov s bezne pouZivane pri testovani
protinadorovych lieciv (96), bunkové modely zloZzené zizolovanych primarnych
neurdnov, mikrogliovych buniek, hippokampélnych buniek a d’alSich typov nervovych
buniek sa pouzivaju pri §tidiu alzheimerovej choroby (97), priondz (98) a parkinsonove;j

choroby (99).

Vo vyskume kardiovaskuldrnych ochoreni zohrévaju prvoradi ulohu endotelové
bunky a bunky imunitného systému. Endotelové bunky vystielaju cely kardiovaskularny
systém od srdca az po krvné vlasoc¢nice. V zavislosti na orgéane a Casti kardiovaskularneho
systému, v ktorej sa nachadzaju, sa rozvinuli znacne odliSné fenotypy endotelovych

buniek. Tato heterogenita v ramci endotelovych buniek vysvetl'uje rozdielne odpovede
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endotelovych bunkovych kultur izolovanych zrozdielnych casti kardiovaskularneho

systému na vonkajsie impulzy, ktorym st vystavené (6, 100).
2.7.2. HUVEC

Maryuama ako prvy v histérii popisal izolaciu primarnej kultary Tludskych
endotelovych buniek z pupoénikovej cievy (HUVEC) za pomoci perfuzie pupocnikove;j
cievy pomocou trypsinu v roku 1963 (101). Odvtedy sa HUVEC stali najpopularnejSim
typom endotelovych buniek pouzivanych v podmienkach in vitro (Obr. 8.). Ich izolacia
z pupocnikovej cievy je relativne jednoduchd a pupocnikova cieva je dostupna ako
biologicky odpad po narodeni dietata (102). HUVEC exprimuji mnozstvo endotelovych
markerov ako napriklad ICAM-1, VCAM-1, selektiny, von Willebrandov faktor a su
schopné produkovat’ NO (103, 104). Taktiez st schopné reagovat’ na mnozstvo impulzov
ako hyperglykémia, stimuldcia prostrednictvom lipopolysacharidu, ¢i prietokovym
napatim (105-107). Moézu byt kultivované v mikrofluidnych zariadeniach (108),
diferencované¢ do 3D sféroidov, kokultivované v 3D systémoch s inymi bunkovymi
liniami, ¢i kultivované v matrigele pri Stadiu tubulogenézy (109, 110). Medzi
endotelovymi bunkovymi liniami sa HUVEC povazuji za zlaty Standard asu
najpouzivanejSou bunkovou liniou, avSak ich pouzitie na modelovanie dospelych ciev
zostava zlozité. Medzi hlavné nevyhody HUVEC patria rozdiely medzi jednotlivymi
donormi z ktorych boli bunky izolované, obtiaZznost’ ich transfekcie a limitovana
zivotnost’, pricom senescenciu dosahuju priblizne po 15-20-tich deleniach. Z HUVEC
boli pripravené imortalizované bunkové linie EA.hy 926, hTERT a HUV-ST (111, 112).
Ea.hy 926 su jednou z najpopularnejSich imortalizovanych bunkovych linii vobec. Boli
vytvorené fuziou HUVEC s bunkovou liniou pI'icnych nadorovych buniek A549 (113).
Napriek tomu, Ze si Ea.hy zachovali vd¢Sinu doleZitych endotelovych markerov, existuju
zavazné rozdiely v ich reakcii na rozne stimuly, ako napriklad oxidovany LDL ¢i VEGF

oproti reakcii primarnej bunkovej linie HUVEC (114, 115).
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Obr. 8. HUVEC bunky su v matrigéle schopné tvorit tubularne struktury (vlavo). Taktiez
dokazu syntetizovat NO prostrednictvom eNOS (vpravo). HUVEC bunky zafarbené
prostrednictvom 2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride, 4',6-Diamidino-
2-phenylindole dihydrochlorid (DAPI, modra farba-jadrd) a primdarnej protilatky proti
eNOS v kombinacii so sekunddarnou protilatkou Alexou fluor 488 (zelena farba-expresia

eNOS proteinu) (vlastné vysledky).

2.7.3. HAEC

LCudské aortdlne endotelové bunky (HAEC) boli vaorte vystavené¢ silnym
hemodynamickym silam, ktoré ovplyvnili ich fenotyp a pozmenili mieru expresie
povrchovych proteinov. Medzi tieto proteiny patri aj membranovy endoglin. St schopné
produkovat’ latky ovplyviiujlice cievny tonus, angiogenézu ¢i zapalovu odpoved’. HAEC
su schopné rast’ v monovrstve na plastoch s adhezivnym povrchom (Obr. 9.) alebo tvorit’
tubularne Struktiry v matrigele. Mozu byt kokultivované s inymi bunkovymi liniami ako
napriklad s THP-1 monocytmi pri $tadiu adhézie a transmigracie monocytov cez
endotelovll vrstvu. Z tychto doévodov ide o najvhodnejSiu bunkovu liniu na Stadium
endotelu vel’kych artérii. So zvySujicou sa pasazou buniek dochadza k postupnej zmene
expresie povrchovych proteinov asenescenciu dosahuju priblizne po 15-20-tich
deleniach (116, 117). HAEC su pouzivané primarne na Studium rozvoja endotelovej
dysfunkcie a aterosklerdzy. Z HAEC bola vytvorena immortalizovand linia TeloHAEC,

avsak jej pouzitie je obmedzené (118).
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Obr. 9. HAEC su schopné vytvarat celistvu bariéru (viastné vysledky).

2.7.4. HMVEC

NajcastejSimi zdrojmi 'udskych mikrovaskularnych endotelovych buniek (HMVEC)
st koza, plica a srdce. Ich fenotyp bol pozmeneny nizkym tlakom krvi v kapilarach
a pouzivaju sa prevazne na $tidium angiogenézy, bunkovej transmigracie, hojenia ran
a zépalovej reakcie (119). Medzi typické vlastnosti HMVEC patri rast v monovrstve,
expresia a sekrécia von Willebrandovho faktora, vychytdvanie LDL a rychla formulacia
tubularnych Struktir v matrigéle. Izolacia cistej bunkovej kultiry HMVEC je zloZzita
aizolované bunky dosahuji senescenciu zvycajne po 15-20-tich deleniach. Z tychto
dovodov sa pristapilo k tvorbe imortalizovanych bunkovych linii derivovanych
z primarnych HMVEC. Na tvorbu imortalizovanych bunkovych linii bola pouZita
transfekcia pomocou katalytického komponentu telomerazy alebo plazmidu kodujiaceho
simian virus (SV40). Prikladom immortalizovanej bunkovej linie, ktora vznikla

transfekciou HMVEC prostrednictvom SV40 je bunkova linia HMEC-1 (120, 121).
2.7.5. Priméarne monocyty a makrofagy

Monocyty su tvorené hematopoetickymi kmenovymi bunkami v kostnej dreni (122).
Po vzniku cirkuluju v krvi po dobu priblizne troch dni (123). V krvi cirkulujice
nestimulované monocyty sa nedokazu delit. V pokojovom stave prestupuje cez endotel

iba < 1 % cirkulujicich monocytov (124-126). Na zaklade génovej expresie a funkcie
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mozeme monocyty rozdelit’ na tri zdkladné typy — klasické, ktoré predstavuju 80-90 %
vSetkych monocytov a maju za tlohu fagocytozu, prechodné, ktoré predstavuju 2-11 %
monocytov a s vyrazne prozapalové a neklasické (10-20 %), ktoré zohravaju vyznamnu

ulohu v ochrane tkaniv a protivirusovej ochrane (127).

Po stimulacii endotelu prozapalovymi cytokinmi dochadza k aktivacii endotelu
a zvysenej expresii adhéznych molekul (P-, E-selektinov, ICAM-1, VCAM-1...) (128,
129). Interakcia selektinov nachadzajicich sa na povrchu endotelovych buniek a P-
selektinového glykoproteinového ligandu 1 (PSGL-1) nachadzajiceho sa na povrchu
cirkulujiicich monocytov je vyznamna pre fazu rolovania monocytov po endoteli (130).
K spomaleniu a zastaveniu rolovania dochadza vd’aka spojeniu monocytového VLA-4
a endotelového VCAM-1 (16, 17). Adhézia monocytov na endotel je regulovana
prostrednictvom C-C a C-X-C chemokinov (131, 132). Nésledné intraluminalne plazenie
monocytov je zabezpecené prostrednictvom interakcie monocytového s fliziou spojeného
antigénu 1 (LFA-1) a makrofagového antigénu 1 (Mac-1) sICAM-1 a
ICAM-2 (18).

Po procese adhézie nasleduje proces transmigracie. Za normdalnych okolnosti
70-90 % adherovanych monocytov transmigruje cez medzibunkové priestory
v endotelovej] monovrstve a iba 10-30 % migruje priamo cez endotelové bunky (133).
V procese medzibunkovej transmigracie monocytov cez endotelovll vrstvu zohrava
vyznamna rolu PECAM-1 (134). Po prestupe monocytov do tkaniv dochadza k ich
diferenciacii na makrofagy alebo dendrické bunky (Obr.10.) (123). Makrofagy st
schopné produkovat’ rdzne rastové faktory, cytokiny, chemokiny a proteolytické enzymy
ktorymi dokazu ovplyviiovat’ okolité tkanivo (135, 136). Pocas rozvoja aterosklerozy
nadobudaju makrofagy prozapalovy fenotyp, pohlcuju lipidy, menia sa na penové bunky

a prispievaju k progresu aterosklerdzy (137).
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Obr. 10. Primarne monocyty pocas procesu diferencidacie na makrofagy prostrednictvom

stimulacnych cytokinov (viastné vysledky).

2.7.6. THP-1

THP-1 bunkova linia sa od svojej prvej izolacie v roku 1980 (138) stala jednou
z najpouzivanejSich bunkovych linii na vyskum funkcie monocytov a makrofagov
v kardiovaskularnom systéme (Obr. 11.). Ide o bunkovu liniu izolovanu z pacientov
s akutnou monocytovou leukémiou. Napriek tomu, Ze sa vyznacuje urcitymi
odlisnostami oproti primadrnym monocytom, zastdva vyznamné miesto v Studiu
ateroskler6zy a d’alSich ochoreni kardiovaskularneho systému. Medzi tieto odli$nosti
patri napr. potreba silnejSieho stimulu ako je to v pripade primarnych monocytov. Na to,
aby THP-1 monocyty znizili expresiu LDL receptorov, vyzaduju vyssie davky LDL ako
primarne monocyty (139). Na druhej strane maja THP-1 monocyty aj rad vyhod. Medzi
vyznamné vyhody THP-1 monocytov patri nizka genetickd variabilita (140), vysoka
efektivita transfekcii (141), dlhovekost' a mozZnost’ skladovania neobmedzeny cas

v tekutom dusiku (139).
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Obr. 11. Fotografia THP-1 monocytu a diferencovaného makrofigu. V bunkach su
viditelné vakuoly naplnené sérom (vyziva pre bunky) (viastné vysledky).

2.8. Membranovy endoglin v procese aterogenézy

Uloha membranového endoglinu v procese aterogenézy zostava nejasna. Stale nie je
dostato¢ne objasnené, v ktorych fazach rozvoja ateroskler6zy ma Eng pro-aterogénne

a v ktorych proti-aterogénne u¢inky a akou mierou prispieva k rozvoju ochorenia.

Je vS8ak znama spojitost’ medzi expresiou Eng a produkciou NO prostrednictvom
eNOS. Eng je schopny stabilizovat’ eNOS protein (27), zvySuje fosforylaciu a stabilitu
SMAD?2 azvysSuje expresiu eNOS (142). Endotelova syntdza oxidu dusnatého je
nevyhnutnd pre spravnu funkciu endotelu a jej zniZena aktivita pri hypercholesterolémii
a/alebo zapale mdéze vyustit ku zmenam vo funkénosti ciev arozvoju endotelovej

dysfunkcie (143).

Uloha endoglinu na cievnom endoteli viak nespoéiva iba v podpore funkcie eNOS.
Jerkic s kolektivom na bunkach izolovanych z vajeéného Zitka mysi preukazali délezita
ulohu Eng pri stabilizacii endotelovej vrstvy areguldcii permeability endotelu. Na
experiment pouzili bunky izolované pocas 8,5 dina embryondlneho vyvoja z
homozygotnych Eng”", heterozygotnych Eng”  a kontrolnych Eng”" mysi. V Eng
deficientnych bunkéch preukézali znizené mnozstvo endotel stabilizujtcich faktorov, ako
je receptor pre cievny rastovy faktor 2 (VEGFR2), proteinkindza PAK-1, cievny
endotelovy kadherin (VE-kadherin) ¢i signalny protein Rac-2, a zvySené mnoZstvo
endotel destabilizujucich faktorov, ako trombospondin 1 (TSP-1) a tyrozin fosfataza
CD148. Naznacili, Ze znizené mnozstvo Eng na bunkach méze suvisiet' so zvySenou
permeabilitou endotelu a rozvojom endotelovej dysfunkcie (144). Ulohu endoglinu
v regulécii endotelovej permeability potvrdzuje aj Stiidia Rossi a jej kolektivu vykonana
na kombinacii murdlnych a endotelovych buniek. Preukézali, Ze adhézia muralnych

buniek na endotelové bunky je asponi scasti zavisla na Eng. Znizenie expresie Eng na
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endotelovych bunkach v konecnom désledku vyustilo do zvySenej permeability

endotelovej vrstvy (145).

V nasledujticich stadiach Rossi s kolektivom demonstrovali interakciu  medzi
leukocytovym integrinom a5B1 (30), pripadne dostickovym allbB3 s ¢astou molekuly
Eng nazyvanou RGD motiv (29). Poukdazali na to, ze znizené hladiny Eng v zépalovych
podmienkach mali za nasledok znizenie mnozZstva leukocytov, ktoré transmigrovali cez
endotel. Z tychto dovodov naznacuju, Ze by sa Eng dal povazovat’ za adhéznu molekulu,
ktord podporuje rozvoj endotelovej dysfunkcie, ak je pritomnd zapalova reakcia
organizmu (30). Délezitost Eng ako molekuly regulujucej permeabilitu endotelu pre
imunitnl odpoved’ organizmu preukdzala Ojeda-Fernandez a jej kolektiv. Porovnavali
imunitni odpoved’ u mysi, ktoré neexprimovali endoglin v myeloidnej linii buniek (Eng
KO) s beznymi mySami. Zistili, ze Eng KO mysi trpeli spontannymi infekciami méakkého
tkaniva, transmigracia leukocytov cez endotel bola poskodena, expresia génov
v makrofagoch bola pozmenena a ich schopnost’ fagocytozy bola znizena. Tieto vysledky
poukazuji na to, ze Eng nie je dolezity iba pre funkciu endotelu, ale aj pre funkciu

imunitného systému a rozvoj fyziologickej zapalovej odpovede na infekéné agensy (146).

Eng zohrava komplexnu ulohu v organizme, ato za fyziologickych, ako aj za
patologickych stavov. Je pravdepodobné, Ze sa jeho tuloha v procese rozvoja
aterosklerdzy meni. V sucasnosti vSak nie je mozné s istotou dokazat’, Ze Eng prispieva

alebo chrani pred rozvojom aterosklerozy.

2.9. Transkripéné faktory regulujice expresiu membranového endoglinu

2.9.1. KLF6

Faktor ako Kriippel 6 (KLF6) je transkripny faktor obsahujliici zinok
a rozpoznavajuci GC box motiv v reagujucich génoch (147, 148). Bola dokazana zvySena
expresia KLF6 na miestach s poSkodenym cievnym endotelom a jeho schopnost’
aktivovat’ gény priamo sa podielajice na reakcii na cievne poSkodenie — kolagén I,
transformujuci rastovy faktor BA (TGF-BA), receptory pre transformujuci rastovy faktor
I, II (TBRI, TPRII) a urokindzovy typ plazminogénového aktivatora (uPA) (149, 150).
Zvysené koncentracie KLF6 boli objavené u potkana po baléonikovom poskodeni cievy

na miestach, v ktorych nastala indukcia expresie Eng. Rovnako poskodenie monovrstvy
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HUVEC buniek viedlo k zvySeniu expresie KLF6, ktora bola v priebehu 6 hodin
sprevadzana zvySenou expresiou Eng. Taktiez bolo dokazané, ze ucinky KLF6 st
potencované Specifickym proteinom 1 (Spl). Tieto vysledky poukazuji na to, ze KLF6
je schopny v spolupraci s Spl aktivovat expresiu Eng a dalSich clenov TGF-

signalizacnej kaskady (151).

Okrem ucinku na expresiu Eng dokaze KLF6 zvysit expresiu MMP14, a teda zvysit’
koncentraciu  sEng v krvnej plazme (31). KLF6 taktiez zvySuje aktivitu
NF-kB (152, 153), prispieva k migracii makrofagov, ich prozapalovej polarizacii

a progresu zapalovej reakcie (154).

2.9.2. NF-xB

Nuklearny faktor kappa B (NF-kB) zohrava nenahraditelni tlohu v metabolizme
buniek a odpovedi na stresové a zdpalové stimuly (Obr. 12.). Po aktivacii NF- B
dochadza k presunu transkripéného faktoru z cytoplazmy do bunkového jadra, kde
aktivuje mimo inych expresiu hypoxiou indukovaného faktoru 1 (HIF-1) (32, 155). HIF-
1 sa viaze na hypoxia-responzivne elementy a aktivuje expresiu velkého mnoZstva
génov, okrem inych gény pre vaskularny endotelovy rastovy faktor (VEGF) (156),
erytropoetin (157) a indukovatel'nii NO-syntazu (158). Taktiez bolo dokazané, ze HIF-1
tvori s Spl a Smad3 komplex, ktory sa viaze na endoglinovy promoter a indukuje

expresiu Eng (8).
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Obr. 12. Vnutrobunkova lokalizacia NF-kB v cytoplazme HAEC (zelena) a v jadre

(svetlomodra). Jadra su zafarbené prostrednictvom DAPI (modra) (viastné vysledky).
2.9.3. LXR

Pecenovy X receptor (LXR) zohrava zadsadnu ulohu v regulécii intracelularnych hladin
cholesterolu (159). Po aktivacii LXR prostrednictvom oxysterolov dochédza k aktivacii
génov pre adenozintrifosfat viazaci kazetovy transportér Al a G1 (ABCA1, ABCG1),
ktoré su nenahraditel'né pre efflux cholesterolu z buniek (160). Po stimulacii buniek
prostrednictvom selektivneho LXR agonistu T0901317 nastalo signifikantné zvySenie
expresie Eng na Grovni mRNA, ako aj na proteinovej urovni, ¢o naznacuje vyznamni

ulohu LXR v regulécii expresie Eng (33).

2.10. Lieciva ovplyvinujice expresiu membranového endoglinu

2.10.1. Atorvastatin

Statiny si najpouzivanejSimi lieCivami pri liecbe hypercholesterolémie
a ateroskler6zy. Prostrednictvom inhibicie enzymu zodpovedného =za syntézu
cholesterolu v peceni (3-hydroxy-3-metylglutaryl koenzym A reduktazy) st schopné
znizovat’ mnozstvo proaterogénnych molektl oxLDL v cirkulacii. Okrem silnych
hypolipidemickych efektov vykazujii aj iné prospesné efekty (pleiotropné efekty) na

organizmus. Medzi tieto pleiotropné efekty patria moduldcia zapalovej reakcie

39



organizmu, zvySenie stability aterosklerotického plaku ¢i inhibicia krvného zrazania
(161). V mySom modeli aterosklerdzy bol atorvastatin schopny znizit' koncentraciu
cholesterolu a sEng v plazme a sucasne zvysit’ expresiu Eng a eNOS v aorte (48, 162).
V podmienkach in vitro bol schopny zvysit’ expresiu Eng na HUVEC a zabranit’ zniZzeniu
expresiec Eng a eNOS pocas zapalovej odpovede endotelovych buniek na tumor
nekrotizujuci faktor a (TNF-a)) (163). Spolocne tieto Stidie naznacuju pozitivny vplyv
atorvastatinu na rozvoj aterosklerozy a zapalovej reakcie organizmu, avsak stale chybaju
Studie, ktoré by objasnili, aka ulohu zohrava ovplyvnenie Eng statinmi v procese vzniku

a rozvoja ateroskler6zy.
2.10.2. Carotuximab

Carotuximab je prva chimerickd monoklonalna protilatka viazuca sa na Eng pouzivana
v klinickej praxi (164). V HUVEC je schopny deaktivovat Smadl/5/8 signalizacnt
kaskddu a aktivovat Smad 2/3 signaliza¢ni kaskadu. Bol schopny signifikantne
inhibovat’ tubulogenézu a v kombinacii s bevacizumabom (lie¢ivo pouzivané proti
VEGF) bola inhibicia tubulogenézy signifikantne zvysSena (165). TaktieZ v preklinickych
studiach bol carotuximab schopny inhibovat’ angiogenézu a spomalit’ rast tumorov (166,
167). Neziaduce ucinky podania carotuximabu boli pribuzné priznakom hereditarnej
hemoragickej teleangiektazie (HHT), ochorenia, ktoré je spdsobené¢ mutaciou génu pre
Eng (164). Na molekularnej urovni dokdZe carotuximab zabezpelit spojenie Eng

a MMP14 na povrchu buniek a zvysit mieru odStepovania Eng a produkciu sEng (168).
2.10.3. PHA-408

NF-«B je v pokojovom stave vo forme dimérov lokalizované v cytoplazme buniek,
kde je naviazané na inhibi¢né kB (IxkB) proteiny. Po stimulécii prozédpalovymi signalmi
nastdva aktivacia IkB kindzy, ktord zabezpeci fosforylaciu, polyubiquitinaciu
a degradaciu IkB cez S26 proteazomovu cestu a tym spdsobi uvol'nenie NF-xB, ktor¢ je

schopné prestupit’ do jadra a zabezpecit’ zapalovi odpoved bunky (155, 169).

PHA-408 je ucinny, vysoko Specificky ATP-kompetitivny inhibitor kindzy IxB
s relativne pomalym odburavanim. [8-(5-chloro-2-(4-methylpiperazin-1-
yl)isonicotinamido)-1-(4-fluorophenyl)-4,5-dihydro-1H-benzo[g]indazole-3-
carboxamide] (PHA-408) ma& mnoho protizdpalovych ucinkov, ktoré vyplyvaji

z inhibicie NF-kB (Obr. 13). V potkaiom modeli artritidy bolo dokazané, ze PHA-408 je
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schopné po perordlnom podani znizit' zapalovu reakciu organizmu. Taktiez bolo schopné
v zé&vislosti na podanej davke znizit’ infiltraciu buniek imunitného systému do pl'icneho

tkaniva po inhala¢énom podani lipopolysacharidu (169, 170).

Obr. 13. Expresia a lokalizacia NF-kB v HAEC bunkdch u kontrolnej skupiny, skupiny
stimulovanej 7K a u skupiny premedikovanej PHA-408. Po stimulacii 7K nastdva presun
NF-xB do jadra, zatial' co PHA-408 je schopné zniZit' expresiu NF-«kB a zabranit jeho
presunu do jadra buniek (viastné vysledky).

2.10.4. 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrin

Cyklodextriny st skupinou cyklickych oligosacharidov, ktoré vznikaju pri
bakteridlnom rozklade celulézy. Povodne sa pouzivali iba ako solubilizatory pre
hydrofobne lieCiva, ale nasledne sa zistilo, Ze aj samotné cyklodextriny maju ucinky
relevantné pre farmakoterapiu (171). Jednym z hlavnych efektov B-cyklodextrinov je
odstrafiovanie cholesterolu  z buniek (172). V mySom modeli leukémie bol
2-hydroxypropyl-p-cyklodextrin (CD) schopny zniZit obsah cholesterolu a inhibovat’ rast
leukemickych buniek cez zastavu bunkového cyklu v G2/M faze bunkového cyklu
a navodit’ bunkovu apoptézu, ¢o malo za nasledok zlepSenie preZivania leukemickych
mysi (173). V bunkovej kultire HUVECov bol CD schopny stimulovat’ proliferaciu
a migraciu buniek. TaktiezZ v mySom modeli ischémie zadnej koncatiny mal CD priaznivé
ucinky. Bol schopny napomdct’ obnove krvného obehu a zvysit denzitu krvnych

vlasocnic (174).

V bunkéch formulujtcich aterosklerotické platy bol CD schopny signifikantne znizit’
obsah bunkového cholesterolu (175) a spolu so schopnost’ou preprogramovat’ makrofagy

bol schopny prispiet’ k regresu aterosklerozy (176). V sticasnosti je CD registrovany ako
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lie¢ivo prvej volby pre Niemann-Pickovu chorobu typ C, ktord sa vyznacuje autozoméalne
recesivnou stratou funkcie génov pre Niemann-Pickov transportér typ C1 alebo C2. Tito
pacienti za beznych podmienok umierali v detskom veku, av§ak CD dokazal signifikantne
predizit’ ich prezivanie. V su¢asnosti prebiehaji $tudie zamerané na efekt CD v procese

ateroskler6zy, Alzheimerovej, Parkinsonovej a Huntingtonovej choroby (177).
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3. Ciele prace

e Sledovat vplyv rozlicnych stimulov (sEng, oxysteroly, produkty makrofagového
metabolizmu) na expresiu membranového endoglinu a objasnit’ efekt zmien

expresie Eng na funkciu endotelovej vrstvy.

e Objasnit’, aké signalizacné kaskady su do pripadnej indukcie/supresie expresie

endoglinu po podani oxidovanych cholesterolov zapojené.

e Studium moznosti ovplyvnenia expresie membranového  endoglinu

farmakologicky a prostrednictvom génovej manipulécie.
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4. Komentare k pracam zahrnutym v dizerta¢nej praci

4.1. MMP12, Secreted by Pro- Pro-Inflammatory Macrophages, Targets
Endoglin in Human Macrophages and Endothelial Cells

Aristorena, M., Gallardo-Vara, E., Vicen, M., de Las Casas-Engel, M., Ojeda-Fernandez,
L., Nieto, C., J. Blanco, F., C. Valbuena-Diez, A., M. Botella, L., Nachtigal, P., L. Corbi,
A., Colmenares, M., Bernabeu, C., (2019), Int. J. Mol. Sci. (IF=4.183 (Q2) AIS:0.932
(Q2) doi:10.3390/ijms20123107

Publikécia bola zamerand na objasnenie vplyvov MMPI12 z prozapalovych
makrofagov na funkciu endotelovych buniek. Na stadiu boli pouzité I'udské monocyty
izolované z krvi zdravych donorov. Monocyty boli diferencované prostrednictvom
faktoru stimulujiceho kolonie granulocytov a makrofagov (GM-CSF) alebo faktorom
stimulujucim kolonie makrofagov (M-CSF) po dobu 6 dni. Po tejto dobe nadobudli
monocyty stimulované GM-CSF fenotyp prevazne pro-zapalovych makrofagov, zatial’ ¢o
monocyty stimulované M-CSF nadobudli fenotyp prevazne proti-zapalovych

makrofagov.

Diferencované makrofagy sa zasadne liSili v expresiit MMP. Spomedzi 12-tich
analyzovanych MMP bol rozdiel medzi M-CSF a GM-CSF stimulovanymi makrofagmi
najzasadnej$i pri MMP12. GM-CSF stimulované makrofagy syntetizovali signifikantne
viac MMP12 a sekretovali taito MMP do kultivaéného média. Ked’Ze je o MMP12 zname,

ze spomal’uje tvorbu novych ciev, rozhodli sme sa otestovat’ jej efekt na HUVEC bunky.

Na otestovanie efektov latok sekretovanych z M-CSF a GM-CSF stimulovanych
makrofagov bola pouzitd Stadia tubulogenézy v matrigele. HUVEC bunky boli
inkubované v matrigele s pridanymi supernatanmi z makrofagov a po 3 a 6-tich hodinach
boli vyhotovené fotografie tubulogenézy. Supernatanty z M-CSF stimulovanych
makrofagov nedokézali signifikantne ovplyvnit' tubulogenézu, avSak inkubécia so
supernatantmi z GM-CSF stimulovanych makrofagov (vysoké koncentracie MMP12)

mala za nasledok signifikantne zniZenu schopnost’ tubulogenézy HUVEC buniek.

Aby sme potvrdili, Ze za pozorovany efekt supernatantov z GM-CSF stimulovanych
makrofagov je zodpovedna MMP12, pouzili sme inhibitor MMP12 (MMP-408). Pridanie
MMP-408 k HUVEC bunkdm inkubovanym so supernatanmi z GM-CSF stimulovanych
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makrofagov malo za nésledok signifikantné zvySenie schopnosti tubulogenézy HUVEC
buniek. Aby sme si overili, ze tento efekt je spojeny so schopnostou MMP12 odstepovat’
sEng z povrchu buniek, odmerali sme koncentraciu sEng v médiu HUVEC buniek
inkubovanych so supernatanmi z M-CSF stimulovanych makrofagov, GM-CSF
stimulovanych makrofagov a GM-CSF stimulovanych makrofagov s pridanou MMP-
408. Koncentracia sEng bola signifikantne zvySend iba v médiu HUVEC buniek

inkubovanych so samotnym supernatantom z GM-CSF stimulovanych makrofagov.

Tato Stadia poukazuje na zdsadnu ulohu makrofagov v zapalovej imunitnej odpovedi.
Makrofagy st zodpovedné =zareguldciu cievnej homeostdzy a prostrednictvom
sekretovanej MMP12 st schopné regulovat’ mnozstvo Eng na povrchu endotelovych
buniek, ateda riadit’ fungovanie endotelovej vrstvy. Nielenze dokdzu ovplyviiovat
tubulogenézu, ale zaroven su schopné zabezpecit' produkciu sEng, ktory taktiez moze
ovplyviiovat' fungovanie cievneho endotelu. Pri posudzovani rozvoja endotelovej
dysfunkcie je teda nevyhnutné prihliadat’ na polarizaciu makrofdgov nachadzajtcich sa v
cievnej stene. Zarovei tato praca poukazuje na mozny mechanizmus, ktory by objasnil,

preco sa hladiny solubilného endoglinu zvysuji pocas aterogenézy.
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4.2. Regulation and role of endoglin in cholesterol-induced endothelial

and vascular dysfunction in vivo and in vitro

Vicen, M., Vitverova, B., Havelek, R., Blazickova, K., Machacek, M., Rathouska, J.,
Najmanova, 1., Dolezelova, E., Prasnicka, A., Sternak, M., Bernabeu, C., Nachtigal, P.,
(2019), The FASEB Journal vol. 33: 6099-6114 (1IF=5.391 (Q1) AIS:1.676 (Q1) DOI:
10.1096/].201802245R

Praca bola zamerand na efekt 7K na HAEC bunky v podmienkach in vitro.
Predpokladali sme, Ze oxidovany cholesterol bude schopny menit expresiu Eng a navodit’
stav endotelovej dysfunkcie. HAEC bunky boli premedikované prostrednictvom 7K
a nasledne boli pouzité na polymerazovi retazovu reakciu (PCR), prietokovi cytometriu,
imunocytochemické experimenty ¢i funkéné experimenty adhézie a transmigracie THP-

1 monocytov.

Zistili sme, ze 7K bol schopny navodit’ stav endotelovej dysfunkcie charakterizovany
zvySenou expresiou adhéznych molekul ICAM-1 a selektinov, translokaciou NF-xB do
jadra buniek a zvySenou adhéziou a transmigraciou THP-1 monocytov cez HAEC
monovrstvu. Rozvoj endotelovej dysfunkcie sprevddzala zvySend expresia Eng

a aktivacia celej Eng/Smad2/3/eNOS signaliza¢nej kaskady.

Prostrednictvom PCR sme odhalili zvySent expresiu vSetkych troch hlavnych
transkripcnych faktorov (KLF6, NR1H3 a RELA) regulujucich expresiu Eng. Postupne
sme kazdy ztychto transkripénych faktorov inhibovali (prostrednictvom génového
silencingu, 2-hydroxypropyl-p-cyklodextrinu alebo PHA-408) a zistili sme, Ze inhibicia
ktoréhokol'vek z transkripénych faktorov mala za nasledok zabranenie 7K navodenému

zvySeniu expresie Eng.

Na zaver $tudie sme sa zmerali na funkéné dosledky zvySenia alebo zniZenia expresie
Eng na adhéziu a transmigraciu THP-1 monocytov. ZvySenie expresie Eng po treatmente
7K malo za nésledok zvySenie adhézie a transmigracie monocytov, zatial' ¢o znizenie
expresie Eng prostrednictvom génového silencingu sposobilo zniZzenie adhézie

a transmigracie monocytov.

Preukazali sme, ze 7K je schopny navodit stav endotelovej dysfunkcie

a prostrednictvom KLF6, NR1H3 a RELA zvysit’ expresiu Eng. ZvySena expresia Eng
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v kone¢nom doésledku sposobila zvySenie adhézie a transmigracie monocytov cez
endotelovll vrstvu, ¢o podporuje rozvoj endotelovej dysfunkcie. Naopak, inhibicia
endoglinu utlmila adhéziu a transmigraciu monocytov, ¢o potvrdzuje potencialne zasadnu

ulohu Eng v akutnej faze rozvoja endotelovej dysfunkcie in vitro.
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4.3. Soluble endoglin modulates the pro-inflammatory mediators NF-kb

and IL-6 in cultured human endothelial cells

Varejckova, M., Gallardo-Vara, E., Vicen, M., Vitverova, B., Fikrova, P., Dolezelova,
E., Rathouska, J., Prasnicka, A., Blazickova, K., Micuda, S., Bernabeu, C., Nemeckova,
I., Nachtigal, P., (2017). Life Sciences, 2017, vol. 175, s. 52-60. ISSN 0024-3205.
(IF=3,234 (Q2) AIS:0.664 (Q2) DOI: 10.1016/5.1f5.2017.03.014

V stadii sme sa zamerali na schopnost” sEng navodit’ stav endotelovej dysfunkcie
v podmienkach in vitro. HUVEC bunky boli premedikované prostrednictvom sEng
v davke 40 alebo 500ng/mL. Efekty sEng boli analyzované prostrednictvom PCR,

prietokovej cytometrie, Elisa analyzy a luciferdzového experimentu.

sEng ako samotny agens nebol schopny navodit’ stav endotelovej dysfunkcie
v podmienkach in vitro, avSak dokézal zvysit' expresiu Eng, aktivovat’ NF-xB a zvysit’

mnozstvo IL-6 sekretovaného z buniek.

Vysledky potvrdzuja priamy efekt sEng na endotelové bunky. Zistili sme, Ze sEng ako
samotny agens nebol schopny navodit’ stav endotelovej dysfunkcie na HUVEC bunkéch,
bol v8ak schopny navodit’ ¢iastocny prozapalovy fenotyp. Tieto vysledky poukazuju na

potencialny sposob akym by mohol sEng prispievat’ k rozvoju endotelovej dysfunkcie.
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5. Suhrnna diskusia

Tato dizerta¢na praca bola zamerana na popisanie expresie membranového endoglinu
a objasnenie jeho ulohy v procese rozvoja endotelovej dysfunkcie ako prvého kroku
v rozvoji aterosklerdzy. Pre endotelovu dysfunkciu je v podmienkach in vitro typicky
prozapalovy fenotyp sprevadzany zvySenou expresiou adhezivnych molekul, poruchou
funkcie endotelu ako bariéry pre bunky zkrvného rieciska a zvySenou adhéziou
a transmigraciou buniek imunitného systému cez endotel (6). V naSich pracach sme sa
primarne zamerali na tUlohu zvySen¢ho alebo znizeného mnozstva Eng na povrchu
endotelovych buniek v procese rozvoja endotelovej dysfunkcie v podmienkach in vitro

(35, 50, 60).

Ako prvy stimul, ktorym sme sa pokusili navodit’ stav endotelovej dysfunkcie
v podmienkach in vitro bol solubilny endoglin (sEng). sEng vznik4d odStepovanim
extracelularnej domény membranového endoglinu prostrednictvom matrixovych
metaloprotedz (34, 35). Po dlha dobu bol povazovany iba za marker kardiovaskularnych
ochoreni ako napr. hypercholesterolémia, ateroskler6za ¢i diabetes mellitus (51, 54, 178).
Avsak Venkatesha a kol., ako aj Walshe a kol. dokazali priame ucinky sEng na rozvoj
endotelovej dysfunkcie in vivo (59, 61). V podmienkach in vivo bolo na mysich modeloch
problematické navodit’ stav endotelovej dysfunkcie za pouzitia sEng ako jediného stimulu
(179). Bolo potrebné pridat vysokotukovi diétu ako sekunddrny stimul, pri¢om
podavanie vysokotukovej diéty po dobu 3 mesiacov este nemalo za nasledok ovplyvnenie
funkcie ciev (180). Az pridavanie vysokotukovej diéty po dobu 6 mesiacov malo za
nasledok poskodenie endotelovej funkcie (181). Na zaklade tychto vysledkov sme chceli
zistit, ¢i bude sEng schopny ovplyvnit' endotelovi funkciu v podmienkach in vitro
samostatne, alebo bude tiez potrebny sekundarny stimul ako to bolo vin vivo
experimentoch. Premedikacia buniek prostrednictvom sEng v davke 40 ng/mL (davka
relevantna v klinickej praxi pre preeklampsiu (182)) a v davke 500 ng/mL (davka
odvodend od predchadzajucich in vivo experimentov (179, 180)) nemalo za nasledok
rozvoj kompletného fenotypu endotelovej dysfunkcie v podmienkach in vitro. sEng nebol
schopny zvysit expresiu adhéznych molekal, avSak zvysil aktivitu NF-xB, IL-6
a prekvapivo zvysil expresiu membranového endoglinu ako na urovni mRNA, tak aj na

proteinovej trovni (60).

49



KedZze sEng samotny nebol schopny navodit’ fenotyp endotelovej dysfunkcie na
bunkovej urovni, rozhodli sme sa v d’alSej §tadii zamerat’ na ulohu hypercholesterolémie
pri rozvoji endotelovej dysfunkcie. Je dobre zndme, Ze oxidované cholesteroly maja
v organizme niekol’konasobne vyssiu reaktivitu ako samotny cholesterol (83). Zamerali
sme sa na ucinky 22-hydroxycholesterolu a 7-ketocholesterolu, av$ak iba 7K bol schopny
navodit’ endotelovu dysfunkciu (zvysena expresia adhéznych molekul, zvysena adhézia
a transmigracia monocytov cez membranu) a zvysit' expresiu Eng (50). Schopnost’ 7K
indukovat’ endotelova dysfunkciu je dobre zndma, avSak autori varuju pred toxickymi
efektami 7K, ked’ je tento oxysterol schopny navodit’ bunkova smrt (85, 93, 94).
Z dovodu zabréanenia toxickym ucinkom 7K na bunky bola doba vystavenia HAECov
ucinkom 7K skritend na 12 hodin, pri€om po tejto dobe bunky nevykazovali zniZzen

zivotaschopnost’ oproti kontrolnej skupine.

Produkcia Eng je riadend prostrednictvom troch hlavnych transkripénych faktorov-
KLF6 (31, 151), NF-«xB (9, 32) a LXR (183). VSetky tieto transkrip¢né faktory boli
signifikantne aktivované po vystaveni HAECov posobeniu 7K a inhibicia ktoréhokol'vek
znich mala za nasledok zabranenie 7K indukovanému zvySeniu expresie Eng. Date
a Zhang poukazali na spojitost medzi transkripénym faktorom KLF6 a prozapalovou
polarizaciou makrofagov (152), respektive ulohu KLF6 ako ko-aktivatora NF-kB (153).
ZvySenie expresie KLF6 teda pravdepodobne stvisi s celkovym pro-zdpalovym
fenotypom, ktory je 7K schopny v podmienkach in vitro vyvolat na endotelovych
bunkéach. Uloha NF-«xB v regulécii zapalovej reakcie je dobre zndama uz dlhii dobu, aviak
informacie o sposobe, akym sa musi disociovat’ z IkB proteinov prostrednictvom IxB
kindzy a translokovat’ do jadra, aby mohol produkovat’ HIF-1a, st relativne nové (32,
184). Z tohto dovodu este neboli inhibitory [kB kindz uvedené do klinickej praxe, a to aj
napriek svojej vysokej ucinnosti (170). Spojitost medzi hypoxiou, HIF-1a, zapalom
a produkciou Eng je znadma (8, 32), avSak sme prvi, kto pouzil inhibitor IkB kindzy PHA-
408, aby sme zabranili 7K navodenej translokacii NF-xB do jadra. Tym sme po osi NF-
kB, HIF-1a, Eng utlmili 7K zvySenu expresiu Eng v podmienkach in vitro (50).

Spojitost medzi peceniovym X receptorom (LXR) a regulaciou zapalu je taktiez znama
(185, 186). LXR vykazuju protizadpalova aktivitu (187) a dokdzu limitovat’ zvySent
aktivitu NF-xB (187-190). Z tohto dévodu by sa dala zvySena expresia LXR po vystaveni
buniek G¢inkom 7K povaZovat’ iba za reakciu na zvySenie aktivity NF-kB a snahu buniek

obmedzit’ zapalovu reakciu sprostredkovantl prostrednictvom NF-kB. AvSak po inhibicii
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translokéacie NF-kB z cytoplazmy do jadra buniek prostrednictvom PHA-408 nenastalo
znizenie expresie LXR. Z toho dovodu mozeme za hlavn pri¢inu zvysenia expresie LXR
povazovat’ agonistické posobenie 7K ako endogénneho LXR agonistu, ktory je schopny
priamej vizby na ligand viazucu doménu v Struktire LXR. 7K je sice slabsi agonista LXR
ako oxysteroly senzymatickym pdvodom (220H, 250H, 270H), avSak taktiez je
schopny indukovat LXR (89, 191, 192). Znizenie dispozicie 7K pre LXR
prostrednictvom CD viedlo k zniZeniu jeho aktivacie a zabraneniu 7K indukovanému

narastu expresie Eng (50).

Eng je schopny prostrednictvom stabilizicie eNOS napomdahat’ spravnej funkcii
endotelu (27, 28), avSak §tadie in vitro preukazuji jeho ulohu v procese zapalovej
infiltracie leukocytov a adhézie trombocytov na cievnu stenu (29, 30). Po vystaveni
HAEC zvysenej koncentracii 7K sme zaznamenali zvySenu expresiu eNOS, ako aj jeho
fosforylovanej formy. Preto nds zaujimalo, ¢i sa v pripade 7K navodenej endotelove;j
dysfunkcie bude jednat o protektivny efekt Eng, alebo bude podobne ako v
experimentoch Rossi a kol. napomdhat’ adhézii a transmigracii buniek imunitného
systému cez endotelovl bariéru. 7K indukované zvySenie expresie Eng malo za nasledok
zvySenie miery adhézie a transmigracie monocytov cez endotelovu vrstvu a inhibicia jeho
expresie mala za nasledok zniZenie miery adhézie a transmigracie monocytov. Toto
zistenie je v sulade so Studiami Rossi a kol. zameranymi na adhéziu a transmigraciu
leukocytov (30). Celkovo mdzeme konStatovat, Ze membranovy endoglin zohrava
relevantni tlohu v rozvoji 7-ketocholesterolom indukovanej endotelovej dysfunkcie
v podmienkach in vitro. Vzhl'adom na to, Ze sme v in vivo experimentoch pozorovali skor
antiaterogénne spravanie membranového endoglinu (pokles expresie endoglinu spolo¢ne
s eNOS a rozvojom endotelovej dysfunkcie) zatial’ nemdzeme spol'ahlivo povedat’, ¢i sa
membranovy endoglin podiel’a na rozvoji endotelovej dysfunkcie alebo ¢i ma prevazne

protektivne efekty na cievny endotel a brani rozvoju endotelovej dysfunkcie.

V zaverecnej Studii sme sa rozhodli venovat’ ndsledkom odstiepenia membranového
endoglinu prostrednictvom MMP12 na funkciu endotelu. Je zname, Ze Eng zohrava
nezastupitelni ulohu vo vyvoji krvného rieCiska (25, 193). Ako sme dokazali
v predchadzajtcej Stadii, 7K dokazal zvysit' adhéziu a transmigraciu monocytov cez
endotel. 7K taktieZ dokéZe indukovat’ diferencidciu monocytov na makrofagy s pro-
zapalovou polarizaciou (194, 195). Otazkou vsSak bolo, ¢i odstranenie Eng z povrchu

HUVEC buniek prostrednictvom MMP12 sekretovanej z pro-zapalovych makrofagov
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bude mat’ za nasledok ovplyvnenie funkcie endotelovych buniek. Zistili sme, zZe pocas
inkubacie endotelovych buniek so supernatanmi z pro-zépalovych makrofagov
obsahujucimi vysoké koncentracie MMP12 dochadzalo k odStepovaniu membranového
endoglinu a zvySovaniu hladin sEng, ¢o malo za nasledok inhibiciu tubulogenézy
a spomalenie zacelenia endotelu po poskodeni v podmienkach in vitro. Toto zistenie je
v stulade s publikovanymi protiangiogénnymi efektami sEng a MMP12 (59, 196).
Mozeme teda konStatovat, ze prozapalové makrofagy pravdepodobne prispievaju
odstepovanim Eng za pomoci MMP12 k rozvoju endotelovej dysfunkcie. Tento koncept
by zapadal do nasich publikovanych vysledkov z in vitro a in vivo $tadii, ktoré preukézali,
ze rozvoj endotelovej dysfunkcie a aterosklerozy (stavy kde mozno ocakévat’ aktivéaciu

prozapalovych makrofagov) je sprevadzany zvySovanim hladin solubilného endoglinu.

Stadie publikované v tejto dizertaénej praci poukazuji na délezita ulohu fyziologickej
expresie membranového endoglinu na povrchu endotelovych buniek. In vitro
experimenty na endotelovych bunkach preukazali, Ze zvySenie hladin Eng postupne
prispieva k rozvoju endotelovej dysfunkcie azvySeniu adhézie a transmigracie
monocytov na endotel. Naopak, znizenie expresie Eng na povrchu buniek ma za nasledok
poruchy tubulogenézy a spomalenie zacelenia endotelu po poskodeni. Regulécia expresie
Eng je teda esencidlna pre fyziologické fungovanie endotelu a akakol'vek dysbalancia

vedie k poruchdm jeho funkcie.
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6. Zavery

Solubilny endoglin dokazal indukovat zapaloviu reakciu charakterizovant
zvysenou aktivitou NF-xB a IL6, ktord bola doprevadzana zvysenou expresiou
membranového endoglinu. Tieto vysledky naznacuji ulohu membranového

a solubilného Eng v procese rozvoja endotelovej dysfunkcie in vitro.

Po podani 7K dochadzalo k rozvoju fenotypu endotelovej dysfunkcie. Tento
fenotyp bol charakterizovany zvysSenou expresiou P/E-selektinov a ICAM-1
doprevadzanou zvysSenou adhéziou a transmigraciou monocytov cez endotelovi
vrstvu. Tieto vysledky potvrdzuja, Ze oxidovany cholesterol neenzymatického
povodu je schopny vyvolat’ stav akutnej endotelovej dysfunkcie v podmienkach
in vitro. Sucasne srozvojom endotelovej dysfunkcie bol pozorovany ndrast

expresie membranového endoglinu.

Zvysena expresia Eng bola sprevadzana zvysenou expresiou vsetkych clenov
Eng/SMAD 2/3/eNOS signalizac¢nej kaskady. Taktiez dochadzalo k zvySeniu
expresie transkripénych faktorov KLF6, LXR a translokdcii NF-kB p65
z cytoplazmy do jadra buniek. Inhibicia ktoréhokol'vek transkripéného faktora
viedla k zabraneniu 7K navodenej indukcii expresie Eng. Po utlmeni expresie
membranového endoglinu sme pozorovali zniZzenie adhézie a transmigracie
monocytov na endotelovu vrstvu. Toto zistenie potvrdzuje potencidlne zasadnu

ulohu Eng v akutnej faze rozvoja endotelovej dysfunkcie in vitro.

Inkubécia endotelovych buniek so supernatantmi z prozapalovych makrofagov
obsahujucich vysoké hladiny MMP12 viedla k odsStepovaniu sEng a zniZeniu
schopnosti endotelovych buniek tvorit’ cievy a zacelit’ endotel po poraneni. Tento
koncept by mohol prispiet’ k objasneni faktu, pre¢o sa hladiny solubilného

endoglinu zvySuju pocas aterogenézy.
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e Vysledky tejto dizertacnej prace potvrdzuju vyznam fyziologickej expresie
membranového endoglinu a poukazuji na to, Ze akakol'vek dysbalancia v expresii

Eng méze viest k rozvoju patologickych zmien v cievnom endoteli.
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8. Prezentacie na konferenciach

Endoglin modulates adhesion and transmigration of monocytes in oxysterol induced
endothelial dysfunction. Prezentacia na 10. Postgradudlnej a 8. postdoktorantskej

konferencii, Hradec Kralové, Ceska republika, 22.-23.1.2020

Endoglin plays role in cholesterol-induced endothelial dysfunction and monocyte
trafficking in Human aortic endothelial cells. Elektronicky poster prezentovany pocas

sekcie Science at a Glance na 87th EAS congress, Maastricht, Holandsko, 26.-29.5.2019

Endoglin is involved in cholesterol-induced endothelial dysfunction and monocyte
adhesion in Human aortic endothelial cells. Prezentacia na 9. Postgradudlnej a 7.

postdoktorantskej konferencii, Hradec Kralové, Ceska republika, 23.-24.1.2019

Endoglin role in oxysterol induced endothelial dysfunction in human aortic endothelial
cells. Posterova prezentacia na 22. Kongrese o ateroskler6ze, Olomouc, Ceska republika,

6.-8.12.2018

Endoglin plays important role in 7-ketocholesterol induced endothelial dysfunction in
human aortic endothelial cells. Posterova prezenticia na 68. Farmakologickych dioch,

Hradec Kralové, Ceska republika, 5.-7.9.2018

Oxysterols of various origins affect membrane endoglin expression differently in human
aortic endothelial cells. Posterova prezentacia na 86th EAS congress, Lisbon,

Portugalsko, 5.-8.5.2018

Oxysterols affect Endoglin expression, inflammation and development of endothelial
dysfunction in human aortic endothelial cells. Prezentacia na 8. Postgradudlnej a 6.

Postdoktoranskej konferencii, Hradec Kralové, Ceska republika, 25.1.2018
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7-ketocholesterol but not 22-hydroxycholesterol induce endoglin expression and
endothelial dysfunction — like phenotype in human aortic endothelial cells. Posterova

prezentacia na 21. Kongrese o ateroskler6ze, Olomouc, Ceska republika, 7.-9.12.2017

7-ketocholesterol effects on the expression of membrane endoglin, inflammation and its
signalling in endothelial cells. Posterova prezentacia na 25th Krakow conference on

Endothelium, Krakow, Polsko, 19-21.10.2017

Enzymatic and nonenzymatic oxysterols have different effects on inflammation and
endoglin expression in human aortic endothelial cells. Posterova prezenticia na 67.
Cesko-Slovenskych Farmakologickych diioch, Stara Lesnd, Slovenska republika, 2.-
4.10.2017

Dose dependent effect of 7-ketocholesterol treatment on the expression of the membrane
endoglin and cell adhesion molecules in human aortic endothelial cells — pilot study.
Posterova prezentacia na 12th International HHT Scientific Conference, Dubrovnik,

Chorvatsko, 8.-11.7.2017

7-ketocholesterol treatment modulates expression of the cell adhesion molecules and
endoglin in Human aortic endothelial cells —pilot study. Posterova prezentacia na 85th

EAS congress, Praha, Ceska republika, 23.-26.4.2017
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