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The effect of oxidative stress on acetylcholine-induced relaxation
in deendothelized arteries

Uloha oxidac¢ného stresu v acetylcholinom vyvolanej vazorelaxdcii
pri deendotelizovanych artériach
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Abstract. Aim: Nitric oxide (NO) participates in the local control of the cardiovascular system, causing dila-
tion of smooth muscle cells in the vascular wall. NO production is realized via endothelial cells in response
to vasorelaxants (such as acetylcholine). The endothelial layer was regarded as the primary source of NO:
however, it was found that the smooth muscle cells of endothelium-denuded arteries expressed functional
NO synthase and are capable of production. We hypothesized that the destruction of the anatomical in-
tegrity induced by mechanical denudation of endothelial layer induces an insensibility of vessels to the
vasodilators as a consequence of oxidative stress. The aim of this study was to investigate whether the loss
of acetylcholine-induced vasorelaxation in endothelium-denuded arteries could be induced by a decrease
in a non-endothelial NO, as a consequence of oxidative stress.

Methods: Vasorelaxant responses were followed in arteries (thoracic aorta, pulmonary artery) isolated from
male Wistar rats. The production of superoxide radicals was measured using a lucigenin chemiluminescence
method in endothelium-preserved and endothelium-denuded arteries.

Results: While an acetylcholine-induced vasorelaxation was observed in all arteries with intact endothelium,
this effect was inhibited in deendothelized rings. Acute application of tempol, a free-radical scavenger, re-
freshed the inhibited acetylcholine vasorelaxation in endothelium-denuded arteries. The following application
of TH-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), a guanylate cyclase inhibitor, and/or N°-nitro-L-arginine
methylester (L-NAME), an inhibitor of NO-synthase, blocked the benefical effect of tempol. Chemiluminescent
assay showed that an injury to the endothelial layer increased the production of superoxide radicals which
was decreased after tempol administration.

Conclusions: This study showed that the inhibition of vasorelaxation in deendothelized arteries could be
a consequence of oxidative stress which eliminated the non-endothelial source of NO. The findings con-
firmed that the non-endothelial source of NO represented a reserve source of active NO and challenged
the concept of the obligatory role of endothelial cells in vasorelaxation. Fig. 4, Ref. 41, Online full text (Free,
Pdf) www.cardiology.sk

Key words: vasorelaxation - nitric oxide — endothelial denudation - oxidative stress — acetylcholine - su-
peroxid dismutase — N®-nitro-L-arginine methylester

Berényiové A, Kristek F, Dovinova |, Drobna M, Ca¢anyiové S. Uloha oxidaéného stresu v acetylcholinom
vyvolanej vazorelaxacii pri deendotelizovanych artériach. Cardiology Lett. 2014,23(6):397-404

Abstrakt. Ciele: Oxid dusnaty (NO) sa tvori v endoteli ako odpoved na vazorelaxacné latky (vratane acetylcho-
linu) a vyvoléava relaxaciu hladkych svalovych buniek cievnej steny. Expresia NO-syntazy, enzymu pre syntézu
NO, vsak bola potvrdenad aj v hladkych svalovych bunkach deendotelizovanych ciev. Podla nasej hypotézy
destrukcia anatomickej integrity cievy vyvoland mechanickym odstrdnenim jej endotelovej vrstvy prudko
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znizuje citlivost cievy na vazorelaxa¢né latky v dosledku vzniknutého oxida¢ného stresu. Cielom studie bolo
zistit, ¢i strata acetylcholinom vyvolanej vazorelaxacie pozorovanej pri deendotelizovanych artériach moze
byt sprostredkovana eliminaciou neendotelového zdroja NO v dosledku spustenia oxida¢ného stresu.
Metddy: Relaxatné odpovede artérii (hrudnd aorta, plicna artéria) izolovanych zo samcov potkanov (Wistar)
boli sledované snimanim zmien izometrickej tenzie. Produkcia superoxidovych radikdlov bola stanovena
chemiluminiscen¢nou metdédou s pouzitim lucigeninu.

Vysledky: Pri vietkych cievach so zachovalym endotelom acetylcholin vyvolal vazorelaxaciu, ktora bola po
mechanickej deendoteliz4cii inhibovana. Predradené podavanie vychytavaca volnych radikélov - tempolu
- zvadsilo inhibovanu acetylcholinom indukovanu vazorelaxaciu deendotelizovanych cievnych preparatov.
Naslednd aplikécia inhibitora guanylat cyklazy (1H-[1,2,4loxadiazolo[4,3-alquinoxalinu-1; ODQ), respektive
inhibitora NO-syntazy (N°-nitro-L-arginin metylesteru; L-NAME), efekt tempolu zablokovala, vazorelaxa¢na
odpoved bola opét zainhibovana. Chemiluminiscen¢né meranie ukazalo, ze odstranenie endotelu pri oboch
typoch artérii zvysilo produkciu superoxidovych radikalov. Aplikacia tempolu viak dokazala zvysenu produkciu
radikalov zainhibovat.

Zdver: Nase vysledky ukazuju, Ze inhibicia vazorelaxacie deendotelizovanych ciev méze byt sprostredkovana
oxidacnym stresom, ktory eliminuje neendotelové zdroje NO. Tieto nélezy potvrdili, Ze neendotelové zdroje
NO predstavuju zalozny zdroj fyziologicky aktivneho NO a spochybnili koncepciu nevyhnutnosti endotelovych
buniek pre vazorelaxa¢né odpovede. Obr. 4, Lit. 41, Online full text (Free, Pdf) www.cardiology.sk
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Do regulacie krvného tlaku a cievneho tonusu sa zapdajaju
nervové i humoralne mechanizmy posobiace centralne i lo-
kalne. Vyznamné miesto zastava lokalna regulacia cievneho
tonusu, ktorej hlavnou sucastou je uvolnovanie vazorelaxac-
nych a vazokonstriktorickych latok cievnou stenou. Za fyzio-
logickych podmienok je tato bilancia posunutd v prospech
vazodilatatorov. Hlavnym mediatorom od endotelu zavislej
relaxacie je endotelovy vazorelaxa¢ny faktor, oxid dusnaty
(NO). Vagsina informacii o tlohe NO v regulacii cievneho
tonusu sa spdja najmid s NO produkovanym endotelovymi
bunkami, ktory predstavuje va¢sinovua produkciu NO cievnou
stenou. Primarnym cielom NO je guanylat cykldza v hlad-
kosvalovych bunkach. Vrstva tunica media cievnej steny,
tvorena predovsetkym hladkymi svalovymi bunkami, bola
povazovand za pasivneho prijemcu NO produkovaného en-
dotelom. Tuto interpretaciu o parakrinnej ulohe NO v rdamci
cievnej steny postupne nahradzuje hypotéza o autokrinnom
uc¢inku NO priamo v hladkosvalovych bunkach. Buchwalow
a spol. (1) pouzili viaceré metodiky (imunocytochemické
znacenie, elektrénova mikroskopia, Western blott a RT-PCR),
ktorymi dokazali pritomnost endotelovej NO-syntazy (eNOS)
aj v medidlnej svalovej vrstve ciev tak elastického (hrudna
a bru$na aorta), ako aj svalového (rendlna artéria) typu. Tak-
tiez sa potvrdila expresia neurondlnej izoformy NOS (nNOS)
v hladkych svalovych bunkach pri réznych typoch artérii (1,
2). Vsetky tieto $tudie dokazuju sice pritomnost dvoch konsti-
tutivnych izoforiem NOS v hladkych svalovych bunkach, ale
otazka, ¢i NO produkovany v medialnej vrstve cievnej steny
je fyziologicky relevantny, ostava nezodpovedand. Charpie
a Webb (3) boli jednymi z prvych, ktori poskytli dokaz, ze
hladkosvalovymi myocytmi uvolneny NO moduluje cievny
tonus hrudnej aorty potkana. Ich pozorovanie, ze kontraktilné
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odpovede vyvolané acetylcholinom boli v deendotelizovanej
aorte vacsie v pritomnosti inhibitora NOS potvrdili, ze NO
uvolneny medidlnou vrstvou cievnej steny posobi ako auto-
krinny faktor limitujici kontraktilnd aktivitu. Potencialny
vyznam NOS lokalizovanej v hladkych svalovych bunkach
potvrdili aj Schwarz a spol. (4), ktori ukazali, Ze sa v hladkych
svalovych bunkéch ciev pri zvySenej hladine volnych iénov
Ca* zvysuje expresia NOS a jej aktivita moze mat vyznamny
vplyv na cievny tonus.

Uvedené histochemické a funkéné dokazy expresie a ak-
tivity NOS v hladkych svalovych bunkach naznacuju moznu
ulohu NO z neendotelovych zdrojov vo vazorelaxac¢nych
reakciach ciev. V privodnych artéridch, kde NO je primar-
nou vazorelaxa¢nou latkou, vSak poskodenie endotelovej
vrstvy vedie k elimindcii relaxa¢nej odpovede. Uz v roku
1980 Furchgott a Zawadski (5) ukazali, Ze deendotelizacia
hrudnej aorty vedie k strate citlivosti a relaxacnej odpovede
na acetylcholin, ¢im naznadili nevyhnutnost pritomnosti
endotelovej vystelky a z nej uvolfiovaného NO na zachovanie
vazorelaxa¢nych vlastnosti cievnej steny. Pokusy, pri ktorych
boli artérie vystavené mechanickému odstraneniu endotelu,
vsak opominali stratu anatomickej integrity materialu. Posko-
denie anatomickej celistvosti cievnej steny prostrednictvom
deendotelizacie porusi myo-endotelovi komunikaciu cez
gap-junction v hladkych svalovych bunkach ciev (6). Na-
vySe, patologicky zdsah do Struktury cievnej steny iniciuje
produkciu volnych kyslikovych radikalov. Mnohé studie
potvrdili, Ze tvorba volnych radikdlov je odpovedou ciev
na poskodenie a je sprevadzana vyraznou zmenou oxidac-
no-redukénej rovnovahy v ramci cievnej steny a zvy$enou
produkciou superoxidovych radikalov (7 - 10). Zname je,
ze superoxidové i6ny rychlo a Tahko reaguju s molekulami



NO, ¢im vyrazne redukuja jeho bioaktivitu a biodostupnost
(11, 12). V ramci poskodenej cievnej steny su okrem inych
buniek aj hladké svalové bunky a membranovo viazana
NADPH-oxidaza artériovych myocytov schopné produko-
vat superoxidové radikély, a to tak intraceluldrne, ako aj
extracelularne (13 - 15). Dalsie vysledky dokazuji nielen
zvy$enu produkciu volnych kyslikovych radikdlov po od-
straneni endotelovej vrstvy, ale zaroven povazuju vnatorna
endotelovu vystelku za ochrannu bariéru proti oxida¢nému
stresu (16, 17). Antioxida¢ny obranny systém je zastupeny
intraceluldrnou superoxiddismutazou (SOD) 1, 2 a extra-
celularnou SOD3. SOD3 je produkovand predovsetkym
hladkosvalovymi bunkami ciev, svoju ¢innost vykonava
v intersticiu, medzi endotelovymi a hladkosvalovymi bun-
kami. Jej prvotnou ulohou je ochrana NO difundujiceho
z endotelu a jej lokalizacia je ddlezita pre endotel zavislu
vazorelaxaciu (18). Velké mnozstvo SOD3 bolo dokézané
imunohistochemickou analyzou aj vo vnitornej vrstve cievnej
steny, v intime (19, 20). Poskodenie intimy mdze teda viest
nielen k oslabeniu tvorby NO, ale aj naruseniu produkcie
SOD3 v ramci endotelu.

Na zaklade uvedenych nalezov mozno skonstatovat,
ze po deendotelizacii sa spusti oxida¢ny stres, ktory moze
eliminovat NO produkovany z neendotelovych zdrojov,
akymi st hladkosvalové bunky cievnej steny. Navyse, super-
oxidové i6ny moézu priamo navodit vazokonstrikciu (21).
Takze necitlivost deendotelizovanych ciev na vazorelaxa¢né
latky, napriklad acetylcholin, moze byt sprostredkovana
oxida¢nym stresom, ktory bol vyvolany destrukciou intimy
cievnej steny. V nasej predchddzajicej imunohistochemic-
kej a fyziologickej $tudii (22) sme demonstrovali expresiu
véetkych troch izoforiem NOS v hladkych svalovych bunkach
deendotelizovanych privodnych artérii potkana, v mnozstve
postac¢ujucom na vyvolanie vazorelaxa¢nej odpovede. Cielom
tejto Studie bolo preskumat, ¢i absencia acetylcholinom
vyvolanej vazorelaxdcie moze byt vyvolana eliminaciou
tohto zdroja NO v ddsledku spustenia oxidacného stresu
po deendotelizicii cievy.

Material a metody

Experimentalne zvierata

Experimenty na zvieratach sa uskutoc¢nili v sulade s pred-
pismi Statnej veterindrnej a potravinovej spravy SR a Etickej
komisie Slovenskej akadémie vied. Do experimentov boli za-
hrnuté samce Wistar potkanov (200 - 250 g; n = 10). Zvierata
boli chované v podmienkach striedajtcich cyklus 12 hodin
svetlo — 12 hodin tma, pri konstantnej teplote a vlhkosti,
$tandardné krmivo a voda im bolo poskytnuté ad libidum.
Ustav normdlnej a patologickej fyziologie zabezpecoval ich
kompletnu veterinarnu kontrolu.

Berényiova A, et al. Uloha oxida¢ného stresu...

Funk¢né in vitro Stadie

Potkany boli usmrtené dekapitaciou po kratkej CO, anes-
téze. Hrudnd aorta a plucna artéria zvierata boli odobraté,
ocistené od okolitého tkaniva a nakrdjané na pruzky (4 mm
dlzky). Cievne preparéty boli vertikalne zafixované na troju-
holniky z nehrdzavejtcej ocele a ponorené do 20 ml organovej
vanicky obsahujucej Krebsov roztok (118 mM NaCl, 5 mM
KCl, 25 mM NaHCO,, 1,2 mM MgSO,, 1,2 mM KH,PO,,
2,5 mM CaCl,, 11 mM glukéza, 0,032 mM CaNa EDTA)
a inkubované pri teplote 37 °C. Roztok bol prekyslicovany
zmesou O, (95 %) a CO, (5 %). Horny trojuholnik bol spojeny
s eletromechanickym snimacom (Experimetria, Madarsko),
zmeny izometrickej tenzie boli zaznamenané pomocou AD
prevodnika a programom Dewetron software. Pri kazdom
prstenci bolo aplikované predpitie 1 g. Nasledne sa preparaty
ustalovali 60 - 90 minut az do dosiahnutia ustalenej tenzie.
Na niektorych cievnych prizkoch bola odstranena vnutorna
endotelova vrstva jemnym trenim s vatou obalenym drotikom.
Funkénost endotelu sa mapovala pri vSetkych preparatoch
vy$etrenim schopnosti podavaného acetylcholinu (10° M)
vyvolat vazodilataciu na fenylefrinom predkontrahovanej cieve
(10° M). Po dosiahnuti vyrovnanej tenzie sa aplikovala davka
acetylcholinu vyvolavajiica maximalnu relaxaciu (3 x 10° M).
Po vyplachnuti inkuba¢ného média, 20 minut pred opako-
vanym podanim fenylefrinu a acetylcholinu bol predradene
aplikovany tempol (3 x 10* M) s/alebo bez inhibitora guanylat
cyklazy(1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1, ODQ,10°°
M), respektive s/alebo bez inhibitora NOS (N¢-nitro-L-arginin
metylester, L-NAME, 10° M pri plicnej artérii, 10* M pri
hrudnej aorte). Relaxaénd odpoved sa vyjadrovala percentu-
alne, ako ubytok fenylefrinovej kontrakcie.

Kvantifikacia hladiny superoxidu chemiluminiscen¢nou
metodou s pouzitim lucigeninu

Tvorba superoxidov bola stanovend na rezoch hrudnej
aorty a plicnej artérie pomocou chemiluminescen¢nej me-
tody s pouzitim lucigeninu. Chemiluminescenciu produkuje
reakcia lucigeninu so samotnymi superoxidmi, ktoré davaju
silny signdl. Na meranie vzoriek sa pouzil roztok lucigeninu
(50 uM) v Krebsovom pufri, tak ako bolo uvedené v pred-
chddzajicej literatire (23), s nasledovnymi modifikaciami.
Hrudné aorta a plucna artéria po deendotelizicii, ako aj
kontrolné vzorky s endotelom boli narezané na prstence
s hmotnostou 15 mg, uskladnené pri 4 °C v PBS, na 15 -
20 minut. Roztok lucigeninu, ako aj samotné vzorky sa
inkubovali pri 37 °C v tme, pocdas 15 minat. Pozadie luci-
geninového roztoku sa meralo 3 minuty pred a 3 mindty po
merani prislusnych vzoriek. Prstence aorty a plicnej artérie
sa deendotelizovali 30 s v roztoku bez, respektive s pridanim
tempolu (3 x 10°* M). Hladina superoxidu sa merala 5 mi-
nat v roztoku lucigeninu na luminometri Turner Designs
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Obrazok 1 Vplyv aplikicie vychytavaca volnych radikalov tem-
polu (3 x 10° M); inhibitora guanylat cyklazy (ODQ; 10° M)
a inhibitora NOS (L-NAME; 10* M) na maximalnu relaxa¢ni
odpoved vyvolanu acetylcholinom (ACh) v hrudnej aorte so
zachovanou (E+; n = 10) a poskodenou (E-; n = 10) endotelovou
vrstvou. 20 minut pred kontrakciou vyvolanou fenylefrinom (10
M) sa predradene aplikoval tempol (T), tempol a ODQ (T+0ODQ),
respektive tempol a L-NAME (T+L-NAME). *p < 0,05; **p < 0,01
vs. T; *p < 0,05 vs. Kontrola (E-), ** p < 0,01 vs. Kontrola (E+)
Figure 1 The effect of free radical scavenger tempol (3 x 10° M), guanylate
cyclase inhibitor (ODQ; 10° M) and NOS inhibitor (L-NAME; 10~ M) on maximal
relaxant response induced by acetylcholine (Ach) in endothelium-preserved and
endothelium-denuded thoracic aorta. Tempol (T), tempol and ODQ (T+0ODQ),
tempol and L-NAME (T+L-NAME) were administered 20 min before phenyle-
phrine (10°° M) — induced contraction. *p < 0.05; **p < 0.01 vs. T: *p < 0.05
vs. Control (E-), * p < 0.01 vs. Control (E+)

TD-20/20 a zmeny v hladinach superoxidu boli vyjadrené
v relativnych luminiscen¢nych jednotkach (RLU).

Statisticka analyza

Hodnoty boli vyjadrované ako priemerna hodnota +
S.E.M. Statistickd vyznamnost medzi jednotlivymi skupinami
sa hodnotila jednofaktorovou analyzou variancie (ANOVA)
a nasledne Boniferroniho testom a parovym Student’s t-tes-
tom. Rozdiely medzi priemermi sa povazovali za §tatisticky
vyznamné na hladine vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky

Funk¢né in vitro Stadie

V prstencoch hrudnej aorty s neposkodenym endotelom
(n = 10) vyvolalo podanie acetylcholinu (3 x 10° M) rela-
xaciu, ktorej maximum dosiahlo 85 + 4,69 % (obrazok 1,
E+). Predradena aplikdcia tempolu (3 x 10~ M), vychytavaca
volnych radikalov, ktory napodobinuje superoxiddizmutazu,
nemalo efekt na relaxa¢nt odpoved vyvolanu acetylcholinom.
Spolo¢na aplikicia tempolu s ODQ (10° M), inhibitorom gu-

400

E+ E-
100 4 _— _— ~ 100
{ R T+L-NAME
80 B T+0DQ I 80
EZarT
+ Kontrola
+
< 60+ F60 o
o 8
O O
R R
S 40 40 &
© @
4 # 4
#
N *
20 - * * m 20
N *
. Eiles .

ACh 3x10° M

Obrazok 2 Vplyv aplikicie vychytavaca volnych radikalov tem-
polu (3 x 10 M); inhibitora guanylat cyklazy (ODQ; 10° M)
a inhibitora NOS (L-NAME; 10° M) na maximalnu relaxaén
odpoved vyvolant acetylcholinom (ACh) v plicnej artérii so
zachovanou (E+; n = 10) a poskodenou (E-; n = 10) endotelovou
vrstvou. 20 minut pred kontrakciou vyvolanou fenylefrinom (10
M) sa predradene aplikoval tempol (T), tempol a ODQ (T+0ODQ),
resp. tempol a L-NAME (T+L-NAME). **p < 0,01 vs. T; **p < 0,01
vs. Kontrola (E-), * p < 0,01 vs. Kontrola (E+)

Figure 2 The effect of free radical scavenger tempol (3 x 10° M); guanylate
cyclase inhibitor (ODQ; 10° M) and NOS inhibitor (L-NAME; 10 M) on maximal
relaxant response induced by acetylcholine (Ach) in endothelium-preserved and
endothelium-denuded pulmonary artery. Tempol (T), tempol and ODQ (T+0ODQ),
tempol and L-NAME (T+L-NAME) were administered 20 min before phenyle-
phrine (10°° M) — induced contraction. *p < 0.05; **p < 0.01 vs. T; *p < 0.05
vs. Control (E-), * p < 0.01 vs. Control (E+)

anylat cyklazy, alebo s L-NAME (10 M), inhibitorom NOS,
vyznamne inhibovala acetylcholinom vyvolant vazorelaxiciu
(p < 0,01) (obrazok 1, E+). Pri deendotelizovanych cievnych
preparatoch (n = 10) bola acetylcholinom vyvolana relaxa¢na
odpoved v porovnani s prstencami so zachovalym endotelom
vyznamne inhibovand, maximalna relaxacia bola len 15,85 +
4,31 % (p < 0,01) (obrazok 1, E-). Podavanie tempolu vyznam-
ne (aj ked len mierne) obnovilo acetylcholinom indukovana
vazorelaxdciu, ktorej maximum dosiahlo 34,58 + 6,65 % (p <
0,05). Tato zviacsend relaxacia bola signifikantne blokovana
tak po podavani ODQ (10° M) (p< 0,01), ako aj po aplikacii
L-NAME (10*M) (p < 0,05) (obrazok 1, E-).

Podavanie tempolu nemalo ziadny efekt tak na bazalny
tonus hrudnej aorty, ako ani na kontrakciu indukovanu
fenylefrinom (cievy s endotelom: 3,34 + 0,46 g vs. 3,61 +
0,36 g po podavani tempolu, p > 0,05; cievy bez endotelu:
2,75+ 0,3 gvs. 2,77 £ 0,55 g po podavani tempolu, p > 0,05).
Taktiez sme testovali modulacny efekt (mozny relaxacny efekt)
samotného tempolu (3 x 10° M) na fenylefrinom prekon-
trahovanych artériach. Tempol aditivne zvysil fenylefrinom
vyvolant kontrakciu o 28,2 + 4,06 % (p < 0,05) pri preparatoch
s intaktnym endotelom a nemal ziadny efekt pri deendoteli-
zovanych pruzkoch (tonus kontrakcie vyvolanej fenylefrinom
bol nesignifikantne zvyseny 8,53 + 5,02 % (p > 0,05).
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Obrazok 3 Zmena produkcie superoxidovych radikalov v hrud-
nej aorte so zachovanou (E+; n = 10) a poskodenou (E-; n = 10)
endotelovou vrstvou a v hrudnej aorte s poskodenou endotelovou
vrstvou po pridani vychytavaca volnych radikalov tempolu (E-/T;
n = 6). *p < 0,05; **p < 0,01 vs. E+; * p < 0,05 vs. E-

Figure 3 Changes in superoxide radical production in endothelium-preserved (E+;
n=10) and endothelium-denuded (E-; n=10) thoracic aorta after administration
of free radical scavenger tempol (E-/T; n=6). *p < 0.05; *p < 0.01 vs. E+; * p <
0.05 vs. E-

Pri prstencoch plucnej artérie s neposkodenym endote-
lom (n = 10) vyvolalo podanie acetylcholinu (3 x 10° M)
relaxdciu, ktorej maximum dosiahlo 89 + 4,12 % (obrazok
2, E+). Predradenie tempolu (3 x 10° M) nemalo efekt
na relaxa¢nu odpoved vyvolanu acetylcholinom. Spolo¢nd
aplikdcia tempolu s ODQ (10° M) alebo s L-NAME (10*
M), vyznamne inhibovala acetylcholinom vyvolant vazore-
laxaciu (p < 0,01) (obrazok 2, E+). Pri deendotelizovanych
cievnych preparatoch (n = 10) bola v porovnani s prstencami
so zachovalym endotelom vyznamne inhibovana relaxacna
odpoved na podavany acetylcholin, maximadlna relaxacia bola
len 19,99 + 7,76 % (p < 0,01) (obrazok 2, E-). Podavanie
tempolu signifikantne obnovilo acetylcholinom indukovanu
vazorelaxaciu, ktora dosiahla maximum 57,32 + 4,81 % (p <
0,01). Tato zvdc¢Sena relaxacia bola signifikantne inhibovana
tak po podavani ODQ (10° M), ako aj po aplikacii L-NAME
(10°M) (p < 0,01) (obrazok 2, E-).

Podavanie tempolu nemalo ziadny efekt tak na bazalny
tonus plucnej artérie, ako ani na kontrakciu indukovanu fe-
nylefrinom (cievy s endotelom: 3,37 + 0,49 g vs. 2,86 + 0,38
g po podavani tempolu, p > 0,05; cievy bez endotelu: 2,47
+ 0,13 g vs. 3,16 + 0,42 g po podavani tempolu, p > 0,05).
Podavanie samotného tempolu (3 x 10° M) nemalo vplyv na
fenylefrinom vyvolanu kontrakciu pri preparatoch s intakt-
nym endotelom (cievny tonus bol nesignifikantne znizeny
po podavani tempolu o0 6,12 + 5,66 % (n = 6; p > 0,05), ani
pri preparatoch s poskodenou endotelovou vrstvou (cievny
tonus bol nesignifikantne znizeny po podavani tempolu o 8,38
+ 68 % (n =6 p > 0,05).
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Obrazok 4 Zmena produkcie superoxidovych radikalov v plic-
nej artérii so zachovanou (E+; n = 10) a poskodenou (E-; n = 10)
endotelovou vrstvou a v pliicnej artérii s poskodenou endotelovou
vrstvou po pridani vychytavaca volnych radikalov tempolu (E-/T;
n =6). *p < 0,01 vs. E+; * p < 0,05 vs. E-

Figure 4 Changes in superoxide radical production in endothelium-preserved (E+;
n=10) and endothelium-denuded (E-; n=10) pulmonary artery after administration
of free radical scavenger tempol (E-/T; n=6). *p < 0.05; **p < 0.01 vs. E+; * p <
0.05 vs. E-

Chemiluminiscencia (RLU)

Kvantifikacia hladiny superoxidu chemiluminiscen¢nou
metodou s pouzitim lucigeninu

Odstranenie endotelu zvysilo tvorbu superoxidovych ra-
dikalov za ¢asovu jednotku pri prstencoch hrudnej aorty aj
plicnej artérie. Silny a ireverzibilny ndrast produkcie radikélov
sa pozoroval v pripade hrudnej aorty, kde deendotelizované
pruzky produkovali signifikantne vyssi pocet radikélov ako
kontrolné cievy (n = 10; p < 0,01) (obrazok 3). V pripade
plicnej artérie bolo zvysenie produkcie volnych radikalov
mensie v porovnani s hrudnou aortou. Po deendotelizacii
plicnej artérie sa produkcia superoxidu vyznamne zvysila
oproti kontrolnym cievam (n = 10; p < 0,025; p < 0,01) (ob-
razok 4). Aplikacia tempolu Statisticky vyznamne redukovala
produkciu superoxidovych radikdlov v hrudnej aorte (n = 6;
p < 0,05) (obrazok 3) aj v plucnej artérii (n = 6; p < 0,05)
(obrazok 4).

Diskusia

Myslienka, ze endotelové bunky zohravaji nevyhnutnu
ulohu v relaxdcii hladkych svalovych buniek cievnej steny
je zalozena na predpoklade, ze NO produkovany pomocou
NO-syntaz difunduje z endotelovych buniek do prilahle;
vrstvy hladkej svaloviny, kde vyvolava relaxaciu. V tejto studii
sme vSak potvrdili, Ze aj pri deendotelizovanych cievach je
acetylcholin schopny vyvolat vazorelaxaciu sprostredkovanu
NO a cGMP, a to po odstrdneni oxida¢ného stresu. Dalsim
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délezitym nalezom tejto $tudie je dokaz, ze deendotelizacia
- mechanické poskodenie vnutornej vrstvy steny privodnych
ciev je sprevadzané zvySenou produkciou superoxidovych
radikdlov, ktorych pritomnost sa vyznamne redukovala po
aplikacii vychytavaca volnych radikalov.

Skuto¢nost, ze poskodenie cievnej steny prudko zmeni
oxida¢no-redukénti rovnovahu, vratane produkcie volnych
radikélov a tio-disulfid nevyvéazenosti, ukazali uz Souza a spol.
(19). Podobne, narusené oxida¢no-redukéné procesy boli za-
znamenané aj kratko po naruseni integrity a. iliaca u kralika,
ktoré bolo vyvolané baldonikovanim cievy (7). Superoxidové
radikaly maju kratku Zivotnost a si nabité, preto neprenikaju
cez bunkovi membranu vo velkych mnozstvach. AvSak na
zaklade ,kindling-bonfire* tedrie, mézeme predpokladat, ze
v poskodenych cievach sa v dosledku oxida¢ného stresu spusti
tvorba nielen primarnych, ale aj sekundarnych a terciarnych
zdrojov volnych kyslikovych radikélov: tvorba jedného vol-
ného radikalu moze viest k produkcii inych radikalov v sérii
viacerych oxido-redukénych reakcii (24, 25). Z toho dévodu
inicidlna zvysend produkcia superoxidovych radikdlov moze
vyvolat tvorbu inych radikélov, ¢im sa aktivuju mechanizmy
na eliminaciu NO z neendotelovych zdrojov. Na§ nalez po-
tvrdzujuci, Ze predradend aplikacia tempolu znovu obnovila
vazorelaxa¢nti odpoved v deendotelizovanej hrudnej aorte
i plicnej artérii plne podporuje tuto hypotézu. Zaroven sme
ukazali, ze podavanie tempolu vyznamne znizuje produkciu
superoxidovych radikalov u deendotelizovanych ciev. An-
tioxida¢né schopnosti tempolu st zaloZzené na vychytavani
roznych radikalov, akymi su radikaly karboxylovych kyselin,
OH radikaly, peroxylové radikaly, radikély dusikatych zla¢enin
a tiolové radikaly, pricom sam tempol s NO neinteraguje (26).
Tempol je stabilny nitroxidovy radikal s nizkou molekulo-
vou hmotnostou a schopnostou penetrovat sa cez bunkovi
membranu a vychytavat intra- aj extracelularné skodlivé
reaktivne prvky kyslika (27). Navyse, kedZze nami pouzivana
koncentracia tempolu nepreukazala vazorelaxa¢né ucinky,
predpokladame, Ze sam tempol neprispel k acetylcholinom
vyvolanej vazorelaxac¢nej odpovedi deendotelizovanych ar-
térii. Vysledky $tadie ukazujd, ze oxidacny stres vyvolany
destrukciou integrity cievnej steny a spusteny produkciou su-
peroxidovych radikalov zohréava jedine¢nu ulohu pri naruseni
vazorelaxa¢nej odpovede na acetylcholin a vysvetluju, preco
vedie poskodenie vnutornej endotelovej vrstvy k desenzibi-
lizacii ciev na podavany acetylcholin.

Expresiu NO-syntaz v neendotelovych bunkdach v ramci
cievnej steny uz potvrdili rézne vyskumné skupiny. Buchwalow
a spol. (1) demonstrovali pritomnost NOS proteinov v ka-
rotickej artérii prasata, ako aj v aorte potkana s poskodenou
endotelovou vrstvou, pricom sa zaroven dokazala korelacia
expresie NOS s expresiou argindzy a guanylatcyklazyv hlad-
kych svalovych bunkach. Podobne sa detekovala expresia
endotelovej izoformy NOS v hladkych svalovych bunkach
v koronarnej a karotickej artérii prasata, ako aj v ludskej
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aorte a vretennej artérii (28, 29). V nasej predchadzajice;j
$tadii sme v morfologickej a imunohistochemickej analyze
potvrdili absenciu endotelu a zaroven expresiu vSetkych troch
izoforiem NOS v medialnej, hladkosvalovej vrstve hrudnej
aorty, mezenterickej aj plucnej artérie potkana. (22). Navyse,
v porovnani s hrudnou aortou sa potvrdil silnejsi benefi¢ny
ucinok vychytavacov volnych radikélov, tempolu a N-acetyl-
cysteinu, pri deendotelizovanej mezenterickej artérii. Podobny
efekt sme potvrdili aj v tejto $tadii, ked aplikdcia tempolu mala
silnej$i u¢inok na znovuobnovenie vazorelaxa¢nej odpovede
pri deendotelizovanej plicnej artérii nez pri hrudnej aorte
potkana. Vietky tieto heterogénne odpovede jednotlivych
typov ciev st v sulade s nalezmi Buchwalova a spol. (28),
ktori ukazali, ze cievy elastického typu, akym je aj aorta, maju
percentudlne mensiu svalovi hmotu ako cievy muskuldrneho
typu, ¢im mozno vysvetlit mensiu intenzitu ochrannej reakcie
proti oxida¢nému stresu pri deendotelizovanej hrudnej aorte
v porovani s mezentrickou a plicnou artériou. Tieto vysled-
ky zéroven potvrdzuji skuto¢nost, Ze efektivita od endotelu
zavislej a nezavislej relaxdcie je determinovana aj typom
krvného rieciska (30).

Vdaka uvedenym poznatkom mozno prehodnotit otdzku
vyhradnej tlohy endotelovych buniek v relaxacii hladkej
svaloviny ciev. Existujd aj dalsie ndlezy, ktoré st nekonzis-
tentné s konceptom nevyhnutnej ilohy endotelovych buniek
pri relaxacii hladkych svalovych buniek artérii. VSeobecne
sa akceptuje, ze NO ako volny radikal difunduje z vrstvy
endotelovych buniek k hladkym svalovym bunkam. Avsak
NO ako typicky volny radikdl ma toxické aj fyziologicky
prospes$né ucinky; rovnovaha medzi nimi je definovana
priestorovou distribiciou NO. Predpokladd sa, Ze tvorba
NO je limitovana ¢asom a aby sa zabranilo jeho toxickym
uc¢inkom, po rychlom ndraste jeho koncentracie nasleduje
prudky pokles. Matematicky model ¢asovo-priestorového
gradientu a koncentracie NO v hladkych svalovych bunkach
ciev ukazal, ze t¢inok NO bezprostredne zavisi od intenzity
NO produkcie/rozpadu a diametra cievy (31). Kym v mikro-
cievach méze relaxacia prebehnut v kratkom ¢asovom slede po
vyprodukovani NO v endotelovych bunkach (31), difizia NO
by nebola dostato¢ne rychla na vyvolanie relaxa¢nej odpove-
de v cievach so strednym az velkym limenom. V takomto
pripade, ako naznacuji aj nase vysledky, NO produkovany
mimo endotelu, napriklad hladkymi svalovymi bunkami,
mozno povazovat za pomocny zdroj NO. Navyse, viaceré
prace potvrdili, Ze pri urcitych patologickych podmienkach,
zvy$ena expresia a aktivita NOS v hladkych svalovych bun-
kach moze sluzit ako rezerva k funkéne dominantnej endo-
telovej NOS. Expresia neuronalnej NOS v hladkej svalovine
cievnej steny bola dokdzana pri roznych typoch ciev (1 - 3,
32). Tato izoforma NOS ovplyviiuje iné $pecifické signélne
drahy v normotenznych aj hypertenznych podmienkach (33,
34). Biochemické a funkéné analyzy karotickej artérie spon-
tanne hypertenznych potkanov demonstrovali biochemicky



a funkény dokaz, Ze neurondlna izoforma NOS nachadzajuca
sa v hladkych svalovych bunkach sa aktivovala po stimulacii
angiotenzinom II u hypertenznych, ale nie u normotenznych
potkanov, ¢im boli kompenzované oslabené endotelové od-
povede hypertenznych ciev (35). Klinické $tudie u Iudi zasa
potvrdili, Ze zvySenad expresia endotelovej NOS na urovni
hladkych svalovych buniek vnutornej hrudnej aorty poskytla
histochemické vysvetlenie, preco prave pouzitie Stepov tejto
artérie pri koronarnych by-passoch prinieslo lepsie vysledky
v porovnani s pouzitim inych privodnych artérii (29). Tie-
to $tudie podporuji hypotézu, Ze pri istych podmienkach
expresia NOS a syntéza NO v hladkych svalovych bunkach
moze posobit ako pomocny, respektive zalozny doplnkovy
mechanizmus k funkéne prevladajucemu NO systému v en-
dotelovych bunkach, najmé v pripade jeho zlyhania.
Acetylcholin ako cholinergicky agonista prejavuje svoju
vazoaktivnu dlohu aktivaciou muskarinovych receptorov.
Stimuldcia tohto typu endotelovych receptorov vyvold uvol-
novanie vazodilatatorov, najmd NO. Opacnd, kontraktilna
reakciu, sledujeme pri nadviazani acetylcholinu na muskarino-
vy receptor lokalizovany na membrane hladkosvalovej bunky
cievnej steny. Kontrakcia je spustena interakciou s proteinom-G,
nasledne sa zvy$uje intraceluldarna hladina Ca** iénov (36).
Na zaklade tychto poznatkov sa vynorila otazka, ako moze
exogénny acetylcholin spustit vazorelaxacni odpoved pri
poskodenom endotele stimulaciou muskarinovych receptorov
hladkych svalovych buniek. Stidia Braydena a Bevana (37)
ukazala, ze aj deendotelizované cievy st schopné reagovat na
nizke davky exogénneho acetylcholinu relaxa¢nou odpovedou,
¢o predpokladd pritomnost muskarinovych receptorov priamo
na povrchu hladkych svalovych buniek a zaroven iniciujucich
relaxaciu. Brophy a spol. (32) zasa ukaézali, Ze stimulacia hlad-
kych svalovych buniek agonistom zvysujiacim intracelularnu
hladinu Ca®* viedla zéroven k zvySeniu cGMP. Toto zvysenie
hladiny ¢cGMP bolo zainhibované po blokade inhibitorom
NOS. V ramci hladkosvalovej bunky vzostup intraceluldrnych
Ca?* iénov aktivoval Ca?*/kalmodulin-dependentnit NOS, ¢o
sa spajalo so zvySenim obsahu ¢cGMP v bunke. Zaroven sa
zaznamenala subezna aktivita NOS v hladkej svalovine deen-
dotelizovanych ciev merana premenou znac¢eného L-argininu
na L-citrulin. Ukazuje sa, Ze vy$Sie intracelularne hladiny
c¢GMP priamo aktivuji cGMP-dependentnd proteinkinazu
PKG (38). Jeden zo substratov pre PKG je heat shock-re-
lated protein HSP20. Fosforyldcia tohto proteinu iniciuje
aktivaciu cyklického nukleotidu, ¢o vedie k disociacii aktinu
od elementov cytoskeletu. Priama disociacia cytoskeletovych
a kontraktilnych elementov moze viest az k vazorelaxacii (39,
40). Aj dalsia praca ukdzala, ze vazorelaxa¢na efektivnost NO
moze zavisiet od mobilizdcie intracelularneho Ca** v hladkych
svalovych bunkach (41). Autori ukazali na aorte mysi, ze po
podani acetylcholinu sa mobilizovala intraceluldrna hladina
Ca?, ¢o stimulovalo re-uptake Ca2* do sarkoplazmatického
retikula s naslednou vazorelaxaciou. Tieto poznatky svedc¢ia
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o tom, Ze acetylcholinom iniciovany rast alebo samotna
mobilizacia intraceluldrneho Ca** nevytvaraju predpoklad len
pre spustenie kontraktilnej odpovede, ale mdzu aktivovat aj
pridavné mechanizmy, ktoré vedu k vazorelaxdcii.

Aj ked presny mechanizmus a jednotlivé kroky signélnej
drahy stimulacie NOS v hladkych svalovych bunkach zatial do
detailov objasnené neboli, na zaklade dosiahnutych poznatkov
mozno vyslovit urcité zavery. Hladkosvalova vrstva cievnej
steny je schopna tvorby fyziologicky aktivneho NO, zodpo-
vedného za vazodilata¢nu odpoved ciev. Lokalne uvoliiovany
NO v bunkach hladkej svaloviny tiez moze ovplyvnit tonus
cievnej steny nezavisle od funk¢nosti endotelovych buniek.
Dokazy o dolezitosti ochrany pred oxida¢nym stresom v deen-
dotelizovanych cievach vyvracaju predstavu o vyhradnej ulohe
endotelovych buniek v cievnej relaxacii vyvolanej NO.

Zaver

vvvvv

predstavuje doplnkovy fyziologicky aktivny zdroj NO; a b)
necitlivost deendotelizovanych ciev na vazodilatdtory moze byt
sprostredkovana oxida¢nym stresom vyvolanym destrukciou
vnutornej vrstvy cievnej steny.
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