
391

Vascular endothelium in inflammatory process
in vivo and in vitro

Horvathova M, Jahnova E, Nyulassy S

Cievny endotel v zápalovom procese in vivo a in vitro

Abstract

Horvathova M, Jahnova E, Nyulassy S:
Vascular endothelium in inflammatory process in vivo and in
vitro
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (7): 391�397

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. (Tab. 1, Fig. 5, Ref. 45.)
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Abstrakt

Horváthová M., Jahnová E., Nyulassy �.:
Cievny endotel v zápalovom procese in vivo a in vitro
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 7, s. 391�397

Po�kodenie cievneho endotelu pri ateroskleróze, infekèných,
reumatických a vaskulárnych procesoch má za následok akti-
váciu transkripèných faktorov a expresiu rôznych cytokínov
a adhezívnych molekúl. Kultúry endotelových buniek sú
vhodným zdrojom pre výskum angiogenézy, zápalovej odpo-
vede, transdukèných signálov a funkènosti endotelu. V labo-
ratóriu tkanivových kultúr pripravujeme primárne bunkové
kultúry izoláciou endotelových buniek z pupoèníkovej cievy.
Vyu�ívame ich ako modelový systém na sledovanie aktivácie
endotelu in vitro, zmien adhézie imunokompetentných buniek
na endotel, �túdium expresie adhezívnych molekúl pri moni-
torovaní zápalových ochorení a úèinnosti lieèby. (Tab. 1, obr.
5, lit. 45.)
K¾úèové slová: endotel, zápal, adhézia leukocytov.
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V 19. storoèí definoval Virchov cievny endotel ako �jednodu-
chú membránu, ktorá prechádza celým telom�. V cievnej fyzioló-
gii sa endotelovým bunkám spoèiatku prisudzovala iba pasívna
úloha. Dnes vieme, �e cievny endotel je rozsiahly a ve¾mi výkon-
ný endokrinný orgán, ktorý sa aktívne zúèastòuje na regulácii ciev-
neho tonusu, permeability, adhézie a diapedézy leukocytov, koa-
gulácie a rastu okolitých tkanív (1, 2).

Celkový povrch cievneho endotelu je pribli�ne 5000 m2, ale tvorí
iba 1 % celkovej hmotnosti organizmu. V ontogenetickom vývine
je endotel prvou zlo�kou cirkulaèného systému, z ktorého sa ne-
skôr diferencujú artérie, arterioly, kapiláry, vény a lymfatické cie-
vy. Schopnos� rozmno�ovania a pohybu si endotelové bunky udr-
�ujú poèas celého �ivota. Sú schopné nahradi� po�kodený endotel
v cieve, ale aj vytvori� nové krvné cievy v embryových tkanivách.
V normálnych tkanivách sa zúèastòujú na be�nej obnove, remode-

lovaní alebo rekon�trukcii a v po�kodených tkanivách na procesoch
ich hojenia, reparácie a pri raste nádorov (3�5).

U� viac ako jednu dekádu sme svedkami explózie záujmu o ciev-
ny endotel ako vitálnu a dynamickú medzivrstvu. Súèasné �túdie
poukazujú na významnú úlohu endotelových buniek pri zápalovom
procese. Vïaka svojej strategickej polohe sú schopné interakcie s iný-
mi bunkami krvného rieèiska a cievnej steny. Neporu�ené a poko-
jové endotelové bunky nedovo¾ujú cirkulujúcim leukocytom pev-
nej�ie adherova� na svoj povrch. Endogénne zápalové mediátory
a exogénne produkty mikroorganizmov, èi iných replikujúcich sa
agensov, mô�u aktivova� cirkulujúce leukocyty, ako aj endotelové
bunky, a tým zosilni� adhezívne interakcie medzi nimi. Takáto ad-
hézia je jednou z najzákladnej�ích podmienok na spustenie zápalo-
vej reakcie v okolitom tkanive, èi u� za obranným alebo po�kodzu-
júcim úèelom. Výsledkom je extravazácia, èi�e prestup leukocytov
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osobitne z postkapilárnych venúl do miesta zápalu. Tento dej má
zásadný význam pre obranu hostite¾a proti invadujúcim patogénom,
opravu tkanivového po�kodenia, patogenézu zápalových, hypersen-
zitívnych a autoimunitných stavov (6, 7).

Interakcia leukocytov a endotelu

Leukocyty cirkulujú v sieti krvných ciev, dohliadajú na tkanivá
a ochraòujú ich od antigénových a mikróbnych patogénov. Rôzne
faktory, ako sú napr. cytokíny (interleukín (IL)-1, interferón (IFN)-
gama, faktor nekrotizujúci nádory (TNF)-alfa), endotoxín, hypo-
xia, vírusová infekcia, lipidové produkty, �mykové napätie induku-
jú nové adhezívne vlastnosti endotelových buniek, ktoré umo�òujú
rýchlu akumuláciu leukocytov v mieste infekcie a po�kodenia tka-
niva. Na povrchu aktivovaného endotelu sa exprimujú adhezívne
molekuly rodiny selektínov (P-selektín a E-selektín) a imunoglo-
bulínovej ve¾korodiny (ICAM (intercellular adhesion molecule)-1,
ICAM-2 a VCAM (vascular cell adhesion molecule)-1), ktoré sa
via�u na protireceptory leukocytov. Adhezívne molekuly, ktoré sa
zúèastòujú na interakciách medzi leukocytmi a endotelom, sú v ta-
bu¾ke 1 (8�10). Adhézia leukocytov mô�e by� iniciovaná aktivá-
ciou endotelových buniek alebo leukocytov ako odpoveï na zápa-
lové mediátory pochádzajúce z okolitých tkanív. Cievny endotel je
nielen terèom, ale zároveò aj zdrojom zápalových cytokínov (napr.

IL-1, IL-5, IL-6, IL-11, IL-15), chemokínov (napr. MCP-1 (mono-
cyte chemotactic protein-1), RANTES (regulated upon activation
normal T cell expressed and secreted), proteín GRO-α (growth-re-
lated oncogene-α), IL-8), niektorých hematopoetických cytokínov
(rastové faktory stimulujúce kolónie granulocytov, makrofágov ale-
bo granulocytov a makrofágov) a iných cytokínov (napr. trombo-
cytový rastový faktor) (11�13).

Heterotypové adhézie medzi αLβ2/LFA (leukocyte function
associated antigen)-1 a ICAM-1, α4β1/VLA-4 a VCAM-1 tvo-
ria základ migraèného procesu leukocytov. PECAM-1 (platelet-
endothelial cell adhesion molecule-1) sa zúèastòuje na homoty-
povej interakcii. Pri adhézii leukocytov na endotel dochádza aj
k ïal�ím spojeniam bunkových receptorov a ich ligandov (L)
(CD40-CD40L a IL-8-IL-8 receptor). Niektoré �túdie dokazu-
jú, �e spú��acím signálom tvorby prozápalových chemokínov
a expresie endotelových adhezívnych molekúl sú mediátory na
aktivovaných trombocytoch (napr. CD40L a membránový IL-1)
(14). Nedávno objavili na cievnom endoteli expresiu molekuly
FasL, ktorá je negatívnym regulátorom extravazácie leukocytov
a indukuje apoptózu v mnohých typoch buniek, vèítanie leuko-
cytov, ktoré nesú receptor Fas, známy aj ako CD95 a APO-1.
Expresia FasL na cievnom endoteli funguje ako prevencia infil-
trácie leukocytov a jej zní�enie je základom extravazácie leuko-
cytov poèas zápalovej odpovede. Endotelové bunky exprimujú

Tab. 1. Adhezívne molekuly zúèastòujúce sa na interakcii leukocytov
a cievneho endotelu.

Tab. 1. Adhesion molecules involved in interactions of leukocytes and
endothelium.
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aj Fas rovnako ako FasL, ale za normálnych fyziologických pod-
mienok sú rezistentné voèi bunkovej smrti. Doká�u toti� produ-
kova� inhibièný proteín FLIP (flice-like inhibitory protein), kto-
rý zabraòuje prenosu apoptického signálu následne po interakcii
Fas-FasL (2, 15, 16).

Zápalový proces a migrácia leukocytov

Zápalová odpoveï zahròuje úèas� mnohých typov buniek, vèí-
tane cirkulujúcich leukocytov, cievnych endotelových a perivas-
kulárnych buniek (mastocyty, makrofágy). Pri po�kodení tkani-
va alebo zápale leukocyty migrujú cez subendotelový priestor
na miesta infekcie pod vplyvom poplachových zápalových cyto-
kínov (TNF-α, IL-1, IFN-gama) a chemoatraktantov (bakteriál-
ne peptidy, fragment komplementu C5a, faktor aktivujúci trom-
bocyty (PAF), leukotrién B

4
). Pri akútnom zápale ako prvé mig-

rujú do zápalového lo�iska zvyèajne neutrofily, pri chronickom
zápale sú to makrofágy a T-lymfocyty, pri alergickom zápale
eozinofily. Neutrofily eliminujú patogény fagocytózou, mono-
cyty sa diferencujú na makrofágy, ktoré tie� fagocytujú patogé-

ny, a T-bunky aktivujú bunkovú a humorálnu imunitnú odpoveï
(17�19).

Po primárnom podrá�dení (infekcia, po�kodenie alebo hyper-
senzitívna reakcia) sa zo stimulovaných makrofágov a mastocy-
tov uvo¾òujú mediátory (histamín, kyslíkové radikály, PAF, leu-
kotriény, cytokíny), ktoré via�u receptory na endotelových bun-
kách a vedú k rýchlej mobilizácii P-selektínu z Weibel-Paladeho
granúl na bunkový povrch. V priebehu nieko¾ko minút sa stráca
L-selektín z povrchu leukocytov a zvy�uje sa expresia a aktivácia
β

2
-integrínov. Celý proces diapedézy leukocytov je rozdelený do

nieko¾kých krokov. Selektíny sprostredkujú poèiatoèný fenomén,
nadviazanie a kotú¾anie. V nasledujúcom kroku sa mení tvar leu-
kocytov, ktoré sa zaènú kåza� po endotelových bunkách. Adhero-
vané bunky sa bez úèasti iných adhezívnych molekúl opä� uvo¾òu-
jú do cirkulácie, je to tzv. prechodná adhézia. Integríny, ako aj
èleny imunoglobulínovej ve¾korodiny sprostredkujú pevnú adhé-
ziu - prilepenie leukocytov na endotel. Pohyb leukocytov po en-
doteli sa zastavuje a leukocyty prechádzajú cez základnú mem-
bránu endotelu a migrujú cez extravaskulárne tkanivo k svojmu
cie¾u � transmigrácia (obr. 1) (17, 20).

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 adhezívnej kaskády. (A) Pri absencii zápalo-
vých stimulov cirkulujú leukocyty v krvnom rieèisku bez adhezív-
nych interakcií s cievnym endotelom. (B) Nízkoafinitnú interakciu
medzi leukocytmi a endotelom sprostredkujú selektíny a prejavuje
sa ako kotú¾anie. (C) Aktivácia leukocytov a/alebo endotelových bu-
niek má za následok pevnú adhéziu leukocytov. (D) Pevne adherova-
né leukocyty migrujú z krvného rieèiska (osobitne z postkapilárnych
venúl) do okolitého tkaniva, zvyèajne po prúde chemotaktického gra-
dientu (Panés, 1999).

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-IL-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. Úloha cievneho endotelu v zápalovej odpovedi. Po�kodenie
alebo aktivácia endotelových buniek spôsobuje vyluèovanie chemo-
kínov a cytokínov, ktoré napomáhajú pri migrácii leukocytov do mies-
ta zápalu. Adhezívne molekuly na povrchu buniek sprostredkujú ad-
héziu leukocytov na endotel. Interakcie leukocytov a endotelu (napr.
interakcia LFA-1/ICAM-1, CD40-CD40L, IL-8-IL-8 receptor, Fas-
FasL) signalizujú ïal�ie uvo¾nenie cytokínov a chemokínov, ktoré exa-
cerbujú zápalový proces. Migrujúce leukocyty sa akumulujú v tka-
nivách a uvo¾òujú rôzne produkty (NO, ROI, proteázy a enzýmy, zá-
palové a reparaèné cytokíny, rastové faktory a eikosanoidy). Rovno-
váha medzi prozápalovými a protizápalovými mechanizmami urèuje
vývoj zápalovej odpovede k progresívnej nekróze alebo reparácii tka-
nív. PKC � proteínkináza C, NO � oxid dusnatý, ROI � reaktívne
intermediáty kyslíka (Krishnaswamy, 1999).
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Výsledná koordinovaná expresia adhezívnych molekúl, inter-
leukínov, rastových faktorov, chemokínov, prostanoidov a oxidu
dusnatého vedie k vývoju zápalovej odpovede, pre ktorú je cha-
rakteristická adhézia a migrácia buniek. Adhézia leukocytov na
endotel má významné miesto v patogenéze mnohých ochorení
(napr. kardiovaskulárnych, respiraèných, pohybového systému,
malígnych, neurologických, renálnych, infekèných atï.). Adheren-
èná schopnos� leukocytov a modulaèné faktory adhézie sú zákla-
dom poznania medzibunkových interakcií pri orgánových dysfun-
kciách alebo po�kodeniach tkanív. Hlavným bodom úsilia je iden-
tifikácia adhezívnych glykoproteínov, ktoré umo�òujú väzbu leu-
kocytov na cievny endotel. Proces adhézie leukocytov na endotel
a �pecifická regulácia expresie adhezívnych molekúl je hlavným
cie¾om protizápalovej terapie (19).

¼udský endotel má centrálnu úlohu v regulácii zápalových od-
povedí na tkanivovej úrovni. Aktivovaná proteínkináza C a nukle-
árny faktor-κB (NF-κB) spôsobujú expresiu zápalových génov
v bunkách, adhéziu a iné formy stimulácie endotelu. NF-κB je auto-
regulaèný, indukuje tie� expresiu inhibièného proteínu I-κBα, èo
má za následok inhibíciu transkripcie cie¾ových génov. Výsledkom
negatívnej spätnej väzby je návrat endotelu do pokojového �tádia.
Aktivované leukocyty odpovedajú na infekciu alebo antigénové
podrá�denie v tkanivách uvo¾nením reaktívnych intermediátov kys-
líka, oxidu dusnatého, proteáz a enzýmov (myeloperoxidázy), pros-
tanoidov a cytokínov. V závislosti od intenzity zápalovej odpovede
dochádza k nekróze tkanív alebo ich reparácii (obr. 2) (2, 21).

Po�kodenie cievneho endotelu

V cievnom endoteli dochádza pri jednotlivých patofyziolo-
gických stavoch k súboru zmien, ako sú nadmerne zvý�ená ex-
presia adhezívnych molekúl, zvý�ená produkcia cytokínov (naj-
mä s prozápalovými úèinkami a rastovými aktivitami), zmenená
priepustnos� pre plazmové proteíny a lipoproteíny, zmeny v rov-
nováhe medzi prokoagulaènými a fibrinolytickými aktivitami
a zmeny cievneho tonusu. Z h¾adiska vzniku zápalovej reakcie má
k¾úèový význam nadmerná adhezívnos� endotelu pre leukocyty
(osobitne neutrofily) a produkcia prozápalových cytokínov. En-
dotelová dysfunkcia je základom hypertenzie, hyperlipidémie a ate-
rosklerózy, hemolyticko-uremického syndrómu, vaskulitíd a iných
kardiovaskulárnych porúch a chorôb. Po�kodenie cievneho endo-
telu sa prejavuje aj pri rejekcii transplantátov, infekèných, reuma-
tických a malígnych procesoch (22, 23).

V patologických podmienkach sa zvy�uje lokálna expresia
adhezívnych molekúl (ICAM-1, VCAM-1, E- a P-selektín) a hla-
dina solubilných adhezívnych molekúl (najmä z rodiny integrí-
nov a imunoglobulínovej ve¾korodiny) v sére, ktoré korelujú s ak-
tivitou ochorenia a slú�ia ako markery aktivácie leukocytov a en-
dotelu. Znakom mnohých vaskulárnych ochorení (napr. Wegene-
rova granulomatóza, polyarteritis nodosa, obrovskobunková
arteritída, systémový lupus erythematosus a reumatoidná artrití-
da) je aj tvorba antiendotelových protilátok, ktoré sa odli�ujú od
iných autoprotilátok (antineutrofilových alebo anti-DNA). Exis-
tuje hypotéza, �e antiendotelové protilátky rozpoznávajú limito-
vaný poèet antigénov cievneho endotelu, indukujú uvo¾nenie me-
diátorov pochádzajúcich z endotelu (napr. IL-1), aktivujú interak-
cie medzi leukocytmi a endotelovými bunkami, a tak prispievajú
k patogenéze ochorení (24).

Farmakologické prístupy

Pochopenie molekulárnej úlohy endotelových buniek pri zá-
pale vedie k efektívnej�ím stratégiam lieèby vá�nych zápalových
a imunologických ochorení. Modelové systémy zápalových ocho-
rení in vitro aj in vivo slú�ia na sledovanie jednotlivých krokov
diapedézy leukocytov (kotú¾anie, adhézia a migrácia), ktoré majú
komplexný a viacfaktorový bunkový a molekulárny základ. Exis-
tujú tri potenciálne úrovne protizápalovej lieèby, ktoré sa dotýka-
jú interakcie leukocytov a endotelu, a to uvo¾nenie zápalových
mediátorov a ich väzba s receptormi, syntéza adhezívnych mole-
kúl a funkcia adhezívnych molekúl (19, 25).

Niektoré �túdie poukazujú na zní�enie funkènosti adhezívnych
molekúl pomocou monoklonových protilátok, ktorých cie¾om sú
�pecifické adhezívne glykoproteíny. Iný prístup, ktorý si získal
pozornos� v experimentálnom prostredí, je aplikácia solubilných
foriem adhezívnych receptorov, ako je napríklad sICAM-1, sialy-
lovaný Lewisov antigén X a glykoproteínový ligand P-selektínu-
1. Klinické skú�ky monoklonových protilátok proti adhezívnym
molekulám cievneho endotelu alebo leukocytov (napr. anti-β1 a β2
integrínom, anti-ICAM-1, anti-VCAM-1, anti-P- a anti-L-selek-
tínu) priniesli kolísavý úspech pri lieèbe niektorých zápalových
ochorení (reumatoidnej artritídy, systémového lupus erythemato-
sus, astmy) a v prevencii akútnej rejekcie transplantátu oblièky
alebo po�kodenia myokardu. Potreba vy��ích dávok u ¾udí (v po-
rovnaní s blokujúcimi experimentmi in vitro) a my�í pôvod väè�i-
ny monoklonových protilátok obmedzujú ich dlhodobej�iu apli-
káciu. Mô�u vyvola� vznik antiidiotypových protilátok a iné imu-
nitné reakcie, neutropéniu. Tento problém antigénnosti zmieròujú
humanizované monoklonové protilátky (26�32).

Súèasné výskumy dokazujú, �e transkripèné faktory AP-1 (ac-
tivation protein-1) a NF-κB sú hlavnými terèami be�ne pou�íva-
ných protizápalových lieèív, vèítane glukokortikoidov, aspirínu,
salicylátov, solí zlata a D-penicilamínu. Jedna mo�nos� regulácie
syntézy proteínov je pou�itie nezmyselných (�antisense�) oligo-
nuleotidov, ktoré blokujú produkciu �pecifických podjednotiek NF-
κB, a tým inhibujú expresiu adhezívnych molekúl na endoteli.
Oligonukleotidové lákadlá ako ïal�ia stratégia inhibície urèitých
zlo�iek zápalovej odpovede �pecificky interferujú s regulaènými
proteínmi (transkripènými faktormi). Trendom farmakologických
prístupov je identifikácia a charakterizácia biochemických dráh
v adhezívnom procese leukocytov, a to na hladine aktivácie re-
ceptorov, biosyntézy alebo funkènosti adhezívnych molekúl. Vý-
voj bezpeèných a úèinných terapeutických látok pre lieèbu zápa-
lových ochorení sa zameriava na jednotlivé molekulárne zlo�ky
zápalovej odpovede (19, 32�34).

¼udské endotelové bunky in vitro

Pôvodná publikácia kultivácie ¾udských endotelových buniek
in vitro z roku 1973 (35) ovplyvnila poh¾ad na úlohu endotelu.
Pasívna bariéra medzi krvou a cievnou stenou sa zmenila na dy-
namické tkanivo, ktoré má dôle�itú úlohu pri regulácii hemostázy,
cievneho tonusu, angiogenézy a zápalovej odpovede. Jaffeyho
originálny model izolácie endotelových buniek má vo výskume
endotelu �iroké uplatnenie. ¼udské endotelové bunky izolované
z pupoèníkovej cievy (HUVEC, human umbilical vein endothe-
lial cells) majú zárodoèný pôvod a makrovaskulárnu povahu. Ïal-
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�ími zdrojmi ¾udských endotelových buniek sú èas� veny sapheny
získanej po srdcovom bypasse, stehnová tepna alebo pulmonálne
bunky mikrovaskulárneho endotelu. Mnohé skupiny vedcov vy-
víjajú okrem primárnych bunkových kultúr aj permanentné bun-
kové línie ¾udských endotelových buniek (napr. fúziou HUVEC
s ¾udskou epitelovou líniou A549 alebo transformáciou ¾udských
endotelových buniek z kostnej drene opièím vírusom 40) (36�38).

V poslednom období prebieha masívny rozvoj bunkovej a mo-
lekulárnej biológie endotelových buniek. Sféra výskumnej aktivi-
ty kladie dôraz na �túdium zápalu, angiogenézy, transdukèných
signálov a funkènosti endotelu. Regulaèná funkcia endotelu je
spojená s produkciou zápalových mediátorov, ako sú IL-1β, IL-6,
IL-8 a PAF, rovnako ako expresiou adhezívnych molekúl, ktoré
kontrolujú interakciu endotelových buniek a buniek cirkulujúcej
krvi. Podstatná úloha expresie adhezívnych molekúl endotelu v re-
gulácii zápalu je hlavným bodom výskumu mnohých vedeckých
skupín (39, 40).

Endotel je in vivo vystavený kon�tantnému �mykovému na-
pätiu, a preto sa venuje ve¾ká pozornos� modifikácii prietoko-
vých podmienok in vitro. Dynamické systémy tzv. prietokové
komôrky umo�òujú �túdium funkènosti endotelových buniek.
Na sledovanie medzibunkových interakcií slú�ia viaceré mo-
dely kokultúr ako vy��ie formy organizácie buniek (napr. ko-
kultúra endotelových buniek s bunkami hladkých svalov). En-
dotelové bunky majú významné miesto pri sledovaní funkènosti
expresie adhezívnych molekúl v blokujúcich experimentoch
a pri inkorporácii génov do organizmu (napr. zvý�enie expre-
sie génu pre syntázu oxidu dusnatého technikou génovej trans-
fekcie) (38, 41).

V laboratóriu tkanivových kultúr (Oddelenie klinickej imu-
nológie, ÚPKM) pripravujeme primárne bunkové kultúry izolá-
ciou endotelových buniek z pupoèníkovej cievy, ktoré vyu�ívame
na sledovanie mechanizmu zmenenej adhézie imunokompetent-

ných buniek na endotel, �túdium expresie adhezívnych molekúl
pri objasòovaní patogenézy a perspektívne aj terapie zápalových
ochorení (kokultúra endotelových buniek s imunokompetentný-
mi bunkami). Zamerali sme sa na testovanie pacientov s alergic-
kou astmou a skupinu kortikodependentných astmatikov, u kto-
rých sme zaznamenali významné zmeny v adhézii periférnych
mononukleárnych buniek (PBMC) na endotel a expresii povrcho-
vých molekúl poèas lieèby kromoglykátom sodným (Intal) (42,
43) alebo selénovej suplementácie (44).

Metóda izolácie a kultivácie HUVEC

Na izoláciu a kultiváciu cievnych endotelových buniek sme
vypracovali modifikáciu �tandardnej procedúry (35). Na vnú-
tornú stenu pupoèníkovej cievy sme nechali pôsobi� 0,2 % ko-
lagenázu (Sigma), ktorá spôsobila uvo¾nenie buniek do rozto-
ku. Izolované bunky sme premyli kultivaèným médiom RPMI
1640 a resuspendovali v RPMI 1640 obohatenom 15 % fetál-
nym te¾acím sérom, 1 % L-glutamínom, antibiotikami (penici-
lín 100 U/ml, streptomycín 100 µg/ml, gentamycín 2,5 µg/ml),
heparínom (10 U/ml) a rastovým suplementom pre endotelové
bunky (30 µg/ml, Sigma). HUVEC (optimálna koncentrácia
2.105 buniek/ml) sme kultivovali v inkubátore s vlhkou atmo-
sférou, 5 % CO

2 
a pri teplote 37 °C. Prichytenie buniek a vy-

tvorenie monovrstvy sme zabezpeèili potiahnutím dna Petriho
misky alebo kultivaènej f¾a�e 1 % roztokom �elatíny (Sigma)
(obr. 3). Endotelové bunky sme identif ikovali na základe mor-
fologického kritéria alebo pozitívnym farbením antiendotelo-
vou monoklonovou protilátkou (QBEND10, Immunotech) s na-
viazaným fluoresceínom (FITC) a detekciou na prietokovom
cytometri (Coulter Epics XL). HUVEC sú homogénne, �iroké
(30x50 µm), polygonálneho tvaru s centrálne ulo�eným jad-
rom a nezrete¾ným bunkovým ohranièením. Príklad súvislej
monovrstvy 10-dòovej kultúry endotelových buniek je na ob-
rázku 4.

V experimentoch adhézie leukocytov na endotel a modulácie
expresie adhezívnych molekúl sme pou�ili HUVEC po druhom

Fig. 3. Prepation of HUVEC. FCS � fetal calf serum, ECGS � endo-
thelial cell growth supplement.
Obr. 3. Schéma izolácie HUVEC. FCS � fetálne te¾acie sérum, ECGS
� rastový suplement pre endotelové bunky.

Fig. 4. Photomicrograph of 10-day old cultured HUVEC (Leitz Dia-
vert, x126).
Obr. 4. Fotografia znázoròuje monovrstvu 10-dòovej kultúry HUVEC
(Leitz Diavert, zväè�. 126-krát).
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a� �tvrtom pasá�ovaní. Pre�ívanie HUVEC v závislosti od poètu
pasá�ovaní sme znázornili na obrázku 5. Zo súvislej monovrstvy
sme bunky oddelili enzýmovou cestou 0,1 % roztokom trypsínu
v EDTA (kyselina etyléndiamíntetraoctová) alebo mechanicky zo-
�krabovaèom pre bunkové kultúry.

Záver

Výskum mechanizmov adhézie a aktivácie endotelu postupne
odha¾uje nové mo�nosti rozvoja diagnostických a terapeutických
látok. Adhéziu a migráciu leukocytov cez endotelovú bariéru spro-
stredkujú adhezívne molekuly, ktoré majú dôle�itú úlohu pri zá-
palových a alergických ochoreniach. Akútny zápal je spojený s in-
filtráciou neutrofilov a zvý�enou expresiou E-selektínu a P-se-
lektínu, kým pri chronickom zápale prevláda expresia ICAM-1
alebo VCAM-1. V patologických podmienkach sa zvy�uje lokál-
na expresia adhezívnych molekúl v tkanivách a hladiny solubil-
ných molekúl v sére, ktoré korelujú s aktivitou ochorenia. Endo-
telové adhezívne molekuly slú�ia ako nové diagnostické markery
niektorých ochorení (systémový lupus erythematosus, vaskulití-
da, ateroskleróza, psoriatická artritída atï.). Stupeò aktivácie a po-
�kodenia tkaniva urèuje expresia povrchových antigénov na endo-
teli (napr. neinvazívne zobrazenie nádorového tkaniva antiendote-
lovými monoklonovými protilátkami). Vývojovým trendom no-
vých protizápalových a imunosupresívnych lieèiv je modulácia
expresie povrchových molekúl alebo ich antagonistov, inhibícia
niektorého kroku v migraènom procese leukocytov (konvenèné
prostriedky, génová terapia) (9, 32, 45).

V súèasnosti sledujeme expresiu adhezívnych molekúl na
PBMC, stanovujeme solubilné adhezívne molekuly, ako aj akti-
vaèné markery na eozinofiloch. Okrem toho pripravujeme metó-
dy na urèenie expresie adhezívnych molekúl v kokultúre HUVEC
a plnej krvi a na dôkaz antiendotelových protilátok v sére, ktoré

umo�òujú monitorovanie zápalových ochorení a úèinnosti lieèby,
a to priebe�ným sledovaním aktivácie endotelu in vitro.
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