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Abstrakt 

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biologických a lékařských věd  

Kandidát: Mgr. Matej Vicen 

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

Názov dizertačnej práce: Membránový endoglín a jeho úloha v patogenéze 

endotelovej dysfunkcie v podmienkach in vitro 

Membránový endoglín (Eng) je transmembránový glykoproteín, ktorý plní úlohu ako 

pomocný receptor v signalizačnej kaskáde transformujúceho rastového faktoru β (TGFβ). 

V posledných rokoch bola jeho expresia a funkcia intenzívne študovaná hlavne vo vzťahu 

k funkcii endotelu za rôznych patologických podmienok, vrátane hypercholesterolémie 

a aterogenézy, avšak jeho úloha v rozvoji endotelovej dysfunkcie zostáva kontroverzná. 

Eng prispieva k tvorbe oxidu dusnatého (NO) a je nenahraditeľný v podmienkach in vivo 

pre vývoj krvného riečiska a srdca. Na druhej strane môže zohrávať dôležitú úlohu 

v zápalovej infiltrácií leukocytov a adhézií trombocytov na endotel, a tým prispievať 

k rozvoju endotelovej dysfunkcie ako prvej fázy v rozvoji aterosklerózy.  

Pre štúdium krátkodobých účinkov látok a liekov na endotel sa využívajú endotelové 

bunky izolované z rôznych ciev. Jedným z efektov sledovaných na bunkových kultúrach 

zložených z endotelových buniek je schopnosť látky navodiť stav endotelovej 

dysfunkcie. Endotelová dysfunkcia je v podmienkach in vitro definovaná ako stav so 

zvýšenou expresiou adhéznych molekúl a zvýšenou adhéziou a transmigráciou buniek 

imunitného systému cez endotelovú vrstvu.   

V tejto dizertačnej práci sme sa zamerali na štúdium efektov solubilného endoglínu 

(sEng), oxidovaných cholesterolov a vybraných sekrétov makrofágov na cievny endotel. 

Hlavný dôraz bol kladený na sledovanie expresie membránového endoglínu (Eng), 

expresie jednotlivých členov jeho signalizačnej kaskády a expresie prozápalových 

biomarkerov endotelovej dysfunkcie vo vzťahu k rozvoju endotelovej dysfunkcie in 

vitro.  

V prvej štúdií sme sa zamerali na úlohu sEng v procese rozvoja endotelovej 

dysfunkcie. Ľudské endotelové bunky z umbilikálnej cievy (HUVEC) boli vystavené 

pôsobeniu sEng v dávke 40 alebo 500 ng/mL po dobu 16 hodín. Zaznamenali sme nielen 
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indukciu zápalovej odpovede vo forme zvýšenej aktivity nukleárneho faktoru kappa B 

(NF-κB) a interleukínu-6 (IL-6), ale aj zvýšenie syntézy membránového endoglínu, čo 

naznačuje prozápalové účinky solubilného endoglínu a významnú úlohu membránového 

Eng v skorých fázach rozvoja endotelovej dysfunkcie.      

V nasledujúcej štúdií sme sa zamerali na úlohu Eng v rozvoji endotelovej dysfunkcie 

indukovanej oxidovaným cholesterolom. V tomto prípade sme použili ľudské aortálne 

endotelové bunky (HAEC) premedikované rôznymi oxidovanými cholesterolmi 

(oxysterolmi). Z použitých oxysterolov bol schopný vyvolať endotelovú dysfunkciu iba 

7-ketocholesterol (7K). 7K bol schopný zvýšiť expresiu adhéznych molekúl a Eng ako aj 

zvýšiť adhéziu a transmigráciu monocytov cez endotelovú vrstvu. Zníženie expresie Eng 

prostredníctvom génového utlmenia malo za následok zníženie adhézie a transmigrácie 

monocytov cez membránu. Výsledky tejto štúdie zdôrazňujú zásadný význam Eng 

v rozvoji endotelovej dysfunkcie in vitro.  

Na záver sme sa rozhodli zamerať na efekt zníženého množstva Eng na povrchu 

endotelových buniek na ich funkciu. HUVEC bunky boli inkubované v médiu 

obsahujúcom makrofágmi nasyntetizovanú matrixovú metaloproteinázu 12 (MMP12). 

MMP12 bola schopná odštepovať Eng z povrchu buniek, čo malo za následok rozvoj 

endotelovej dysfunkcie charakterizovaný zníženou schopnosťou buniek tvoriť cievy 

a zaceľovať poranenia v podmienkach in vitro.   

Výsledky tejto dizertačnej práce teda potvrdzujú význam fyziologickej expresie 

membránového endoglínu endotelovými bunkami a poukazujú na to, že zásadné zmeny 

v expresii Eng môžu viesť k rozvoju patologických zmien v cievnom endoteli.             
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Abstract 

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove 

Department of Biological and Medical Sciences 

Candidate: M. Sc. Matej Vicen 

Supervisor: Prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.  

Title of Doctoral Thesis: Membrane endoglin and its role in pathogenesis of 

endothelial dysfunction in vitro 

 

 Membrane endoglin (Eng) is a transmembrane glycoprotein that acts as a co-receptor 

in the transforming growth factor β (TGFβ) 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 vitro 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. 
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 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-κB) 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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ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK 

4βOH   4β-hydroxycholesterol 

7αOH   7α-hydroxycholesterol 

7βOH   7β-hydroxycholesterol 

7K    7-ketocholesterol 

22OH   22-hydroxycholesterol 

24OH   24-hydroxycholesterol 

25OH   25-hydroxycholesterol 

27OH   27-hydroxycholesterol 

ABCA1   adenozíntrifosfát viažuci kazetový transportér A1 

ABCG1   adenozíntrifosfát viažuci kazetový transportér G1 

Akt    proteínkináza B 

BH4    tetrahydrobiopterín 

CD    2-hydroxypropyl-β-cyklodextrín 

cGMP   cyklický guanozín monofosfát 

CYP450   cytochróm P450 

DAPI    4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochlorid 

DM    diabetes mellitus 

EGF    epidermálny rastový faktor 

EPOX   cholesterol 5,6 epoxid 

Eng    membránový endoglín 

eNOS   endotelová syntáza oxidu dusnatého 

GC    guanylátcykláza 

GM-CSF  faktor stimulujúci kolónie granulocytov a monocytov 
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GTP    guanozín tri fosfát 

HAEC   ľudské aortálne endotelové bunky 

HHT    hereditárna hemoragická teleangiektázia 

HIF-1   hypoxiou indukovaný faktor 1 

HMEC-1  imortalizované ľudské mikrovaskulárne endotelové bunky  

HMVEC  ľudské mikrovaskulárne endotelové bunky 

HUVEC   ľudské endotelové bunky z umbilikálnej cievy 

ICAM   medzibunková adhézna molekula 

Ig     imunoglobulín 

IgSF    imunoglobulínová génová superrodina  

IκB    inhibičné κB proteíny 

IL     interleukín 

iNOS    inducibilná syntáza oxidu dusnatého 

J774A.1   myšia monocytová bunková línia 

KLF6   faktor ako Krüppel 6 

LDL    lipoproteín s nízkou hustotou 

L-Eng   dlhá forma membránového endoglínu 

LFA-1   ligand pre s lymfocytovou funkciou spojený antigén 1 

LXR    pečeňový X receptor 

Mac-1   makrofágový antigén 1 

MCP-1   monocytový chemoatrakčný proteín 1 

M-CSF   faktor stimulujúci kolónie monocytov 

MMP    membránová matrixová metaloproteáza 

MMP-408  inhibítor MMP12 
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NADPH   nikotínamidadeníndinukleotidfosfát 

NF-κB   nukleárny faktor kappa B 

nNOS   neurónová syntáza oxidu dusnatého 

NO    oxid dusnatý 

NR1H3   nukleárny receptor podrodina 1 skupina H člen 3 

OxLDL   oxidovaný lipoproteín s nízkou hustotou 

PAI-1   inhibítor plazminogénového aktivátora 1 

PCR    polymerázová reťazová reakcia 

PECAM   doštičková endotelová adhézna molekula 

PHA-408  8-(5-chloro-2-(4-methylpiperazin-1-yl)isonicotinamido)-1-(4-    

     fluorophenyl)- 4,5-dihydro-1H-benzo[g]indazole-3-carboxamid 

PI3K    fosfatidilinozitol 3 kináza 

PKCα   proteínkináza α 

PTP1B   proteín tyrozín fosfatáza 1B 

Rac1    substrát botulínového typu súvisiaci s Ras 

Ras    rodina malých GTPáz 

RELA   nukleárny faktor kappa B fosforylovaný na uhlíku 65 

PSGL-1   P-selektínový glykoproteínový ligand 1 

RORs   s kyselinou retínovou spojené orphan receptory 

sEng    solubilná forma endoglínu 

S-Eng   krátka forma membránového endoglínu 

SHP-1   proteín tyrozín fosfatáza 2 

SRC    nereceptorová tyrozínkináza 

SV40    simian vírus 40 

TGFβ   transformujúci rastový faktor β 
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TNF-α   tumor nekrotizujúci faktor α 

TR    transmembránová časť 

TSP-1   trombospondín 1 

uPA    urokinázový typ plazminogénového aktivátora 

THP-1   ľudská monocytová bunková línia  

VCAM   cievna adhézna molekula 

VE-kadherín cievny endotelový kadherín 

VEGF   cievny endotelový rastový faktor 

VEGFR2  receptor pre cievny rastový faktor 2 

VLA-4   veľmi neskorý antigén 4 

vWF    von Willebrandov faktor 

ZP     zóna pellucida 
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1. Úvod 

 

Membránový endoglín (Eng) plní úlohu ako pomocný receptor v signalizačnej 

kaskáde transformujúceho rastového faktoru β (TGFβ). V posledných rokoch bola jeho 

expresia a funkcia intenzívne študovaná hlavne vo vzťahu k funkcii endotelu za rôznych 

patologických podmienok vrátane hypercholesterolémie a aterogenézy, avšak jeho úloha 

v rozvoji endotelovej dysfunkcie v podmienkach in vitro zostáva kontroverzná.   

Cholesterol plní v ľudskom organizme nenahraditeľné funkcie a život bez neho nie je 

možný. Je súčasťou bunkových membrán, v ktorých plní stabilizačnú funkciu. Pri 

nízkych teplotách zvyšuje fluiditu membrány a pri vysokých ju naopak znižuje. Taktiež 

sa vyskytuje v myelínových puzdrách nervov a napomáha zefektívneniu prenosu 

signálov. Vo forme žlčových kyselín je nevyhnutný na vstrebávanie tukov a v tukoch 

rozpustných vitamínov. Z cholesterolu sú taktiež produkované steroidné hormóny, a teda 

napomáha udržiavaniu homeostázy a fyziologickému fungovaniu organizmu. Avšak 

patologicky zvýšená hladina cholesterolu môže mať na organizmus nepriaznivé účinky.  

Hypercholesterolémia je jednou z najčastejších foriem dyslipidémií. Samotné 

zvýšenie hladín cholesterolu prenášaného v rámci štruktúry lipoproteínov s nízkou 

hustotou (LDL) v krvi nie je považované za ochorenie, avšak ide o významný rizikový 

faktor pre rozvoj ochorení, ako sú ateroskleróza či ischemická choroba srdca. Zvýšené 

hladiny cholesterolu a oxysterolov postupne poškodzujú endotel ciev a narušujú jeho 

funkciu. Endotel stráca svoje antikoaguačné a antiagregačné vlastnosti a dochádza ku 

vzniku endotelovej dysfunkcie. Práve rozvoj endotelovej dysfunkcie je prvým krokom 

pre rozvoj aterosklerózy a v konečnom dôsledku môže vyústiť do život ohrozujúcich 

stavov, ako sú infarkt myokardu a náhla cievna mozgová príhoda.     

Táto dizertačná práca sumarizuje výsledky a závery štúdií, ktoré boli vypracované na 

Katedre biologických a lékařských věd Farmaceutickej fakulty v Hradci Králové, 

Univerzity Karlovy pod vedením prof. PharmDr. Petra Nachtigala, Ph.D. a Centra de 

Investigaciones Biológicas v Madride pod vedením prof. Carmela Bernabeu, Ph.D. 

v rámci dlhodobej spolupráce vo výskume endotelovej dysfunkcie v podmienkach in 

vitro. 



15 
 

2. Teoretická časť 

2.1.  Fyziologická funkcia endotelovej vrstvy 

Endotel je tvorený jednou vrstvou endotelových buniek, ktoré nasadajú na bazálnu 

membránu a oddeľujú cirkulujúcu krv od okolitého tkaniva. Nachádza sa na vnútornej 

strane všetkých ciev od aorty až po krvné vlásočnice a zohráva nenahraditeľnú úlohu 

v regulácií cievnej homeostázy (1).  

Endotelová vrstva má zásadnú úlohu v regulácií filtrácie tekutín v obličkách, riadení 

napätia cievnej steny, kontrole hemostázy a prestupe buniek cez cievnu stenu (2). Na 

povrchu endotelových buniek sa nachádza množstvo receptorov pre cirkulujúce proteíny, 

lipid-transportujúce častice, metabolity, hormóny ako aj junkčné proteíny pre 

medzibunkovú interakciu (3).  

Kontrola cievneho tonusu endotelovej steny spočíva v súhre vazodilatačných 

a vazokonstrikčných mediátorov (4). Medzi látky, ktoré zabezpečujú vazodilatáciu, patrí 

endotelom produkovaný oxid dusnatý (NO), prostacyklín a endotelový hyperpolarizačný 

faktor (5, 6). Endotelové bunky produkujú aj vazokonstrikčné látky ako endotelín, 

tromboxán A2 a angiotenzín II (7).  

Ďalšou dôležitou schopnosťou endotelu je schopnosť zacelenia po poškodení. 

V prípade straty endotelovej vrstvy dochádza k zmnoženiu susedných endotelových 

buniek, ich migrácií a zaceleniu poškodenia. Okrem schopnosti opravy sú endotelové 

bunky schopné tvoriť aj nové cievy. Pri nedostatku kyslíka v tkanive bunky produkujú 

hypoxiou indukovaný faktor 1 (HIF-1), ktorý stimuluje expresiu cievneho endotelového 

rastového faktora (VEGF) a membránového endoglínu (Eng), čo sú faktory podporujúce 

tvorbu nových ciev. Endotelové bunky produkujú proteázy schopné rozložiť bazálnu 

membránu materskej cievy, migrujú smerom k hypoxickému signálu, proliferujú 

a vytvárajú nové cievy za účelom zabrániť hypoxii tkaniva a zabezpečiť dostatočný 

prísun živín a kyslíka pre všetky bunky (8, 9).  

2.2.  Endotelová dysfunkcia 

Endotelová dysfunkcia je stav charakterizovaný narušenou funkciou endotelovej 

vrstvy. Dochádza k premene endotelového fenotypu na prozápalový, protrombotický 
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a vazokonstrikčný. Zvyšuje sa adhézia krvných elementov na endotel, a taktiež sa zvyšuje 

jeho permeabilita (10).  

Rozvoj endotelovej dysfunkcie je spojený s veľkým množstvom kardiovaskulárnych 

ochorení ako napr. ateroskleróza, hypertenzia, chronické srdcové zlyhávanie, periférna 

cievna choroba, diabetes mellitus či chronické zlyhávanie obličiek (11).  

V podmienkach in vivo sa endotelová dysfunkcia prejavuje primárne prostredníctvom 

narušenej endotel dependentnej vazodilatácie. Dochádza k poruche syntézy NO 

prostredníctvom endotelovej syntázy oxidu dusnatého (eNOS) a k zníženiu senzitivity 

cievy na NO (12).  

Za fyziologických podmienok je NO syntetizované prostredníctvom neuronálnej, 

inducibilnej alebo endotelovej NOS (nNOS, iNOS, eNOS). nNOS je exprimované 

prostredníctvom neurónov a reguluje uvoľňovanie katecholamínov v srdci. iNOS 

zohráva najvýznamnejšiu úlohu v makrofágoch, kde reguluje skorú imunitnú odpoveď. 

eNOS je typická pre endotelové bunky a zohráva nenahraditeľnú úlohu v endotel-

dependentnej relaxácií ciev. Všetky formy NOS syntetizujú NO z L-arginínu (13). 

Po aktivácií endotelových buniek prostredníctvom stresorov ako sú acetylcholín, 

serotonín, trombín, bradykinín či prietokové napätie  dochádza k odstráneniu inhibítora 

kaveolínu z kalmodulínu a aktivácií  eNOS. Pomocou kofaktorov tetrahydrobiopterínu 

(BH4), kyslíka a nikotínamidadeníndinukleotidfosfátu (NADPH) je aktivovaná eNOS 

schopná produkovať NO. NO difunduje do hladkej svaloviny, kde aktivuje 

guanylátcyklázu (GC) a zvýši hladiny cyklického guanozínmonofosfátu (cGMP), čo 

vyúsťuje do relaxácie hladkej svaloviny ciev a vazodilatácie (Obr. 1.) (14). 
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Obr. 1. Produkcia NO prostredníctvom eNOS. Aktivované endotelové bunky 

produkujú NO z L-arginínu za pomoci rady kofaktorov. Z endotelových buniek NO 

prestupuje do buniek hladkej svaloviny ciev, kde zabezpečuje relaxáciu hladkosvalových 

buniek (14). 

Pri zníženej dostupnosti NO dochádza k poruche endotel dependentnej vazodilatácie. 

Znížená dostupnosť NO môže byť spôsobená zníženou expresiou eNOS, zníženou 

enzymatickou aktivitou eNOS, zníženou dostupnosťou L-arginínu, zníženou senzitivitou 

buniek na NO či zvýšenou degradáciou NO a kofaktorov, potrebných na jeho syntézu  

(15).  

V podmienkach in vitro je endotelová dysfunkcia primárne charakterizovaná zvýšenou 

expresiu adhéznych molekúl a zvýšenou mierou adhézie a transmigrácie monocytov cez 

endotelovú vrstvu (6). Po naviazaní prozápalových molekúl ako sú bakteriálne 

endotoxíny, oxidovaný lipoproteín s nízkou hustotou (OxLDL), prozápalové cytokíny 

(interleukín 1 (IL-1), tumor nekrotizujúci faktor α (TNF-α) či interferón γ) dochádza 

k dramatickej zmene fenotypu endotelových buniek. Nastáva aktivácia pleiotropných 

transkripčných faktorov ako napr. nukleárny faktor kappa B (NF-κB). Aktivácia NF-κB 

indukuje transkripciu adhéznych molekúl na povrchu endotelových buniek a 

sekretovaných chemokínov, ako monocytový chemoatrakčný proteín 1 (MCP-1) či 

fraktalkín. Bunky imunitného systému reagujú na zvýšenú koncentráciu MCP-1, 
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fraktalkínu a ďalších chemokínov v okolí aktivovaných endotelových buniek a dochádza 

k ich akumulácií v tomto prostredí. Nasleduje interakcia ligandov na povrchu buniek 

imunitného systému so selektínmi na povrchu endotelových buniek. Táto interakcia je 

typická pre fázu rolovania buniek po povrchu cievneho endotelu. K spomaleniu rolovania 

dochádza vďaka spojeniu ligandov na povrchu buniek imunitného systému a endotelovej 

cievnej adhéznej molekuly 1 (VCAM-1) (16, 17). Následné plazenie buniek po povrchu 

endotelových buniek je zabezpečené prostredníctvom interakcie s medzibunkovou 

adhéznou molekulou 1 a 2  (ICAM-1 a ICAM-2). O prestup buniek cez endotel sa stará 

hlavne doštičková adhézna molekula 1 (PECAM-1) (18). 

Prozápalové molekuly taktiež zvýšia tvorbu protrombotických mediátorov ako von 

Willebrandov faktor (vWF) či inhibítor plazminogénového aktivátora 1 (PAI-1). Toto 

vyúsťuje v zmenu lokálneho prostredia pri endoteli, prestup buniek imunitného systému 

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

 

2.3.  Membránový endoglín 

Membránový endoglín (CD105, TGF-β receptor III, Eng) je transmembránový 

homodimérny glykoproteín tvorený dvomi 95kDa podjednotkami spojenými 

disulfidickou väzbou (20, 21). V štruktúre membránového endoglínu sa dá rozoznať 

extracelulárna časť, hydrofóbna vnútromembránová časť a krátky cytoplazmatický 

región. Extracelulárna časť endoglínu pozostáva z orphan domény (časti, ktorá 

nevykazuje podobnosť so žiadnymi inými proteínovými rodinami) a zóny pellucidy (ZP). 

Časť ZP domény nazývaná RGD motív, je dôležitá pre väzbu s integrínmi a inými RGD 

receptormi (22, 23). ZP je taktiež dôležitá pre interakciu medzi endoglínom a TGFβ 

receptormi I a II (24).  

Expresia Eng je obmedzená predovšetkým na endotelové bunky. Je spájaná s vývojom 

kardiovaskulárneho systému, vývojom cievneho riečiska, angiogenézou a cievnou 

homeostázou (25). Okrem endotelových buniek bola expresia membránového endoglínu 

detegovaná u aktivovaných monocytov, makrofágov, fibroblastov a buniek hladkej 

svaloviny (26).    

Endoglín je nevyhnutný pre funkciu a stabilizáciu endotelovej syntázy oxidu 

dusnatého (eNOS), čo naznačuje dôležitú úlohu Eng v správnej funkcii endotelu a 
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regulácií cievneho napätia (27, 28). Na druhej strane štúdie in vitro preukazujú úlohu 

membránového endoglínu v procese zápalovej infiltrácie leukocytov a adhézie 

trombocytov na cievnu stenu (29, 30). 

Syntéza Eng je regulovaná prostredníctvom rôznych transkripčných faktorov ako 

napr.: faktor ako Krüppel 6 (KLF6) (31), nukleárny faktor kappa B fosforylovaný na 

uhlíku 65 (RELA (p65 NF-κB)) – HIF-1 (9, 32) a nukleárny receptor podrodina 1 skupina 

H člen 3 (NR1H3 (pečeňový X receptor (LXR))) (33). Prostredníctvom matrixových 

metaloproteáz (MMP14 (34), MMP12 (35)) dochádza k odštepovaniu membránovej 

formy endoglínu a k vzniku jeho solubilnej formy (sEng) (Obr. 2.).  

 

 

Obr. 2. Schematické znázornenie štruktúry membránového endoglínu (Eng) a jeho 

solubilnej formy (sEng). sEng vzniká odštiepením extracelulárnej domény Eng 

prostredníctvom matrixových metaloproteáz (na základe (25). 

 Doteraz boli identifikované dve základné izoformy membránového endoglínu (36). 

Líšia sa v množstve aminokyselín v ich cytoplazmatickej časti molekuly, úrovni 

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

 Na povrchu endotelových buniek prevažuje dlhá forma endoglínu (L-Eng). L-Eng 

obsahuje vo svojej cytoplazmatickej časti 47 aminokyselín a je dôležitý pre stimuláciu 

migrácie, proliferácie a angiogenézy prostredníctvom signalizačnej cesty Eng/ 

ALK1/SMAD1/5/8 v endotelových bunkách. Krátka forma endoglínu (S-Eng) je 
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zastúpená na povrchu endotelových buniek v menšej miere. Jej cytoplazmatická časť 

obsahuje 14 aminokyselín. S-Eng pravdepodobne inhibuje migráciu a proliferáciu 

endotelových buniek a indukuje ich senescenciu prostredníctvom Eng/ALK5/SMAD2/3 

signalizačnej kaskády. Presná úloha S-Eng na endoteli stále nebola úplne objasnená (36, 

38).  

 Keďže sa na povrchu endotelových buniek nachádza signifikantne viac L-Eng 

v porovnaní s S-Eng budeme v celej práci používať označenie Eng pre L-Eng.

 

 

 

Obr. 3. Úloha rôznych izoforiem Eng v endotelových bunkách. S-Eng má afinitu k 

TGFβII/ALK5 komplexu, kde indukuje SMAD2/3 fosforyláciu. Fosforylovaný SMAD2/3 

(pSMAD2/3) sa viaže na mediátor SMAD4 a vytvára aktívny komplex ktorý prestupuje do 
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jadra a indukuje transkripciu génov spojených s pokojovým fenotypom endotelových 

buniek. Na druhej strane L-Eng má afinitu k TGFβII/ALK1 komplexu, kde indukuje 

SMAD1/5/8 fosforyláciu. Po naviazaní fosforylovaného SMAD1/5/8 (pSMAD1/5/8) s 

SMAD4 vzniká aktívny komplex, ktorý sa translokuje do jadra bunky a indukuje 

transkripciu génov spojených s aktivovaným fenotypom endotelových buniek (na základe 

(25)). 

 

2.4.  Solubilný endoglín 

Solubilný endoglín je produkt vznikajúci štiepením membránového endoglínu 

prostredníctvom MMP. MMP sú na zinku závislé endopeptidázy s rôznymi a často 

protichodnými účinkami. Sú schopné štiepiť veľké množstvo cieľov, ako napr. Eng, 

chemokíny, cytokíny či adhézne molekuly. Delia sa na základe štruktúry do 4 hlavných 

skupín: gelatinázy (MMP2, MMP9), matrilysinázy (MMP7, MMP26), archetypické 

MMP (MMP1, MMP8, MMP13, MMP3, MMP10, MMP12, MMP19, MMP20, MMP27) 

a furínom aktivované MMP (MMP11, MMP21, MMP28, MMP14, MMP15, MMP16, 

MMP24, MMP17, MMP25, MMP23) (39).  

V súčasnosti bolo dokázané iba dvom MMP, že sú schopné štiepiť Eng. Ide o MMP12 

(35) a MMP14 (40). Zaujímavé je, že o obidvoch týchto MMP je známe, že sa podieľajú 

na rozvoji rôznych vaskulárnych ochorení ako je napr. ateroskleróza. Zvýšená expresia 

týchto MMP bola nájdená v ľudských aterosklerotických plátoch (41) a penových 

bunkách izolovaných z králikov kŕmených cholesterolom (42, 43). Taktiež indukcia 

proaterogénnymi cytokínmi a rastovými faktormi viedla k zvýšeniu expresie týchto 

MMP, čo poukazuje na možnú úlohu MMP12 (44) a MMP14 (45) v rozvoji 

aterosklerózy.  

MMP14 je kolagenáza membránového typu, ktorá je exprimovaná prevažne 

v endotelových bunkách. Bola dokázaná jej schopnosť štiepiť Eng z povrchu rôznych 

buniek vrátane endotelových (34). Presné miesto, v ktorom táto MMP odštepuje Eng je 

G-L väzba na pozícií 586-587. MMP12 je makrofágová metaloelastáza produkovaná 

prozápalovými makrofágmi (35). Môžeme preto skonštatovať, že MMP12 zohráva 

najvýznamnejšiu úlohu v odštepovaní Eng za podmienok, keď prebieha zápalový proces 
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a makrofágy majú prozápalovú polarizáciu, zatiaľ čo MMP14 zohráva najvýznamnejšiu 

úlohu v prípade, že aktivované makrofágy nie sú prítomné.        

Je dobre známe, že sEng môže byť použitý ako biomarker rôznych ochorení 

kardiovaskulárneho systému, avšak v posledných rokoch pribúdajú štúdie, ktoré 

poukazujú na to, že sám môže zohrávať významnú úlohu pri vzniku a rozvoji 

kardiovaskulárnych ochorení.  

Zvýšené hladiny sEng boli zaznamenané u pacientov s hypercholesterolémiou (46) a 

familiárnu hypercholesterolémiou (47), ako aj v experimentálnom myšom modeli 

aterosklerózy s hypercholesterolémiou ešte pred formuláciou viditeľných prejavov 

aterosklerózy v aorte, ako aj počas formulácie pokročilých prejavov (48-50). Hladina 

sEng korelovala s hladinou cholesterolu v krvnej plazme (51), ako aj s veľkosťou 

aterosklerotických plakov (48, 49). Taktiež bola dokázaná asociácia hladín sEng a rizika 

rozvoja aterosklerózy u ľudí (52, 53).  

 Hladiny sEng boli zvýšené nielen pri hypercholesterolémií ale aj pri hyperglykémií. 

Plazmatická koncentrácia sEng bola zvýšená u pacientov trpiacich diabetom mellitom 

(DM) a pozitívne korelovala so závažnosťou diabetických vaskulárnych komplikácií, ako 

je retinopatia (54), diabetická periférna neuropatia (55) a nefropatia (56, 57). Zvýšenie 

hladín sEng je spojené so znížením hladín NO u pacientov trpiacich DM (57, 58).  

Avšak sEng nie je iba markerom, ktorého zvýšené hladiny boli pozorované pri 

viacerých ochoreniach. Venkatesha s kolektívom ako prví dokázali, že sEng zohráva 

dôležitú úlohu v rozvoji hypertenzie, proteinúrie či HELLP syndrómu (hemolýza, 

zvýšené pečeňové enzýmy a znížené množstvo krvných doštičiek). Na experimenty 

použili sEng vyprodukovaný v placente tehotných preeklamptických žien, ktorý bol 

schopný v podmienkach in vitro inhibovať tvorbu kapilár a v podmienkach in vivo 

zvyšovať priepustnosť endotelu a zhoršovať hypertenziu u potkanieho modelu 

preeklampsie (59). Zvýšené hladiny sEng mali taktiež za následok zvýšenú expresiu 

adhéznych molekúl, aktiváciu NF-κB a produkciu solubilných foriem E-selektínu, 

VCAM-1 a IL6, čo naznačuje pro-zápalové pôsobenie sEng (60, 61).  

Tieto výsledky naznačujú, že zvýšené koncentrácie sEng sú negatívnym 

prognostickým znakom pre pacientov trpiacich ochoreniami kardiovaskulárneho 

systému. Avšak nie vždy má sEng iba negatívny efekt na prognózu ochorenia, hlavne 

v prípade, že sú vysoké hladiny sEng jediným prítomným rizikovým faktorom. Kapur 
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s kolektívom dokázali prostredníctvom injekcie sEng zabrániť rozvoju srdcovej fibrózy 

a znížiť množstvo kolagénu syntetizovaného v ľudských srdcových fibroblastoch (Obr. 

4) (62).  

 

Obr. 4. Úloha sEng v rozvoji srdcovej fibrózy (na základe (62-64)). sEng je schopný 

utlmiť TGFβ/ALK5/SMAD3 profibrotickú cestu a neovplyvňuje BMP9/ALK1/SMAD1 

antifibrotickú cestu. Odštepovanie Eng prostredníctvom MMP v konečnom dôsledku 

vedie k zníženej produkcii kolagénu, zmierneniu srdcovej fibrózy a zníženej produkcii 

NO.  
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2.5.  Adhézne molekuly 

Adhézne molekuly sa rozdeľujú do 5 základných skupín: integríny, selektíny, 

imunoglobulíny, kadheríny a ostatné (65). V úvodných fázach adhézie monocytov na 

endotelovú vrstvu zohrávajú dôležitú úlohu selektíny. V pokročilých fázach adhézie 

a počas transmigrácie buniek zohrávajú dôležitejšiu úlohu  glykoproteíny patriace do 

imunoglobulínovej rodiny – medzibunkové adhézne molekuly (ICAM 1,2,3), cievna 

bunková adhézna molekula 1 (VCAM-1) a doštičková endoteliálna bunková adhézna 

molekula 1 (PECAM-1) (66).  

2.5.1. Selektíny 

Selektíny sú rodina troch blízko príbuzných glykoproteínov. Patria sem  

P-, E- a L-selektín (Obr. 5.), avšak iba P- a E-selektín sú exprimované endotelovými 

bunkami. P-selektín je v pokojovom stave skladovaný vo vnútri endotelových buniek vo 

Wiebel-Paladovych telieskach a po aktivácií bunky dochádza k rýchlej exocytóze 

teliesok a prezentácii molekúl selektínu leukocytom (67). Na rozdiel od P-selektínu, E-

selektín  nie je v bunke skladovaný a po stimulácií endotelových buniek sa musí 

nasyntetizovať de novo (68). Selektíny sú nevyhnutné pre počiatočné fázy prestupu 

leukocytov (rolovanie) z krvného riečiska (69). 

 



25 
 

 

Obr. 5. Schematické znázornenie štruktúry selektínov na membráne. Selektíny obsahujú 

lektínovú časť, časť podobnú epidermálnemu rastovému faktoru (EGF), rozdielne  

množstvo CRP častí, transmembránovú časť (TR) a intracelulárnu časť (na základe (70)). 

2.5.2. ICAM-1,2,3 

Medzibunkové adhézne molekuly (ICAM-1,2,3) patria spoločne s vaskulárnou 

bunkovou adhéznou molekulou 1 (VCAM-1) a doštičkovou endotelovou bunkovou 

adhéznou molekulou 1 (PECAM-1) do imunoglobulínovej génovej superrodiny (IgSF) 

(Obr. 6.) (70). ICAM-1 je exprimovaný na leukocytoch, endotelových bunkách, 

doštičkách fibroblastoch, epiteliálnych bunkách a ďalších typoch buniek. Jeho expresia 

v jednotlivých miestach cievneho riečiska sa signifikantne líši (71). Zvýšená expresia 

ICAM-1 na endoteliálnych bunkách predstavuje dôležitý prejav zápalu. Je významným 

ligandom pre s lymfocytovou funkciou spojený antigén 1 (LFA-1) a makrofágový 

antigén 1 (Mac-1), ktoré sú lokalizované na povrchu leukocytov (72), avšak dokáže 

viazať aj fibrinogén, hyaluronan či plasmodium falciparum. ICAM-1 je dôležitý pre 

adhéziu a transmigráciu leukocytov cez endotel počas rôznych zápalových ochorení (73). 

Po naviazaní antigénu na ICAM-1 endoteliálnych buniek dochádza k aktivácií 

nereceptorovej tyrozínkinázy Src cez proteín tyrozín fosfatázu SHP-2. Následne je 

aktivovaná fosfatidylinozitol 3 kináza (PI3K), ptoteínkináza B (Akt) a eNOS. Toto vedie 
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k zvýšenému viazaniu PECAM-1 a transendoteliálnej migrácií buniek imunitného 

systému (74). ICAM-1 môže byť odštepovaný z bunkovej membrány a jeho zvýšené 

plazmatické hladiny sa dajú detegovať pri množstve zápalových ochorení (75). ICAM-2 

predstavuje skrátenú formu ICAM-1 a je exprimovaný prevažne na endotelových 

bunkách. Jeho expresia nie je zvýšená v aktivovaných endotelových bunkách ani po 

stimulácií cytokínmi (76, 77). Rovnako ako ICAM-1 aj ICAM-3 zohráva dôležitú úlohu 

v procesoch adhézie a transmigrácie. ICAM-3 sa vyznačuje zásadne odlišnou expresiou. 

Je exprimovaný leukocytmi v pokojovom stave- monocytmi, lymfocytmi, neutrofilmi a 

antigén-prezentujúcimi bunkami (78). 

2.5.3. VCAM-1 

Na rozdiel od ICAM-1  je množstvo VCAM-1 na povrchu nestimulovaných 

endotelových buniek zanedbateľné. VCAM-1 (CD106) je 90kDa glykoproteín 

exprimovaný predovšetkým endotelovými bunkami. Jeho expresia môže byť stimulovaná 

napr. prozápalovými cytokínmi (vrátane TNFα), OxLDL, vysokou koncentráciou 

glukózy, agonistami toll-like receptorov a prietokovým napätím. Zohráva dôležitú úlohu 

v procese rolovania, adhézie a transmigrácie leukocytov z krvného obehu. Jeho 

väzobným miestom na leukocytoch je veľmi neskorý antigén 4 (VLA-4, integrín α4β1) 

(79, 80). Po naviazaní ligandu na VCAM-1 dochádza k aktivácií vápnikových tokov 

a  substrátu botulínového typu 1 súvisiaceho s Ras (Rac1). To vyvolá aktiváciu 

nikotínamidadeníndinukleotidfosfát (NADPH) oxidázy 2 a produkciu reaktívnych foriem 

kyslíka. Nasleduje aktivácia proteín kinázy C α (PKCα) a proteín tyrozín fosfatázy 1B 

(PTP1B). Celý proces vedie k oslabeniu medzibunkových väzieb medzi endotelovými 

bunkami a transmigrácií buniek imunitného systému (79).  

2.5.4. PECAM-1 

PECAM-1 je člen imunoglobulínovej génovej superrodiny so 6-timi extracelulárnymi 

Ig podjednotkami a molekulovou hmotnosťou 130 kDa. Nachádza na povrchu krvných 

doštičiek, monocytov, neutrofilov a vo veľkých množstvách v medzibunkových 

spojeniach endotelových buniek (81). Zohráva dôležitú úlohu v procese adhézie buniek 

na endotel, angiogenéze, trombóze a odpovedi na prietokové napätie, ale jeho 

najdôležitejšia úloha je v regulácií medzibunkového prestupu leukocytov cez endotelovú 

vrstvu (82). 
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Obr. 6. Schematické znázornenie štruktúry adhéznych molekúl patriacich do 

imunoglobulínovej génovej superrodiny na membráne spolu so znázornením ich 

väzobných miest (šípky) a počtu imunoglobulínových podjednotiek (Ig) (na základe (70)). 

2.6.  Oxysteroly 

Oxysteroly sú deriváty cholesterolu, ktoré vznikajú jeho oxidáciou. Majú  

2-rádovo vyššiu reaktivitu ako samotný cholesterol a na rozdiel od cholesterolu sú vďaka 

prídavnému kyslíku schopné prestupovať lipofilné membrány (83). Sú schopné 

modifikovať bunkový metabolizmus, vnútrobunkovú signalizáciu, diferenciáciu, 

transkripciu génov, zápalovú imunitnú odpoveď, transport sterolov a môžu mať 

cytotoxické a pro-apoptické účinky (84). Podľa spôsobu vzniku sa rozdeľujú na 

oxysteroly neenzymatického a enzymatického pôvodu (85). V mnohých štúdiách in vivo 

bolo dokázané, že oxysteroly prijaté stravou zohrávajú dôležitú úlohu v procese rozvoja 

aterosklerózy (86-88).  Na štúdium efektov oxysterolov prijatých stravou v podmienkach 

in vivo boli použité LDL receptor deficientné myši a Apo E deficientné myši kŕmené 

prostredníctvom klasickej stravy, ku ktorej bolo pridané 1 % cholesterolu v kontrolnej 

skupine a  0,95 % cholesterolu a 0,05 % oxysterolov v experimentálnej skupine. Po 7 

mesiacoch (LDL receptor deficientné myši) alebo 4 mesiacoch (Apo E deficientné myši) 

boli vyhodnotené koncentrácie oxidovaných cholesterolov v sére myší a plocha tukových 
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pruhov v aorte. V prípade oboch myších kmeňov nastalo signifikantné zvýšenie 

koncentrácie 7-ketocholesterolu a α-epoxycholesterolu u myší kŕmených stravou 

obsahujúcou oxidované cholesteroly. Taktiež plocha tukových prúžkov bola v skupine 

myší kŕmených oxidovaným cholesterolom rozsiahlejšia (87). Nasledujúca štúdia bola 

zameraná na schopnosť oxidovaných cholesterolov prestupovať zo stravy do krvného 

riečiska. Bolo dokázané, že oxysteroly prijaté prostredníctvom stravy sú schopné 

prestupovať do cirkulácie zdravého človeka a hladina oxysterolov v plazme je zvýšená 

po dobu 72 hodín od ich prijatia stravou. Výsledky tejto štúdie poukazujú na významnú 

úlohu oxysterolov neenzymatického pôvodu v procese rozvoja endotelovej dysfunkcie 

ako prvého kroku v rozvoji aterosklerózy (86). Review z roku 2017 pekne zhrnula štúdie 

zamerané na proaterosklerotické pôsobenie oxysterolov a jej autori dospeli k názoru, že 

oxysteroly môžu byť jedným z faktorov, ktoré akcelerujú rast aterosklerotických lézií 

(88).      

2.6.1. Oxysteroly enzymatického pôvodu 

Oxysteroly enzymatického pôvodu vznikajú intracelulárne prostredníctvom 

enzymatických modifikácií cholesterolu v rámci buniek a zohrávajú nezastupiteľnú úlohu 

v intracelulárnom metabolizme lipidov. Ide o významných endogénnych agonistov 

pečeňových X receptorov (LXR) (89, 90). Najdôležitejšie oxysteroly sú syntetizované 

v mitochondriách a endoplazmatickom retikule buniek prostredníctvom cholesterolových 

hydroxylázií patriacich do rodiny cytochrómu P450. Do tejto skupiny oxysterolov sa 

zaraďujú napr. 7α-hydroxycholesterol (7αOH), 4β-hydroxycholesterol (4βOH) 27-

hydroxycholesterol (27OH), 25-hydrochycholesterol (25OH), 24-hydroxycholesterol 

(24OH) alebo jeden z najsilnejších známych endogénnych agonistov LXR - 22-

hydroxycholesterol (22OH) (85, 91). V centrálnom nervovom systéme je 

prostredníctvom CYP46A1 syntetizovaný 24OH. 7αOH a 27OH sú syntetizované 

primárne v bunkách pečene prostredníctvom cytochrómov CYP7A1 a CYP27A1 počas 

syntézy žlčových kyselín. Medzi oxysteroly, ktorých syntéza môže byť výrazne zvýšená 

prostredníctvom liečiv indukujúcich enzýmy CYP450, patrí 4βOH. Tento oxysterol je 

syntetizovaný prostredníctvom CYP3A4, ktorý je indukovaný napr. liečivami 

používanými na liečbu epilepsie. Oxysteroly enzymatického pôvodu zohrávajú 

významnú úlohu nielen v metabolizme cholesterolu, ale aj prostredníctvom ovplyvnenia 

Hedgehog signalizácie, s kyselinou retínovou spojených orphan receptorov (RORs) a 

estrogénových receptorov ovplyvňujú vnútrobunkovú signalizáciu, vývoj a diferenciáciu 
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organizmu. Taktiež sú prostredníctvom ovplyvnenia LXR a sterol viažucich regulačných 

proteínov (SREBP) schopné ovplyvniť transkripciu génov a metabolizmus cholesterolu, 

avšak priamy vplyv oxidovaných cholesterolov enzymatického pôvodu na rozvoj 

aterosklerózy ešte nebol dokázaný (84). Na druhej strane silnejšia cytotoxicita 

a schopnosť navodiť endotelovú dysfunkciu bola dokázaná pri oxysteroloch 

s neenzymatickým pôvodom, čo naznačuje možnú úlohu tejto skupiny oxysterolov 

v rozvoji aterosklerózy (85). 

2.6.2. Oxysteroly neenzymatického pôvodu 

Do tejto skupiny patrí napr. 7β-hydroxycholesterol (7βOH), 7-ketocholesterol (7K) 

alebo cholesterol 5,6 epoxid (EPOX) (85). Tieto oxysteroly vznikajú autooxidáciou 

cholesterolu pri spracovaní potravy, pôsobením voľných radikálov a ďalšími vplyvmi. 

Najvyššiu koncentráciu z oxysterolov neenzymatického pôvodu v krvnej plazme 

dosahuje 7K (Obr. 7.) (92). Jeho schopnosti indukovať zápal, endotelovú dysfunkciu 

a bunkovú smrť sú dobre známe (85, 93, 94). V makrofágoch indukuje syntézu 

prozápalových mediátorov, ako napríklad IL-8 a MCP-1. 7K je schopný zvýšiť expresiu 

adhéznych molekúl (ICAM-1 a VCAM-1) na ľudských aortálnych endotelových bunkách 

(HAEC) a zvýšiť adhéziu a transmigráciu monocytov cez HAEC vrstvu. Taktiež sa 

akumuluje v makrofágoch a aterosklerotických plátoch, čo naznačuje jeho významnú 

úlohu v procese rozvoja aterosklerózy. Po vystavení primárnych makrofágov a bunkovej 

línie J774A.1 pôsobeniu OxLDL po dobu 24 hodín boli tieto bunky schopné vychytať 

oxidované cholesteroly z média a viabilita buniek ostala nad 85 %. V rámci buniek sa 7K 

a jeho esterifikované formy akumulovali v plazmatickej membráne, endozómoch, ale 

hlavne v lyzozómoch a bunky sa menili na penové bunky  (95). 
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Obr. 7. Schematické znázornenie štruktúry 7-ketocholesterolu (na základe (84). 

2.7.  Bunkové kultúry 

2.7.1. Význam bunkových kultúr pre výskum endotelovej dysfunkcie  

Bunkové kultúry majú nenahraditeľné miesto v základnom výskume. Napriek 

množstvu nevýhod, ktoré plynú z vyňatia určitého druhu  buniek zo systémovej regulácie 

má použitie bunkových kultúr v praxi mnohé výhody oproti in vivo zvieracím modelom. 

V prvom rade ide o to, že bunkové kultúry sú ľudského pôvodu, a teda sa nemusíme 

zaoberať problematikou medzidruhových rozdielov pri analýze a interpretácií výsledkov.  

 Vývoj a výskum in vitro modelov bunkových kultúr neustále napreduje a stále viac sa 

približujú podmienkach in vivo. 3D modely tumorov sú bežne používane pri testovaní 

protinádorových liečiv (96), bunkové modely zložené z izolovaných primárnych 

neurónov, mikrogliových buniek, hippokampálnych buniek a ďalších typov nervových 

buniek sa používajú pri štúdiu alzheimerovej choroby (97), prionóz (98) a parkinsonovej 

choroby (99).  

Vo výskume kardiovaskulárnych ochorení zohrávajú prvoradú úlohu endotelové 

bunky a bunky imunitného systému. Endotelové bunky vystielajú celý kardiovaskulárny 

systém od srdca až po krvné vlásočnice. V závislosti na orgáne a časti kardiovaskulárneho 

systému, v ktorej sa nachádzajú, sa rozvinuli značne odlišné fenotypy endotelových 

buniek. Táto heterogenita v rámci endotelových buniek vysvetľuje rozdielne odpovede 
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endotelových bunkových kultúr izolovaných z rozdielnych častí kardiovaskulárneho 

systému na vonkajšie impulzy, ktorým sú vystavené (6, 100).    

2.7.2. HUVEC 

Maryuama ako prvý v histórií popísal izoláciu primárnej kultúry ľudských 

endotelových buniek z pupočníkovej cievy (HUVEC) za pomoci perfúzie pupočníkovej 

cievy pomocou trypsínu v roku 1963 (101). Odvtedy sa HUVEC stali najpopulárnejším 

typom endotelových buniek používaných v podmienkach in vitro (Obr. 8.). Ich izolácia 

z pupočníkovej cievy je relatívne jednoduchá a pupočníková cieva je dostupná ako 

biologický odpad po narodení dieťaťa (102).  HUVEC exprimujú množstvo endotelových 

markerov ako napríklad ICAM-1, VCAM-1, selektíny, von Willebrandov faktor a sú 

schopné produkovať NO (103, 104). Taktiež sú schopné reagovať na množstvo impulzov 

ako hyperglykémia, stimulácia prostredníctvom lipopolysacharidu, či prietokovým 

napätím (105-107). Môžu byť kultivované v mikrofluidných zariadeniach (108), 

diferencované do 3D sféroidov, kokultivované v 3D systémoch s inými bunkovými 

líniami, či kultivované v matrigele pri štúdiu tubulogenézy (109, 110). Medzi 

endotelovými bunkovými líniami sa HUVEC považujú za zlatý štandard a sú 

najpoužívanejšou bunkovou líniou, avšak ich použitie na modelovanie dospelých ciev 

zostáva zložité. Medzi hlavné nevýhody HUVEC patria rozdiely medzi jednotlivými 

donormi z ktorých boli bunky izolované, obtiažnosť ich transfekcie a limitovaná 

životnosť, pričom senescenciu dosahujú približne po 15-20-tich deleniach. Z HUVEC 

boli pripravené imortalizované bunkové línie EA.hy 926, hTERT a HUV-ST (111, 112). 

Ea.hy 926 sú jednou z najpopulárnejších imortalizovaných bunkových línií vôbec. Boli 

vytvorené fúziou HUVEC s bunkovou líniou pľúcnych nádorových buniek A549 (113). 

Napriek tomu, že si Ea.hy zachovali väčšinu dôležitých endotelových markerov, existujú 

závažné rozdiely v ich reakcii na rôzne stimuly, ako napríklad oxidovaný LDL či VEGF 

oproti reakcii primárnej bunkovej línie HUVEC (114, 115). 
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Obr. 8.  HUVEC bunky sú v matrigéle schopné tvoriť tubulárne štruktúry (vľavo). Taktiež 

dokážu syntetizovať NO prostredníctvom eNOS (vpravo). HUVEC bunky zafarbené 

prostredníctvom 2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride, 4′,6-Diamidino-

2-phenylindole dihydrochlorid (DAPI, modrá farba-jadrá) a primárnej protilátky proti 

eNOS v kombinácií so sekundárnou protilátkou Alexou fluor 488 (zelená farba-expresia 

eNOS proteínu) (vlastné výsledky). 

2.7.3. HAEC 

Ľudské aortálne endotelové bunky (HAEC) boli v aorte vystavené silným 

hemodynamickým silám, ktoré ovplyvnili ich fenotyp a pozmenili mieru expresie 

povrchových proteínov. Medzi tieto proteíny patrí aj membránový endoglín. Sú schopné 

produkovať látky ovplyvňujúce cievny tonus, angiogenézu či  zápalovú odpoveď. HAEC 

sú schopné rásť v monovrstve na plastoch s adhezívnym povrchom (Obr. 9.) alebo tvoriť 

tubulárne štruktúry v matrigele. Môžu byť kokultivované s inými bunkovými líniami ako 

napríklad s THP-1 monocytmi pri štúdiu adhézie a transmigrácie monocytov cez 

endotelovú vrstvu. Z týchto dôvodov ide o najvhodnejšiu bunkovú líniu na štúdium 

endotelu veľkých artérií. So zvyšujúcou sa pasážou buniek dochádza k postupnej zmene 

expresie povrchových proteínov a senescenciu dosahujú približne po 15-20-tich 

deleniach  (116, 117).  HAEC sú používané primárne na štúdium rozvoja endotelovej 

dysfunkcie a aterosklerózy. Z HAEC bola vytvorená immortalizovaná línia TeloHAEC, 

avšak jej použitie je obmedzené (118). 
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Obr. 9. HAEC sú schopné vytvárať celistvú bariéru (vlastné výsledky). 

2.7.4. HMVEC 

Najčastejšími zdrojmi ľudských mikrovaskulárnych endotelových buniek (HMVEC) 

sú koža, pľúca a srdce. Ich fenotyp bol pozmenený nízkym tlakom krvi v kapilárach 

a používajú sa prevažne na štúdium angiogenézy, bunkovej transmigrácie, hojenia rán 

a zápalovej reakcie (119). Medzi typické vlastnosti HMVEC patrí rast v monovrstve, 

expresia a sekrécia von Willebrandovho faktora, vychytávanie LDL a rýchla formulácia 

tubulárnych štruktúr v matrigéle. Izolácia čistej bunkovej kultúry HMVEC je zložitá 

a izolované bunky dosahujú senescenciu zvyčajne po 15-20-tich deleniach. Z týchto 

dôvodov sa pristúpilo k tvorbe imortalizovaných bunkových línií derivovaných 

z primárnych HMVEC. Na tvorbu imortalizovaných bunkových línií bola použitá 

transfekcia pomocou katalytického komponentu telomerázy alebo plazmidu kódujúceho 

simian virus (SV40). Príkladom immortalizovanej bunkovej línie, ktorá vznikla 

transfekciou HMVEC prostredníctvom SV40 je bunková línia HMEC-1 (120, 121). 

2.7.5. Primárne monocyty a makrofágy 

Monocyty sú tvorené hematopoetickými kmeňovými bunkami v kostnej dreni (122). 

Po vzniku cirkulujú v krvi po dobu približne troch dní (123). V krvi cirkulujúce 

nestimulované monocyty sa nedokážu deliť. V pokojovom stave prestupuje cez endotel 

iba ≤ 1 % cirkulujúcich monocytov (124-126). Na základe génovej expresie a funkcie 
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môžeme monocyty rozdeliť na tri základné typy – klasické, ktoré predstavujú 80-90 % 

všetkých monocytov a majú za úlohu fagocytózu, prechodné, ktoré predstavujú 2-11 % 

monocytov a sú výrazne prozápalové a neklasické (10-20 %), ktoré zohrávajú významnú 

úlohu v ochrane tkanív a protivírusovej ochrane (127). 

Po stimulácií endotelu prozápalovými cytokínmi dochádza k aktivácií endotelu 

a zvýšenej expresii adhéznych molekúl (P-, E-selektínov, ICAM-1, VCAM-1...) (128, 

129). Interakcia selektínov nachádzajúcich sa na povrchu endotelových buniek a P-

selektínového glykoproteínového ligandu 1 (PSGL-1) nachádzajúceho sa na povrchu 

cirkulujúcich monocytov je významná pre fázu rolovania monocytov po endoteli (130). 

K spomaleniu a zastaveniu rolovania dochádza vďaka spojeniu monocytového VLA-4 

a endotelového VCAM-1 (16, 17). Adhézia monocytov na endotel je regulovaná 

prostredníctvom C-C a C-X-C chemokínov (131, 132). Následné intraluminálne plazenie 

monocytov je zabezpečené prostredníctvom interakcie monocytového s fúziou spojeného 

antigénu 1 (LFA-1) a makrofágového antigénu 1 (Mac-1) s ICAM-1 a  

ICAM-2 (18). 

Po procese adhézie nasleduje proces transmigrácie. Za normálnych okolností  

70-90 % adherovaných monocytov transmigruje cez medzibunkové priestory 

v endotelovej monovrstve a iba 10-30 % migruje priamo cez endotelové bunky (133). 

V procese medzibunkovej transmigrácie monocytov cez endotelovú vrstvu zohráva 

významnú rolu PECAM-1 (134). Po prestupe monocytov do tkanív dochádza k ich 

diferenciácií na makrofágy alebo dendrické bunky (Obr.10.) (123). Makrofágy sú 

schopné produkovať rôzne rastové faktory, cytokíny, chemokíny a proteolytické enzýmy 

ktorými dokážu ovplyvňovať okolité tkanivo (135, 136). Počas rozvoja aterosklerózy 

nadobúdajú makrofágy prozápalový fenotyp, pohlcujú lipidy, menia sa na penové bunky 

a prispievajú k progresu aterosklerózy (137).        
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Obr. 10. Primárne monocyty počas procesu diferenciácie na makrofágy prostredníctvom 

stimulačných cytokínov (vlastné výsledky). 

 

2.7.6. THP-1 

THP-1 bunková línia sa od svojej prvej izolácie v roku 1980 (138) stala jednou 

z najpoužívanejších bunkových línií na výskum funkcie monocytov a makrofágov 

v kardiovaskulárnom systéme (Obr. 11.). Ide o bunkovú líniu izolovanú z pacientov 

s akútnou monocytovou leukémiou. Napriek tomu, že sa vyznačuje určitými 

odlišnosťami oproti primárnym monocytom, zastáva významné miesto v štúdiu 

aterosklerózy a ďalších ochorení kardiovaskulárneho systému. Medzi tieto odlišnosti 

patrí napr. potreba silnejšieho stimulu ako je to v prípade primárnych monocytov. Na to, 

aby THP-1 monocyty znížili expresiu LDL receptorov, vyžadujú vyššie dávky LDL ako 

primárne monocyty (139). Na druhej strane majú THP-1 monocyty aj rad výhod. Medzi 

významné výhody THP-1 monocytov patrí nízka genetická variabilita (140), vysoká 

efektivita transfekcií (141), dlhovekosť a možnosť skladovania neobmedzený čas 

v tekutom dusíku (139).  
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Obr. 11. Fotografia THP-1 monocytu a diferencovaného makrofágu. V bunkách sú 

viditeľné vakuoly naplnené sérom (výživa pre bunky) (vlastné výsledky). 

2.8.  Membránový endoglín v procese aterogenézy 

Úloha membránového endoglínu v procese aterogenézy zostáva nejasná. Stále nie je 

dostatočne objasnené, v ktorých fázach rozvoja aterosklerózy má Eng pro-aterogénne 

a v ktorých proti-aterogénne účinky a akou mierou prispieva k rozvoju ochorenia. 

Je však známa spojitosť medzi expresiou Eng a produkciou NO prostredníctvom 

eNOS. Eng je schopný stabilizovať eNOS proteín (27), zvyšuje fosforyláciu a stabilitu 

SMAD2 a zvyšuje expresiu eNOS (142). Endotelová syntáza oxidu dusnatého je 

nevyhnutná pre správnu funkciu endotelu a jej znížená aktivita pri hypercholesterolémií 

a/alebo zápale môže vyústiť ku zmenám vo funkčnosti ciev a rozvoju endotelovej 

dysfunkcie (143).  

Úloha endoglínu na cievnom endoteli však nespočíva iba v podpore funkcie eNOS. 

Jerkic s kolektívom na bunkách izolovaných z vaječného žĺtka myší preukázali dôležitú 

úlohu Eng pri stabilizácií endotelovej vrstvy a regulácií permeability endotelu. Na 

experiment použili bunky izolované počas 8,5 dňa embryonálneho vývoja z 

homozygotných Eng-/-, heterozygotných Eng+/- a kontrolných Eng+/+ myší. V Eng 

deficientných bunkách preukázali znížené množstvo endotel stabilizujúcich faktorov, ako 

je  receptor pre cievny rastový faktor 2 (VEGFR2), proteínkináza PAK-1, cievny 

endotelový kadherín (VE-kadherín) či signálny proteín Rac-2, a zvýšené množstvo 

endotel destabilizujúcich faktorov, ako trombospondín 1 (TSP-1) a tyrozín fosfatáza 

CD148. Naznačili, že znížené množstvo Eng na bunkách môže súvisieť so zvýšenou 

permeabilitou endotelu a rozvojom endotelovej dysfunkcie (144). Úlohu endoglínu 

v regulácií endotelovej permeability potvrdzuje aj štúdia Rossi a jej kolektívu vykonaná 

na kombinácií murálnych a endotelových buniek. Preukázali, že adhézia murálnych 

buniek na endotelové bunky je aspoň sčasti závislá na Eng. Zníženie expresie Eng na 
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endotelových bunkách v konečnom dôsledku vyústilo do zvýšenej permeability 

endotelovej vrstvy (145).   

V nasledujúcich štúdiách Rossi s kolektívom demonštrovali interakciu medzi 

leukocytovým integrínom α5β1 (30), prípadne doštičkovým αIIbβ3 s časťou molekuly 

Eng nazývanou RGD motív  (29). Poukázali na to, že znížené hladiny Eng v zápalových 

podmienkach mali za následok zníženie množstva leukocytov, ktoré transmigrovali cez 

endotel. Z týchto dôvodov naznačujú, že by sa Eng dal považovať za adhéznu molekulu, 

ktorá podporuje rozvoj endotelovej dysfunkcie, ak je prítomná zápalová reakcia 

organizmu (30). Dôležitosť Eng ako molekuly regulujúcej permeabilitu endotelu pre 

imunitnú odpoveď organizmu preukázala Ojeda-Fernandez a jej kolektív. Porovnávali 

imunitnú odpoveď u myší, ktoré neexprimovali endoglín v myeloidnej línií buniek (Eng 

KO) s bežnými myšami. Zistili, že Eng KO myši trpeli spontánnymi infekciami mäkkého 

tkaniva, transmigrácia leukocytov cez endotel bola poškodená, expresia génov 

v makrofágoch bola pozmenená a ich schopnosť fagocytózy bola znížená. Tieto výsledky 

poukazujú na to, že Eng nie je dôležitý iba pre funkciu endotelu, ale aj pre funkciu 

imunitného systému a rozvoj fyziologickej zápalovej odpovede na infekčné agensy (146).  

Eng zohráva komplexnú úlohu v organizme, a to za fyziologických, ako aj za 

patologických stavov. Je pravdepodobné, že sa jeho úloha v procese rozvoja 

aterosklerózy mení. V súčasnosti však nie je možné s istotou dokázať, že Eng prispieva 

alebo chráni pred rozvojom aterosklerózy.   

 

2.9. Transkripčné faktory regulujúce expresiu membránového endoglínu 

2.9.1. KLF6 

Faktor ako Krüppel 6 (KLF6) je transkripčný faktor obsahujúci zinok 

a rozpoznávajúci GC box motív v reagujúcich génoch (147, 148). Bola dokázaná zvýšená 

expresia KLF6 na miestach s poškodeným cievnym endotelom a jeho schopnosť 

aktivovať gény priamo sa podieľajúce na reakcii na cievne poškodenie – kolagén I, 

transformujúci rastový faktor βA (TGF-βA), receptory pre transformujúci rastový faktor 

I, II (TβRI, TβRII) a urokinázový typ plazminogénového aktivátora (uPA) (149, 150). 

Zvýšené koncentrácie KLF6 boli objavené u potkana po balónikovom poškodení cievy 

na miestach, v ktorých nastala indukcia expresie Eng. Rovnako poškodenie monovrstvy 
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HUVEC buniek viedlo k zvýšeniu expresie KLF6, ktorá bola v priebehu 6 hodín 

sprevádzaná zvýšenou expresiou Eng. Taktiež bolo dokázané, že účinky KLF6 sú 

potencované špecifickým proteínom 1 (Sp1). Tieto výsledky poukazujú na to, že KLF6 

je schopný v spolupráci s Sp1 aktivovať expresiu Eng a ďalších členov TGF-β 

signalizačnej kaskády (151). 

 Okrem účinku na expresiu Eng dokáže KLF6 zvýšiť expresiu MMP14, a teda zvýšiť 

koncentráciu sEng v krvnej plazme (31). KLF6 taktiež zvyšuje aktivitu  

NF-κB (152, 153), prispieva k migrácií makrofágov, ich prozápalovej polarizácií 

a progresu zápalovej reakcie (154).   

2.9.2. NF-κB 

Nukleárny faktor kappa B (NF-κB) zohráva nenahraditeľnú úlohu v metabolizme 

buniek a odpovedi na stresové a zápalové stimuly (Obr. 12.). Po aktivácií NF- κB 

dochádza k presunu transkripčného faktoru z cytoplazmy do bunkového jadra, kde 

aktivuje mimo iných expresiu hypoxiou indukovaného faktoru 1 (HIF-1) (32, 155).  HIF-

1 sa viaže na hypoxia-responzívne elementy a aktivuje expresiu veľkého množstva 

génov, okrem iných gény pre vaskulárny endotelový rastový faktor (VEGF) (156), 

erytropoetín (157) a indukovateľnú NO-syntázu (158). Taktiež bolo dokázané, že HIF-1 

tvorí s Sp1 a Smad3 komplex, ktorý sa viaže na endoglínový promoter a indukuje 

expresiu Eng (8). 
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Obr. 12. Vnútrobunková lokalizácia NF-κB v cytoplazme HAEC (zelená) a v jadre 

(svetlomodrá). Jadrá sú zafarbené prostredníctvom DAPI (modrá) (vlastné výsledky). 

2.9.3. LXR 

Pečeňový X receptor (LXR) zohráva zásadnú úlohu v regulácií intracelulárnych hladín 

cholesterolu (159). Po aktivácií LXR prostredníctvom oxysterolov dochádza k aktivácií 

génov pre adenozíntrifosfát viažúci kazetový transportér A1 a G1 (ABCA1, ABCG1), 

ktoré sú nenahraditeľné pre efflux cholesterolu z buniek (160). Po stimulácií buniek 

prostredníctvom selektívneho LXR agonistu T0901317 nastalo signifikantné zvýšenie 

expresie Eng na úrovni mRNA, ako aj na proteínovej úrovni, čo naznačuje významnú 

úlohu LXR v regulácií expresie Eng (33).  

 

2.10. Liečivá ovplyvňujúce expresiu membránového endoglínu 

2.10.1. Atorvastatín 

Statíny sú najpoužívanejšími liečivami pri liečbe hypercholesterolémie 

a aterosklerózy. Prostredníctvom inhibície enzýmu zodpovedného za syntézu 

cholesterolu v pečeni (3-hydroxy-3-metylglutaryl koenzým A reduktázy) sú schopné 

znižovať množstvo proaterogénnych molekúl oxLDL v cirkulácií. Okrem silných 

hypolipidemických efektov vykazujú aj iné prospešné efekty (pleiotropné efekty) na 

organizmus. Medzi tieto pleiotropné efekty patria modulácia zápalovej reakcie 
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organizmu, zvýšenie stability aterosklerotického plaku či inhibícia krvného zrážania 

(161). V myšom modeli aterosklerózy bol atorvastatín schopný znížiť koncentráciu 

cholesterolu a sEng v plazme a súčasne zvýšiť expresiu Eng a eNOS v aorte (48, 162). 

V podmienkach in vitro bol schopný zvýšiť expresiu Eng na HUVEC a zabrániť zníženiu 

expresie Eng a eNOS počas zápalovej odpovede endotelových buniek na tumor 

nekrotizujúci faktor α (TNF-α) (163). Spoločne tieto štúdie naznačujú pozitívny vplyv 

atorvastatínu na rozvoj aterosklerózy a zápalovej reakcie organizmu, avšak stále chýbajú 

štúdie, ktoré by objasnili, akú úlohu zohráva ovplyvnenie Eng statínmi v procese vzniku 

a rozvoja aterosklerózy.  

2.10.2. Carotuximab 

Carotuximab je prvá chimerická monoklonálna protilátka viažuca sa na Eng používaná 

v klinickej praxi (164). V HUVEC je schopný deaktivovať Smad1/5/8 signalizačnú 

kaskádu a aktivovať Smad 2/3 signalizačnú kaskádu. Bol schopný signifikantne 

inhibovať tubulogenézu a v kombinácií s bevacizumabom (liečivo používané proti 

VEGF) bola inhibícia tubulogenézy signifikantne zvýšená (165).  Taktiež v preklinických 

štúdiách bol carotuximab schopný inhibovať angiogenézu a spomaliť rast tumorov (166, 

167). Nežiaduce účinky podania carotuximabu boli príbuzné príznakom hereditárnej 

hemoragickej teleangiektázie (HHT), ochorenia, ktoré je spôsobené mutáciou génu pre 

Eng (164). Na molekulárnej úrovni dokáže carotuximab zabezpečiť spojenie Eng 

a MMP14 na povrchu buniek a zvýšiť mieru odštepovania Eng a produkciu sEng (168). 

2.10.3. PHA-408 

NF-κB je v pokojovom stave vo forme dimérov lokalizované v cytoplazme buniek, 

kde je naviazané na inhibičné κB (IκB) proteíny. Po stimulácií prozápalovými signálmi 

nastáva aktivácia IκB kinázy, ktorá zabezpečí fosforyláciu, polyubiquitináciu 

a degradáciu IκB cez S26 proteazomovú cestu a tým spôsobí uvoľnenie NF-κB, ktoré je 

schopné prestúpiť do jadra a zabezpečiť zápalovú odpoveď bunky (155, 169).  

PHA-408 je účinný, vysoko špecifický ATP-kompetitívny inhibítor kinázy IκB 

s relatívne pomalým odbúravaním. [8-(5-chloro-2-(4-methylpiperazin-1-

yl)isonicotinamido)-1-(4-fluorophenyl)-4,5-dihydro-1H-benzo[g]indazole-3-

carboxamide] (PHA-408) má mnoho protizápalových účinkov, ktoré vyplývajú 

z inhibície NF-κB (Obr. 13). V potkaňom modeli artritídy bolo dokázané, že PHA-408 je 
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schopné po perorálnom podaní znížiť zápalovú reakciu organizmu. Taktiež bolo schopné 

v závislosti na podanej dávke znížiť infiltráciu buniek imunitného systému do pľúcneho 

tkaniva po inhalačnom podaní lipopolysacharidu (169, 170). 

 

 

Obr. 13. Expresia a lokalizácia NF-κB v HAEC bunkách u kontrolnej skupiny, skupiny 

stimulovanej 7K a u skupiny premedikovanej PHA-408. Po stimulácií 7K nastáva presun 

NF-κB do jadra, zatiaľ čo PHA-408 je schopné znížiť expresiu NF-κB a zabrániť jeho 

presunu do jadra buniek (vlastné výsledky). 

2.10.4. 2-hydroxypropyl-β-cyklodextrín 

Cyklodextríny sú skupinou cyklických oligosacharidov, ktoré vznikajú pri 

bakteriálnom rozklade celulózy. Pôvodne sa používali iba ako solubilizátory pre 

hydrofóbne liečivá, ale následne sa zistilo, že aj samotné cyklodextríny majú účinky 

relevantné pre farmakoterapiu (171). Jedným z hlavných efektov β-cyklodextrínov je 

odstraňovanie cholesterolu z buniek (172). V myšom modeli leukémie bol  

2-hydroxypropyl-β-cyklodextrín (CD) schopný znížiť obsah cholesterolu a inhibovať rast 

leukemických buniek cez zástavu bunkového cyklu v G2/M fáze bunkového cyklu  

a navodiť bunkovú apoptózu, čo malo za následok zlepšenie prežívania leukemických 

myší (173). V bunkovej kultúre HUVECov bol CD schopný stimulovať proliferáciu 

a migráciu buniek. Taktiež v myšom modeli ischémie zadnej končatiny mal CD priaznivé 

účinky. Bol schopný napomôcť obnove krvného obehu a zvýšiť denzitu krvných 

vlásočníc (174).  

V bunkách formulujúcich aterosklerotické pláty bol CD schopný signifikantne znížiť 

obsah bunkového cholesterolu (175) a spolu so schopnosťou preprogramovať makrofágy 

bol schopný prispieť k regresu aterosklerózy (176). V súčasnosti je CD registrovaný ako 
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liečivo prvej voľby pre Niemann-Pickovu chorobu typ C, ktorá sa vyznačuje autozomálne 

recesívnou stratou funkcie génov pre Niemann-Pickov transportér typ C1 alebo C2. Títo 

pacienti za bežných podmienok umierali v detskom veku, avšak CD dokázal signifikantne 

predĺžiť ich prežívanie. V súčasnosti prebiehajú štúdie zamerané na efekt CD v procese 

aterosklerózy, Alzheimerovej, Parkinsonovej a Huntingtonovej choroby (177).    

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

3. Ciele práce 

 

• Sledovať vplyv rozličných stimulov (sEng, oxysteroly, produkty makrofágového 

metabolizmu) na expresiu membránového endoglínu a objasniť efekt zmien 

expresie Eng na funkciu endotelovej vrstvy. 

 

• Objasniť, aké signalizačné kaskády sú do prípadnej indukcie/supresie expresie 

endoglínu po podaní oxidovaných cholesterolov zapojené. 

 

• Štúdium možností ovplyvnenia expresie membránového endoglínu 

farmakologicky a  prostredníctvom génovej manipulácie. 
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4. Komentáre k prácam zahrnutým v dizertačnej práci 

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 

Publikácia bola zameraná na objasnenie vplyvov MMP12 z prozápalových 

makrofágov na funkciu endotelových buniek. Na štúdiu boli použité ľudské monocyty 

izolované z krvi zdravých donorov. Monocyty boli diferencované prostredníctvom 

faktoru stimulujúceho kolónie granulocytov a makrofágov (GM-CSF) alebo faktorom 

stimulujúcim kolónie makrofágov (M-CSF) po dobu 6 dní. Po tejto dobe nadobudli 

monocyty stimulované GM-CSF fenotyp prevažne pro-zápalových makrofágov, zatiaľ čo 

monocyty stimulované M-CSF nadobudli fenotyp prevažne proti-zápalových 

makrofágov.  

Diferencované makrofágy sa zásadne líšili v expresii MMP. Spomedzi 12-tich 

analyzovaných MMP bol rozdiel medzi M-CSF a GM-CSF stimulovanými makrofágmi 

najzásadnejší pri MMP12. GM-CSF stimulované makrofágy syntetizovali signifikantne 

viac MMP12 a sekretovali túto MMP do kultivačného média. Keďže je o MMP12 známe, 

že spomaľuje tvorbu nových ciev, rozhodli sme sa otestovať jej efekt na HUVEC bunky. 

Na otestovanie efektov látok sekretovaných z M-CSF a GM-CSF stimulovaných 

makrofágov bola použitá štúdia tubulogenézy v matrigele. HUVEC bunky boli 

inkubované v matrigele s pridanými supernatanmi z makrofágov a po 3 a 6-tich hodinách 

boli vyhotovené fotografie tubulogenézy. Supernatanty z M-CSF stimulovaných 

makrofágov nedokázali signifikantne ovplyvniť tubulogenézu, avšak inkubácia so 

supernatantmi z GM-CSF stimulovaných makrofágov (vysoké koncentrácie MMP12) 

mala za následok signifikantne zníženú schopnosť tubulogenézy HUVEC buniek. 

Aby sme potvrdili, že za pozorovaný efekt supernatantov z GM-CSF stimulovaných 

makrofágov je zodpovedná MMP12, použili sme inhibítor MMP12 (MMP-408). Pridanie 

MMP-408 k HUVEC bunkám inkubovaným so supernatanmi z GM-CSF stimulovaných 
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makrofágov malo za následok signifikantné zvýšenie schopnosti tubulogenézy HUVEC 

buniek. Aby sme si overili, že tento efekt je spojený so schopnosťou MMP12 odštepovať 

sEng z povrchu buniek, odmerali sme koncentráciu sEng v médiu HUVEC buniek 

inkubovaných so supernatanmi z M-CSF stimulovaných makrofágov, GM-CSF 

stimulovaných makrofágov a GM-CSF stimulovaných makrofágov s pridanou MMP-

408. Koncentrácia sEng bola signifikantne zvýšená iba v médiu HUVEC buniek 

inkubovaných so samotným supernatantom z GM-CSF stimulovaných makrofágov.  

Táto štúdia poukazuje na zásadnú úlohu makrofágov v zápalovej imunitnej odpovedi. 

Makrofágy sú zodpovedné za reguláciu cievnej homeostázy a prostredníctvom 

sekretovanej MMP12 sú schopné regulovať množstvo Eng na povrchu endotelových 

buniek, a teda riadiť fungovanie endotelovej vrstvy. Nielenže dokážu ovplyvňovať 

tubulogenézu, ale zároveň sú schopné zabezpečiť produkciu sEng, ktorý taktiež môže 

ovplyvňovať fungovanie cievneho endotelu. Pri posudzovaní rozvoja endotelovej 

dysfunkcie je teda nevyhnutné prihliadať na polarizáciu makrofágov nachádzajúcich sa v 

cievnej stene. Zároveň táto práca poukazuje na možný mechanizmus, ktorý by objasnil, 

prečo sa hladiny solubilného endoglínu zvyšujú počas 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., 

Najmanová, I., Dolezelova, E., Prasnicka, A., Sternak, M., Bernabeu, C., Nachtigal, P., 

(2019), The FASEB Journal vol. 33: 6099-6114   (IF=5.391 (Q1) AIS:1.676 (Q1)  DOI: 

10.1096/fj.201802245R 

 Práca bola zameraná na efekt 7K na HAEC bunky v podmienkach in vitro. 

Predpokladali sme, že oxidovaný cholesterol bude schopný meniť expresiu Eng a navodiť 

stav endotelovej dysfunkcie. HAEC bunky boli premedikované prostredníctvom 7K 

a následne boli použité na polymerázovú reťazovú reakciu (PCR), prietokovú cytometriu, 

imunocytochemické experimenty či funkčné experimenty adhézie a transmigrácie THP-

1 monocytov.  

 Zistili sme, že 7K bol schopný navodiť stav endotelovej dysfunkcie charakterizovaný 

zvýšenou expresiou adhéznych molekúl ICAM-1 a selektínov, translokáciou NF-κB do 

jadra buniek a zvýšenou adhéziou a transmigráciou THP-1 monocytov cez HAEC 

monovrstvu. Rozvoj endotelovej dysfunkcie sprevádzala zvýšená expresia Eng 

a aktivácia celej Eng/Smad2/3/eNOS signalizačnej kaskády.  

 Prostredníctvom PCR sme odhalili zvýšenú expresiu všetkých troch hlavných 

transkripčných faktorov (KLF6, NR1H3 a RELA) regulujúcich expresiu Eng. Postupne 

sme každý z týchto transkripčných faktorov inhibovali (prostredníctvom génového 

silencingu, 2-hydroxypropyl-β-cyklodextrínu alebo PHA-408) a zistili sme, že inhibícia 

ktoréhokoľvek z transkripčných faktorov mala za následok zabránenie 7K navodenému 

zvýšeniu expresie Eng.  

 Na záver štúdie sme sa zmerali na funkčné dôsledky zvýšenia alebo zníženia expresie 

Eng na adhéziu a transmigráciu THP-1 monocytov. Zvýšenie expresie Eng po treatmente 

7K malo za následok zvýšenie adhézie a transmigrácie monocytov, zatiaľ čo zníženie 

expresie Eng prostredníctvom génového silencingu spôsobilo zníženie adhézie 

a transmigrácie monocytov. 

Preukázali sme, že 7K je schopný navodiť stav endotelovej dysfunkcie 

a prostredníctvom KLF6, NR1H3 a RELA zvýšiť expresiu Eng. Zvýšená expresia Eng 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vicen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vitverova%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Havelek%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blazickova%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Machacek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rathouska%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Najmanov%C3%A1%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dolezelova%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prasnicka%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sternak%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernabeu%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nachtigal%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30753095
https://doi.org/10.1096/fj.201802245R
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v konečnom dôsledku spôsobila zvýšenie adhézie a transmigrácie monocytov cez 

endotelovú vrstvu, čo podporuje rozvoj endotelovej dysfunkcie. Naopak, inhibícia 

endoglínu utlmila adhéziu a transmigráciu monocytov, čo potvrdzuje potenciálne zásadnú 

úlohu Eng v akútnej fáze rozvoja endotelovej dysfunkcie in vitro. 
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4.3.  Soluble endoglin modulates the pro-inflammatory mediators NF-κb 

and IL-6 in cultured human endothelial cells 

 

Varejckova, M., Gallardo-Vara, E., Vicen, M., Vitverová, B., Fikrová, 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/j.lfs.2017.03.014 

 V štúdií sme sa zamerali na schopnosť sEng navodiť stav endotelovej dysfunkcie 

v podmienkach in vitro. HUVEC bunky boli premedikované prostredníctvom sEng 

v dávke 40 alebo 500ng/mL. Efekty sEng boli analyzované prostredníctvom PCR, 

prietokovej cytometrie, Elisa analýzy a luciferázového experimentu. 

 sEng ako samotný agens nebol schopný navodiť stav endotelovej dysfunkcie 

v podmienkach in vitro, avšak dokázal zvýšiť expresiu Eng, aktivovať NF-κB a zvýšiť 

množstvo IL-6 sekretovaného z buniek.     

 Výsledky potvrdzujú priamy efekt sEng na endotelové bunky. Zistili sme, že sEng ako 

samotný agens nebol schopný navodiť stav endotelovej dysfunkcie na HUVEC bunkách, 

bol však schopný navodiť čiastočný prozápalový fenotyp. Tieto výsledky poukazujú na 

potenciálny spôsob akým by mohol sEng prispievať k rozvoju endotelovej dysfunkcie. 
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5. Súhrnná diskusia 

Táto dizertačná práca bola zameraná na popísanie expresie membránového endoglínu 

a objasnenie jeho úlohy v procese rozvoja endotelovej dysfunkcie ako prvého kroku 

v rozvoji aterosklerózy. Pre endotelovú dysfunkciu je v podmienkach in vitro typický 

prozápalový fenotyp sprevádzaný zvýšenou expresiou adhezívnych molekúl, poruchou 

funkcie endotelu ako bariéry pre bunky z krvného riečiska a zvýšenou adhéziou 

a transmigráciou buniek imunitného systému cez endotel (6). V našich prácach sme sa 

primárne zamerali na úlohu zvýšeného alebo zníženého množstva Eng na povrchu 

endotelových buniek v procese rozvoja endotelovej dysfunkcie v podmienkach in vitro 

(35, 50, 60). 

Ako prvý stimul, ktorým sme sa pokúsili navodiť stav endotelovej dysfunkcie 

v podmienkach in vitro bol solubilný endoglín (sEng). sEng vzniká odštepovaním 

extracelulárnej domény membránového endoglínu prostredníctvom matrixových 

metaloproteáz (34, 35). Po dlhú dobu bol považovaný iba za marker kardiovaskulárnych 

ochorení ako napr. hypercholesterolémia, ateroskleróza či diabetes mellitus (51, 54, 178). 

Avšak Venkatesha a  kol., ako aj Walshe a kol. dokázali priame účinky sEng na rozvoj 

endotelovej dysfunkcie in vivo (59, 61). V podmienkach in vivo bolo na myších modeloch 

problematické navodiť stav endotelovej dysfunkcie za použitia sEng ako jediného stimulu 

(179). Bolo potrebné pridať vysokotukovú diétu ako sekundárny stimul, pričom 

podávanie vysokotukovej diéty po dobu 3 mesiacov ešte nemalo za následok ovplyvnenie 

funkcie ciev (180). Až pridávanie vysokotukovej diéty po dobu 6 mesiacov malo za 

následok poškodenie endotelovej funkcie (181). Na základe týchto výsledkov sme chceli 

zistiť, či bude sEng schopný ovplyvniť endotelovú funkciu v podmienkach in vitro 

samostatne, alebo bude tiež potrebný sekundárny stimul ako to bolo v in vivo 

experimentoch. Premedikácia buniek prostredníctvom sEng v dávke 40 ng/mL (dávka 

relevantná v klinickej praxi pre preeklampsiu (182)) a v dávke 500 ng/mL (dávka 

odvodená od predchádzajúcich in vivo experimentov (179, 180)) nemalo za následok 

rozvoj kompletného fenotypu endotelovej dysfunkcie v podmienkach in vitro. sEng nebol 

schopný zvýšiť expresiu adhéznych molekúl, avšak zvýšil aktivitu NF-κB, IL-6 

a prekvapivo zvýšil expresiu membránového endoglínu ako na úrovni mRNA, tak aj na 

proteínovej úrovni (60).  
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Keďže sEng samotný nebol schopný navodiť fenotyp endotelovej dysfunkcie na 

bunkovej úrovni, rozhodli sme sa v ďalšej štúdií zamerať na úlohu hypercholesterolémie 

pri rozvoji endotelovej dysfunkcie. Je dobre známe, že oxidované cholesteroly majú 

v organizme niekoľkonásobne vyššiu reaktivitu ako samotný cholesterol (83). Zamerali 

sme sa na účinky 22-hydroxycholesterolu a 7-ketocholesterolu, avšak iba 7K bol schopný 

navodiť endotelovú dysfunkciu (zvýšená expresia adhéznych molekúl, zvýšená adhézia 

a transmigrácia monocytov cez membránu) a zvýšiť expresiu Eng (50). Schopnosť 7K 

indukovať endotelovú dysfunkciu je dobre známa, avšak autori varujú pred toxickými 

efektami 7K, keď je tento oxysterol schopný navodiť bunkovú smrť (85, 93, 94). 

Z dôvodu zabránenia toxickým účinkom 7K na bunky bola doba vystavenia HAECov 

účinkom 7K skrátená na 12 hodín, pričom po tejto dobe bunky nevykazovali zníženú 

životaschopnosť oproti kontrolnej skupine. 

Produkcia Eng je riadená prostredníctvom troch hlavných transkripčných faktorov- 

KLF6 (31, 151), NF-κB (9, 32) a LXR (183). Všetky tieto transkripčné faktory boli 

signifikantne aktivované po vystavení HAECov pôsobeniu 7K a inhibícia ktoréhokoľvek 

z nich mala za následok zabránenie 7K indukovanému zvýšeniu expresie Eng. Date 

a Zhang poukázali na spojitosť medzi transkripčným faktorom KLF6 a prozápalovou 

polarizáciou makrofágov (152), respektíve úlohu KLF6 ako ko-aktivátora NF-κB (153). 

Zvýšenie expresie KLF6 teda pravdepodobne súvisí s celkovým pro-zápalovým 

fenotypom, ktorý je 7K schopný v podmienkach in vitro vyvolať na endotelových 

bunkách. Úloha NF-κB v regulácií zápalovej reakcie je dobre známa už dlhú dobu, avšak 

informácie o spôsobe, akým sa musí disociovať z IκB proteínov prostredníctvom IκB 

kinázy a translokovať do jadra, aby mohol produkovať HIF-1α, sú relatívne nové (32, 

184). Z tohto dôvodu ešte neboli inhibítory IκB kináz uvedené do klinickej praxe, a to aj 

napriek svojej vysokej účinnosti (170). Spojitosť medzi hypoxiou, HIF-1α, zápalom 

a produkciou Eng je známa (8, 32), avšak sme prví, kto použil inhibítor IκB kinázy PHA-

408, aby sme zabránili 7K navodenej translokácií NF-κB do jadra. Tým sme po osi NF-

κB, HIF-1α, Eng utlmili 7K zvýšenú expresiu Eng v podmienkach in vitro (50). 

Spojitosť medzi pečeňovým X receptorom (LXR) a reguláciou zápalu je taktiež známa 

(185, 186). LXR vykazujú protizápalovú aktivitu (187) a dokážu limitovať zvýšenú 

aktivitu NF-κB (187-190). Z tohto dôvodu by sa dala zvýšená expresia LXR po vystavení 

buniek účinkom 7K považovať iba za reakciu na zvýšenie aktivity NF-κB a snahu buniek 

obmedziť zápalovú reakciu sprostredkovanú prostredníctvom NF-κB. Avšak po inhibícií 
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translokácie NF-κB z cytoplazmy do jadra buniek prostredníctvom PHA-408 nenastalo 

zníženie expresie LXR. Z toho dôvodu môžeme za hlavnú príčinu zvýšenia expresie LXR 

považovať agonistické pôsobenie 7K ako endogénneho LXR agonistu, ktorý je schopný 

priamej väzby na ligand viažucu doménu v štruktúre LXR. 7K je síce slabší agonista LXR 

ako oxysteroly s enzymatickým pôvodom (22OH, 25OH, 27OH), avšak taktiež je 

schopný indukovať LXR (89, 191, 192). Zníženie dispozície 7K pre LXR 

prostredníctvom CD viedlo k zníženiu jeho aktivácie a zabráneniu 7K indukovanému 

nárastu expresie Eng (50). 

Eng je schopný prostredníctvom stabilizácie eNOS napomáhať správnej funkcii 

endotelu (27, 28), avšak štúdie in vitro preukazujú jeho úlohu v procese zápalovej 

infiltrácie leukocytov a adhézie trombocytov na cievnu stenu (29, 30). Po vystavení 

HAEC zvýšenej koncentrácií 7K sme zaznamenali zvýšenú expresiu eNOS, ako aj jeho 

fosforylovanej formy. Preto nás zaujímalo, či sa v prípade 7K navodenej endotelovej 

dysfunkcie bude jednať o protektívny efekt Eng, alebo bude podobne ako v 

experimentoch Rossi a kol. napomáhať adhézii a transmigrácii buniek imunitného 

systému cez endotelovú bariéru. 7K indukované zvýšenie expresie Eng malo za následok 

zvýšenie miery adhézie a transmigrácie monocytov cez endotelovú vrstvu a inhibícia jeho 

expresie mala za následok zníženie miery adhézie a transmigrácie monocytov. Toto 

zistenie je v súlade so štúdiami Rossi a kol. zameranými na adhéziu a transmigráciu 

leukocytov (30). Celkovo môžeme konštatovať, že membránový endoglín zohráva 

relevantnú úlohu v rozvoji 7-ketocholesterolom indukovanej endotelovej dysfunkcie 

v podmienkach in vitro. Vzhľadom na to, že sme v in vivo experimentoch pozorovali skôr 

antiaterogénne správanie membránového endoglínu (pokles expresie endoglínu spoločne 

s eNOS a rozvojom endotelovej dysfunkcie) zatiaľ nemôžeme spoľahlivo povedať, či sa 

membránový endoglín podieľa na rozvoji endotelovej dysfunkcie alebo či má prevažne 

protektívne efekty na cievny endotel a bráni rozvoju endotelovej dysfunkcie.  

 V záverečnej štúdií sme sa rozhodli venovať následkom odštiepenia membránového 

endoglínu prostredníctvom MMP12 na funkciu endotelu. Je známe, že Eng zohráva 

nezastupiteľnú úlohu vo vývoji krvného riečiska (25, 193). Ako sme dokázali 

v predchádzajúcej štúdii, 7K dokázal zvýšiť adhéziu a transmigráciu monocytov cez 

endotel. 7K taktiež dokáže indukovať diferenciáciu monocytov na makrofágy s pro-

zápalovou polarizáciou (194, 195). Otázkou však bolo, či odstránenie Eng z povrchu 

HUVEC buniek prostredníctvom MMP12 sekretovanej z pro-zápalových makrofágov 
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bude mať za následok ovplyvnenie funkcie endotelových buniek. Zistili sme, že počas 

inkubácie endotelových buniek so supernatanmi z pro-zápalových makrofágov 

obsahujúcimi vysoké koncentrácie MMP12 dochádzalo k odštepovaniu membránového 

endoglínu a zvyšovaniu hladín sEng, čo malo za následok inhibíciu tubulogenézy 

a spomalenie zacelenia endotelu po poškodení v podmienkach in vitro. Toto zistenie je 

v súlade s publikovanými protiangiogénnymi efektami sEng a MMP12 (59, 196). 

Môžeme teda konštatovať, že prozápalové makrofágy pravdepodobne prispievajú 

odštepovaním Eng za pomoci MMP12 k rozvoju endotelovej dysfunkcie. Tento koncept 

by zapadal do našich publikovaných výsledkov z in vitro a in vivo štúdií, ktoré preukázali, 

že rozvoj endotelovej dysfunkcie a aterosklerózy (stavy kde možno očakávať aktiváciu 

prozápalových makrofágov) je sprevádzaný zvyšovaním hladín solubilného endoglínu. 

 Štúdie publikované v tejto dizertačnej práci poukazujú na dôležitú úlohu fyziologickej 

expresie membránového endoglínu na povrchu endotelových buniek. In vitro 

experimenty na endotelových bunkách preukázali, že zvýšenie hladín Eng postupne 

prispieva k rozvoju endotelovej dysfunkcie a zvýšeniu adhézie a transmigrácie 

monocytov na endotel. Naopak, zníženie expresie Eng na povrchu buniek má za následok 

poruchy tubulogenézy a spomalenie zacelenia endotelu po poškodení. Regulácia expresie 

Eng je teda esenciálna pre fyziologické fungovanie endotelu a akákoľvek dysbalancia 

vedie k poruchám jeho funkcie.  
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6. Závery 

 

• Solubilný endoglín dokázal indukovať zápalovú reakciu charakterizovanú 

zvýšenou aktivitou NF-κB a IL6, ktorá bola doprevádzaná zvýšenou expresiou 

membránového endoglínu. Tieto výsledky naznačujú úlohu membránového 

a solubilného Eng v procese rozvoja endotelovej dysfunkcie in vitro. 

 

• Po podaní 7K dochádzalo k rozvoju fenotypu endotelovej dysfunkcie. Tento 

fenotyp bol charakterizovaný zvýšenou expresiou P/E-selektínov a ICAM-1 

doprevádzanou zvýšenou adhéziou a transmigráciou monocytov cez endotelovú 

vrstvu. Tieto výsledky potvrdzujú, že oxidovaný cholesterol neenzymatického 

pôvodu je schopný vyvolať stav akútnej endotelovej dysfunkcie v podmienkach 

in vitro. Súčasne s rozvojom endotelovej dysfunkcie bol pozorovaný nárast 

expresie membránového endoglínu.  

 

• Zvýšená expresia Eng bola sprevádzaná zvýšenou expresiou všetkých členov 

Eng/SMAD 2/3/eNOS signalizačnej kaskády. Taktiež dochádzalo k zvýšeniu 

expresie transkripčných faktorov KLF6, LXR a translokácií NF-κB p65 

z cytoplazmy do jadra buniek. Inhibícia ktoréhokoľvek transkripčného faktora 

viedla k zabráneniu 7K navodenej indukcii expresie Eng. Po utlmení expresie 

membránového endoglínu sme pozorovali zníženie adhézie a transmigrácie 

monocytov na endotelovú vrstvu. Toto zistenie potvrdzuje potenciálne zásadnú 

úlohu Eng v akútnej fáze rozvoja endotelovej dysfunkcie in vitro. 

 

• Inkubácia endotelových buniek so supernatantmi z prozápalových makrofágov 

obsahujúcich vysoké hladiny MMP12 viedla k odštepovaniu sEng a zníženiu 

schopnosti endotelových buniek tvoriť cievy a zaceliť endotel po poranení. Tento 

koncept by mohol prispieť k objasnení faktu, prečo sa hladiny solubilného 

endoglínu zvyšujú počas aterogenézy.  
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• Výsledky tejto dizertačnej práce potvrdzujú význam fyziologickej expresie 

membránového endoglínu a poukazujú na to, že akákoľvek dysbalancia v expresii 

Eng môže viesť k rozvoju patologických zmien v cievnom endoteli.   
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8. Prezentácie na konferenciách 

Endoglin modulates adhesion and transmigration of monocytes in oxysterol induced 

endothelial dysfunction. Prezentácia na 10. Postgraduálnej a 8. postdoktorantskej 

konferencii, Hradec Králové, Česká republika, 22.-23.1.2020 

 

Endoglin plays role in cholesterol-induced endothelial dysfunction and monocyte 

trafficking in Human aortic endothelial cells. Elektronický poster prezentovaný počas 

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. Prezentácia na 9. Postgraduálnej a 7. 

postdoktorantskej konferencii, Hradec Králové, Česká republika, 23.-24.1.2019 

 

Endoglin role in oxysterol induced endothelial dysfunction in human aortic endothelial 

cells. Posterová prezentácia na 22. Kongrese o ateroskleróze, Olomouc, Česká republika, 

6.-8.12.2018 

 

Endoglin plays important role in 7-ketocholesterol induced endothelial dysfunction in 

human aortic endothelial cells. Posterová prezentácia na 68. Farmakologických dňoch, 

Hradec Králové, Česká republika, 5.-7.9.2018 

 

Oxysterols of various origins affect membrane endoglin expression differently in human 

aortic endothelial cells. Posterová prezentácia 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. Prezentácia na 8. Postgraduálnej a 6. 

Postdoktoranskej konferencii, Hradec Králové, Česká 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. Posterová 

prezentácia na 21. Kongrese o ateroskleróze, Olomouc, Česká republika, 7.-9.12.2017 

 

7-ketocholesterol effects on the expression of membrane endoglin, inflammation and its 

signalling in endothelial cells. Posterová prezentácia na 25th Kraków 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. Posterová prezentácia na 67. 

Česko-Slovenských Farmakologických dňoch, Stará Lesná, Slovenská 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. 

Posterová prezentácia na 12th International HHT Scientific Conference, Dubrovnik, 

Chorvátsko, 8.-11.7.2017  

 

7-ketocholesterol treatment modulates expression of the cell adhesion molecules and 

endoglin in Human aortic endothelial cells –pilot study. Posterová prezentácia na 85th 

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