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Endothelial injury occurs in atherosclerosis, infectious, rheu-
matic and vasculitic processes, leading to activation of trans-
cription factors and endothelial expression of various cytokines
and adhesion molecules. Endothelial cell cultures represent
a valuable tool in research activities, with emphasis on the prin-
cipal characteristics of angiogenesis, inflammatory response,
transduction signals and endothelial functionality. In the labo-
ratory of tissue cultures we prepared primary endothelial cultu-
res by their isolation from the umbilical vein. This model system
has been used to investigate the endothelial activation in vitro,
adhesion alterations of immunocompetent cells to endothelium,
adhesion molecule expression in the disease course monitoring
and anti-inflammatory treatment. (7ab. 1, Fig. 5, Ref. 45.)
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V 19. storoci definoval Virchov cievny endotel ako ,,jednodu-
chu membranu, ktora prechadza celym telom*. V cievnej fyziolo-
gii sa endotelovym bunkam spociatku prisudzovala iba pasivna
uloha. Dnes vieme, ze cievny endotel je rozsiahly a velmi vykon-
ny endokrinny organ, ktory sa aktivne zicastiiuje na regulacii ciev-
neho tonusu, permeability, adhézie a diapedézy leukocytov, koa-
gulacie a rastu okolitych tkaniv (1, 2).

Celkovy povrch cievneho endotelu je priblizne 5000 v, ale tvori
iba 1 % celkovej hmotnosti organizmu. V ontogenetickom vyvine
je endotel prvou zlozkou cirkula¢ného systému, z ktoré¢ho sa ne-
skor diferencuju artérie, arterioly, kapilary, vény a lymfatické cie-
vy. Schopnost rozmnozovania a pohybu si endotelové bunky udr-
zuju pocas celého zivota. Si schopné nahradit poskodeny endotel
v cieve, ale aj vytvorit nové krvné cievy v embryovych tkanivach.
V normalnych tkanivach sa zu¢astiiuji na beznej obnove, remode-
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Poskodenie cievneho endotelu pri aterosklerdze, infekénych,
reumatickych a vaskularnych procesoch ma za nasledok akti-
vaciu transkripénych faktorov a expresiu réznych cytokinov
a adhezivnych molekul. Kultary endotelovych buniek su
vhodnym zdrojom pre vyskum angiogenézy, zapalovej odpo-
vede, transdukénych signalov a funkénosti endotelu. V labo-
ratériu tkanivovych kultar pripravujeme primarne bunkové
kultury izolaciou endotelovych buniek z pupocnikovej cievy.
Vyuzivame ich ako modelovy systém na sledovanie aktivacie
endotelu in vitro, zmien adhézie imunokompetentnych buniek
na endotel, Studium expresie adhezivnych molekul pri moni-
torovani zapalovych ochoreni a uéinnosti liecby. (7ab. 1, obr.
5, lit. 45.)

KIucové slova: endotel, zapal, adhézia leukocytov.

lovani alebo rekonstrukciia v poskodenych tkanivach na procesoch
ich hojenia, reparacie a pri raste nadorov (3—S5).

Uz viac ako jednu dekadu sme svedkami expldzie zaujmu o ciev-
ny endotel ako vitdlnu a dynamicki medzivrstvu. Stucasné Studie
poukazujui na vyznamnu tlohu endotelovych buniek pri zdpalovom
procese. Vdaka svojej strategickej polohe su schopné interakcie s iny-
mi bunkami krvného rieciska a cievnej steny. Neporusené a poko-
jové endotelové bunky nedovoluju cirkulujucim leukocytom pev-
nejsie adherovat na svoj povrch. Endogénne zapalové mediatory
a exogénne produkty mikroorganizmov, ¢i inych replikujucich sa
agensov, mozu aktivovat cirkulujuce leukocyty, ako aj endotelové
bunky, a tym zosilnit adhezivne interakcie medzi nimi. Takato ad-
hézia je jednou z najzakladnej$ich podmienok na spustenie zapalo-
vej reakcie v okolitom tkanive, ¢i uz za obrannym alebo poskodzu-
jucim ucelom. Vysledkom je extravazacia, ¢ize prestup leukocytov
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Tab. 1. Adhesion molecules involved in interactions of leukocytes and

Tab. 1. Adhezivne molekuly zicastiujice sa na interakcii leukocytov

endothelium.

a cievneho endotelu.

Adhesion molecule Distribution Ligand Function Adhezivna molekula __ Distribicia Ligand Funkcia
Selectin family Rodina selektinov
L-selectin (CD62L) leukocytes P-selectin, E-selectin, rolling L-selektin (CD62L) leukocyty P-selektin, E-selektin, kotul'anie
GlyCAM, MAdCAM, GlyCAM, MAdCAM,
CD34 CD34
P-selectin (CD62P) endothelium, L-selectin, PSGL-1, rolling P-selektin (CD62P) endotel, L-selektin, PSGL-1, kotalanie
platelets Lewis"(CD15) trombocyty Lewis*(CD15)
E-selectin (CD62E) endothelium L-selectin, CLA, rolling E-selektin (CD62E) endotel L-selektin, CLA, kotalanie
Sialyl-Lewis*® Sialyl-Lewis*®
Integrin family Rodina integrinov
oLB2 (LFA-1, leukocytes ICAM-1, ICAM-2 adhesion, aLp2 (LFA-1, leukocyty ICAM-1, ICAM-2 adhézia,
CD11a/CD18) migration CD11a/CD18) migracia
aMp2 (CR3, granulocytes, ICAM-1 adhesion, aMp2 (CR3, granulocyty, ICAM-1 adhézia,
CD11b/CD18) monocytes migration CD11b/CD18) monocyty migréacia
aXB2 (CR4, granulocytes, ? ? aXp2 (CR4, granulocyty, ? ?
CDI11¢/CD18) monocytes CD11¢/CD18) monocyty
alBl (VLA-1, lymfocytes ECMM ? alBl (VLA-I, lymfocyty ECMM ?
CD49a/CD29) CD49a,CD29)
o2B1 (VLA-2, lymfocytes ECMM ? a2B1 (VLA-2, lymfocyty ECMM ?
CD49b/CD29) CD49b/CD29)
4Bl (VLA-4, lymfocytes, monocytes, VCAM-1, adhesion 4Bl (VLA-4, lymfocyty, monocyty, VCAM-1, adhézia
CD49d/CD29) eosinophils, basophils ECMM CD49d/CD29) eozinofily, bazofily ECMM
adp7 lymfocytes MAdJCAM-1, adhesion a4f37 lymfocyty MAdJCAM-1, adhézia
VCAM-1 VCAM-]
Imunoglobulin Imunoglobulinova
superfamily velkorodina
ICAM-1 (CD54) endothelium, LFA-1, CR3, CD34 adhesion, ICAM-1 (CD54) endotel, monocyty LFA-1, CR3, CD34 adhézia, migracia
monocytes migration ICAM-2 (CD102) endotel LFA-1 adhézia, migracia
VCAM-1 (CD106) endotel a4fl, adp7 adhézia
ICAM-2 (CD102) endothelium LFA-1 adhesion, PECAM-1 (CD31) endotel, leukocyty PECAM-1 adhézia,
migration trombocyty (homofilny) diapedéza
VCAM-1 (CD106) endothelium adfl, adp7 adhesion MAdCAM-1 mukézny endotel L-selektin, adhézia,
PECAM-1 (CD31) endothelium, PECAM-1 adhesion, adp7 migracia
leukocytes, platelets (homophilic) diapedesis
MAdCAM-1 mucosal endothelium L-selectin, adhesion, GlyCAM (Glycosylation-dependent Cell Adhesion Mol ) - bunk dhezi: lekula zavisld od
adf7 migration glykozylacie, MAJCAM (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule) - slanlcné adresinova bunkovo
adhezwna molekula PSGL (P-selectin glycoprotein ligand) - glykoproteinovy ligand P-selektinu, CLA
GIyCAM - Glycosylation-d ) Cell Adhesion Molecule, MAdCAM - Mucosal Addressin Cell ph antigen) - kozny lymfocytovy antigén, LFA (leukocyte function associated antigen) -

Adhesion Molecule, PSGL - P-selec!m glycoprotein ligand, CLA - cutaneous lymphocyte antigen, LFA -
leukocyte function associated antigen, ICAM - Intercellular Adhesion Molecule, VCAM - Vascular Cell
Adhesion Molecule, VLA - Very Late Antigen, ECMM - Extracellular Matrix Molecules, PECAM - Platelet
- Endothelial Cell Adhesion Molecule, Sialyl-Lewis*® - sialylovany Lewisov antigén X (A)

osobitne z postkapilarnych venil do miesta zapalu. Tento dej ma
zasadny vyznam pre obranu hostitela proti invadujicim patogénom,
opravu tkanivového poskodenia, patogenézu zapalovych, hypersen-
zitivnych a autoimunitnych stavov (6, 7).

Interakcia leukocytov a endotelu

Leukocyty cirkuluju v sieti krvnych ciev, dohliadaju na tkaniva
a ochranuju ich od antigénovych a mikrobnych patogénov. Rézne
faktory, ako su napr. cytokiny (interleukin (IL)-1, interferon (IFN)-
gama, faktor nekrotizujici nadory (TNF)-alfa), endotoxin, hypo-
xia, virusova infekcia, lipidové produkty, Smykové napétie induku-
junové adhezivne vlastnosti endotelovych buniek, ktoré umoziuju
rychlu akumulaciu leukocytov v mieste infekcie a poSkodenia tka-
niva. Na povrchu aktivovaného endotelu sa exprimuju adhezivne
molekuly rodiny selektinov (P-selektin a E-selektin) a imunoglo-
bulinovej velkorodiny (ICAM (intercellular adhesion molecule)-1,
ICAM-2 a VCAM (vascular cell adhesion molecule)-1), ktoré sa
viazu na protireceptory leukocytov. Adhezivne molekuly, ktoré sa
zUcastiuju na interakciach medzi leukocytmi a endotelom, su v ta-
bulke 1 (8—10). Adhézia leukocytov méze byt iniciovana aktiva-
ciou endotelovych buniek alebo leukocytov ako odpoved na zapa-
lové mediatory pochadzajuce z okolitych tkaniv. Cievny endotel je
nielen ter€om, ale zaroven aj zdrojom zapalovych cytokinov (napr.

Ieukocylovy funkény antigén, ICAM (Intercellular Adhesion Molecule) - medzibunkova adhezivna molekula,
VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule) - cievna bunkovo adhezivna molekula, VLA (Very Late Antigen)
- velmi neskory antigén, ECMM (Extracellular Matrix Molecules) - molekuly medzibunkovej hmoty,
PECAM (Platelet - Endothelial Cell Adhesion Molecule) - trombocy dotel bunkovéa adhezivna
molekula, Sialyl-Lewis* @ - sialylovany Lewisov antigén X (A)

IL-1, IL-5, IL-6, IL-11, IL-15), chemokinov (napr. MCP-1 (mono-
cyte chemotactic protein-1), RANTES (regulated upon activation
normal T cell expressed and secreted), protein GRO-a (growth-re-
lated oncogene-a), IL-8), niektorych hematopoetickych cytokinov
(rastové faktory stimulujuce kolonie granulocytov, makrofagov ale-
bo granulocytov a makrofagov) a inych cytokinov (napr. trombo-
cytovy rastovy faktor) (11—13).

Heterotypové adhézie medzi aLB2/LFA (leukocyte function
associated antigen)-1 a ICAM-1, 0431/VLA-4 a VCAM-1 tvo-
ria zaklad migracného procesu leukocytov. PECAM-1 (platelet-
endothelial cell adhesion molecule-1) sa zucastnuje na homoty-
povej interakcii. Pri adhézii leukocytov na endotel dochadza aj
k dal§im spojeniam bunkovych receptorov a ich ligandov (L)
(CD40-CD40L a IL-8-IL-8 receptor). Niektoré studie dokazu-
ju, ze spustacim signalom tvorby prozéapalovych chemokinov
a expresie endotelovych adhezivnych molekul st medidtory na
aktivovanych trombocytoch (napr. CD40L a membranovy IL-1)
(14). Nedavno objavili na cievnom endoteli expresiu molekuly
FasL, ktora je negativnym regulatorom extravazacie leukocytov
a indukuje apoptdzu v mnohych typoch buniek, véitanie leuko-
cytov, ktoré nesu receptor Fas, znamy aj ako CD95 a APO-1.
Expresia FasL na cievnom endoteli funguje ako prevencia infil-
tracie leukocytov a jej znizenie je zakladom extravazacie leuko-
cytov pocas zapalovej odpovede. Endotelové bunky exprimuju
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A. Cirkulujice leukocyty C. Stacionarne leukocyty
Pokojovy endotel
Circulating Leukocytes
Resting Endothelium

Aktivovany endotel

Stationary Leukocytes
Activated Endothelium

B. Kotiilajice sa leukocyty D. Migrujuce leukocyty

Predaktivovany endotel Aktivovany endotel

Emigrating Leukocytes
Activated Endothelium

Rolling Leukocytes
Pre-activated Endothelium

Fig. 1. Steps of adhesion cascade. (A) In the absence of the antiinflam
matory stimuli, leukocytes are flowing in the blood stream with no
adhesive interactions with venular endothelium. (B) The low affinity
interaction between leukocytes and endothelium is mediated by se-
lectins and manifested as rolling. (C) Activation of leukocytes and/or
endothelial cells can result in stationary adhesion of leukocytes. (D)
Firmly adherent leukocytes can migrate from venules (especially from
postcapillary venules) into the adjacent compartment, usually along
the chemotactic gradient.

Obr. 1. Jednotlivé kroky adhezivnej kaskady. (A) Pri absencii zapalo-
vych stimulov cirkuluju leukocyty v krvnom riecisku bez adheziv-
nych interakcii s cievnym endotelom. (B) Nizkoafinitni interakciu
medzi leukocytmi a endotelom sprostredkuju selektiny a prejavuje
sa ako Kkotulanie. (C) Aktivacia leukocytov a/alebo endotelovych bu-
niek ma za nasledok pevni adhéziu leukocytov. (D) Pevne adherova-
né leukocyty migruju z krvného rieciska (osobitne z postkapilarnych
venul) do okolitého tkaniva, zvycajne po prude chemotaktického gra-
dientu (Panés, 1999).

aj Fas rovnako ako FasL, ale za normalnych fyziologickych pod-
mienok su rezistentné vo¢i bunkovej smrti. Dokézu totiz produ-
kovat inhibi¢ny protein FLIP (flice-like inhibitory protein), kto-
ry zabrafiuje prenosu apoptického signalu nasledne po interakcii
Fas-FasL (2, 15, 16).

Zapalovy proces a migracia leukocytov

Zapalova odpoved zahriuje ucast mnohych typov buniek, v¢i-
tane cirkulujucich leukocytov, cievnych endotelovych a perivas-
kularnych buniek (mastocyty, makrofagy). Pri poskodeni tkani-
va alebo zapale leukocyty migruju cez subendotelovy priestor
na miesta infekcie pod vplyvom poplachovych zapalovych cyto-
kinov (TNF-a, IL-1, IFN-gama) a chemoatraktantov (bakteridl-
ne peptidy, fragment komplementu C5a, faktor aktivujuci trom-
bocyty (PAF), leukotrién B,). Pri akitnom zapale ako prvé mig-
ruju do zapalového loziska zvyc¢ajne neutrofily, pri chronickom
zépale su to makrofagy a T-lymfocyty, pri alergickom zéapale
eozinofily. Neutrofily eliminuji patogény fagocytézou, mono-
cyty sa diferencuju na makrofagy, ktoré tiez fagocytuju patogé-
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Fig. 2. The role of endothelium in inflammatory response. Chemokines
and cytokines secreted by endothelial cells following injury or activation
help recruit leukocytes. Leukocyte adhesion to endothelium occurs via
cell surface adhesion molecules. Leukocyte-endothelial interactions (e. g.
LFA-1/ICAM-1, CD40-CD40L, IL-8-1L-8 receptor, Fas-FasL) can signal
the further release of cytokines and chemokines which exacerbate the
inflammatory process. Migration of leukocytes allows the tissue level
accumulation of inflammatory cells that can secrete a variety of pro-
ducts (NO, ROI, proteases and enzymes, inflammatory or reparative cy-
tokines, growth factors, and eicosanoids). This balance of proinflam-
matory and anti-inflammatory mechanisms determines the progression
of the inflammatory response to either progressive necrosis or tissue re-
pair. PKC — proteinkinase C, NO — nitric oxide, ROI — reactive oxy-
gen intermediates (Krishnaswamy, 1999).

Obr. 2. Uloha cievneho endotelu v zapalovej odpovedi. Poskodenie
alebo aktivacia endotelovych buniek spésobuje vylucovanie chemo-
kinov a cytokinov, ktoré napomahaju pri migracii leukocytov do mies-
ta zapalu. Adhezivne molekuly na povrchu buniek sprostredkuji ad-
héziu leukocytov na endotel. Interakcie leukocytov a endotelu (napr.
interakcia LFA-1/ICAM-1, CD40-CD40L, IL-8-IL-8 receptor, Fas-
FasL) signalizuju dalSie uvolnenie cytokinov a chemokinov, ktoré exa-
cerbuju zapalovy proces. Migrujuce leukocyty sa akumuluji v tka-
nivach a uvoliiuji rézne produkty (NO, ROIL, proteazy a enzymy, za-
palové a reparacné cytokiny, rastové faktory a eikosanoidy). Rovno-
vaha medzi prozapalovymi a protizapalovymi mechanizmami urcuje
vyvoj zapalovej odpovede k progresivnej nekroze alebo reparacii tka-
niv. PKC — proteinkinaza C, NO — oxid dusnaty, ROl — reaktivne
intermediaty Kkyslika (Krishnaswamy, 1999).

ny, a T-bunky aktivuju bunkovu a humoralnu imunitni odpoved
(17—19).

Po primarnom podrazdeni (infekcia, poskodenie alebo hyper-
senzitivna reakcia) sa zo stimulovanych makrofagov a mastocy-
tov uvoliluji mediatory (histamin, kyslikové radikaly, PAF, leu-
kotriény, cytokiny), ktoré viazu receptory na endotelovych bun-
kach a vedu k rychlej mobilizécii P-selektinu z Weibel-Paladeho
granul na bunkovy povrch. V priebehu niekolko minut sa straca
L-selektin z povrchu leukocytov a zvySuje sa expresia a aktivacia
B,-integrinov. Cely proces diapedézy leukocytov je rozdeleny do
niekolkych krokov. Selektiny sprostredkuju pociato¢ny fenomén,
nadviazanie a kotulanie. V nasledujucom kroku sa meni tvar leu-
kocytov, ktoré sa zatni kizat po endotelovych bunkach. Adhero-
vané bunky sa bez ucasti inych adhezivnych molekul opit uvoliu-
ju do cirkulécie, je to tzv. prechodna adhézia. Integriny, ako aj
¢leny imunoglobulinovej velkorodiny sprostredkuju pevnu adhé-
ziu - prilepenie leukocytov na endotel. Pohyb leukocytov po en-
doteli sa zastavuje a leukocyty prechadzaju cez zakladni mem-
branu endotelu a migruju cez extravaskuldrne tkanivo k svojmu
cielu — transmigracia (obr. 1) (17, 20).



394

BRATISL LEK LISTY 2000; 101 (7): 392-398

Vysledna koordinovana expresia adhezivnych molekul, inter-
leukinov, rastovych faktorov, chemokinov, prostanoidov a oxidu
dusnatého vedie k vyvoju zapalovej odpovede, pre ktort je cha-
rakteristicka adhézia a migracia buniek. Adhézia leukocytov na
endotel ma vyznamné miesto v patogenéze mnohych ochoreni
(napr. kardiovaskularnych, respiracnych, pohybového systému,
malignych, neurologickych, renalnych, infekénych atd.). Adheren-
¢na schopnost leukocytov a modula¢né faktory adhézie su zakla-
dom poznania medzibunkovych interakcii pri organovych dysfun-
keiach alebo poskodeniach tkaniv. Hlavnym bodom usilia je iden-
tifikacia adhezivnych glykoproteinov, ktoré¢ umoziuju vézbu leu-
kocytov na cievny endotel. Proces adhézie leukocytov na endotel
a Specificka reguldcia expresie adhezivnych molekul je hlavanym
cielom protizapalovej terapie (19).

Ludsky endotel ma centralnu tlohu v regulécii zapalovych od-
povedi na tkanivovej trovni. Aktivovana proteinkinaza C a nukle-
arny faktor-k B (NF-kB) spdsobuju expresiu zapalovych génov
v bunkach, adhéziu a iné formy stimulacie endotelu. NF-kB je auto-
regulacny, indukuje tieZ expresiu inhibi¢ného proteinu I-kBa, ¢o
ma za nasledok inhibiciu transkripcie cielovych génov. Vysledkom
negativnej spitnej vézby je ndvrat endotelu do pokojového Stadia.
Aktivované leukocyty odpovedaji na infekciu alebo antigénové
podrazdenie v tkanivach uvolnenim reaktivnych intermediatov kys-
lika, oxidu dusnatého, proteaz a enzymov (myeloperoxidazy), pros-
tanoidov a cytokinov. V zavislosti od intenzity zapalovej odpovede
dochadza k nekroze tkaniv alebo ich reparacii (obr. 2) (2, 21).

Poskodenie cievneho endotelu

V cievnom endoteli dochadza pri jednotlivych patofyziolo-
gickych stavoch k stiboru zmien, ako st nadmerne zvySena ex-
presia adhezivnych molekul, zvySend produkcia cytokinov (naj-
mi s prozapalovymi uc¢inkami a rastovymi aktivitami), zmenena
priepustnost pre plazmové proteiny a lipoproteiny, zmeny v rov-
novédhe medzi prokoagulaénymi a fibrinolytickymi aktivitami
a zmeny cievneho tonusu. Z hladiska vzniku zapalovej reakcie ma
kltcovy vyznam nadmernd adhezivnost endotelu pre leukocyty
(osobitne neutrofily) a produkcia prozapalovych cytokinov. En-
dotelova dysfunkcia je zakladom hypertenzie, hyperlipidémie a ate-
rosklerézy, hemolyticko-uremického syndromu, vaskulitid a inych
kardiovaskularnych portch a choréb. Poskodenie cievneho endo-
telu sa prejavuje aj pri rejekcii transplantatov, infekénych, reuma-
tickych a malignych procesoch (22, 23).

V patologickych podmienkach sa zvySuje lokalna expresia
adhezivnych molekil (ICAM-1, VCAM-1, E- a P-selektin) a hla-
dina solubilnych adhezivnych molekul (najmé z rodiny integri-
nov a imunoglobulinovej velkorodiny) v sére, ktoré korelujt s ak-
tivitou ochorenia a slizia ako markery aktivacie leukocytov a en-
dotelu. Znakom mnohych vaskuldrnych ochoreni (napr. Wegene-
rova granulomatdza, polyarteritis nodosa, obrovskobunkova
arteritida, systémovy lupus erythematosus a reumatoidna artriti-
da) je aj tvorba antiendotelovych protilatok, ktoré sa odliSuju od
inych autoprotilatok (antineutrofilovych alebo anti-DNA). Exis-
tuje hypotéza, ze antiendotelové protilatky rozpoznavaju limito-
vany pocet antigénov cievneho endotelu, indukuju uvolnenie me-
diatorov pochadzajucich z endotelu (napr. IL-1), aktivuju interak-
cie medzi leukocytmi a endotelovymi bunkami, a tak prispievaju
k patogenéze ochoreni (24).

Farmakologické pristupy

Pochopenie molekularnej tilohy endotelovych buniek pri za-
pale vedie k efektivnej$im stratégiam liecby vaznych zépalovych
a imunologickych ochoreni. Modelové systémy zapalovych ocho-
reni in vitro aj in vivo sluzia na sledovanie jednotlivych krokov
diapedézy leukocytov (kotulanie, adhézia a migracia), ktoré maji
komplexny a viacfaktorovy bunkovy a molekularny zaklad. Exis-
tuju tri potencialne urovne protizapalovej liecby, ktoré sa dotyka-
ju interakcie leukocytov a endotelu, a to uvolnenie zapalovych
mediatorov a ich vizba s receptormi, syntéza adhezivnych mole-
kul a funkcia adhezivnych molekul (19, 25).

Niektoré studie poukazujui na znizenie funk¢énosti adhezivnych
molekul pomocou monoklonovych protilatok, ktorych cielom st
Specifické adhezivne glykoproteiny. Iny pristup, ktory si ziskal
pozornost v experimentalnom prostredi, je aplikacia solubilnych
foriem adhezivnych receptorov, ako je napriklad sSICAM-1, sialy-
lovany Lewisov antigén X a glykoproteinovy ligand P-selektinu-
1. Klinické skusky monoklonovych protilatok proti adhezivnym
molekulam cievneho endotelu alebo leukocytov (napr. anti-B1 a 32
integrinom, anti-ICAM-1, anti-VCAM-1, anti-P- a anti-L-selek-
tinu) priniesli kolisavy uspech pri liecbe niektorych zapalovych
ochoreni (reumatoidnej artritidy, systémového lupus erythemato-
sus, astmy) a v prevencii akutnej rejekcie transplantatu oblicky
alebo poskodenia myokardu. Potreba vyssich davok u Tudi (v po-
rovnani s blokujucimi experimentmi in vitro) a mysi pévod vacsi-
ny monoklonovych protilatok obmedzuju ich dlhodobejsiu apli-
kéaciu. M6zu vyvolat vznik antiidiotypovych protilatok a iné imu-
nitné reakcie, neutropéniu. Tento problém antigénnosti zmieriiujt
humanizované monoklonové protilatky (26—32).

Stcasné vyskumy dokazuju, ze transkripéné faktory AP-1 (ac-
tivation protein-1) a NF-KB su hlavnymi teréami bezne pouziva-
nych protizapalovych lie¢iv, v¢itane glukokortikoidov, aspirinu,
salicylatov, soli zlata a D-penicilaminu. Jedna moznost regulacie
syntézy proteinov je pouZzitie nezmyselnych (,,antisense®) oligo-
nuleotidov, ktoré blokujt produkciu $pecifickych podjednotiek NF-
KB, a tym inhibuju expresiu adhezivnych molekul na endoteli.
Oligonukleotidové lakadla ako dalSia stratégia inhibicie urcitych
zloziek zapalovej odpovede Specificky interferuju s regulacnymi
proteinmi (transkripénymi faktormi). Trendom farmakologickych
pristupov je identifikacia a charakterizcia biochemickych drah
v adhezivnom procese leukocytov, a to na hladine aktivacie re-
ceptorov, biosyntézy alebo funkénosti adhezivnych molekul. Vy-
voj bezpeénych a ucinnych terapeutickych latok pre liecbu zapa-
lovych ochoreni sa zameriava na jednotlivé molekularne zlozky
zapalovej odpovede (19, 32—34).

Ludské endotelové bunky in vitro

Pévodna publikacia kultivacie Tudskych endotelovych buniek
in vitro z roku 1973 (35) ovplyvnila pohlad na tGlohu endotelu.
Pasivna bariéra medzi krvou a cievnou stenou sa zmenila na dy-
namické tkanivo, ktoré ma délezitu ulohu pri regulécii hemostazy,
cievneho tonusu, angiogenézy a zapalovej odpovede. Jaffeyho
originalny model izolacie endotelovych buniek ma vo vyskume
endotelu Siroké uplatnenie. Ludské endotelové bunky izolované
z pupocnikovej cievy (HUVEC, human umbilical vein endothe-
lial cells) majt zarodoény pévod a makrovaskuldrnu povahu. Dal-
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>  posobenie 0.2 % kolagendzy na vniitorni stenu
pupolnikovej cievy pri 37 °C (20 min.)
treatment with 0.2 % collagenase

>  potiahnutie kultivacnej fTase alebo Petriho misky
1 % %elatinou (30 min.)
Petri dishes were pretreated with 1 % gelatine

centrifugdcia izolovanych buniek (200 g, 10 min.)
premytie buniek médiom RPMI 1640

spend ie buniek v komp
kultivalnom médiu RPMI 1640 s 15 % FCS,
ECGS (30 ug/ml), 1% L-glutaminom, antibiotikami,
heparinom (10 U/ml)
HUVEC were resuspended in complet RPMI 1640

A\ A A4

> kultivicia HUVEC v inkubdtore s vihkou atmosférou,
5 % CO, a pri teplote 37 °C
HUVEC cultivation in a humidified 5 % CO,
incubator at 37 °C

Fig. 3. Prepation of HUVEC. FCS — fetal calf serum, ECGS — endo-
thelial cell growth supplement.

Obr. 3. Schéma izolacie HUVEC. FCS — fetalne telacie sérum, ECGS
— rastovy suplement pre endotelové bunky.

$imi zdrojmi Tudskych endotelovych buniek st ¢ast veny sapheny
ziskanej po srdcovom bypasse, stehnova tepna alebo pulmonalne
bunky mikrovaskularneho endotelu. Mnohé skupiny vedcov vy-
vijaju okrem primarnych bunkovych kultur aj permanentné bun-
kové linie Tudskych endotelovych buniek (napr. fuziou HUVEC
s Tudskou epitelovou liniou A549 alebo transformaciou ludskych
endotelovych buniek z kostnej drene opic¢im virusom 40) (36—38).

V poslednom obdobi prebicha masivny rozvoj bunkovej a mo-
lekularnej bioldgie endotelovych buniek. Sféra vyskumnej aktivi-
ty kladie doraz na $tudium zapalu, angiogenézy, transdukénych
signalov a funk¢nosti endotelu. Regula¢na funkcia endotelu je
spojena s produkciou zapalovych mediatorov, ako su IL-1[3, IL-6,
IL-8 a PAF, rovnako ako expresiou adhezivnych molekul, ktoré
kontroluju interakciu endotelovych buniek a buniek cirkulujice;j
krvi. Podstatna uloha expresie adhezivinych molekul endotelu v re-
guldcii zapalu je hlavnym bodom vyskumu mnohych vedeckych
skupin (39, 40).

Endotel je in vivo vystaveny kon§tantnému $mykovému na-
pétiu, a preto sa venuje velka pozornost modifikacii prietoko-
vych podmienok in vitro. Dynamické systémy tzv. prietokové
komérky umoziuju Studium funkénosti endotelovych buniek.
Na sledovanie medzibunkovych interakcii sluzia viaceré mo-
dely kokultir ako vyssie formy organizacie buniek (napr. ko-
kultara endotelovych buniek s bunkami hladkych svalov). En-
dotelové bunky maju vyznamné miesto pri sledovani funkénosti
expresie adhezivnych molekul v blokujicich experimentoch
a pri inkorporacii génov do organizmu (napr. zvySenie expre-
sie génu pre syntazu oxidu dusnatého technikou génovej trans-
fekcie) (38, 41).

V laboratdriu tkanivovych kultur (Oddelenie klinickej imu-
nolégie, UPKM) pripravujeme primérne bunkové kultiry izol4-
ciou endotelovych buniek z pupocnikovej cievy, ktoré vyuzivame
na sledovanie mechanizmu zmenenej adhézie imunokompetent-

Fig. 4. Photomicrograph of 10-day old cultured HUVEC (Leitz Dia-
vert, x126).

Obr. 4. Fotografia znazornuje monovrstvu 10-diovej kultiry HUVEC
(Leitz Diavert, zvacs. 126-krat).

nych buniek na endotel, studium expresie adhezivnych molekul
pri objasnovani patogenézy a perspektivne aj terapie zapalovych
ochoreni (kokultura endotelovych buniek s imunokompetentny-
mi bunkami). Zamerali sme sa na testovanie pacientov s alergic-
kou astmou a skupinu kortikodependentnych astmatikov, u kto-
rych sme zaznamenali vyznamné zmeny v adhézii periférnych
mononuklearnych buniek (PBMC) na endotel a expresii povrcho-
vych molekul pocas liecby kromoglykatom sodnym (Intal) (42,
43) alebo selénovej suplementacie (44).

Metoéda izolacie a kultivacie HUVEC

Naizolaciu a kultivaciu cievnych endotelovych buniek sme
vypracovali modifikaciu Standardnej procedury (35). Na vnu-
tornt stenu pupocnikovej cievy sme nechali posobit 0,2 % ko-
lagenazu (Sigma), ktora spdsobila uvolnenie buniek do rozto-
ku. Izolované bunky sme premyli kultivaénym médiom RPMI
1640 a resuspendovali v RPMI 1640 obohatenom 15 % fetal-
nym telacim sérom, 1 % L-glutaminom, antibiotikami (penici-
lin 100 U/ml, streptomycin 100 pg/ml, gentamycin 2,5 pg/ml),
heparinom (10 U/ml) a rastovym suplementom pre endotelové
bunky (30 pg/ml, Sigma). HUVEC (optimalna koncentracia
2.10°buniek/ml) sme kultivovali v inkubatore s vlhkou atmo-
sférou, 5 % CO,a pri teplote 37 °C. Prichytenie buniek a vy-
tvorenie monovrstvy sme zabezpecili potiahnutim dna Petriho
misky alebo kultivacnej flase 1 % roztokom Zelatiny (Sigma)
(obr. 3). Endotelové bunky sme identifikovali na zaklade mor-
fologického kritéria alebo pozitivnym farbenim antiendotelo-
vou monoklonovou protildtkou (QBEND10, Immunotech) s na-
viazanym fluoresceinom (FITC) a detekciou na prietokovom
cytometri (Coulter Epics XL). HUVEC st homogénne, Siroké
(30x50 pm), polygonalneho tvaru s centralne ulozenym jad-
rom a nezretelnym bunkovym ohrani¢enim. Priklad suvislej
monovrstvy 10-dnovej kultury endotelovych buniek je na ob-
razku 4.

V experimentoch adhézie leukocytov na endotel a moduléacie
expresie adhezivnych molekuil sme pouzili HUVEC po druhom
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Fig. 5. Growth curve of HUVEC in vitro. Endothelial cells which were
isolated from the umbilical vein grew in a confluent monolayer wit-
hin one week (2 passages). Cell viability 80—100 % was preserved
during 4 passages (period suitable for experiments). The HUVEC sur-
vival was gradually declined and after 24 days (6—7 passages) it was
reduced to 50 %.

Obr. 5. Prezivanie HUVEC in vitro. Endotelové bunky, ktoré sme izo-
lovali z pupoénikovej cievy, vytvorili v priebehu tyzdiia (2 pasazova-
nia) stivisli monovrstvu. Bunky si zachovali 80—100 % viabilitu do
stvrtého pasazovania (obdobie vhodné pre experimenty). Prezivanie
HUVEC postupne klesalo a po 24 diioch (6—7 pasaZovani) sa zniZzilo
na 50 %.

az Stvrtom pasazovani. Prezivanie HUVEC v zavislosti od poctu
pasazovani sme znazornili na obrazku 5. Zo stvislej monovrstvy
sme bunky oddelili enzymovou cestou 0,1 % roztokom trypsinu
v EDTA (kyselina etyléndiamintetraoctovd) alebo mechanicky zo-
Skrabovacom pre bunkové kultary.

Zaver

Vyskum mechanizmov adhézie a aktivacie endotelu postupne
odhaluje nové moznosti rozvoja diagnostickych a terapeutickych
latok. Adhéziu a migraciu leukocytov cez endotelov bariéru spro-
stredkujui adhezivne molekuly, ktoré maju délezitti ulohu pri za-
palovycha alergickych ochoreniach. Akutny zapal je spojeny s in-
filtraciou neutrofilov a zvySenou expresiou E-selektinu a P-se-
lektinu, kym pri chronickom zapale prevlada expresia ICAM-1
alebo VCAM-1. V patologickych podmienkach sa zvysuje lokal-
na expresia adhezivnych molekul v tkanivach a hladiny solubil-
nych molekul v sére, ktoré koreluju s aktivitou ochorenia. Endo-
telové adhezivne molekuly slizia ako nové diagnostické markery
niektorych ochoreni (systémovy lupus erythematosus, vaskuliti-
da, ateroskleréza, psoriaticka artritida atd.). Stupen aktivacie a po-
Skodenia tkaniva urcuje expresia povrchovych antigénov na endo-
teli (napr. neinvazivne zobrazenie nadorového tkaniva antiendote-
lovymi monoklonovymi protilatkami). Vyvojovym trendom no-
vych protizapalovych a imunosupresivnych lie¢iv je modulacia
expresie povrchovych molekil alebo ich antagonistov, inhibicia
niektorého kroku v migra¢nom procese leukocytov (konvencné
prostriedky, génova terapia) (9, 32, 45).

V sucasnosti sledujeme expresiu adhezivnych molekul na
PBMC, stanovujeme solubilné adhezivne molekuly, ako aj akti-
vaéné markery na eozinofiloch. Okrem toho pripravujeme metd-
dy na uréenie expresie adhezivnych molekul v kokultire HUVEC
a plnej krvi a na dokaz antiendotelovych protilatok v sére, ktoré

umoziuju monitorovanie zapalovych ochoreni a ucinnosti liecby,
a to priebeznym sledovanim aktivacie endotelu in vitro.
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