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Uvod. V literatdre nachadzame protichodné nalezy dotykajuce sa $trukturalnych zmien Zilovej steny primarne varikéznych zil. Oxid
dusnaty (NO) je znamy svojim vazodilataénym tc¢inkom. Je syntetizovany enzymom syntaza oxidu dusnatého (NOS), ktory sa vyskytuje
v troch znamych izoformach: neuronalna NOS (nNOS), induktivna NOS (iNOS), endotelialna NOS (eNOS).

Material a metodika. Vzorky varikéznych a zdravych (nedilatovanych) zil sme spracovali standardnou svetelno-mikroskopickou a imu-
nohistochemickou technikou s pouzitim krali¢ich polyklonalnych protilatok proti vSetkym trom NOS izoformam: iNOS, eNOS a nNOS.
Expresia protilatok bola hodnotena semikvantitativne a overena morfometricky 2D obrazovou analyzou. Celkova plocha expresie NOS
izoforiem bola urcena farebnou analyzou a farebnou digitalnou subtrakciou.

Vysledky. Zistili sme diskontinualnu a signifikantne nizsiu expresiu vSetkych troch NOS izoforiem v tunica media varikdznych Zil v porovnani
s kontrolnou skupinou, kde bola expresia vsetkych 3 NOS izoforiem kontinualna. Na Statistickui analyzu bol pouzity neparovy t-test.
Diskusia a zaver. Vysledky nasej prace predpokladaju nizSie hodnoty NO v stene varikéznych zil, z ¢oho vyvodzujme, ze varikdzna
dilatacia je dosledkom iného patomechanizmu, aj ked' stadium postihnutia varik6znych vzoriek nebolo zohladnené. Nase vysledky
protirecia publikovanym vysledkom Howladera a Abd-El-Aleema, ktori pozorovali zvysené hodnoty NO a NOS izoforiem u pacientov
so zavaznej$im ven6znym postihnutim.
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Expression of nitric oxide synthase isoforms in varicose vein wall

Introduction. There are conflicting findings in literature about structural changes of the primary varicose vein walls. Nitric oxide - a po-
tent vazodilatator - is synthesized by nitric oxide synthase (NOS). There are three known isoforms of NOS: nNOS (neuronal NOS), iNOS
(inducible NOS), eNOS (endothelial NOS).

Material and methods. Samples of varicose and control (healthy) veins were processed by standard light microscopy method and immu-
nohistochemic technique using rabbit polyclonal antibodies against all three NOS isoforms: iNOS, eNOS and nNOS. Antibodies expres-
sion was evaluated semi quantitatively and proved morphometrically by 2D image analysis. Total area of NOS isoforms expressions was
determined by color analysis and color digital subtraction.

Results. We observed discontinuous and significantly lower expression of all three NOS isoforms in tunica media of varicose veins compared
with control group, where the expression of all three NOS isoforms was continuous. For the statistical analysis was used unpaired t-test.
Discussion and conclusion. Our results suppose lower NO levels in varicose vein wall, deducing that varicose vasodilatation is due to other
mechanism, although the stage of chronic venous disease of varicose vein samples was undetermined. Our results are in contradiction
with previously published results of Howlader and Abd-El-Aleem, who observed raised total NO levels in patients with severe stages of
chronic venous disease.

Key words: varicose veins, nitric oxide (NO), nitric oxide synthase (NOS).
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Uvod

Chronické venézne ochorenie dolnych
koncatin (CHVO) je ¢astym ochorenim zil dol-
nych koncatin postihujucim prevazne osoby
v produktivnom veku. Vo vyspelych krajinach
Eurdpy a USA sa vyskytuje u 40 - 60% Zien
a 15-30% muzov (1, 2).

Varikézne (kf¢ové) zily — nadmerne rozsire-
né, tortudzne vinuté a predizené Zily — st len jed-
nym zo symptdmov CHVO. Mézu byt primdrne (ich
pricina nie je znama) alebo sekundarne, vznikajuce
najcastejsie ako dosledok prekonanej hiboke;j fle-
botrombdzy. Jednoznacné pricina primarnej formy

stéle nie je Uplne zrejm4, a preto je aj jej liecba vo
velkej miere len symptomaticka (3, 4). Do etio-
patogenetickej suvislosti sa ddva slabost Zilovej
steny spojena s poruchou spojivového tkaniva
(kolagénu a elastinu) a hladkého svalstva (5, 6), ale
aj porucha funkcie Zilového endotelu, poskodenie
Zilovych chlopnia poruchy mikrocirkuldcie a vyZivy
Zilovej steny (2,4, 7,8, 9). Doposial zistené histolo-
gické zmeny cievnej steny zahnaju flebosklerdzu,
zhrubnutie intimy, fibrézu médie, Ubytok hladkej
svaloviny a formovanie trombov. Do pri¢innej su-
vislosti sa ddvaju aj vazoaktivne latky: prostacyklin,
tromboxan A2, noradrenalin (8).
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Uloha oxidu dusnatého

Oxid dusnaty (NO) — medzibunkova sig-
nélna molekula, vyznamny vazodilatacny cinitel
vdaka schopnosti relaxacie hladkej svaloviny
ciev—ma v ludskom organizme mnoho va-
zoprotektivnych funkcii: inhibuje adherenciu
a agregaciu krvnych dosticiek, redukuje adhe-
renciu leukocytov k endotelu, potlaca prolife-
raciu hladkej svaloviny ciev (10). Znizenie jeho
produkcie alebo Ucinku predisponuje krvné
cievy k poskodeniu. V fudskom organizme je
syntetizovany enzymom syntdza oxidu dusna-
tého (NOS), ktord sa v ludskom tele vyskytuje



v troch izoforméach: endotelidlna NOS (eNOS), ne-
uronalna NOS (nNOS), a induktivna NOS (iNOS).
Boli pomenované podla tkaniva, z ktorého boli
prvykrét vyklonované a charakterizované, ich
gény sa nachadzaju na chromozémoch 7, 12
a 17. Z biochemického hladiska su skupinou
komplexnych enzymoy, katalyzujucich oxidaciu
L-argininu na oxid dusnaty (NO) a L-citrulin (10).
Vaskuloprotektivny ucinok jednotlivych izofo-
riem este nie je dostato¢ne objasneny (11).
Hlavnou ulohou NO je aktivécia rozpustnej
guanylat cyklazy (sGC), produkcia cyklického
guanozin monofosfatu (CGMP) a nasledné ak-
tivacia cGMP zavislych procesov. Za niektorych
patologickych okolnosti dochadza k zvysenej
aktivacii NOS a zvysenej produkcii NO. NO hra
dolezitu ulohu aj v patofyzioldgii niektorych
neurodegenerativnych ochoreni. Pritomnost
NO a NOS mozno dokdzat aj nepriamo histoche-
mickym doékazom nikotinamiddinukleotidfosfat
diafordzovej (NADPHd) pozitivity (12).

Izoformy syntazy NO

Endotelialna NOS (eNOS) spolu s neuro-
nalnou NOS patria k tzv. ,konstitu¢nym” NOS:
tj. sU exprimované kontinudlne, zaroven su
oba enzymy aktivované zvysenou hladinou
intraceluldrneho kalcia. Endotelidlna NOS je
farmakologicky totozna so skor izolovanym
EDRF (endothelium-derived releasing factor), kto-
ry exprimuje intaktny endotel (13). Inaktivacia
eNOS obmedzuje tvorbu NO, zvy3suje tonus
cievnej steny, adhéziu a agregaciu trombocy-
tov. Detailné analyzy poukézali, ze enzym je
lokalizovany v Golgiho aparéate ako aj v Specific-
kych struktdrach plazmalemy — v tzv. kaveolach.
Jeho lokalizcia v plazmaleme, kde sa nachadza
niekolko klticovych signédlnych komplexov, ma
zrejme vyznam pre jeho aktivitu a dostupnost
intraceluldrnymi mechanizmami (10).

Neurondlna NOS (nNOS) je pritomna
v nervovych bunkéch periférneho aj centrél-
neho nervového systému a v niektorych epite-
lidlnych bunkach. Jej aktivita je tiez regulovana
Ca?* a kalmodulinom. Funkcia nNOS zahfha
reguldciu synaptického prenosu v centrdlnom
nervovom systéme, centralnu regulaciu krvného
tlaku, relaxaciu hladkej svaloviny a vazodilataciu
prostrednictvom periférnych nitrergickych ner-
vov. TieZ je zapojena do neurondlnej smrti pri
mozgovo-cievnom infarkte (10). Predpoklada sa,
Ze stimuldcia nervu priamo aktivuje uvolnenie
NO z nitrergnych nervov a v skuto¢nosti sa NO
javi ako dominantny neurotransmiter zodpo-
vedny za nervom-sprostredkovanu, od endotelu
nezavislu vazodilataciu (13).

Induktivna NOS (iNOS) je pritomna v mno-
hych rozlicnych bunkach (makrofagy, endotelidine
bunky, bunky hladkej svaloviny ciev, kardiomyo-
cyty a i) po stimuldcii lipopolysacharidmi (LPS),
cytokinmi (@ko IL- 18, TFN-q, IFN-y, IL-6) a i, tj. hra
doéleZitd ulohu v antimikrobidlnej, antiparazitickej
a antineoplastickej aktivite. Tato izoforma nie je
regulovana Ca*. Produkuje velké mnozstva NO
s cytostatickym efektom na parazitické cielo-
vé bunky inhibiciou Fe-obsahujucich enzymov
a sposobujuc fragmentéciu DNA. Indukcia iNOS je
sucastou patofyzioldgie autoimunitnych chordb
a septického soku (10). Induktivna izoforma NOS
(na rozdiel od konstitutivnych NOS izoforiem, kto-
ré su exprimované kontinualne) je exprimovana
po stimulacii zadpalovym podnetom, syntetizujuc
velké mnozstvo NO v prechodnom stave (11).

Abd-El-Aleem a spol. (2000) pozorovali zvyse-
né hladiny eNOS a iNOS v koZi chronickych vredov
predkolenia v porovnani s so zdravou kozou (14).
Howlader a spol. (2002) nasiel zvysené hodnoty
celkového NO v krvi pacientov so zdvaznymi for-
mami chronickej vénovej choroby (zhojeny vred
predkolenia a lipodermatosklerdza) (15).

Ciel'prace, material a metdédy

Nasa praca mala za ciel najst spojitost me-
dzi expresiou syntaz NO (NOSs) a dilataciou
zil u primarnej formy varikéznych zil.

Porovnavali sme 10 vzoriek varikéznych Zil
(prevazne vena saphena magnay (5 muzov, 5 Zien,
vekova Struktira pozri tabulku 1) odobranych pri
tzv. “strippingovych” operaciach varikdznych Zil
dolnych koncatin s kontrolnym stiborom, ktory
pozostaval rovnako z 10 vzoriek povrchovych Zil
dolnych koncatin (prevazne vena saphena magna)
(7 muzov, 3 Zeny, vekova Struktdra suboru pozri
tabulku 2) odobranych z nekroptického materidlu
Ustavu sudneho lekarstva LFUK Bratislava v rokoch
1998 — 2003 od jedincov bez anamnézy akého-
kolvek cievneho postihnutia. Vizorky boli po od-
bere fixované neutralnym formolom a nasledne
spracované metodikou svetelnej mikroskopie
do parafinovych blokov. Rezy boli dalej podro-
bené Standardnej imunohistochemickej technike
s pouzitim polyklondlnych kréli¢ich protildtok proti
vsetkym trom izoformdm NO-syntdz: eNOS a iNOS
(Santa Cruz, USA), nNOS (Bioscience, USA). Pozitivita
markerov bola hodnotend semikvantitativne aj
morfometricky. Pri semikvantitativnom hodnotenf
sme sa sustredili na histologické charakteristicky
nélezu, lokalizaciu pozitivity vzhladom na anato-
mické vrstvy Zilovej steny a intenzitu pozitivity
(- negativny nalez, +/- nepravidelnd pozitivita, +
slaba pozitivita, ++ stredne silnd poxzitivita, +++
silnd pozitivita). Expresia skiumanych markerov
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Tabulka 1. Subor vzoriek varikéznych zil -
vekova Struktura.

muzi zeny spolu
pocet (n) 5 5 10
priemerny vek 29,8 32,8 31,3
v ¢ase odberu
(roky)
vekové rozpdtie 22-37 24-42 22-42
(roky)
median (roky) 30 30 30

Tabulka 2. Kontrolny subor vzoriek (zdravé Zily)
- vekova Struktura.

muzi Zeny spolu
pocet (n) 7 3 10
priemerny vek 26,143 30,333 274
v Case odberu
(roky)
vekové rozpdtie 19-40 20-39 19-40
(roky)
median (roky) 26 32 26,5

bola overend aj morfometricky. Obraz sme ana-
lyzovali pomocou dvojrozmerného obrazového
analyzatora (ImageJ 1.34n, National Institute of
Health, USA). Digitalnou farebnou subtrakciou sme
7 obrazu izolovali celkovu plochu pozitivity danej
NO-syntazy (hneda farba) v médii cievy a nasledu-
jucou farebnou analyzou sme urili jej podiel voci
celkovej ploche tunica media.

Vysledky

Histomorfologické a semikvantitativne hod-
notenie pri porovnani varikéznych 7l so zdravy-
mi kontrolami poukdzalo na znizenie expresie
vsetkych troch izoforiem NO-syntdzy (eNOS, nNNOS
a iNOS) v médii ciev (obrazok 1). V kontrolnych
vzorkach média vykazovala kontinudlnu, diftiznu
expresiu NO-syntéz, kym vo varikéznych cievach
bola porzitivita diskontinudlna (obrazky 2, 3, 4, 5).
Skimané markery sme hodnotili aj v intime, kde
expresia kopirovala pozitivitu médie s vynimkou
dvoch varikéznych vzoriek (V55, V54). V tychto
preparatoch bola expresia INOS a nNOS vyrazne
vyssia v intime v porovani s médiou. Endotelidina
NOS vykazovala pozitivitu aj v endotelovych bun-
kach, pricom v zdravych cievach bola expresia
prevazne kontinudlna a vo vacsine varikéznych
2l boli vypadky v pozitivite endotelu. Statisticky
signifikantné vysledky morfometrickej analyzy
potvrdili semikvantitativne stanovenu znizenu ex-
presiu vietkych troch izoforiem NO-syntdz v médii
varikéznych Zil. V $tatistickej analyze sme pouzili
neparovy t test.

Diskusia a zaver
Viysledky nasej prace protirecia vysledkom
konfrontovanych prac Abd-El-Aleema (2000)
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Obrdzok 1. Graf porovnania expresie izoforiem
syntaz oxidu dusnatého (NOS) v stene varikoz-
nych (V) a zdravych, nedilatovanych (PZ) Zil.
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Obrdzok 2. Expresia endotelidlnej NOS (eNOS)
v stene zdravej (vlavo) a varikéznej Zily (vpravo).
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Obrdzok 3. \/yraznejsia expresia eNOS v endo-
tele tunica intima zdravej (vlavo) a varikoznej zily
(vpravo).

aHowladera a spol. (2002) (14, 15). Abd-El-Aleem
a spol. imunocytochemickou metodikou pozo-
roval zvysenu celkovi NOSs expresiu, aj zvysenie
expresie eNOS, iNOS a argindzy v kozi chronic-
kych vredov predkolenia (14). Howlader a spol.
kolorimetrickou metédou zistil zvysené hladiny
celkového NO v plazme pacientov so zavaznym
venoznym postihnutim — zhojeny vred predkole-
nia a lipodermatosklerdza, ¢o zodpoveda Stadiu
C4 a C5 podla CEAP klasifikacie. V menej zavaz-
nych stadidch chronického vendzneho ochorenia
(C2aC3) nebol rozdiel v hladinach celkového NO
medzi sledovanymi a kontrolnymi subjektmi Sta-
tisticky vyznamny (15).V nasej praci sme stadium
vendzneho postihnutia podla CEAP klasifikacie
nezaznamenavali, len spétne sa mdzeme do-
mnievat, ze mohlo ist o stadium C2 (kmenové
varixy vena saphena magna urcené k strippingo-
vej extrakcii, presnejsie C2-EP-AS-PR).

Pre endotelialnu izoformu NOS sme potvr-
dili jej vyraznejsiu expresiu v endoteli tunica intima

Obrdzok 4. Expresia neurondlnej NOS (nNOS)
v stene zdravej (vlavo) a varikéznej Zily (vpravo).
TR ’

Obrdzok 5. Expresia indukovatelnej NOS (iNOS)
v stene zdravej (vlavo) a varikéznej Zily (vpravo).

oboch sledovanych suborov, pricom v kontrol-
nom subore preukazovala diftznu a kontinudlnu
expresiu a vo varikéznom subore bola jej expresia
diskontinudlna (obréazky 2, 3). To potvrdzuje fakt,
7e eNOS je exprimovana intaktnym endotelom
a endotel varikdznych Zil je charakterizovany jeho
porusenou funkciou.

Expresie nNOS a iNOS taktieZ preukazovali
nizsiu a diskontinualnu expresiu vo varikéznom
subore v porovnani so zdravymi vzorkami, z ¢o-
ho mozno dedukovat, Ze dilatacia varikdznych Zl
nie je désledkom stimulacie periférnych nitrer-
gickych vidken, ani zdpalovej etioldgie (obrdzky
4,5). Posledny spomenuty fakt koreluje s vysled-
kami jednej z nasich predoslych prac, pri ktorej
sme zistili znizend hustotu zimych buniek v stene
varikoznych Zil (16). Vyraznejsia pozitivita nNNOS
aiNOS v tunica intima dvoch varikdznych vzoriek
(obe vzorky pochadzali z vena saphena magna
muzov vo veku 30 a 32 rokov) bola pravdepo-
dobne zapri¢inend inym nerozpoznanym koin-
cidujucim ochorenim. V ostatnych varikéznych
vzorkéch kopirovala expresia oboch markerov
v tunica intima ich expresiu v tunica media.

Vysledky nasej prace predpokladaju nizsie
hladiny oxidu dusnatého (NO) v stene varikdz-
nych Zil, z ¢oho vyvodzujeme, Ze dilatacia vari-
koznych Zil je pravdepodobne dosledkom iného
patomechanizmu — aj ked' v nasej praci sme
nezohladrovali stddium vendzneho postihnutia,
avsak potvrdili sme porusenu funkciu endotelu
varikéznych Zil. MbéZzeme sa len domnievat, Ze ex-
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presia NO-syntdz ako aj hladina oxidu dusnatého
v stene varikéznych Zil sa mdze menit v zavislosti
od stadia zédvaznosti zilového postihnutia.

Na overenie vysledkov nasej prace existu-
je niekolko moznosti: a) zopakovat metodiku
na pocetnejsom subore vzoriek so zazname-
nanfm stadia zavaznosti vendzneho postihnutia
varikéznych vzoriek; b) porovnanie koncentracie
Ca’* v stene varikoznych Zil; ¢) porovnanie NOS
expresie nepriamym histochemickym dékazom
NADPHd pozitivity v stene varikéznych Zil; d)
porovnanie expresie vybranych zdpalovych
stimulov, zndmych svojou potencidciou iNOS
expresie (IL- 1B, IL-6, TNF-q, a pod.).
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