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SUHRN.

Chronickd vénova choroba dolnych koncatin je c¢astou pri¢inou pracovnej
neschopnosti, postihujicou vo vyspelych krajinach 40- 60% Zien a 15-30% muZov
v produktivnom veku, spotrebiivajuc nemalé financné prostriedky zdravotnej starostlivosti na
liecbu jej symptomov. Etiopatogenéza jej primarnej formy nie je dosial jednoznacne
objasnend a preto aj jej liecba je prevazne symptomaticka a ¢asto nie vel'mi uspesna.

Predkladand priaca sa detailnejSie zaobera rozborom Styroch najdodlezitejSich
predpokladanych, uz dlhSie skamanych, etiologickych faktorov: a) slabost’ zilovej steny
spojend s poruchou buniek hladkej svaloviny a extraceluldrnej matrix (ECM) Zilovej steny, b)
poskodenie Zzilovych chlopni, c¢) poruchami mikrocirkulacie, d) dysfunkciou Zilového
endotelu. Sucasne popisuje aj novsie skimané priCiny: €) zmeny citlivosti na hormonélne
podnety, f) geneticku predispoziciu slabosti zlozieck ECM, g) poruSent vyzivu zilovej steny,
pri¢om je dokumentovana niekol’kymi pracami autorky z danej oblasti.

Napriek popisanému pretrvavajucemu zaujmu autorov mnohych oblasti mediciny
a krajin sveta kauzilna pri¢ina primarnej formy chronickej vénovej choroby ostava stile
neznama a moze byt uzitoénym predmetom spoluprace mnohych odbornikov.

ABSTRACT.

Chronic venous disease is a frequent cause of the working disability affecting the
lower limbs of 40-60% of women and 15-30% of men of productive age in the developed
countries and consumpts a considerable amount of health care resources for the therapy of its
symptoms. Ethiopathogenetics of its primary form is nowadays still not clearly understood
yet, hence its therapy is mainly symtomatic and usually not very effective.

The submitted work deals in details with the analysis of the four most important
presumed (longer analysed) ethiologic factors: a) the weakness of the vein wall associated
with the impairment of its smooth muscle cells and extracellular matrix (ECM), b)
dysfunction of the venous valves, c¢) dysfunction of microcirculation, d) dysfunction of the
venous endothel. Furthermore this work gives the description of newer analysed causes: e)
changes in the sensitivity to the hormonal stimuli, f) genetic conditions of the weakness ECM
components, g) impaired vein wall nourishment. The analysis is supported with several
similar works of the author.

Despite the described continuing effort and interest of many authors working in many
medical fields and in various countries, the exact cause of the primary form of this disease
remain unknown and that’s why it should be the subject of cooperation of many exprts.
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Uvob.
1. 1. ZILOVE OCHORENIA.

Choroby zil (vén) st v skupine chordb obehového systému spolu s artériovou
hypertenziou vel'mi ¢astou pri€¢inou pracovnej neschopnosti, v angiologickych ambulanciach
tvoria asi 65% pacientov. Klasifikacia zilovych chorob je nejednotna. StarSie rozdelenie na
obstrukéné a neobstrukéné choroby nema podl'a sti¢asnych poznatkov ziadne opodstatnenie. Z
praktického hl'adiska ide okrem vzacnejSich chorob najma o tromboflebitidy, flebotrombdzy a
chronickt vénovu chorobu dolnych koncatin [41].

Ochorenia zil dolnych koncatin zahfiiajii Siroké spektrum klinickej zavaznosti od
asymptomatickej vendznej insuficiencie, cez teleangiektazie, retikuldrne vény, vel'ké kmeno-
vé varixy, venozne kozné zmeny az po chronické vendzne ulceracie. Podl'a Statistickych
udajov z dostupnej literatiry vydavky rezortov zdravotnictva vo Velkej Britanii, Francuzsku
a Nemecku na liecbu Zilovych ochoreni a ich sprievodnych komplikacii dosahuju vysku az
1,5- 2% celkovych vydavkov na zdravotnil starostlivost’ v tychto krajinach. Zilové ochorenia
okrem toho sposobuju vydavky aj v obdobi praceneschopnosti a nie zriedkavo su aj pric¢inou
invalidizacie postihnutého pacienta. Socidlne davky v obdobi invalidity z pri¢iny vendéznych
diagnoz boli koncom 80-tych rokov minulého storocia vo Velkej Britanii a Nemecku vy¢is-
lené na 0,4- 1,2% celkového objemu socialnych davok [10]. Sprievodné komplikacie Zilovych
ochoreni (chronicky opuch, vred predkolenia, pocit tazkych noh a pod.) spdsobuju bolest,
dyskomfort, depresiu, obmedzenie v kazdodennych ¢innostiach, zniZeny zaujem o spolo¢ne-
ské aktivity a vedu ¢asto k socialnej izolacii pacientov. Zilové ochorenia, obzvlast’ vendzna -
ceracia su chorobné jednotky, ktorych pocet sa vyznamne zvySuje so zvySujucim sa vekom a
teda aj efekt starnutia populdcie je vyrazny. Chronicka vénova choroba dolnych koncatin je
najc¢astejSim periférnym cievnym ochorenim, etiopatogenéza hlavne jej primarnej formy je len
Ciastocne zrejma a preto aj jej lieCba mdze byt zvicsa len symptomaticka, ¢asto nie vel'mi
efektivna [41, 42, 102].

Z vyssie uvedeného vyplyva, preco je liecba Zilovych ochoreni oblastou intenzivneho
badania a sndh o ndjdenie lepSej a efektivnejSej liecby a rovnako mdze byt oblastou

zahfnajicou spolupracu medzi krajinami EU.



1. 2. VYZNAM CHRONICKEJ VENOVEJ CHOROBY DOLNYCH KONCATIN (A VYDAVKY NA

LIECBU JEJ SYMPTOMOY).

1.2.1 VO SVETE.

Chronické vénova choroba je dost’ Castd, hoci odhady jej prevalencie variruji. White
(2005) uvadza, ze v USA priblizne 25 milidonov l'udi trpi varikéznymi zilami, 2-6 milionov
I'udi mé pokrocilejsie formy chronickej venoznej insuficiencie (opuchy, kozné zmeny) a tak-
mer 500 000 T'udi trpi bolestivymi vredmi predkolenia [113].

V populacnej sudii zo San Diega (USA) chronickd vénovéa choroba bola CastejsSia
v populaciach eurépskeho povodu na rozdiel od ¢ernosskej alebo azijskej populécie. Rizikové
faktory chronickej vénovej choroby zahfiajua: dedi¢nost’, vek, zenské pohlavie, obezitu (hlav-
ne u zien), graviditu, dlhodobé statie a vyssiu telesni vysku. Odhadom sa zistilo, ze vredy
predkolenia zilovej etiologie spdsobuju v USA stratu priblizne 2 miliénov pracovnych dni
a vyzaduju liecebné naklady priblizne 3 miliard USD ($) ro¢ne. Naviac sa odhadlo, ze lieCba
symptomov chronickej vénovej choroby v krajindch s vyvinutym systémom zdravotnej

starostlivosti spotrebovala 1- 3% celkového rozpoctu zdravotnej starostlivosti [26].

1.2.2.V EUROPE.

Prierezova S$tiidia na ndhodnej vzorke 1566 0sob vo veku 18- 64 rokov veku beznej
populacie skotskeho Edinburgu odhalila, Ze napr. teleangiektazie a retikularne vény boli pri-
tomné asi u 80% muzov a u 85% Zien, varikdzne Zily boli pritomné u 40% muzov a 16% zien,
pri¢om tzv. opuch v oblasti ¢lenka (perimaleolarny edém) bol pritomny u 7% muzov a u 16%
zien, aktivny alebo lieCeny vred predkolenia vénovej etiologie sa objavil u priblizne 1%
vSeobecnej populacie

Prevalencia chronickej vénovej choroby, obzvlast’ vredu predkolenia, sa zvySuje hlav-
ne vekom. Mnoh¢é stidie poukazali, ze chronicka vénova choroba je CastejSia u zien, aj ked’
v poslednych §tadiach rozdiel medzi pohlaviami bol maly. Vo Framinghamskej $tadii, rocny
vyskyt varikéznych zil bol 2,6% u zien a 1,9% u muzov na rozdiel od vysledkov vénovej §ta-
die z Edinburgu, kde prevalencia varikoznych zil bola vys$Sia u muzov. Vysoka prevalencia
varikoznych zil a chronicita vredov predkolenia znamena, Ze chronickd vénova choroba ma

znatny dopad na zdroje zdravotnej starostlivosti. V populacnej Studii vo Velkej Britanii



medidn trvania ulcerdcie bol 9 mesiacov, 20% vredov sa nevyliecilo do 2 rokov a 66%

pacientov malo epizddu ulceracii trvajliicu viac ako 5 rokov [8].

1.2.3.V SLOVENSKEJ REPUBLIKE.

Cievne choroby st hlavnou pri¢inou smrti v Eurdpskej nii, na ktora zomrie ro¢ne 1,9
miliéna osdb. V krajinach strednej a vychodnej Eurdpy (nové ¢lenské staty EU po roku 2004)
sa zaznamenava najvyssia umrtnost’ na choroby obehovej sustavy oproti krajindm severne;,
juznej a zapadnej Eurdpy. Podl'a udajov Narodného centra zdravotnickych informacii (NCZI)
sa Slovensko nachddza medzi krajinami s najvys$Sou mortalitou na choroby obehovej ststavy.
Pred nim st Pobaltské 3taty, Ukrajina, Bulharsko, Rumunsko. Udaje NCZI zroku 2006
uvadzaju, ze choroby obehovej sustavy vtedy na Slovensku predstavovali 54,1% zo vSetkych
pricin smrti v celej populacii. Zo vSetkych muzov zomrelo na choroby obehovej sustavy
13 505 (47,8%) a zo vsSetkych zien zomrelo 15 784 (61,6%). V roku 2007 na Slovensku na
choroby obehovej ststavy zomrelo 29 289 0s6b, ¢o predstavuje z celkovej umrtnosti viac ako
polovicu vSetkych imrti a radime ich na prvé miesto v imrtnosti a chorobnosti. Pri¢inu viac
ako polovice z tychto tumrti predstavuje korondrna choroba srdca (55%) a priblizne pre 1/3

z ostatnych pripadov umrti bola pri¢inou cievna mozgova prihoda (18%) (graf. 1) [ 84].

o0 DD Legenda ku Grafu 1.:
KCHS= korondrna choroba srdca
a2 0AH AH= arteridlna hypertenzia

CMP= cievna mozgova prihoda

ChPc= choroby peirférnych ciev
o lE0-IQVP ypenfems

o[OGR

Graf. 1. Pri¢iny smrti na choroby obehovej

. .
% sustavy (Piskova, 2009), [84].

Podl'a Narodného programu prevencie ochoreni srdca aciev u dospelych (Néarodny
program prevencie nadvdhy a obezity, 2008) choroby obehovej ststavy predstavuji v SR
dlhodobo v priemere okolo 14 — 16 % podiel zo vsetkych hospitalizacii pacientov. Objektivne
charakterizovat’ pricinu hospitalizacie na zaklade jednej diagnozy je tazké (zvlast u polymor-
bidnych pacientov), tyka sa to najmé chordb tepien (170-179) a zil (I80-I89). V roku 2006 sa
evidovalo nieCo vySe 23 000 hospitalizacii pacientov (vratane prekladov do inych zdravot-

nickych zariadeni) pre choroby tepien a Zil v pomere 1:1. V porovnani s rokom 2002 nedoslo



k poklesu indikovanych hospitalizacii. Z ochoreni tepien iSlo v roku 2006 v 75 % o diagnézu
aterosklerdza (I70). Vacsina pacientov s diagnostikovanou chorobou artérii alebo zil je lieCena
ambulantne, mnohi pacienti nie st podchyteni, nemajii vedomost’ o zadvaznosti tychto chorob,
pricom az 40 % obyvatel'stva ma akutne alebo chronické Zilové ochorenie (napriklad varixy 20
— 25 %, zilovua insuficienciu 5 — 11 %, ro¢ny vyskyt akutnej zilovej trombodzy je asi 1,6 %,
ro¢ny vyskyt zivot ohrozujlcej tromboembolickej choroby je 0,7 %, t.j. 7 na 1000 osob). Tieto
ochorenia sa vyrazne podiel'aji na praceneschopnosti, invalidizdcii alen priame néaklady

spojené s ich lie¢bou dosahuju 5 — 10 % vydavkov zdravotnych poistovni [84].

1. 3. PRIMARNA FORMA CHRONICKEJ VENOVEJ CHOROBY DOLNYCH KONCATIN.

Chronickd vénova choroba dolnych koncatin je castou pri¢inou docasnej pracovnej
neschopnosti postihujicou osoby v produktivnom veku, vyrad’ujic ich z aktivneho zivota.
Z hl'adiska etiologie sa rozoznavaju 3 kategorie zilovej dysfunkcie tohto ochorenia:

A. vrodenad forma- vyskytuje sa pri poruchach vyvoja ciev, Zilovych chlopni, ako
sucast’ niektorych systémovych chorob.

B. primadrna forma- vzniké bez dokazatelnej priciny, na jej vznik pdsobi vnutorny
faktor a viacero vonkajSich faktorov.

C. sekundarna forma- vzniké po poraneni Zzil, po prekonanej flebotrombodze, po povr-
chovej tromboflebitide, ¢i po inych zndmych pric¢inach poskodzujucich Zilovy systém dolnych
koncatin [41].

Etiopatogenéza prave primarnej formy tohto ¢astého chronického Zilového ochorenia v
I'udskej populécii je stale len ¢iastone objasnend a preto aj jeho liecba je vo velkej miere len
symptomatickd, vicSinou vel'mi zdihava a &asto nie celkom uspesna [29, 39, 46, 63, 102, 103,
104]. Je predmetom vyskumu mnohych autorov z r6znych koncin sveta uz od druhej polovice
20. storo¢ia. Z Geskoslovenskych autorov mozno spomenut’ uz Svejcara a kol. (1964), zo su-
casnych Ceskych autorov su to Kachlik, Kural, Prokopova, po stranke nazvoslovia Riedlova,
zo slovenskych autorov Danaj, Gavornik, Haviarova, Labas, Stvrtinova. Z d’alsich europskych
mozno spomenut’ Andreotti, Aunapuu, Caggiati, Cario-Toumaniantz, Corcos, Crotty, Jacob
M.P., Janowski, Jeanneret, Kirsch, Knaapen, Kowalewski, Lim, Lengyel, Michiel,
Sansilvestri-Morel, Somers, Urbanek a d’al§i. Zo severoamerickych Bergan, Gillespie,

Goldman, Jacob Teresa, Naoum, Pascarella, Raffaettto, White a mnohi ini. Z juhoamerickych



je to napr. Porto, z azijskych Elsharawy, Gandhi, Guo, Ishikawa, Khan, Kim, Lee, Renno,
Yamada, Wali a d’alsi. Z africkych autorov je to napr. Ndayie.

Zavery prac spomenutych autorov nasvedCuju, ze v patofyzioldgii vzniku a rozvoja
chronického poskodenia zil dolnych koncatin hrd vyznamnt tlohu aj mikrocirkulacia. Medzi
Styri najdolezitejSie etiologické faktory sa radili:

a) slabost’ zilovej steny spojena s poruchou buniek hladkej svaloviny a extracelularnej
matrix Zilovej steny,

b) poskodenie Zilovych chlopni,

¢) poruchy mikrocirkulacie,

d) dysfunkcia zilového endotelu.

V stcasnosti sa k nim pridavaji dalSie predpokladané priciny:

e) genetickd predispozicia,

f) hormonalne faktory,

g) narusena vyziva zilovej steny.

Skiimajt a hl'adaja sa d’alSie mozné priciny.



2. SUCASNY STAV UVEDENEJ PROBLEMATIKY DOMA AJ V ZAHRANICI.

2. 1. EMBRYOLOGIA ZILOVEHO SYSTEMU.

2.1.1. PRIMITIVNY KARDIOVASKULARNY SYSTEM.
Cievny systém sa za¢ina vyvijat v stene Zitkového vaku pocas 3. tyzdia gestacie (18.

denl) vytvaranim krvnych ostrovéekov. V tomto ¢ase embryo dosahuje prili§ vel'kt velkost’ na
to, aby vsetky tkaniva boli zasobené kyslikom len diftiziou, ¢o vytvara potrebu skorého
vyvinu srdca a ciev. Zakladajuce bunky krvnych ostrovéekov (hemangioblasty) maji
bipotencionalnu vyvojovu schopnost, moézu sa znich vyvinut' endotelidlne bunky alebo
hematopoetické bunky. Ak sa uz vyvoj za¢ne jednym z dvoch spominanych smerov, dcérske
bunky hemangioblastov stratia schopnost’ formovat’ sa na iny druh buniek.

U embrya v ranom $tadiu sa nenachadzaju krvné cievy. Aj ked’ sa krvné ostrovéeky
objavuji v stene Zitkového vaku a extraembryondlne cievne kanaly vznikaju v spojitosti
s nimi, vicSina ciev embrya pochddza z intraembryonélnych zdrojov. Splet’ malych ciev sa
rychlo objavuje vo viacerych oblastiach embrya uz v skorom obdobi vzniku somitov.

Vznik krvnych ciev embrya sa skladd z niekol’kych faz: najprv nastane Specifikacia
populacie vaskularnych prekurzorov (angioblastov), ktoré sa organizuji do primdrneho
kapilarneho plexu procesom, ktory sa nazyva vaskulogenéza. Aby udrzal krok s rychlym
rastom embrya, primarny kapilarny plexus rychlo podstupuje reorganizéiciu, pozostavajiicu
z resorbeie jestvujucich ciev a vytvorenia novych vetiev na podporu rozsirujucej sa cievnej
siete v procese oznacovanom ako angiogenéza. Angiogenéza potom pokraCuje nielen
v prenatdlnom obdobi, ale aj pocas Zivota v dospelosti, ked’Ze tkaniva a organy sa kontinudlne
prispdsobujil meniacim sa podmienkam Zivota (¢i uZ normalnych alebo patologickych).

Detailné deskriptivne $tudie a transplantacné experimenty poukdzali na to, Ze angio-
blasty vznikaji z mnohych mezodermalnych tkaniv tela, okrem notochordalneho a prechor-
dalneho mezodermu. Embryonalne krvné cievy vznikaji z angioblastov tromi mechanizmami:
- mnohé z vel’kych ciev (napr. dorzalna aorta) vznikaji spojenim angioblastov na mieste,

- iné taktiez rovnako vel'ké kandly vznikaju (ako napr. endokard) z angioblastov veestovanych
do oblasti z inych krajin tela,
- iné cievy (hlavne intersegmentalne cievy osového trupu a cievy centralneho nervového

systému) vznikaju ako cievne vybezky existujucich vel’kych ciev.



Mnohé angioblasty trupu povodne pochadzaju zo splanchnického mesodermu. Vsetky
fazy vyvoja cievneho systému st pod vplyvom silnych rastovych faktorov a ich receptorov.

Pociatocnd faza zhlukovania sa populdcie angioblastov z mesodermu je charakteri-
zovand pritomnostou transmembranového receptora cievneho endotelialneho rastového
faktora VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor) na svojom povrchu. Nas-
ledne ako odpoved’ na tvorbu cievneho endotelidlneho rastového faktora VEGF- A (vascular
endothelial growth factor) okolitym mesenchymom, sa objavuje fidza vaskulogenézy a an-
gioblasty zacinaji vytvarat’ bunkové trubice, ktoré sa stdvaju zdkladom primarne kapildrnej
splete. Vytvorenie cievnych endotelidlnych vybezkov (bunkovy zéklad pre angiogenézu) sa
objavuje na pozadi interakcie VEGF/VEGFR-1 a VEGF/VEGFR-2. faktor cievnych
vybezkov (angiopoietin-1) vstupuje do interakcie so svojim receptorom (7ie-2) na
endotelidlnych bunkach, na strane kde sa objavia budice endotelidlne vybezky. Signélna
draha Notch' (spoloény denominator s inymi organovymi systémami vykazujucimi vetviacu
sa morfogenézu) je rovnako silno spitd so vznikom cievnych vybezkov, avSak jej spojenie
s angiopoietinom-1/Tie-2 ostava nejasné.

Dalsim krokom vo vyvoji krvnych ciev je vytvorenie cievnej steny, ktora na trupe
a koncatinach pochadza z lokalneho mesodermu. Na hlave a mnohych oblastiach systému
aortalneho obluka, mezenchym pochadzajuci z ektodermu neuralnej liSty je hlavnym prispie-
vatel'om spojivového tkaniva a hladkej svaloviny cievnej steny. Do stavby cievnej steny je
zapojena dvojcestnd molekuldrna signdlna draha: ako odpoved’ na interakciu angiopoietin-
1/Tie-2 objavujicu sa pocas angiogenézy, endotelidlne bunky produkujt ich vlastnt signalnu
molekulu dostickovy rastovy faktor (platelet- derived growth factor), stimulujuci migraciu
mezenchymalnych buniek k cievnemu endotelu. Tvorba d’alSich rastovych faktorov endo-
telidlnymi bunkami (transformujiiceho rastového faktora-f [transforming growth factor-f3,
TGF-B] a myokardinu- hlavného reguléatora tvorby hladkej svaloviny) stimuluje diferenciaciu
mezenchymalnych buniek na hladku svalovinu ciev alebo pericyty.

Vysledky nedavneho vyskumu dokumentovali, Ze arteridlna a ven6zna identita endote-
lidlnych buniek sa zaklada vel'mi skoro vo vyvoji- pred angiogenézou a pred zaciatkom ci-
kulacie. Endotelidlne bunky vyvijajicich sa tepien exprimuji na membrany naviazany ligand-
Ephrin-B2, pricom endotelidlne bunky vyvijajicich sa Zil exprimuju receptor Ephrin-B4 na

svojich povrchovych mebranach. Tieto charakteristické fenotypy sa zdaji byt vysledkom

! Notch- povrchovy receptor majiici mnoho vyznamnych aloh v embryonalnom vyvoji
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skorSej signalizacie cestou Notch systému. Notch systém a jeho ligandy Delta a Jagged st
exprimovanu arteridlnym endotelom a experimentalne dokazy predpokladaju, ze Notch
signalna draha vo vyvijajicich sa tepnach moze ucinkovat pri potlaceni ven6znej identity
endotelidlnych buniek. V d’alSej diferenciacii krvnych ciev hraju ulohu fyziologické a lokélne
faktory. Ak je krvny tok v Zitkovom vaku vyznamne redukovany, cievy preduréené na tepny
nadobudaju vlastnosti zil a podobne vyvijajuce sa zily vystavené vysokému tlaku krvi sa
premenia na tepny.

Zda sa, ze angioblasty reaguju s lokalnymi faktormi prostredia, urcujicimi Specificku
morfologicku Struktaru krvnej cievy. ,,Stopovacie® §tidie transplantovanych angioblastov
ukazali, Ze niektoré mézu migrovat’ na dlha vzdialenost’. Angioblasty, ktoré migrovali d’aleko
od miesta, do ktorého boli vStepené, sa vintegrovali do morfologicky normalnych ciev
v oblasti, v ktorej sa usadili.

Lokélne Ccinitele tiez ovplyviiuji zaciatok vaskulogenézy. V niektorych organoch
(napr. pecen) alebo v Castiach organov (napr. priedusky), zasobujuce krvné cievy oblasti
pochadzaju z lokdlneho mesodermu, pricom iné organy (napr. metanefrické obli¢ky) alebo
Casti organov (napr. alveoly pltc) su zasobované zkrvnych ciev, ktoré vrastli do
mezenchymu zinych tkaniv. Pribidaju dokazy, ze pri druhom spominanom type
vaskularizcie tieto primordidlne organy produkuji svoje vlastné angiogenetické faktory
stimulujuce rast vaskuldrnych vybezkov (podporujiic mitézy endotelidlnych buniek) do
zlazového mezenchymu. Naopak, krvné cievy ovplyviiuji morfogenézu a diferenciaciu
mnohych Struktir (napr. pankreas, glomerulus, pecen), s ktorymi st spojené [18].

Na konci 3. tyzdia embryonilneho vyvoja je uz vytvoreny primitivny kardio-
vaskularny systém, v ktorom cirkuluje krv. Je to prvy organovy systém, ktory zacina plnit’

svoju funkciu.

2.1.2. VYVOJ VEN.
Zily sleduju morfologicky komplexny vzorec vyvoja charakterizovany vznikom vyso-

ko nepravidelnych sieti kapilar a zakonceny rozsirenim sa urcitych kanalov do definitivnych
zil. Vzhl'adom na multikanalové zaciatky a pocetné moznosti, zilovy systém dospelého ¢lo-

veka je charakterizovany vys$s$im vyskytom anatomickych variacii ako tepnovy systém [18].
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2.2. ANATOMIA ZILOVEHO SYSTEMU.

Zily telového krvného obehu zbieraju krv z organov a tkaniv tela, postupne sa spajaju
az do vena cava superior a vena cava inferior, ktoré vstupuji do pravej predsiene srdca. Zily
hornych aj dolnych koncatin su dvojaké: povrchové - ktoré maju samostatny, od tepien neza-
visly priebeh a hlboké zily sprevadzajice rovnomenné tepny. Povrchové aj hlboké Zily dolnej
koncatiny maju vo svojom priebehu v porovnani so zilami hornych koncatin pocetnejsie

chlopne.

2.2.1. ANATOMIA ZILOVEHO SYSTEMU DOLNYCH KONCATIN

Vseobecny anatomicky priebeh povrchovych a hlbokych zil dolnej koncatiny je zndmy
z mnohych anatomickych ucebnic, je uvadzany v radiologickych, cievno- chirurgickych, prip.
kardiochirurgickych odbornych publikaciach. Ako vSak uvadza Riedlova (2008) predstava
novych poznatkov anatomii Zil dolnych koncatin je mnohymi tazko pripustand, avSak aj tak
sa v poslednych 10 rokoch objavilo niekolko zasadnych prac (talianskych, rakuskych,
¢eskych) posuvajiacich nase anatomické znalosti v tejto oblasti d’alej. Tento makroskopicky
vyskum si vynutil znaény vyvoj novych diagnostickych metdd (duplexna sonografia), ako aj
novych terapeutickych technik (rddiofrekvencnd abléacia, vnutrozilova laserova liecba
trombov, transkatétrovd trombolyza, mechanicka trombektomia, aplikacia zilovych stentov,
endovendzna lieCba varixov). Anatomické Stadie sa zameriavaju na podrobnejsi popis vel'mi
variabilného rieciSta povrchového Zilového systému dolnej koncatiny, ¢o tUzko stvisi s
uspesnostou chirurgickej lieCby primarnej formy choronickej vénovej choroby DK a tiez v
suvislosti so zavedenim a rozsirenim CEAP klasifikacie [92].

V suvislosti s poslednou reviziou medzinarodnej latinskej anatomickej terminologie
vr. 1998 a v tejto stvislosti poslednou reviziou anatomickej angiologickej nomenklatary, kto-
ra vziSla z 21. kongresu International Union of Angiology pod ndzvom:* International Inter-
disciplinary Consensus Commitee on Venous Anatomical Terminology: Nomenclature of the
veins of the lower limb: extensions, re-finements and clinical application® [16] doslo k zme-
nam nazvov niektorych zil a d’alSie do toho ¢asu nepomenované, ziskali svoje nové nazvy.

Bol vypusteny termin fascia superficialis a miesto neho zavedeny termin comparti-
mentum saphenum (popisany prvykrat Caggiatim na zéklade ultrazvukovych vySetreni) [15].

Tento priestor zvrchu ohranicuje fascia saphena (hyperechogénne zosilnenie stratum membra-
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nosum telae subcutaneae) a zospodu vlastné fascie svalov (napr. na stehne fascia lata), obsa-
huje tzv. interfascidlne Zily, medzi ktoré patri vena saphena magna et parva, sprevadzané
povrchovymi nervami (nervus saphenus, nervus suralis). Povrchovo sa nachadzaju tzv. epi-
fascidlne Zily (napr. vena saphena accessoria superficialis a d’alSie pritoky vena saphena mag-
na). Subfascialne Zily potom predstavuju hlboky systém zil dolnej konc¢atiny. Termin venae
communicantes sa tyka zil, spajajicich medzi sebou rdzne zily toho istého systému (t.j. nepre-
razaju fasciu na rozdiel od perforatorov, venae perforantes). Povrchovy zilovy systém sa
potom este d’alej deli na na 3 relativne nezavislé riecistia: povodie vena saphena magna,
povodie vena saphena parva a tzv. systema venosum laterale.

Vena saphena magna prijima na predkoleni vena saphena magna accessoria posterior
(cruris) et anterior (cruris). Uvaddzané zdvojenie (t.j. 2 kmene vena saphena magna obsiah-
nuté v compartimentum saphenum) udavaju niektori autori len v pocte menej ako 1% [92],
avSak Donnelly M. (2005) uvadza az 18,1% [32]. Na samom konci zily sa potom nachddza
confluens venosus subinguinalis oddeleny chlopnou (valvula preterminalis) a prijimajici
zily z okolia (vena epigastrica superficialis, vena circumflexa ilium superficialis, vena
pudenda externa superficialis- v roznom pomere, vena saphena magna accessoria anterior a
posterior, vena circumflexa femoris anterior). Daliia chlopna (valvula terminalis) sa
nachadza v samotnom vusteni do vena femoralis (junctio saphenofemoralis).

Vena saphena parva prebieha taktieZ v compartimentum saphenum, zanara sa do hibky
a v 62% usti do samotnej vena poplitea v oblasti fossa poplitea (junctio saphenopoplitea s
chlopiiou- valvula terminalis) alebo do venae gastrocnemii, v 14% Usti na zadnej strane stehna
do hlbokého systému a v ostavajucich 24% pokracuje ako extensio cranialis venae saphenae
parvae (byvala vena femoropolitea). Tato potom kon¢i v 15% pripadov ako Giacominiho Zila
v rieCiSti vena saphena magna a v 5% pripadov cez perforator v hlbokom systéme [16]. Ako
vSak Kachlik (2008) namieta, tento termin nie je anatomicky spravny (smery na koncatinach
sa oznacuju proximalis«»> distalis, terminy cranialis<>caudalis s rezervované pre smery na
trupe), napriek tomuto je vSak termin extensio cranialis venae saphenae parvae platnym
terminom [54]. Obe rieciStia si potom prepojené prostrednictvom venae communicantes, tu
nazyvan¢ venae intersaphenae.

Schadeck popisal malu tepnu (small saphenous artery) sprevadzajucu vena saphena

parva, ktorej klinicky vyznam spociva v moznosti nebezpecnej zdmeny tejto tepny za zilu
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(napr. pri aplikacii sklerotizacného roztoku, nasledkom takéhoto omylu byvaju kozné nekrozy
na lytku) [99].

Tretim rieciStom povrchového systému je relativne nezavislé povodie systema veno-
sum laterale membri inferioris (v anglickej literatire ¢asto ozna¢ované aj ako Albanese vein
alebo Albanese venous system) na bo¢nej ploche stehna a lytka ako vyvojovy zbytok vena
marginalis lateralis. Klinicky sa tento syst¢tm moze prejavit’ napr. pri syndromoch Parkes-
Weber alebo Klippel-Trenaunay. V pripade varikézneho postihnutia tohto systému sa objavi
reflux kolennymi perforatormi z hlbokého systému.

Pre hlboky vendzny systém bola zavedeny termin vena femoralis communis pre
kratku zilu od sutoku vena femoralis a vena profunda femoris az po ligamentum inguinale,
dorzélne od ktorého potom pokracuje do vena iliaca externa. Pre Zily sprevadzajuce arteriae
perforantes (vetvy arteria profunda femoris) bol vytvoreny novy termin venae commitantes
arteriarum perforantium. Termin “perforantes” je pri zilach vyhradeny vylu¢ne zilam spaja-
jucim povrchovy a hlboky zilovy systém dolnej koncCatiny.

Objavil sa aj novy nazov: vena ischiadica, ktory oznacuje zbytok po embryonalnej
vena axialis. Vena ischiadica prebicha pozdiz nervus ischiadicus a moéZe zohrat dolezitn
ulohu kolateraly.

Zily Iytka (venae surales) boli rozdelené na venae soleales a venae gastrocnemii
(medialis, lateralis, intergemmellaris). Novy termin plexus venosus genicularis nahradza
starSie oznaCenie venae geniculares, kedze zily vo fossa poplitea nezodpovedaju svojim
usporiadanim tepnam.

Aj v oblasti panvy boli spresnené niektoré nazvy, tykajlce sa zil, klinicky vyznamnych
pri vzniku a rozvoji varixov. Plexus pudendus (Santorini) je Zilova splet umiestnena v
spatium retropubicum (Retzii) za lonovou kostou. Venae ligamenti lati uteri su drobné zily
prebichajuce pozdiz rovnomenného vizu k maternici. Na zadnej strane os pubis spajaji venae
pubicae rieCiSte vena obturatoria a vena iliaca externa. Venae suprapubicae su systémom
povrchovych Zzil prepajajacich cez stred riecistia venae epigastricae inferiores oboch stran.

Poslednou oblastou zmien su venae perforantes. Tieto spojky povrchového a hlbokého
systému prebiehaju Strbinou vo fascii, sprevadzané malou tepnou a koznym nervom a vytva-
raju spolu tzv. Staubesandovu triadu [101]. MozZno ich roz¢lenit’ do 5 skupin: perforatory
nohy, clenka, predkolenia, kolena a stehna. Nemozno nespomenut’ latinské nazvy

perforatorov, dosial’ zvi¢sa oznacovanych eponymami:
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- vena perforans cruris paratibialis inferior = Shermannov perforator (‘“24cm
perforator”),

- vena perforans cruris paratibialis superior = Boydov perforator,

- venae perforantes cruris posteriores = Cockettove perforatory (3 zily),

- vena perforans paraachillaris inferior = Bassiho perforator,

- vena perforans paraachillaris superior = “12cm perforator”,

- vena perforans canalis adductorii = Doddov perforator [92].

Ndiaye A. a kol. po preskimani 54 inguino- femoralnych oblasti na 27 Cerstvych kada-
veroch africkych ¢ernochov poukazali na pocetné pritoky velkej skrytej zily a zna¢nu varia-
bilitu ich sttoku. Spravna vedomost’ o tychto variabilitich a nepodcenovanie ich pritomnosti
pri chirurgickom rieSeni varikozity dolnej koncatiny méZe pomoct obmedzit' rekurenciu
a neuspech chirurgickej liecby [77].

Zamboni P. a spol. (2004) popisali 7% pritomnost’ nekonstatného pritoku vena saphe-
na magna u 218 duplexnou sonografiou vySetrenych pacientov s primarnymi varixami. Zaci-
nala v safen6znom kompartmente medialnej prednej strany hornej tretiny predkolenia, d’ale;
prebiehala v interfascidlnom kompartmente k lateralnej strane predkolenia, konstantne sa plni-
la refluxom z klinicky vidite'nych varikdznych Zil v paratibidlnej oblasti a/alebo na lateralnej
strane predkolenia. Pre zvlastnost’ svojho anatomického priebehu (a pre svoj obraz v duplex-
nej sonografii) ju pomenovali ,, T Zilou [116].

Donnelly so spolupracovnikmi zdokumentovali chirurgickli anatomiu variability safe-
nofemoralneho sutoku (safenofemoralnej junkcie, SFJ) na 2089 zoperovanych slabinovych
oblastiach (pri lie€be primarnej varikozity). Zistili rozStiepenie vena saphena magna na dolne;j
koncatine v 18,1%, pocet pritokov SFJ variroval v rozmedzi 1-10, v 33,4% jeden alebo viac
,junkénych pritokov* vtekal do vena saphena magna alebo do vena femoralis communis pod
hlbokou fasciou, arteria pudenda externa krizovala vena saphena magna spredu v 16,8%,
v 4,6% prechadzala za vacSim pritokom alebo kmenom rozdvojenej vena saphena magna

a pred druhym kmetiom (Co robilo identifikdciu druhého kmena zna¢ne obtiaznym) [32].
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2. 3. HISTOLOGIA ZILOVEJ STENY.

69 Histomorfoldgia silovej steny

Zora Havigrovd

Zily (véay) sa po histologickej stranke schematicky rozdelujii
na Ailky (venuly), Zily (vény) malého a stredného kalibru
a velké Zily (vény velkého kalibru). Podlichajit vicsim indivi-
dudlnym & regionalnym rozdielom ako tepny (artérie). Zilovy
systém ma podstatne vidiu kapacitu ako tepnovy systém.
Objem £l je asi trikeat vigH ako objem tepien. Zily spravidia
sledujiz priebeh tepien a majd vi&Sinon men¥i kaliber a tengiu
stenu zko prislichajiice tepny,

metarteriola

a preferantny
kanal

“Bbr 69.1. Schémia zatiatku vendzneho retid

FREITS P TPTI

641

Zilky (venuly)

Kapildry a preferentné kandly na svojom Zilovom konci po-
kratujii do postkapilarnych venil (priemeru 830 um), ktoré
st charakterizované zvy3ujiicim sa poétom pericytov so zvy-
8ujlcim sa priemerom cievy (obr. 69.1).

Pericyty (perivaskuldrme bunky) i roztriisené pozdI? kapi-
lir a malych krvnych ciev. Pri raste novych krvnych ciev sa
pericyty méZu diferencovat na bunky hladkého svalstva, V ich
normélnom nediferencovanom stave sa od buniek hladkého
svalstva odlidujit dlhymi cytoplazmatickymi vybezkami odstu-
pujiicimi Z tela bunky; difiiznejiou distribiciou organel, ako
8] mensim mnoZstvom filamentov a tuhych Sastic v cytoplazme.

Postkapiléirne venuly pokradujii do zbernych venil (prie-
meru 30-50 um), ktoré okrem pericytov maju aj adventiciu
obsahujicu fibroblasty a kolagénové vidkna. Zberné venuly
Gstia do svalovych venil (priemeru 50-100 ym) s 1-2 vrstva-
mi hladkého svalstva v tunica media a velmi tenkou lamina

AR NN |
~0br:69.2. Kebildra o postkpilérna verula v gonghion mesentaricun'in<!
ferlus macky. Elektroribgram {foto prof MUDr. P Mrdz, DrSc.). L= limen
kapildry, E - endotelovd bunka, | - jodro endotefovej bunky, vb — vybesky
pericytu obklopujiice kapildru, bm - spoloZnd bazding membrdnia, Pl ~
postkapildrna venula, e - cytoplozma endstelovej bunky postkapildrnej

venuly. il

Xy .
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Stvrtinovd V! et al. CHOROBY CIEV

P i, = 4 s lL -
Obr. 69.3. Vena sophena magna (Zila stredného kalibru). Hematoxy-
lin-eozin (jadrd buniek ~ fialovo), zvaésenie 25-krdt. | - tunica intima,
M — tunica media, A = tunica adventitia, w — vasa vasorum.

F o J“';' :
: e 2
Obr. 69.4. Vena saphena magna (2ila stredného kalibru), farbenie Unno-
Tanzer (kolagén — tmavozeleno), zvacienie 25-krdt. | - tunica intima,
M — tunica media, A — tunica adventitia, vv — vasa vasorum.

clastica interna. Tch tunica adventitia je relativne dobre vyvi-
nutd,

Venuly zbierajiice krv z mikrocirkuldcie ustia do malych
zbernych Zil (priemeru 100-300 pm), ktorych tunica media
pozostiva uz z niekolkych vstiev hladkych svalovych buniek.

Venuly majii vyznamnii tlohu pri zipalovych procesoch.
V stvislosti s aktitnou zapalovou reakciou cez steny venul pre-
bicha migracia leukocytov a prestup plazmy z cievy do inter-
sticia. Venuly st podobne ako iné cievy vystlané endotelovymi
bunkami, utvirajii medzi sebou priestor — medzibunkovi Str-
binu (3irky 10-20 nm), cez ktor(i uZ aj za fyziologickych pod-
mienok dochadza k vymene vody a mensich molekil medzi
krvnou plazmou a intersticidlnou tekutinou. Leukocyty mig-

Ob. 69.5. Vena saphena magna (2il stredného kaiibru), forbenie Weigers
(elostin - filovodiern), zvicSenie 25-krét. | ~ tunica intima, M — tunics
media, A - tunica adventitia, w — vasa vasorum.

7 Fi
Obr. 69.6. Vena saphena magna (zila stredného kalibru), farbenie Van Gee-

son (hladké svalstvo — 2lto, kolagén — Eerveno), zvacsenie 25-krdt. | - tu-
nica intima, M - tunica media, A - tunica adventitia, v — vasa vasorum.

rujlice cez steny ciev vytviraju oddialenie (separaciu) okrajos
kontaktujiicich sa buniek a cez takto vytvorené otvory opista-
jii cievu. Endotelové bunky si bohaté na mikrofilamenty ob-
sahujuice aktin, o predpoklada ich schopnost zmeny tvars
a takéto pohyby v podmienkach zapalu mdZu napoméhat pre-
stupu leukocytov a tekutiny von z cievy.

Endotelovii vystelku kapildra venil obklopuje bazilna mem-
brana, hrubd priblizne 50 nm a predpokladd sa, Ze hrubme
s pribudajicim vekom. Aj pericyty a ich vybezky obklopuii-
ce endotelové bunky st uzatvorené bazdlnou membrinou sply-
vajicou s bazalnou membranou obklopujicou endotelovi vi-
stelku (obr. 69.2). Z vonkajsej strany spolo¢nej bazilne) mem-
briny sa vyskytuje malé mnoZstvo podporného kolagénu vo
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Obr. 69.7. Vena jugularis (Zila velkého kalibru), hemato-
xylin-eozin, zvicienie 25-krdt. | - tunica intima, M — tu-
nica media, A - tunico adventitia, w — vasa vasorum (zo
zbierky prepardtov Ustavu histoldgie a embryoldgie LFUK.
Bratislava).

forme fibril. Pri zbichani vendl do malych vén sa meni charak-
ter pericytov — nahridzajii sa uplne diferencovanymi svalovy-
mi bunkami,

Zily (vény) malého a stredného kalibru

Zily (vény) malého a stredného kalibru maju priemer 1-9 mm.
Ich $trukiira znaéne variruje. Patria k nim napriklad hibkové
Zily predlakiia a predkolenia, Zily hlavy, trupu a vnitornych
organov (okrem hlavnych Zilovych kmefov). Vo vieobecnosti
Je uz ich stena zloZend z 3 vrstiev. Tunica intima pozostiva
z endotelu priamo nasadajiiceho na slaho vyvinutii membrana
elastica interna, alebo je od nej oddelena len slabym mnoz-
stvom subendotelového spojivového tkaniva. Tunica media je
Vo vieobeenosti omnoho tendia ako pri artérii zodpovedajiice-
ho kalibru. Sklad sa hlavne z cirkulirne usporiadanych bu-
niek hladkého svalstva. V porovnani s artériami je v tejto vrstve
zastipenych viac kolagénovych a menej elastickych viakien.
Niektori autori opisujii tto vrstvu ako zloZenii z 3 vrstiev sva-
lovych zviizkov (3). Vnitorna vrstva obsahuje malé zviizky lon-
gitudinalne usporiadanych svalovych vlakien oddelenych ried-
kym spojivovym tkanivom a krétkymi elastickvmi fibrilami.
V strednej vrstve sa nachadzaji Siroké zviizky hladkého sval-
stva usporiadané cirkulirne. Jednotlivé svalové zvizky mézu

Obr. 69.8. Vena jugularis (Zila velkého kalibru), farbenie
Azan (hladké svalstvo - Eerveno, kolagén — modrotierno).
| = tunica intima, M - tunica media, A - tunica adventi-
tia, v — vasa vasorum (zo zbierky prepardtov Ustavy
histolgie @ embryologie LFUK, Bratisiava).

byt oddelené tenSou alebo hrubsou vrstvou elastickych fibril.
Vonkajsia vrstva je znaéne variabilnd: obsahuje pozdizne sva-
lové zviizky roztrisenc v hrubom fibroznom tkanive, Tato vrstva
Je najlepsie vyvinutd v zilich koncatin, hlavne distalnych. Tu-
nica media zvycajne obsahuje menej hladkého svalstva, a teda
Jeomnoho tenSia v Zilach, kioré nie st chranené, napriklad sval-
mi alebo tlakom abdomindlnych orgdnov, ako v Zilach, ktoré
sil viac exponované. Mozgové a meningedlne Zily vo svojich
stendch neobsahuji takmer Ziadnu svalovinu, Hladké svalstvo
v tunica media je dobre vyvinutd v Zilich konéatin, obzvlast
dolnych. Napriklad venae saphenae (magna et parva) (velka
a mald skrytd Zila), kedZe sii povrehové Zily (nie st podporené
tlakom okolitych Struktiir natolko ako hibkové Zily) a pri vapria-
menom postoji ich steny musia odolival hydrostatickému tla-
ku dih¢ho stipea krvi, maji stenu hrubsiu ako iné ily. Preto
je ich tunica media velmi podstatnd. Jej najvndtornejéia &ast
obsahuje hlavne pozdizne orientované hladké svalové vlikna
spojené s elastickymi vldknami a vonkajsia hrubsia cast je zlo-
Zend z cirkularne usporiadanych hladkych svalovych vldkien
{obr. 69.3, 4, 5, 6).

Tunica adventitia il stredného kalibru je ¢asto najhrub$ou
vrstvou. Zvytajne sa skladi prevaine z kolagénového spoji-
vového tkaniva, v ktorom sa smerom k tunica media éasto ob-
javuju skupiny longitudmalne usporiadanych svalovych bunick.
Vonkajsia elasticka vrstva vldkien (lamina elastica externa), &
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membrdna viéSinou nebyva vytvorend. Obsahuje vasa vaso-
rum a adrenergicke nervové vlikna.

Zily (vény) velkého kalibru

Struktiira réznych velkych Zil nie je rovnakd. Do tejto skupiny
patri vena cava superior, vena cava inferior, hlavné pritokové
vetvy tychto Zil a vena portae (obr. 69.7, 69.8). Vieobecne je
tunica intima podobnd ako pri predchidzajicom type, ale su-
bendotelovd vrstva spojiva je hrubsia. MoZu v nej byf zastipe-
né skupiny rozptylenych. longitudinalne usporiadanych buniek
hladkého svalstva. Niekedy je pritomna membrina elastica in-
terna, ale byva pomerne slaba. Tunica media je tenka, jej hlad-
ké svalstvo je podstatne redukované a moZe napriklad vo vena
cava aj chybat. Tunica adventitia je vyrazne najhrubsia zo
vietkych 3 vrstiev, obsahuje kolagénové a elastické vlakna.
V mnohych pripadoch, napriklad vo vena cava inferior, obsa-
huje najvnitornejsia vrstva tunica adventitia silné zvizky po-
zdlzne orientovanyeh hladkych svalovych vlakien. Membrina
elastica externa nebyva vytvorena.

Zilové chlopne

Zilové chlopne sii viicSinou pérové struktiry Zilovej steny, kto-
ré sa k sebe prikladaju z protilahlych strin priesvitu Zily. Ich
volné konce smerujti k srdcu. Medzi chlopiiou a stenou #ily je
tzv. chlopiiovy sinus (obr. 69.9). Zilova chlopfa je duplikati-
rou tunica intima; zloZena z tenkej viizivove] elastickej plat-
nicky pokrytej endotelom z luminalnej aj parietalne] strany cipu.
Elastické vldkna sl usporiadané na lumindlnej strane cipu
chlopne. V oblasti chlopiiového sinusu je stena zily stenéend
a distendovana; tunica intima a tunica media v tejto oblasti ob-
sahujii len pozdizne svalové vldkna, ktoré neprechadzaji do
Struktiry chlopne (1). Endotelovi vystelka lumindlneho povr-

cip chlopne okraj chlopne
(parietalna éast)
cip chlopne
tunica media ——] (lumindina ast)
chlopfiovy sinus —
tunica intima
odstup chlopne

Obr. 69.9. Zilovd chlopiia — schematicky.

chu cipu chlopne je elongovand v smere osi Zily, na parietalne;
strane ¢ipu je elongovana priecne.

Chlopne zabranuju spitnému toku krvi. Rozdelenim Zily na
uzavreté oddiely napomahajii toku krvi k srdeu obzvIast tam,
kde Zily leZia medzi kontrahujicimi sa svalmi. Byvaji poéet-
nejsie obzvlst v Zilich kongatin, ale takmer Gplne chybaju
v Zildch hrudnika a brucha. Oby¢ajne si umiestnené hned dis-
tilne pod miestom vtoku pritoku Zily. Chlopne maji aj niekol-
ko dal3ich uloh: poméhaji prekondval gravitaéné sily zabra-
flujice spitnému toku krvi; pri stlaceni Zily okolitymi kontra-
hujieimi sa svalmi pomdhaja svalom fungovat ako pumpa:
zabraiiuji, aby svalovd kentrakcia vytvorila spiitny tok do ka-
pildrnej siete, ktord Zily drénuji.

Zilové chlopne sa éasto poskodia pri prebiehajlicom zapalo-
vom procese vo viuiri Zily.

Cievne zdsobenie a inervdcia Zilove| steny

Vasa vasorum Zzil

Zily st omnoho bohatSie zisobené prostrednictvom vasa va-
sorum ako artérie. PretoZe Zilami preteka krv s nizéim obsa-
hom kyslika, bunky Zilovych stien pravdepodobne potrebus
viac kyslika, ako dostavaji difiziou z priesvitu Zily. Kedze #-
lova krv pridi pod nizsim tlakom, vasa vasorum dosahuji 22
do tunica intima zdsobovanej Zilovej steny bez kolabovania
viastnych stien vplyvom krvného tlaku vo vnitri Zily. Prete
vasa vasorum moZu penetrovat aj hlbie k tunica intima ake
v pristusnych artériach. BohatSie si zastiipené aj v hrubych see-
nich skrytych zil (vv. saphenae).

Lymfaticki drendZ Zil

Kedze zilova stena odolava nizsiemu tlaku krvi v porovnas
s artériami, lymfatické cievy Zilovej steny sui v priechodnos
stave a maju rovnako bohaté zastipenie ako v artériovej stene.
Toto moZe byt pravdepodobnou pri¢inou Sirenia tumoroy e
fatickou cestou do Zilovych a nie do artériovych stien. Lymis
tické kapildry mé#u dosahovat az k vnitornému povrehu &5
tak blizko, Ze tkanivovi tekutina vstupujiica do nich méze ke
filtrdtom alebo dialyzatom krvnej plazmy z priesvitu vissse
zily.

Inervicia Zilovej steny

Hladke svalstvo krvnych ciev inervujii nemyelinizované nervess
vlakna autonomneho nervového systému prebichajiice hlsvme
v adventicii (vazomotorické vlikna). Sympatikové vidkne s
funkéne vacsinou vazokonstrikéné, parasympatikové, sk v
zodilataéné (na srdci je viak G¢inok autondomnych nervosics
vlakien opaény). Na bunkéch hladkého svalstva st aj aferess
né, receptorické zakonéenia monitorujiice stupef napiitia vrsss
cievnej steny. Tieto centripetdlne, t. senzitivne viakna s mwe
linovou posvou vedi vzruch do vazomotorického centra v me
dulla oblongata, z ktorého sa reflektoricky reguluje krvny s
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2.4. CHRONICKA VENOVA CHOROBA DOLNYCH KONCATIN (symptomy, klasifikacia).

Chronické vénova choroba dolnych koncatin (star$i ndzov: chronickd vendzna insufi-
ciencia alebo chronickad zZilova nedostato¢nost’ dolnych koncatin) je vel'mi Castou, celosvetovo
rozsirenou chorobou periférnych ciev so zdvaznymi zdravotnymi, ekonomickymi aj socialny-
mi dosledkami. Postihuje asi 1/3 az 1/2 populécie [42]. Podl'a havajskej C E A P klasifikdcie
z 1.1994 ma urcité klinické znaky a priznaky, urcita etioldgiu, anatomicku distriblciu a je
podmienend nejakou patofyziologickou dysfunkciou.

Klinicka klasifikdacia (C) je zaloZzend na objektivnych znakoch chronickej vénovej
choroby (C 0-6), doplnend pismenom A pre asymptomatické koncatiny a pismenom S pre
symptomatické koncatiny [Tab.1.].

Teleangiektazie si podla uvedenej klasifikacie definované ako rozsirené intradermal-
ne (intrakutanne) venuly s priemerom do 1mm. Retikuldrne vény su nehmatatelné rozsirené
subkutanne vény s priemerom do 4mm. Varikozne vény (varixy) su palpovatelné dilatované
subkutanne vény s priemerom obvykle va¢Sim ako 4mm. Teleangiektazie a retikularne vény
nespdsobuju (na rozdiel od varikoznych vén) vendznu ulceréciu, ale vSetky mozu spdsobovat
pacientovi tazkosti. Niektori pacienti nemaju nijaké subjektivne priznaky (asymptomaticka

forma). VacSina chorych v§ak ma pocit zvysenej tinavy dolnych koncatin, pocit bolestivého
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napétia az kfcovitu bolest’ v nohach a lytkach, z ¢oho je odvodeny slovensky nazov "ktéové
zily" (symptomaticka forma). Ak sa spontanne alebo pri lieCbe menia priznaky a znaky, nalez

na konc¢atinach musi byt reklasifikovany.

Tab. 1. Klinicka klasifikacia chronickej vénovej choroby dolnych kongatin.
Trieda Opis.
Co Ziadne viditelné alebo palpovatelné znaky vénovej choroby dolnych konéatin
C1 Teleangiektazie a retikularne vény
C2 Varikdzne vény
C3 Edém
Kozné zmeny vyvolané vénovou chorobou (hyperpigmentacie, venézny
C4 ekzém, lipodermatoskleréza atd.)
C5 Kozné zmeny ako v predchddzajucich triedach a zhojena ulceracia
C6 Kozné zmeny ako v predchadzajucich triedach a pritomna floridna ulceracia

Etiologicka klasifikacia ( E ) rozoznava 3 kategorie zilovej dysfunkcie:

1. Vrodena forma (E C) sa vyskytuje pri poruchach vyvoja ciev (angiodysplaziach),
napr. vrodené chybanie Zilovych chlopni, hypoplazia alebo zmenseny pocet chlopni Zilového
systému. Zo systémovych angiodysplazii je to napr. Klippelov-Trénaunayov syndréom (varixy,
naevus flammeus, hypertrofia koncatiny) alebo Weberov syndrom (varixy, arteriovénové fis-
tuly a hypertrofia koncatiny).

2. Primarna forma (E P) vznikajlca bez dokazatelnej priciny. Na jej vznik posobi via-
cero faktorov, najviac geneticky faktor, prejavujuci sa menejcennostou spojivového tkaniva
zilovej steny. Z vonkajSich faktorov je to gravidita, statie, tazka telesna praca, atd’.

3. Sekundarna forma (E S) vznika po traume zil (posttraumaticka forma), po flebo-
trombdze (posttromboticka forma), po povrchovej tromboflebitide (posttromboflebiticka for-
ma) a po inych znamych pri¢inach, ktoré poskodzuju zilovy systém dolnych koncatin.

Anatomicka klasifikdcia (A) opisuje anatomicky rozsah chronickej vénovej choroby,
&i je v povrchovych — (superficial) vénach (A S), hibkovych— (deep) vénach (A D) alebo
v spojovacich— (perforating) vénach (A P). Vénova choroba méze byt v jednom, v dvoch
alebo vo vsetkych troch vénovych systémoch dolnych konc¢atin. Rozsah postihnutia moze byt

d’alej kategorizovany na mensie anatomické segmenty [Tab. 2].
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Patofyziologicka klasifikacia (P) objasiiuje, ¢i klinické znaky a priznaky vénovej
choroby su vysledkom refluxu - opatného smeru prudenia krvi v zilach (PR), obstrukcie (PO)

alebo obidvoch (PR,0) [41].

Tab. 2. Anatomicka klasifikacia chronickej vénovej choroby dolnych kon¢atin.
Segment

Povrchové (superficialne) vény (A S)

1 | teleangiektazie (retikularne vény)

2 | vena saphena magna (nad kolenom)

3 | vena saphena magna (pod kolenom)

4 | vena saphena parva

5 | iné povrchové vény dolnej konéatiny
Hibkové (deep) vény (A D)

6 | vena cava inferior

7 | vena iliaca communis

8 | venailiaca interna

9 | vena iliaca externa

10 | panvové vény: gonadalne, plica lata a i.

11 | stehenné vény: vena femoralis

12 | vena profunda femoris

13 | vena femoralis distalne od odstupu v. profunda femoris

14 | vena poplitea

15 | vény predkolenia: tib. ant., tib. post., fibul.

16 | svalové vény: z m. gastrocnemius, m. soleus

Spojovacie (perforating) vény (A P)

17 | stehnové

18 | lytkové

Vrodené i1 primarne formy sa mézu komplikovat’ flebotrombozou alebo povrchovou
tromboflebitidou a tak moéze vzniknit' nepriaznivy bludny kruh prechodu do sekundarnej
formy s d’alSim potenciondlnym nebezpecenstvom recidiv flebotromboz a tromboflebitid.
Liecba chronickej vénovej choroby dolnych koncatin zahfa:

a)  neinvazivnu liebu (fyziatricko- rehabilitaénu, kompresivnu, medikamentdznu),

b) invazivnu liecbu (sklerotizacia) a zriedkavejSiu angiochirurgicka liecbu, ktord sa v
sucasnosti sustred’'uje skor na vykony na hlbokom Zilovom systéme [29, 46, 63, 103, 104].
Rozvijaji sa vSak aj nové terapeutické techniky: radiofrekvencnd ablacia, vnutrozilova
laserova liecba trombov, transkatétrovd trombolyza, mechanickd trombektomia, aplikéacia

zilovych stentov, endovenozna lie¢ba varixov a iné.
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2.4.1. PRIMARNA FORMA CHRONICKEJ VENOVEJ CHOROBY DOLNYCH KONCATIN

V patofyziologii chronickej zilovej nedostato¢nosti hra doleziti tlohu zvySeny tlak
krvi v Zilovom systéme hlavne dolnych koncatin. Krvny tlak v Zilovom systéme je urCovany
systolickym tlakom krvi vytvaranom v srdci, energetickymi stratami krvného pradu pred
dosiahnutim Zilového systému (€o je podmienené periférnym odporom arteriol), hydrosta-
tickymi gravitatnymi silami v zavislosti od polohy tela, krvného objemu, anatomickej kom-
pozicie steny zil, u¢innosti jednosmernych chlopni, kontrakcie hladkej svaloviny steny Zzil a
teplotou okolia. Vo vzpriamenom postoji a za fyziologickych okolnosti je krvny prad v zilach
vdaka chlopfiovému systému nasmerovany z povrchového systému do hlbokého Zilového
systému cestou tzv. komunikujucich alebo perforujucich zilovych spojok (kratko "perfora-
torov"), ktoré rovnako obsahuji jednosmerné chlopne. Pri zvySeni tlaku krvi v hlbokom zilo-
vom systéme dochadza k distenzii hlbokych zil a ich néslednej nedostato¢nosti spdsobene;j
nedovieravost'ou ich chlopni. Zilovy krvny prad je potom obratene nasmerovany z hlbokého
do povrchového zilového systému cestou "perforatorov" s rovnako nedovierajucimi chlopna-
mi. Povrchové zily reaguju na zvySeny tlak krvi rovnako distenziou svojich stien, ¢o mé za
nasledok nedovieravost’ ich chlopni a hromadenie krvi v povrchovom systéme, ¢o vedie k ich
d’al$ej dilatacii a vzniku tzv. varikdéznych zil [94]. Patofyzioldgia chronickej Zilovej nedos-
tatocnosti moze byt rozdelena do 4 kategorii, ktoré sa mozu vzajomne prekryvat’. Kategorie a
ich moZné pri¢iny su uvedené v tabul’ke [Tab. 3].

Od druhej polovice dvadsiateho storocia sa uz mnohi autori zaoberali skimanim
etiologie vzniku a rozvoja primarnej formy chronickej vénovej choroby dolnych koncatin [7,
9,19, 21, 22,23, 24,27, 28, 33, 35, 38, 44, 45, 57, 60, 65, 66, 105, 112].

V patofyzioldgii vzniku a rozvoja chronického poSkodenia zil dolnych koncatin hra
vyznamnu ulohu okrem makrocirkulacie aj mikrocirkulacia. Medzi §tyri najdolezitejSie etiolo-
gické faktory patria:

a) slabost’ zilovej steny spojena s poruchou buniek hladkej svaloviny a extracelularne;
matrix Zilovej steny,

b) poskodenie Zilovych chlopni,

¢) poruchy mikrocirkulacie,

d) dysfunkcia zilového endotelu.
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Tab. 3. Patofyzioldgia chronickej zilovej nedostatocnosti.
zvySeny tlak v hilbokom zilovom systéme

proximalne:
panvova obstrukcia (nepriama zilova obstrukcia)
safenofemoralna inkompetencia
venodzna obstrukcia

distalne:

nedovieravost chlopni v perforujuich Zilach
arteriovendzne anastomozy
vendzna obstrukcia
primarna chlopniova nedostato¢nost’
venodzna obstrukcia
tromboflebitida s destrukciou zilovych chlopni
kongenitalna absencia zilovych chlopni (agenéza)
sekundarna chlopnova nedostato¢nost’
zvysna roztaZitelnost Zilovej steny
hormonalna pricina
hiboka venézna obstrukcia
fascialna slabost’
vrodena nedostato¢nost kolagénu Zilovej steny

V poslednych piatich rokoch sa vyskum prvotnej priciny primarnej formy varikozity zil dol-
nych koncatin ststred’uje viac na pri¢inu poruchy extracelularnej matrix (ECM) zilovej steny
[2,37,47,51,59, 61, 62,76, 89, 90, 91, 97, 98, 108,], zmeny citlivosti na hormonalne podne-
ty [100], na vyskum genetickej predispozicie podmietiujtci slabost’ zloziek ECM [17, 64]
vzhl'adom na €asto pozorovanu geneticku predispoziciu a aj na porusenu vyzivu zilovej steny

[54].

2.4.1.1. SLABOST ZILOVEJ STENY SPOJENA S PORUCHOU BUNIEK HLADKEJ SVALOVINY A

EXTRACELULARNEJ MATRIX ZILOVEJ STENY

V nézoroch na pri¢iny primarnej formy varikozity dolnych koncatin bolo mozno vys-
topovat’ niekol’ko tzv. smerov, z ktorych kazdy vychéadzal z ur€itej hypotézy o vzniku vari-
kéznych zil ako hlavného symptomu tohto ochorenia. Jednou z nich bola aj hypotéza o "sla-
bosti resp. menejcennosti zilovej steny". Tato hypotéza predpokladala urcita vrodenu ,,menej-
cennost™ zloziek a funkcie zZilovej steny ako primarnu pricinu ochorenia. Takto postihnuta zi-
la potom l'ahSie podlahne distenzii pri zvySeni intraluminalneho tlaku krvi v povrchovych zi-
lach. Tymto smerom sa uberal vyskum niekol’ko desatro¢i minulého storocia. Uz v roku 1963

Ceskoslovensky autor Svejcar a kol. skimali a porovnavali obsah kolagénu, elastinu a hexo-
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zaminov v stene primarne varikdznych zil na 3 stboroch Zzil: varikdzne, "potencidlne" vari-
kozne a zdravé normalne Zily. Zistili, Ze priméarne varikozne zily a "potencialne" varikdzne
zily maju vo svojich stenach nizsi obsah kolagénu oproti normélnym zdravym zildm, avSak
obsahuju relativne viac svaloviny. Rozdiel v obsahu elastinu nebol signifikantny. Obsah
hex6zaminov v subore varikoznych a "potencialne" varikoznych Zil bol taktiez signifikantne
vys$i nez v stbore zdravych zil. Na zaklade svojich vysledkov predpokladali, Ze primarna
pri¢ina varikoznych Zil tkvie pravdepodobne v kongenitalnej poruche metabolizmu kolagénu
[105]. Tymto smerom sa vo svojom vyskume zamerali Andreotti a kol. (1978), Rose a Ahmed
(1986), Psaila a Melhuis a kol. (1989), Lengyel a kol. (1990), Maurel a kol. (1990), Lethias a
kol. (1996), Porto a kol. (1998, 2002), Travers a kol. (1996), Venturi a kol. (1996),
Waksmann a kol. (1997), Kockx a kol. (1998), Ishikawa a kol. (2000) a d’alsi.

Avsak aj v tomto badatel'skom smere mozno urobit’ ur¢ité vnitorné podrozdelenie.
Cast’ spominanych autorov sa totiz zamerala na bliZsiu charakterizaciu a $pecifikaciu buniek
hladkej svaloviny v stene varikdznych zil a ich porovnanie s hladkymi svalovymi bunkami
normalnej Zilovej steny. Dalsia skupina autorov sledovala a porovnavala obsah a kvalitu elas-
tinu v stene varikdznych zil. Ina skupina autorov zamerala svoje usilie na porovnanie a blizsiu
Specifikaciu obsahu kolagénu vo varikéznych zilach, niektori z nich i8li este d’alej a pokusili
sa 0 stanovovanie a porovnanie obsahu jednotlivych subtypov kolagénu v stenach varikdzne
zmenenych Zil. V nasledujicom prehlade s blizSie opisané spominané jednotlivé

"podsmery".

2.4.1.1.1. PORUCHY HLADKEJ SVALOVINY ZILOVEJ STENY

Fakt, ze fyziologickou odpoved’ou na chronicky zvySeny tlak krvi v normalne;j zile je
hypertrofia Zilovej steny a nie jej dilaticia, je zndmy od obdobia prenosu autolégnych Zilo-
vych Stepov povrchovych Zil dolnych koncatin (vena saphena magna, vena saphena parva) pri
cievnych operaciach ako nahrada za poskodené artérie. Morfologickym substratom prispo-
sobenia sa zilového Stepu arteridlnym podmienkam - tzv. arterializacie Stepu- je zhrubnutie
vnutornej a strednej vrstvy (tunica intima a tunica media) zilovej steny spdsobené zmnozZenim
hladkej svaloviny. Této reakcia zily po dlh§om ¢ase (niekol’ko rokov) byva premrstend az do
tej miery, Ze sa nahradend cieva stane nepriechodnou a musi byt opit’ nahradena d’alSim
Stepom. Na experimentalnych modeloch bolo dokazané, ze ak by bola poskodena tepna nahra-

dend Zilovym Stepom z varikdznej zily, nedoslo by k zhrubnutiu jej steny, ale naopak, k jej
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d’alSej dilatécii. Preto istd skupina autorov dosla k zaveru, ze primarnou poruchou je naruseny
svalovy tonus Zilovej steny, napomahajuici navratu zilovej krvi do pravého srdca [60, 70, 91,
108].

V minulosti sa zily pokladali prevazne len za akési pasivne "trubice" opatrené chlop-
nami, cez ktoré prudi krv spit’ do srdca a hoci boli popisané¢ morfologické rozdiely vyskytu-
juce sa v stenach varikdznych Zzil, malo pozornosti sa venovalo "svalovému plastu" zilovych
stien a jeho funkcii, ktort by mohol zastavat’ pri napomahani ven6znemu navratu. Kontrak-
tilita norméalnej povrchovej Zily dolnej koncatiny bola zndma a bolo zrejmé, Ze zavisi od fun-
kcie svalovych vrstiev. Za distenzibilitu a elasticitu sa zas pripisovala zodpovednost’ funkcii
kolagénovych a elastickych vldken. Bolo dokézané, ze aj stena varikoznej zily je schopna ur-
citej obmedzenej kontrakcie, pretoze vzdy tu mézu byt zachované urcité nepostihnuté useky.

Stena normalnej zily dolnej koncatiny v svetelno-mikroskopickom obraze obsahuje 3
svalové vrstvy: vnatorna longitudinalnu vrstvu usporiadant v zvédzkoch, dobre definovanu
cirkularnu  vrstvu  pozostavajucu z buniek usporiadanych v pravidelnych zhlukoch
obklopenych jemnym spojivovym tkanivom a vonkajSiu slabo definovant longitudinalnu
vrstvu taktiez usporiadani v zvédzkoch uloZenych prevazne v adventicii. Uvadza sa, ze
najperiférnejSie bunky cirkuldrnej vrstvy svojimi prstovitymi bunkovymi vybezkami stvisia s
podobnymi vybezkami najvnutornejSej bunkovej vrstvy vonkajSej longitudinalnej vrstvy a
tymto mechanizmom zlepSuji kontraktilni efektivitu. Svalové vrstvy st podporené matrix
obsahujucu kolagénové a elastické vldkna, ktoré funguju ako skelet pre svalové bunky,
zabranuji nadmernej roztazitel'nosti a poskytuji urcity elasticky odpor. Vrstva spojivového
tkaniva byva zoskupena prevazne subintimalne, pod intaktnou lamina elastica interna a d’alej
sa stdva predominantnou vo vonkajSej vrstve- adventicii obsahujicej vasa vasorum. V
transmisnom elektron- mikroskopickom obraze maju svalové bunky dobre vyznacené jadra s
jasne definovanou chromatinovou sietou. Bunky sa nachadzaji vo vzdjomnej blizkosti
obklopené jemnou vrstvou amorfného fibrozneho tkaniva a miestami odelenych pravidelne
vertikdlne aj horizontdlne usporiadanymi zvdzkami kolagénovych vlaken. Cytoplazma
svalovych buniek nevykazovala ziadne atypie. Bunkovd membrana obsahovala dobre
vyznaéené hemidesmozomy- viditelné ako lokalizované kondenzacie pozdiz svojej dizky.
Predpoklada sa, ze vytvaraju "kotviace" platnicky pre fibronektinové vldkna spajajtice svalové
bunky vzijomne medzi sebou a k matrix. Alternativna tedria tvrdi, ze su to malé lakuny

bunkovej membrany, cez ktoré moéze cytoplazma vysielat vybezok, takze v pripade
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vzajomne] blizkosti svalovych buniek ich cytoplazmy moézu byt spojené do podobnych
vybezkov jemnou sietou myoprotoplazmatickych filament podobne ako myoendotelialne fila-
menta spajajuce svalovll bunku a endotel. Tretou moznostou je pritomnost’” myotransmitte-
rovych substancii, ale v kazdom pripade je rovnako mozné, ze mdzu existovat’ vsetky tri spo-
soby komunikdcie, priCom metdda prenosu je rozdielna za rozdielnych okolnosti. Vzdy vSak
medzi bunkami ostava dostatocné vzdialenost’ pre koordinovanu akciu.

Vo varikoznych Zilach bolo najzretel'nejSie vyrazné zvySenie fibrozneho tkaniva inva-
dujuceho hlavne svalové vrstvy a spdsobujuce prerusenie pravidelného bunkového usporia-
dania s oddelenim a prerusenim svalovych zvdzkov. Tunica intima bola intaktnd, bez prizna-
kov zépalovej patologie. Subintimalne sa nachadzali depozity kolagénu, pripominajice arte-
riosklerotické plaky. V oblastiach postihnutych vydutim Zilova stena Casto obsahovala len
stenceny kolagén pokryty endotelidlnym a subendotelidlnym tkanivom. Oblasti fibroznej in-
filtracie neboli jednotne rozmiestnené a v mnohych oblastiach zahfnali len Cast’ Zilovej steny.
Aj v pripade vyrazne varikdznej zily sa Casto nasli nepostihnuté useky. V elektronovo-
mikroskopickom obraze mala varikézna Zilova stena Uplne rozdielny obraz: svalové bunky
boli vzajomne vyrazne oddelené zvySenym mnozstvom fibrézneho tkaniva, v ktorom mnoho
kolagénovych vlaken stratilo svoje zvdzkovité usporiadanie, pricom niekol’ko pravidelne
usporiadanych zvédzkov bolo vzdy pritomnych. V najviac postihnutych oblastiach bolo poru-
Sené pravidelné usporiadanie kolagénovych aj elastickych vldken. Niekol'ko kolagénovych
vlaken sa zdalo byt pohltenych svalovou bunkou, dedukujtic, Ze svalova bunka na seba pre-
zala fagocytarne vlastnosti, ¢o pozorovali v minulosti aj ini autori. Toto pozorovanie viedlo k
zaveru, ze normalna svalova bunka samotna je schopna sa transformovat’ na aktikol'vek bunku
spojivového tkaniva. Vyraznou ¢rtou zvySenej fibroznej infiltracie bolo zhrubnutie pericelu-
larnej vrstvy amorfného fibrozneho tkaniva akoby secernovaného samotnou svalovou bunkou,
¢o sa zda byt pravdepodobnym vzhl'adom k znamej schopnosti svalovej bunky produkovat’
elastin. Vo vydutinach varik6znej zilovej steny svalové bunky vymizli Giplne a stena bola for-
movana len kolagénom lemovanym intimou a pokrytym atrofovanou adventiciou, z ktorej
vymizli vasa vasorum [72].

Zahriujuc vyssSie uvedené najnapadnejSim ndlezom v stene varikoznych Zzil bolo odde-
lenie jednotlivych svalovych buniek od seba kolagénovou infiltraciou, ktord im pravdepo-
dobne branila fungovat’ ako celku. Na dosiahnutie urc¢itého svalového tonusu v stene cievy je

vsak potrebné nielen to, aby boli svalové bunky v kontakte navzajom, ale aj aby boli napojené
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na ,,ukotvujicu kostru* spojivového tkaniva. V pripade zilovej steny je to podporna matrix z
kolagénu a elastinu. Bolo dokazané, Ze fibronektin (proteoglykan vysokej molekulovej hmot-
nosti) je pritomny v pericelularnej aj intercelularnej matrix, pericelularne vytvara filamenta
pripojené na jednom konci k receptorom svalovych buniek a druhym koncom ku kolagé-
novym a elastickym vldknam. Pouzitim imunofluorescencnych technik mozno identifikovat’ i
d’alSie glykoproteiny (ako elastonektin), vzdjomnou vizbou umoznujuce koordinovanu kon-
trakciu zilovej steny. Inicidcia a inhibicia kontrakcie je pravdepodobne sprostredkovana cez
adrenergné nervové zakoncenia a to priamou akciou svalovej bunky v zévislosti od vyvo-
lavajuceho stimulu (napr. chlad a teplo spdsobujice spaz-mus alebo dilataciu). Z farmako-
logickych stimulov noradrenalin, angiotenzin, prostacyklin sposobuju kontrakciu, naopak
histamin, serotonin, adenozin, prostaglandin E kontrakciu inhibuji. Zda sa, Ze udrzanie opti-
malnej vzdialenosti medzi kontaktujucimi sa bunkami je vhodné nielen pre prenos vzruchu z
nervu na svalova bunku, ale aj pre prenos vzruchu medzi svalovymi bunkami navzajom.
Otazkou ostava, ¢i svalové bunky st oddelené z dovodu vnutornej abnormality stimulujtce;j
kolagénovu infiltraciu alebo bunky su separované vrastanim abnormalnych kolagénovych
vlaken. Ingescia kolagénovych vldken svalovymi bunkami by mohla predpokladat’ pokus o
obmedzenie kolagénovej invazie. PrivrZenci "valvularnej tedrie" argumentuju, Ze tieto zmeny
su len dosledkom napinania steny zily samotnym zvySenym hydrostatickym tlakom. Avsak
oponenti dovodia, Ze v tom pripade by mal byt postihnuty cely obvod Zily a rovnako to
nevysvetl'uje sakularne alebo fuziformné vydutie Zily lateralne pod suficientnymi chlopiiami.
Autori navrhuju preskimanie intracelularnej aj extracelularnej kolagenazovej aktivity
fluorescenénymi metodikami v miestach prechodu normalneho a patologického tkaniva za
ucelom dedukcie zaciatku 1ézii a identifikdcie tlohy kolagénu v etiologii varikozity [40].
Rovnako sa uvazuje o preskimani biochemickej aktivity réoznych buniek Zzilovej steny.
Niektori autori poukazali aj na redukciu tkanivovej fibrinolytickej aktivity v svalovych
bunkéich zilovej steny varikdznych Zil- dosial’ pripisovanej len samot-nému Zzilovému
endotelu, dokazanej aj v svalovych bunkach Zilovej steny; za normélnych okolnosti je tato
aktivita vysSia v zilach dolnych koncatin, nez kdekol'vek inde v organizme. Naviac bunky
hladkej svaloviny aj endotelialne bunky steny zily su extrémne senzitivne k lytickej aktivite
aktivovanych Zirnych buniek a autori vzhl'adom na ich pritomnost’ a aktivitu v svalovych
vrstvach steny normalnych aj varikoznych zil doporucuju ich d’alsie preskiumanie. Vo vyvoji

varikéznych zil na celularnej urovni teda dochadza k poruche rovno-vahy medzi svalovou

28



bunkou, kolagénovymi a elastickymi vlaknami na pravdepodobne genetickom avSak
neindentifikovanom podklade, majuc za nasledok stratu kontraktility Zzilovej steny [45].
Odpoved’ou na zvyseny hydrostaticky tlak v zile teda nie je hypertrofia, pretoze zakladna
abnormalita je pravdepodobne v samotnej svalovej bunke, ale naopak dilatacia, ked’ze stena
zily je slaba a insuficiencia zilovych chlopni je skor jej sekundarnym dosledkom ako
primarnou pricinou. Tato teodria vysvetluje:

- vyvoj lateralnych "vydutin" cievnej steny pri alebo bez pritomnosti nedovieravych
proximalnych zilovych chlopni, kedze tu moézu byt pritomné lokalizované oblasti svalove;j
slabosti,

- vyvoj fuziformnych alebo serpigindznych dilatacii medzi dovieravymi chlopnami,

- preco sa normalne zily nestanu varikdznymi pri ich obrateni a pouziti ako arteridlneho
bypassu (nie je tu vrodena svalova menejcennost)),

- preco sa zilovy bypass nestane varikoznym ani v pripade, ked su vSetky jeho chlopne
nedovierave,

- pre€o varikdzne Zily, ktoré sa objavia v tehotenstve, miznl po prekonani tehotenstva,

- objavenie sa lokalizovanych varikéznych vydutin bez spojitosti k hlbokym perfordtorom
alebo k hlavnému kmenu vena saphena magna,

- preco odstrafiujica operdcia samotného hlavného kmena vena saphena magna byva
nelspesna,

- preco akéakol'vek operacia, ktora sa nesnazi o odstranenie samotnych varikozit bude mat’ len
obmedzent Uspesnost’ bez ohl'adu na to, ¢i sa podviaZzu nedovieravé perforatory.

Rose a Ahmed (1986) dokumentovali zvySeny obsah hladkych svalovych buniek [93], hoci
ich pocet vo varikoznych zilach bol znizeny [68]. Na zdklade zniZzeného poctu hladkych
svalovych buniek na plochu sa teda predpokladd, ze remodelacia varikdznej zilovej steny je
spojena s hypertrofiou buniek hladkej svaloviny [60]. Zistilo sa, Ze hypertrofické oblasti safe-
noéznej zily boli spojené so zvySenou apoptézou, obzvlast v proximalnych tsekoch Zzily [13].
KedZe hypertrofia srdcového svalu je modulovanéd receptormi steroidnych hormoénov (ako
napr. skupina estrogénovych receptorov) a dokumentovala sa zvysena expresia estrogénového
receptoru B (ERP) v krvnych cievach po takej cievnej traume (ako napr. dilaticia).
Estrogénovy receptor B je ¢lenom superskupiny jadrovych receptorov a pozostdva z ligand-
viazucej domény, DNA viazicej domény a z dvoch domén s funkciou transkripénej aktivacie.

Aktivacia receptora estrogénovej skupiny (aj ERB) moze viest’ k aktivizacii extracelularnej
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regulacnej kindzy (ERK) 2, INK a p38 aktiviciou a komplexnou forméciou s proximalnymi
kinazami. Na zéklade tychto predpokladov Knaapen a spol. (2005) porovnavali expresiu ERf3
vyhradne na varikoznych a kontrolnych vzorkdch odobratych od muZov. Zistili, ze hoci
objemova hustota buniek hladkej svaloviny bola rovnakd v oboch porovnavanych stuborov,
avSak priemer buniek hladkej svaloviny v oboch vrstvach (longitudinalnej aj cirkuldrnej)
médie bol vyssi u varikéznych zil. Jednozna¢ne dokumentovali hypertrofiu buniek hladke;j
svaloviny v cirkuldrnej vrstve médie varik6znych Zil asociovanl so zvySenou expresiou ER[3
v tejto vrstve v porovnani s nevarikdznymi, avSak nie v longitudinéalnej vrstve médie. Nezistili
znamky proliferacie ¢i apoptdzy buniek hladkej svaloviny ani v jednej svalovinovej vrstve
varikdznej zilovej steny, avSak pozorovali zvySenu apoptozu v endotelidlnych bunkach
a bunkéch adventicie varikdznych zil. Predpoklada sa, Ze bunky hladkej svaloviny cirkularnej
vrstvy médie su viac vnimavejSie k hormondlnym zmendm a objemovému tlaku ako hladké

svalové bunky longitudinalnej vrstvy médie varikdznych zil [59].

2.4.1.1.1. 1. SUBCELULARNA REGULACIA PREMENY HLADKEJ SVALOVEJ BUNKY VO VYVOJI

VARIKOZNYCH ZiL

Histologicky je chronickd vendzna nedostato¢nost’ (a teda vytvorenie varixov)
charakterizovana premenou buniek hladkej svaloviny zilovej steny z kontraktilného fenotypu
na sekre¢ny a zdrovei intenzivnou kolagénovou infiltraciou. V elektronovo-mikroskopickom
obraze steny normdlnej zdravej povrchovej Zily dolnej konc¢atiny su bunky hladkej svaloviny
vretenovitého tvaru usporiadané paralelne prevazne v tunica media. Ich ultraStruktara zod-
poveda kontraktilnej funkcii vaskularnej hladkej svaloviny s pozdiZznou orientaciou jej stdasti
(prevazne kontraktilnych proteinov). Extracelularna matrix je charakterizovana Struktirova-
nou distribaciou kolagénu s organizovanym architektonickym usporiadanim. Vo varikdzne;j
povrchovej zile dolnej koncatiny tunica media obsahovala hladké svalové bunky elipso-vitého
tvaru s poCetnymi vakuolami, obsahujicim i elektron-denzny material. Vakuolizacia a strata
vretenovitého tvaru poukazovala na to, Ze bunky hladkej svaloviny presli transfor-ma¢nym
procesom zo svojho typicky kontraktilného tvaru. Pritomnost velkych vakuol naznacuje
sekre¢nt alebo fagocytarnu schopnost’. Naviac stena varikoznych zil vykazovala nepravidelné
depozity kolagénu a difiznu fibrozu médie, Co malo za nésledok roztrisenie buniek hladke;j

svaloviny a stratu ich organizovaného, paralelné¢ho bunkového usporiadania.
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Stadie regulacii bunkového cyklu predpokladajt, Ze dediferenciacia hladkych svalo-
vych buniek zilovej steny by mohla byt modulovana retinoblastdmovym proteinom.
Retinoblastomovy protein (pRb) bol prvotne pozorovany v tumordznych bunkovych liniach
retinoblastomu (zhubny nador zarodo¢nych buniek sietnice) a objaveny ako inhibitor
celularnej proliferacie.Vyskytuje sa v 2 stavoch:

A) v aktivhom nefosforylovanom stave (molekulovej hmotnosti 110 kDa) zabraiuje
bunkovej proliferacii alebo diferencidcii naviazanim transkripénych faktorov zodpovednych
za regulaciu tychto procesov,

B) vo fosforylovanom, deaktivovanom stave (molekulovej hmotnosti 114 kDa), do kto-
rého sa dostava celularnou stimuladciou réznymi cytokinmi a spdsobuje uvolnenie tychto
transkripénych faktorov s naslednou proliferaciou a dediferenciaciou buniek.

Vysledky imunocytochemickej §tadie s monoklonalnymi protilatkami proti retinoblastovému
proteinu (pRb) demonstrovali spojitost’ transformécie hladkych svalovych buniek varikozne
zmenenych Zil s pritomnostou fosforylovaného pRb, na zdklade Coho sa predpoklada, ze
dediferencidcia hladkych svalovych buniek je regulovanéd retinoblastomovym proteinom a
jeho disinhibicia (fosforylacia) moze byt vyznamnym faktorom pri vzniku varikozity dolnych
koncatin [80]. Mozna suvislost’ medzi zvySenou fosforylaciou pRb a varikdoznymi zilami je
vyznamna v tom, Ze sustred’uje pozornost’ na pravdepodobny vyznam poruchy proliferacie a
diferenciacie regulanych proteinov pri vzniku varixov. Retinoblastdmovy protein sa dnes
povazovuje za ubikvitdirny komplex proteinov, ktorych funkcia je determinovana stavom
fosforylacie. Fosforylacia pRb je kontrolovand proteinmi s ndzvom cykliny a ich cyklin-
dependentnymi kinazami. Fosforylacia pRb sposobuje uvolnenie nuklearnych transkripcnych
faktorov alebo konformac¢nu zmenu proteinového komplexu, ¢o méa za néasledok bunkovu
proliferaciu a diferenciaciu, pricom bazalny nefosforylovany stav proteinu (pRb) zabranuje
tymto procesom. Komplex retinoblastomového proteinu je asociovany s pocetnymi
transkripnymi faktormi. NajznamejSimi st: E2F, c-Abl, Elf-1, Myo- D a ATF-2. E2F a c-
Abl sa zlcastnujui cellularnej proliferacie a ostatné 3 bunkovej diferenciacie (napr. Myo-D
spdsobuje zastavenie proliferacie myoblastov a zaciatok ich diferencidcie na svalové bunky).
Argument, ze méze ist o bunkovl proliferdciu a nie dediferencidciu, bol odmietnuty na
zaklade vysledkov morfometrického skiimania, ktoré ukézalo, ze hoci celkovy pocet hladkych
svalovych buniek je vys$si vo varikdznej Zilovej stene v porovnani s normalnymi zilami vd’aka

celkovému zvicseniu plochy, v normalnej zile sa nachadza viac svalovych buniek na jednotku
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plochy ako vo varikéznej zile. Mechanizmus podmieniujuci bunkova proliferaciu versus

diferenciéciu s retinoblastbmovym proteinom nie je znamy.

2.4.1.1.2. PORUCHY EXTRACELULARNEJ MATRIX ZILOVEJ STENY

Extracelularna matrix spojivového tkaniva je tvorend prevazne molekulami 4 skupin
proteinov: kolagénov, proteoglykanov, glykoproteinov a elastinu. Kazda skupina je zlozena z
niekol’kych geneticky odliSnych zloziek, od relativneho zloZenia ktorych zavisi rozmanitost’ a
tym aj vlastnosti spojivového tkaniva réznych organov (koza, kost’, chrupavka, sl'acha, cievna
stena). Extracelularna matrix spojivového tkaniva Zilovej steny pozostava prevazne z kola-
génov, proteoglykdnov a elastinu syntetizovanych bunkami hladkej svaloviny cievnej steny.
Kolagén a elastin cievnej (a teda aj zilovej) steny ma vlaknita Struktaru, vytvarajac podporni
matrix cievnej steny pre bunky hladkej svaloviny. Na zéklade elektronovo-mikroskopickych
pozorovani v normalnej zdravej zile ma kolagén pravidelné vldknité horizontalne aj vertikalne
usporiadanie, s tendenciou svojej koncentracie subintimalne, hned’ pod lamina elastica interna
a potom opdt’ v tunica adventitia obsahujicej aj vasa vasorum. Elastické vldkna normalne;j
zilovej steny sa v elektronovo-mikroskopickych obrazoch javia roztrusené v celej hrubke
zilovej steny s naznacenou koncentraciou na rozhrani tunica intima a tunica media, vytvarajic
Casto slabo rozlisite'nu fenestrovanu lamina elastica interna. Obdobnu lamina elastica externa
na rozhrani tunica media a tunica adventitia mozno pozorovat’ len vo velkych zilach [56].

Elastinu a kolagénu sa pripisuje vyznamnd uloha v udrZiavani Strukturdlnej integrity
cievnej steny. Elastin sa podiel'a na pruznosti (elasticite) Zilovej steny a kolagén na jej rozt’a-
ziteI'nosti. Obe zlozky spojivového tkaniva cievnej steny vytvaraju urciti "kostru" pre svalové
bunky, umoznuju ich uchytenie a kontrakciu a zabrafiuju nadmernému roztiahnutiu cievnej
steny, poskytujuc urcity stupenn moznosti elastického stahu [36, 37, 49, 58, 69, 86, 93, 94,
111].

2.4.1.1.2.1. PORUCHY ELASTINU ZILOVEJ STENY VARIKOZNYCH ZiL

Elastin je taktiez proteinom extracelularnej matrix. Od kolagénu sa liSi vysokym obsa-
hom valinu a dezmosinu. M6ze mat’ formu dlhych tenkych silne dvojlomnych vlaken alebo
plochych pasov, hrubych 0,2- 0,4 um. V svetelnom mikroskope maji homogénnu Struktiru.

Elastické vlakna s velmi pretiahnutelné, trhaju sa pri natiahnuti o 50% povodnej dizky,
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vydrZia az tah 20-30kg na lem®. Ak tah prestane posobit, elastické vlakna nadobudaji tak-
mer pévodnu dizku. Elastin je rezistentny na teplo a chlad, odoIny voéi zriedenym kyselindm
a zasadam. Ultrastruktara elastickych vlaken sa sklada z periférnych zvézkov tenkych tubular-
nych subfibril hrubych 10 nm a z centralne uloZenej amorfnej substancie. Predpokladé sa, ze
amorfna zlozka je elastin a 10 nm hrubé¢ fibrily predstavuju dosial’ neindentifikovany protein.
Elastin je natravitelny elastazou.

V cievnej stene Zily elastin tvori jednu z komponent extracelularnej matrix. Pripisuje
sa mu zopovednost’ za pruznost’ (elasticitu) zilovej steny. Hra délezita tlohu v $trukturalnej
integrite cievnej steny. Pri natiahnuti Zilovej steny vytvara "skracujucu silu", ktord oponuje
tahu vytvaranému postrannymi vetvami a perivaskularnym spojivovym tkanivom a
predlZzujtcej sile vytvaranej tlakom v lumene Zily [79].

Zastancovia tedrie tzv. "vrodenej slabosti zZilovej steny" ako pri¢iny vzniku primarne;j
varikozity sustredili svoju pozornost’ aj na analyzu tejto komponenty Zilovej steny, kedze
poruchy elastinu by viedli k poruche pruznosti Zzilovej steny s ndslednou zvySenou
poddajnost’ou voci zvySenému hydrostatickému tlaku v priesvite zily [86]. Hydrostaticky tlak
krvného stipca v cieve sa prenasa na samotny endotel cievy a ak endotel je z vonkajsej strany
podporeny niz§im mnozstvom spojivového tkaniva (kolagénu a elastinu), je zrejmé, Ze cievna
stena ma znizenu rezistenciu. V nasledujucej tabul’ke [Tab.4] su prehl'adne uvedené prace
zaoberajlice sa touto problematikou.

Z uvedeného prehl'adu su zrejmé nie celkom jednoznacné vysledky rdznych prac, ale
da sa povedat, ze prevazuju vysledky poukazujice na znizeny obsah elastinu v Zilovych
stenach varikoznych zil.

Niektori autori pozorovali zniZzeny obsah elastinu v dilatovanych usekoch varikdznych
zil v porovnani s ich nedilatovanymi tsekmi a s nedilatovanymi zdravymi zilami [109]. V
nedilatovanych tsekoch varikoznych zil a v zdravych Zilach nenasli Statisticky vyznamny
rozdiel v obsahu elastinu cievnej steny. Vo varikdzne postihnutych tsekoch Zil pozorovali
hrubsie a tortudznejsie elastické vlakna. V zdravych Zilach dolnych koncatin vytvaral elastin
viac-menej vytvorenu a fenestrovani lamina elastica interna na rozhrani tunica intima a tunica
media. Niekol'ko vldken bolo pritomnych aj v tunica media, avSak bez podstatnejSej
kontinuity. V dilatovanych usekoch varikdznych Zil bolo pozorované nahromadenie elastinu

prevazne v tunica intima, v oblasti tunica media bol pozorovany ubytok elastickych vldken. V
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priamej spojitosti s predizenim cievnej steny v oblasti intimy a media bola pozorovana
zvysena fragmentacia elastickych vlaken.

Niektori autori podavaji mozné vysvetlenie tychto nejednoznacénych vysledkov:
prepokladaji, ze varikozne zily sa vyvijaju cez rozlicné $tadid. V pociatocnom Stadiu
neosyntéza (alebo redukovany katabolizmus) kolagénu ¢iasto¢ne nahradza redukciu elastinu
bez zmeny primarnej Struktury zilovej steny. Neskor, ked’ Zila dilatuje nastupuje vyznamny
pokles oboch zloziek - kolagénu aj elastinu- s naslednou stratou elasticity [30].

V sledovanych pracach stupeil narusenia elastickych vlaken nevykazoval priamu
umernost’ v korelécii so stupiiom postihnutia zilovej steny. ZvySeny vyskyt elastickych vlaken
bol pritomny v zilach s miernym stupfiom postihnutia, ¢o mohlo byt vysledkom
kompenzacného mechanizmu proti zacinajucej dilatacii cievnej steny. A naopak, pri
zvyraznenom postihnuti cievnej steny bol pozorovany zniZzeny vyskyt fragmentovanych
elastickych vlaken. Znizené mnoZstvo elastickych vldken moéze byt dosledkom zvysSenej
pritomnosti ostatnych proteinov extracelularnej matrix.

Je tieZ mozné, Ze zvySena dezorganizacia extracelularnej matrix vedie k "demontazi"
elastickych vladken, ¢o by bolo v stlade s nalezmi autorov Lengyela a Gandhiho, ktori
pozorovali zvySenu koncentraciu plazmatickej elastazy [40, 66].

Metabolizmus elastinu zavisi od rovnovahy medzi elastdzami a inhibitormi elastaz.
Znizené mnozstvo elastinu v cievnej stene teda moze zavisiet’ od mnozstva elastdz, poruchy
antielastazovych faktorov, alebo od oboch. NajdolezitejSimi inhibitormi elastaz su alfa-1-anti-
trypsin a alfa-2-makroglobulin. U Ziadneho z pacientov v publikovanych pracach sa nenasiel
systémovy defekt tychto faktorov. Rovnako bolo mozné vylucit’ ucast’ leukocytarnych elastaz
na vyvoji varixov z 2 pri¢in: vo varikdznych Zilach sa nenasiel zapalovy infiltrat a niektoré
udaje naznacuju, ze aktivita myeloperoxidazy (dolezitého leukocytarneho enzymu) bola tak-
mer rovnaka vo vzorkach zdravych aj varikdéznych Zzil (dilatovanych aj nedilatovanych
usekov).

Dalsie zdroje elastaz su makrofagy, monocyty, trombocyty, fibroblasty a naviac dost
vel'ké mnozstvo enzymu volne cirkuluje v plazme. Zaujimavy je poznatok, Ze bunky hladke;j
svaloviny tiezZ maju elastolyticka aktivitu [93]. Prvotny defekt pri rozvoji varikoznych zil by
teda mohol byt’ v svalovych bunkéch zilovej steny, zodpovednych za syntézu a katabolizmus
oboch zloziek spojivového tkaniva - kolagénu aj elastinu. Na zaver, dilatované tiseky varikéz-

nych zil so znizenym obsahom elastinu sa striedaju s nedilatovanymi tisekmi s normalnym
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obsahom kolagénu aj elastinu pozdiz dizky varikézne postihnutej Zily bez spojitosti k lokali-
zacii alebo funkcii chlopni. Zda sa preto, Ze dilatacia zilovej steny suvisi so zniZenou

syntézou alebo akcelerovanym katabolizmom elastinu a zmenenym pomerom elastin/kolagén.

Tab. 4. Prace porovnéavajuce obsah elastinu v stene varikéznych Zzil.
ciel
porovna
rok | prvy autor metodika vania vysledky
varixy zdravé zily
1963 | Svejcar J. a kol. | biochemicka elastin rovnako rovnako
Andreotti L. a
1979 | kol. biochemicka elastin menej viac
GandhiR. H. a
1993 | kol. imunohistochemicka | elastin menej viac
1994 | Chello M. a kol. histologicka elastin menej viac
histologicka,
Travers J. P. a stereologicka
1996 | kol. analyza elastin rovnako rovnako
1996 | Venturi M. a kol. | biochemicka elastin menej viac
elastické
1999 | Kirsch D. a kol. imunohistochemicka | vliakna rovnako rovnako
viac v
intime, menej v
menej v intime, viac
2002 | Porto L. C. a kol. | histologicka elastin médii v médii
Ducasse E. a elastické
2005 | kol. imunohistochemicka | vlakna menej viac
Elsharawy M. A. | histolgicka,
2007 | a kol. morfometricka elastin menej viac
prehfad literatury z
LimC.S. a databaz PubMed a
2009 | Davies A. H. Ovid elastin menej viac

2.4.1.1.2.2. PORUCHY KOLAGENU ZILOVEJ STENY VARIKOZNYCH ZiL.

Kedze vacsina mechanickych vlastnosti zilovej steny je zavisld od povahy a
Strukturdlneho zlozenia kolagénovej siete v roznych jej vrstvach, mnoho autorov sa zacalo
systematicky venovat’ §tidiu kolagénu v cievnom tkanive a jeho vyvoja z hl'adiska vendznej
patologie [1, 11, 20, 36, 37, 48, 49, 67, 69, 73, 107, 111].

Kolagény st Strukturdlne proteiny extracelularnej matrix s jednou alebo niekolkymi
trojitymi Spiralovitymi doménami. Tato povodna Struktira je vysledkom spojenia 3 polypep-

tidickych retazcov s charakteristickym sledom aminokyselin. Kazdy retazec je sformovany
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na urovni trojitej Spiralovitej] domény opakovanim tripletu (GLY- Xaa- Yaa), pricom X a Y
byvaju obvykle prolin a hydroxyprolin. Vd’aka pritomnosti cyklickych aminokyselin retazce
maju l'avotocivl Spirdlovitl Struktaru typu polyprolinu II. Spojenie s dvoma d’al§imi retazca-
mi vedie k vytvoreniu pravotocivej superzavitnice. Takyto Strukturdlny vzor vSak nie Speci-
ficky len pre molekuly kolagénov, ked’Ze trojité Spiralovité domény boli popisané aj pri inych
typoch proteinov (napr. C1q zlozka komplementu, acetylcholinesteraza, lektin s vysokou afi-
nitou k mannéze, plicny surfaktant, scavenger -receptor makrofagov).

Hypotéza tzv. "vrodenej slabosti zilovej steny" viedla mnohych autorov ku Stididm
zameranym na porovnavanie kolagénu v cievnej stene zdravych a varikoznych zil. Tato
hypotéza bola zalozena na uvahe, ze zvySenu poddajnost’ Zilovej steny voci hydrostatickému
tlaku krvného stipca v zile sposobuje v pripade tzv. primarnych varikoznych Zil
(pravdepodobne vrodena) menejcennost’ spojivového tkaniva cievnej steny takto postihnutych
zil, hlavne jeho 2 hlavnych zloZiek : kolagénu a elastinu. Prvé prace s touto problematikou sa
objavili uz zaciatkom 60-tych rokov 20. storo¢ia a to u Ceskych autorov [105], neskor
nasledovali d’alSie prace s pouzitim réznych metodik a s r6znymi vysledkami. Prehl'adne st
jednotlivé Studie uvedené v tabulke [Tab.5]. Z uvedeného prehladu, hoci nie je celkom
kompletny, je zrejmé, ze vysledky jednotlivych prac su dost’ nejednoznacné aj ked’ sa neda
upriet, ze prevazuju vysledky dokazujice vyssi obsah kolagénu vo varikoznych zilach v
porovnani so zdravymi Zilami.

Nejednoznac¢né vysledky spominanych prac viedli viacerych autorov k blizsej
Specifikacii a porovnavaniu obsahu jednotlivych typov kolagénov v stene varikoznych zil, Co
spomeniem neskor, ale aj k ndzoru, ze extracelularna matrix stien varikdznych zil méze byt’
dynamickym $trukturalnym prvkom a teda menit’ sa v zavislosti od stupiia a dizky trvania
ochorenia. Vaskularna remodelacia steny zily je vysledkom migracie a proliferacie hladkych
svalovych buniek a metabolizmu extracelularnej matrix, pricom bunky hladkej svaloviny
cievnej steny produkuju vacSinu komponentov extracelularnej matrix (ECM) cievnej steny,
ako napr. kolagén (typy I, III, IV a V), proteoglykéany, elastin; tieZ syntetizuju a secernuju
metaloproteinazy ECM (MMPs) ale aj tkanivové inhibitory tychto metaloproteindz (TIMPs)
podobne ako cievne endotelialne bunky.

Zo skupiny réznych metaloproteinaz: MMP-1 (intersticidlna kolagenaza) odburava

prirodzené kolagény typov I, II a III; MMP-2 (gelatindza A) a MMP-9 (gelatinaza B) maju
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Specificka schopnost’ degradacie denaturovanych fibrilarnych kolagénov a prirodného kolagé-

nu typu IV. Degradécia vaskularnych kolagénov metaloproteindzami ovplyviiuje proliferaciu

Tab. 5. Prace porovnavajice obsah kolagénu v stene varikéznych Zzil.
ciel

rok prvy autor metodika porovnavania vysledky

zdravé
varixy zily
kolagén, menej viac
hex6zaminy, viac menej
3 voda, hl. viac menej

1963 | Svejcar J. a kol. biochemicka svalovina viac menej

kolagén, celk. menej viac
Andreotti L. a cukor, solubil. viac menej

1979 | kol. biochemicka nonskleroproteiny | viac menej
kolagén, pocet menej viac

1989 | Psaila J. V. a kol. | biofyzikalna chlopni menej viac

1990 | Maurel E. a kol. biochemicka kolagén viac menej

1992 | Rose S. a kol. histologicka kolagén viac menej

histologicka,

1994 | Chello M. a kol. biochemicka kolagén viac menej
kolagén, hl. viac menej
svalovina, hrubka | viac menej

Travers J. P. a histologicka, steny, celk. rovnako rovnako
1996 | kol. stereologicka analyza | plocha steny viac menej
1996 | Venturi M. a kol. | biochemicka kolagén viac menej
Wali M. A. a Eid

2002 | R.A. histologicka kolagén viac menej
Ducasse E. a histologicka,

2005 | kol. imunohistochemicka kolagén viac menej
Elsharawy M. A. | histologicka, kolagén (intima,

2007 | a kol. morfometricka média) viac mene;j

prehfad literatury z

LimC.S. a databaz PubMed a

2009 | Davies A. H. Ovid kolagén rovhako rovnako

a migraciu buniek hladkej svaloviny z tunica media do tunica intima. Na druhej strane, TIMP-
1 a TIMP-2 (prirodzené inhibitory MMPs) maji vyznamni ulohu v udrZiavani
proteolyticko/antiproteolytickej rovnovahy. Nadmerna expresia TIMP-1 inhibuje proliferaciu
a migraciu buniek hladkej svaloviny cievnej steny, vyUstujic do néslednej inhibicie
hyperplédzie intimy. Tieto ndlezy nezavislych illoh MMPs a TIMPs naznacuju, Ze remodelécia
cievnej steny a hlavne remodelacia intimy v zmysle hyperplazie je vysoko zavisla od funkcie

buniek hladkého svaloviny a endotelidlnych buniek [43, 48].
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Spiralovity kolagén, $pecificka forma upraveného kolagénu vykazujica $piralovité
zhrubnutia s periodickym pruhovanim, bol dokdzany v cievnom tkanive za rozlicnych pod-
mienok. Vo zvySenom mnozstve sa nachadzal aj v normalnych Zilach, kde boli pritomné vy-
soké hladiny MMP-1. Spolo¢né nélezy distriblicie Spirdlovitého kolagénu a expresie MMP-1
aj v niektorych typoch artérii indikovali, Ze Spirdlovity kolagén by mohol byt prednostne
vytvarany za podmienok fyziologickej degradacie normalnych kolagénovych fibril zdravych
ciev. Toto viedlo k zaveru, Ze hemodynamické zmeny vyvijajice tlak na cievnu intimu moézu
mat’ priamy alebo nepriamy vplyv na metabolizmus kolagénu cievnej steny. V praci autorov
Ishikawa Y. a kol. (2000) sledovali a porovnavali expresiu MMP-1, prolyl-4-hydroxylazy
(marker syntézy kolagénu v cievnej stene) a distribuciu Spiralovitého kolagénu (SC) v
rdznych typoch patologickych ciev (medzi nimi aj varikdznych Zil) a v ich "zdravych" kon-
trolach. Pri porovnavani varikoznych povrchovych zil versus zdravé povrchové zily dolnych
koncatin nasli zvySenu expresiu prolyl-4-hydroxylazy, znizent expresiu MMP-1 a zniZzena
distribtciu Spiralovitého kolagénu vo varikoznych zilach. Tento nalez ich viedol k zaveru, ze
vo varikdznych zilach je pritomna zvySena syntéza kolagénu spolu s jeho zniZzenou deg-
radéaciou na rozdiel od zdravych zil, ¢o je pravdepodobne dosledok vendznej hypertenzie.

Sansilvestri-Morel so spolupracovnikmi [97] skumala pri¢inu zniZenej produkcie
kolagénu III (proteinu) v bunkach hladkej svaloviny varikoznych Zzil napriek jeho normalne;j
mRNA expresii [95, 96], cesty jeho intracelularnej a extracelularnej degradacie v kultirach
hladkych svalovych buniek z normélnych a varikéznych Zil vena saphena magna. Okrem zvy-
Sen¢ho obsahu a produkcie kolagénu III vo varikdéznych Zilach ako aj v kultarach hladkych
svalovych buniek z varikéznych Zzil zistila:

A) stabilita a funkénost mRNA kolagénu III nie je narusena,

B) kolagén III nie je degradovany vo vnutri buniek mechanizmom zahfiajucim
proteazy,

C) kolagén III normalne vyzrieva a je secernovany mimo bunky,

D) kolagén III je degradovany v extracelularnom priestore mechanizmom zahfiiajicim
MMPs a MMP3 je zvySene exprimovana,

E) produkcia niektorych rastovych faktorov (bFGF, IL-1B3, PDGF-AB, TGF-B1) nie je
zmenena okrem zvysSenej VEGF (vascular endothelial growth factor) syntézy, avSak celkova

produkcia PAI-1 je zvySena ako aj produkcia a aktivita t-PA a
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F) mnozstvo fibronektinu je znizené v peri- a extracelulirnom kompartmente.
Z uvedenych vysledkov vyplyva niekol’ko predpokladov:

1) redukcia mnozstva kolagénu III je vysledkom jeho degraddcie mimo bunky vo
varikéznych zilach,

2) jeho degradacia je vysledkom zvySenej aktivity protedz,

3) zvySena degradacia kolagénu III v extracelularnom priestore moze byt nasledkom
hyperaktivity a nadprodukcie MMPs vo varikoznych Zilach,

4) kolagenazy a gelatinazy sa pravdepodobne nezucastiiuji degradacie kolagénu III
v hladkych svalovych bunkach varikéznych zil, avSak pravdepodobne sa ho aspon scasti
zucastiuje stromelyzin,

5) mRNA expresia aprodukcia stromelyzinu MMP3 bola zvySend v bunkach
varikéznych Zil,

6) substritom MMP3 je kolagén III (a nie kolagén I) ainhibicia aktivity MMP3
Ciastocne zvysuje produkciu kolagénu III. Stromelyzin MMP3 je kl'i¢ovy ¢len MMP skupiny
so Sirokou substratovou Specificitou: ma tlohu v aktivacii d’alSich MMPs a tak sa javi ako
silnym kandidatskym génom pri ovplyviiovani cievnej remodelacie, ruptire aterosklero-
tického plaku a rizika choroby korondrnych artérii. Naviac, MMP3 sa neddvno ukdazala ako
zvysene exprimovana pri chronickom zilovom vrede predkolenia a popisala sa ako poten-
cidlny terapeuticky ciel’ pri liecbe chronickych vredov predkolenia Zilovej etiologie. Jednym z
najcastejSich substritov MMP3 je fibronektin, jeho intracelularne mnozstvo v oboch sledova-
nych suboroch bolo rovnaké, avSak jeho mnozstvo v peri- a extracelularnom priestore bolo
znizené. Fibronektin pravdepodobne (tak ako kolagén III) je degradovany mimo hladkych
svalovych buniek varikdéznych Zzil rovhakym MMP zavislym mechanizmom, ¢o modze byt
MMP3. Ugast MMP3 na degradécii kolagénu III by mohla byt nepriama, prostrednictvom
aktivacie inych proMMP. NavySe, interakcia medzi kolagénom I, III a fibronektinom je
dolezitd pre polymerizaciu kolagénovych heterofibril. AvSak, kolagénové depozity zavisia od
interakcii medzi fibronektinom, kolagénom I a IIl prostrednictvom bunkovych integrinov.
Rozne studie dokumentovali schopnost’ fibronektinovych vldken vystierania a kontrakcie
prisposobujuc sa pohybom buniek, indikujuc tak svoju elastickost’ a ucast’ v rozt'aziteI'nosti
tkaniv. Degradacia kolagénu III a fibronektinu by mohla mat’ stslednost’ pri polymerizacii
kolagénovych heterofibril a tak ovplyviiuje ultrastruktiru a elasticitu tkaniva. Na porozum-

enie nadprodukcie MMP3 v bunkéch varikéznych zil roézne faktory, regulujice indukciu
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proMMP3 expresie boli kvantifikované v kultarach hladkych svalovych buniek TGF-fB1,
PDGF, II-1B a bFGF (zname svojou aktivaciou produkcie proteinov matrix, ako kolagénu
a elastinu, tiez popisané ako aktivatory proMMP3 expresie). Ich expresia bola Statisticky
rovnakd v porovnani s kontrolnym siborom, avsak bola zistena zvysSena koncentracia VEGF
v bunkovom supernatante z varikdznych zil. VEGF sa pripisuje indukcia proMMP3 expresie,
rovnako bol popisany ako aktivator u-PA at-PA expresii aktivaciou plazminogénu a tak
aktivatorom proMMPs. Z regulatorov aktivacie MMP (t-PA, uPA, PAI-1) boli pozorované
zvySené koncentracie t-PA v kultarach z varikdznych Zzil, avSak hladiny u-PA boli bez zmeny,
rovnako hodnoty celkového PAI-1 (inhibitora t-PA, u-PA) boli zvySené v kultirach z varik6z-
nych zil, avSak mnoZzstvo aktivnej formy PAI-1 (volna forma) nebolo zmenené. Z tychto
zisteni mozno predpokladat’, ze zvySend produkcia t-PA modze mat funkéné dosledky na
aktivaciu MMP. Rovnako zvySené hodnoty t-PA a PAI-1 boli zistené u pacientov s vendéznou
insuficienciou s defektnym fibrinolytickym systémom a naruSenou remodelaciou matrix.
Vysledky prace tak podporuji hypotézu, Ze v bunkach hladkej svaloviny varikéznych zil
mdze byt pritomna zvySend aktivita MMP a tato zvySena aktivita méze vysvetl'ovat’ redukciu
syntézy kolagénu III v extracelularnej matrix tychto buniek. V predoslych pracach, pri kvan-
tifikacii réznych MMPs v hladkych svalovych bunkéch varikéznych Zil, nenasla Sansilvestri-
Morel Statisticky vyznamné rozdiely v koncentraciach proMMP1, proMMP2, MMP1-TIMP1
komplexu, proMMP9, ako ani u ich inhibitorov TIMP1 a TIMP2 [94], ani pre proMMP7,
proMMPS8 a proMMP13. Tento zisteny fakt vSak nevylucuje, ze hladiny aktivnych MMPs st
tiez nezmenené. Naviac, MMP3 sa ztcastiiuje aktivacie inych MMPs a preto tcast MMP3
v degradécii kolagénu III by mohla byt nepriama. Niektoré Stidie demonstrovali zvySenie
produkcie proMMP1, proMMP2 a proMMP3 vo vzorkach varikéznych zil [13, 43, 61]. Pri-
¢om iné sStidie popisali znizenu produkciu proMMP2 a zvysené mnozstvo TIMP1 v tychto
tkanivach. [3, 81]. Tieto vysledky sa zdaju byt vzajomne protireciace, avsak treba vziat’ do
uvahy nedostatok Standardizacie vzoriek pouzitych v spominanych Stadiach s ohl'adom na
zdroj Zzil, lokalizaciu a vek subjektov. Spominana $tadia demonstrovala, Ze v kultirach hlad-
kych svalovych buniek varikdznych zil st kolagén III a pravdepodobne aj fibronektin degra-
dované mechanizmom zahtiiajuicim MMPs s pravdepodobnou ucastou MMP3. Tieto dysre-
gulécie st zodpovedné za znizenl akumuléciu kolagénu III bez zmeny jeho mRNA expresie
amozu mat’ funkéné dosledky v znizenej elasticite varikéznych zil. Tieto zmeny mdzu byt

generalizované v spojivovom tkanive roznych lokalizacii, ked’ze nerovnovéaha v syntéze kola-
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génu bola pozorovana aj v kulturach koznych fibroblastov derivovanych z koze pacientov
s varikoznymi zilami [95]. Takze primarny defekt varikoznych zil méze byt vo zvySenej a ab-
normalnej remodelacii vedicej k naruSenej distenzibilite Zil a ich zniZenej elasticite [97].

V nasej praci z roku 1999, porovnavajicej obsah oboch hlavnych zloziek spojivového
tkaniva, sme zistili Statisticky signifikantne niz§i obsah kolagénu vo varikoznych zilach,

rozdiel v obsahu elastinu nebol Statisticky vyznamny.
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The Determination of the Collagen and Elastin Amount
in the Human Varicose Vein
by the Computer Morphometric Method
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Abstract. The results of the works dealing with alterations of the connective tissue in
varicose vein wall are not ambiguous, so the exact cause of the vein dilatation has still not
been established. We were determining the collagen and elastin amounts in human varicose
vein wall in comparison with non-dilated long saphenous vein by the light microscopy and
computer morphometric method. We have found the lesser amount of collagen in varicose
veins than in non-dilated veins, the amounts of the elastin in both the varicose and non-
varicose veins were without the statistical significance.

Key words: Collagen — Elastin — Varicosis — Computer morphometry.

Introduction

Chronic venous insufficiency of the lower extremities is a world-spread disease especially
in its Western part. It affects about 30-40% of the human population (Durdik et al. 1997).
One of its main signs is varicosis — abnormal dilated, tortuos and elongated veins. The
cause of the primary form of varicosis is still the subject of interest of several investigators
in the world (Yamada et el. 1996). Some hypothesis suppose and some investigators
have noted the alterations of the connective tissue in venous wall to be responsible for
the onset of the varicosis, but the exact cause of the vein dilatation has still not been
established. The alterations of the connective tissue in varicose vein wall — especially its
two components: collagen and elastin, have been investigated by several workers and by
various methods but they still have not come to the clear conclusion (Psaila et al.1989,
de Carvalho et al. 1990, Maurel et al. 1990, Travers et al. 1996, Venturi et al. 1996). The
aim of this study was to determine the collagen and elastin amounts in varicose vein wall
by the computer morphometric method.

Correspondence address: P. Weismann, Department of Anatomy, Faculty of Medicine,
Comenius University, Sasinkova 2, 813 72 Bratislava, Slovakia.
E-mail: weismann@fmed.uniba.sk
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Materials and Methods

G varicose veln samuple: were collected from patients undergodag steippdog surgeey of the
lung saphenous vein, f contood samples of the poo-dilated lopg sapbenous wein wore snken
fromn the pathologie material (with no previens history of varicosis ). Sanples wire QEOT0e-
diasely fixed in L0 bulHered formalin, processed, wusc-eanbedoed, sectgoned and meanted
on the glas microslides. Piruindigocannin axnd Weigers (orocin) staining wrere wsesd for
differentisl staining of sellagen snd elastin {picreindiporarmin ssining collagen deaply
green and orcein in Weigert staining clastin black). For messanng 45 sections of cach
sinple were useel Micreslides were ccanped with [black-white] COD carnera {Sony —
Japan) conwecied wilh invertal microscope Olvmpas lapan) 1M71T-4 with magaifeation
2% Scanned microedichs wers analyoed with the morphometic programme CUE-2 {Gala

larael) uzing PC 436 and magneco-opric recording apparases Maxapeix TATE1300
(L5

Hesulis

Ak Picreindigoearmin staining we bave obeerved the lesaer occuraner of the collagen o a
hin tepbes intime of the varicose vein woll with relatively o lot of smouth muscle cells.
The: collagen was maimly comeentratied mthe subiinlimal regeen of the thick tonica medi
and the minimum of concentration was foand in tunica adventitin In che aoo-dilaied
samples of vein we Lave pbacrwed noarly equal arrangrment of the collagen wall 3 layes
of the vein wall. A little more wies foond in bonice sdventitia with & lees of moscle cells
wherear in tupics intimma and funica media she files of eollegen wore intertwined wich
smooth miscle cells lopgisudinally and rirenlary arrangesd (Fig. L)

A Wiigerk stining (oreein) we have observed U elastin occurance in varicoss ywin
sarnples in all 3 laver= af the vein wall, a litfle more was foond in tunica iotma and wich
the rere acrumulations in tunica media. In the noosdilated vein samples we obseoved che
mimirmnm af clastin in tanica media, a litele mece of i arranged in tunics intima aod Lhe
rwaxiram 4f i arranped in lusles adventitin (Fig, 2)-

Diat the exact determination of the collagen and slastin copbents fon each vessc] wall
layer was not performed. For more exact detinguicshing of tha fallewsd subjects - Lhe

Figure 1. Collagen lecalisetion (black cobaur) in human nes-vasiesss [N and mricose (V)
THIEE.
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@ronemrcoas wen V) [Cvanicase win (V) i

Figers 3. Comparison of the collapges condenl in varicoss and non-varlcose vefng in the prrosatoge
of sreal conoentrotion (mend). ¥% B 2001,

collagen and the elasiio. we have squaly divided the microscopic section of the vein mto
the relevant oomber of the squarse subaress which bave bem scanned sepacately. By the
mathod of treshiolding we determained che aseal concentration of the collagen and elastin
for the each microslide. By compiring the waricoss and control samples (Fig. 3} we found
thak the varicose vein eontents percentually lesser amaount of che collagen (31,41 + 582
vhan the contred pen-dilated woin (43 29 = 2.064) (P < 0.01). the smonnts of the elastin in

Lie varicose and the nop-varicese veins were neasly the same (with no statistical difference
between them).
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Discussion

The pesnlts of our work a5 for the collagen are i geod correlation with the pemersl
opinge Ele varicose vein should contain the leser ausounl of the elascin and eollagen -
rezpangible for the elasticity, the firmneas and the resistanes of the win owall egainst the
hydroetatic pressure, than the nan-varicase vein, Cher resulss as for the elasbin aoe ool bn
a pood correlavion with the geoeral opinica, but Travers i @, [19%6) found the sume in
his histologion! work [with the steseologioal analysis). The warks of various iovestigalons
by wng af varions methacds for the determining the collagen apd ke elaslin amounts o
the varbocose vedn wall have ol led o che unsmbiguwons conclosion, so the general opinion
remains unsanfivred and unrefubed. Frr the Betnre we are thinking abouk the ase of
the calor OO camanera which enables the more precise - colowssd distioguishing of the
imdividual components of veln wall. Tt will ke alsn interesting to visoalize each collagen
subivpe with the immunofloorescens antibodies [ Galbawy ef al. 1096, Waksman ee al.
1947 ).

Conclusinn

The mechod of decsrmining che copcentration of the collages and the elastin in the biopkic
materiel processed with the classie bistological procedurss and analywed by the computec
morphomatric lethed seems o be eelatively sy, quick aod precise e tbe case of osing
the expesienoed nercessary ssaming dechnelogien,
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2.4.1.1.2.2.1. SUBTYPIZACIA KOLAGENOV V STENE VARIKOZNYCH ZiL

Ako uz bolo spomenuté vyssie, nejednoznacnost’ vysledkov prac, porovndvajicich
obsah kolagénu v stene varikdznych a nevarikdznych (zdravych) Zil viedla autorov k sledo-
vaniu blizSej Specifikdcie distribucie jednotlivych subtypov kolagénu v zilovej stene za
normalnych aj patologickych okolnosti.

Klasifikacia kolagénov

Doposial’ bolo popisanych 19 typov kolagénov a su snahy o charakterizaciu d’alSich
typov. VSetky typy kolagénov maju trojité Spiralovité domény, ale v rozli¢nych proporciach.
Struktira a funkcia molekuly extraceluldrnej matrix teda zavisi od poétu a velkosti tychto
rozliénych $piralovitych domén, ale aj od velkosti globularnych domén, ktoré ich oddel'uju.
Kolagény moZu byt rozdelené na 2 podskupiny: fibrilarne a nefibrildrne kolagény.

Fibrilarne kolagény su kolagény vytvarajuce pruhované fibrily. St zlozené z dlhej
trojitej zavitnice a tato linedrna Struktira umoziuje lateralnu agregaciu molekul a vytvorenie
fibril. V tejto triede su zastupené kvantitativne pocetnejsie kolagény typu I a typu II, ktoré si
esencialnymi komponentami koze, kosti, Sliach a hyalinnej chrupavky ale aj kvantitativne

menej pocetnejsie, napr. typ 111, V, XI.

Tab. 6. Fibrilarne kolagény a ich vyskyt v réznych tkanivach.
typ retazce distribucia v tkanivach
I alfa1(l), alfa2(l) koza, kost, Slacha, dentin....
1l alfa1(ll) koza, cievy
alfa1(V), alfa2(Vv), kultary pfacnych buniek Skrecka, fetalne membrany, koza,
\% alfa3(V) kost, placenta, synovialna membrana
Il alfa1(ll) hyalinna chrupka, sklovec
alfa1(Xl), alfa2(XI),
Xl alfa3(Xl) hyalinna chrupka, sklovec

Jednotlivé typy kolagénov tejto skupiny a ich tkanivova distribucia je prehladne
zobrazena vo vysSie uvedenej tabulke [Tab.6] spracovanej podla autorov Lethiasa a kol.
(1996) [67].

Nefibrilarne kolagény maju nodularnu Struktaru, t.j. molekula je zloZzena z trojitych
Spiralovitych domén odelenych globularnymi doménami. Vlastnosti trojitych zavitnic v spoje-
ni s vlastnostami globuldrnych domén umoziuju vytvaranie originalnych a rozmanitych
Struktir. Non-fibrilarne kolagény a ich vyskyt st prehl'adne znazornené v tabulke [Tab.7],

spracované podl'a Lethiasa a kol. (1996) [67].
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V stene zil bola dosial dokumentovana pritomnost’ tychto subtypov kolagénu: 1, III,
IV,V, VI, XII, XIV. Prace porovnavajice obsah a distribuciu jednotlivych subtypov kolagénu
v stenach varikoznych a "zdravych" zil st pre lepSiu prehladnost’ znadzornené v tabulke

[Tab.8].

Tab. 7. Nefibrilarne kolagény a ich vyskyt v réznych tkanivach.
typ ret'azce distribicia v tkanivach

alfa1(1V),alfa2(lV), alfa3(lv),
v alfa4(lV), alfa5(1V), alfa6(IV) bazélne membrany, bazalne membrany glomerulov
Vi alfa1(Vl), alfa2(Vl), alfa3(VI) cievy, koza, medzistavcova platnicka
VI alfa1(VIl) dermoepidermdlna junkcia

Descementova membrana rohovky, endotelialne

VI alfa1(VIIl), alfa2(VIIl) bunky
IX alfa1(1X), alfa2(1X), alfa3(1X) hyalinna chrupka, sklovec
X alfa1(Xx) rastova platnicka
Xl alfa1(XIl) 8facha, koZa, periodontalne tkanivo
Xl alfa1(XIll) endotelialne bunky
A\ alfa1(X1V) koza, Slacha
XV alfa1(XV) fibroblasty, bunky hl. svalstva
XVI alfa1(XVl) placenta, fibroblasty, bunky hl. svalov
XV alfa1(XVll) antigén bulézneho pemfigoidu (BP180)
XVIII alfa1(XVIII) pecen, obli¢ky, placenta
XIX alfa1(XIX) ?

Predpoklada sa, Ze kolagén I udel'uje pevnost’ v t'ahu, kolagén III je pravdepodobne zapojeny
do roztaznosti a pruznosti cievnej steny. Kolagén IV (nefibrilarny kolagén, vyskytujlci sa v
bazalnych membranach) sa vyskytoval prevazne subendotelidlne- v tzv. subendotelidlnom
prazdnom priestore pre kolagén IV, vo varikéznych zildch sa nachadzal vo zvySenom
mnozstve tieZ prevazne subendotelidlne, niekedy s pridavnym zhrubnutim endotelu a stratou
cirkularneho usporiadania vlaken, s vyvojom uzlov a plakov. Kolagén V (fibrilarny typ kola-
génu) s dokumentovanym vyskytom v cievnych stenach sa pri biochemickej extrakcii zvycaj-
ne extrahuje spolo¢ne s kolagénom III; predpoklada sa jeho uloha pri udrzovani Strukturalnej
integrity a elasticity cievnej steny. Kolagén VI (nefibrilarny kolagén s dokumentovanym
vyskytom v cievach) v zdravych zildch sa vyskytoval v extracelularnej matrix okolo cirku-
larnej vrstvy hladkej svaloviny a ako tenka membrana subendotelidlne, s menej intenzivnej-
Sim vyskytom na hranici tunica media a tunica adventitia. Vo varikéznych zilach sa na

zéklade prace Lethiasa (1996) dokazal taktiez v subendotelidlnej lokalizacii, avSak v reduko-
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vanej miere a prerusovane aj v tunica media. Kolagén XII a kolagén IV su taktiez nefibrilarne
kolagény s dokumetovanou pritomnost'ou v cievnych stenach avsak v odlisSnych lokalizaciach
napriek podobnej molekulove;j Struktire. Kolagén XII bol pritomny v zhlukoch v subendoteliu
a zasahoval hlboko do tunica intima, priCom rozdiely v lokalizacii medzi zdravymi a
varikdznymi Zilami boli malé. Kolagén IV sa nachadzal vylu¢ne v tunica media, na Grovni
cirkularnej vrstvy hladkej svaloviny; znacenie protilatkami vytvaralo spojité obkruzenie v

cievnej stene zdravych Zzil, vo varikéznych Zilach boli pozorované prerusenia [74].

Tab. 8. Prace porovnavajtce distribuciu jednotlivych subtypov kolagénu v Zilovej stene
varikéznych a "zdravych" Zil.
rok  prvy autor metodika ciel porovnavania vysledky
zdravé
varixy zily
kolagén I, viac mene;j
kolagén Ill, | viac mene;j
kolagén IV, | viac* menej
1990 | Maurel E. a kol. biochemicka kolagén V viac mene;j
kolagén I., viac mene;j
1994 | Chello M. a kol. biochemicka kolagén llI viac menej
kolagén VI, | menej viac
kolagén XII, | menej viac
kolagén IV, | menej viac
1996 | Lethias C. a kol. imunofluorescencéna | laminin menej viac
kolagén I.,
kolagén viac mene;j
IlI+V, voda, | menej viac
Waksman Y. a pomer viac mene;j
1997 | kol. biochemicka /+Vv viac menej
kolagén IV., | rovnako *(rozdiely v rovnako
laminin, rovnako intenzite a rovnako
1998 | Porto L. C. a kol. | imunohistochemickd | ASMA® rovnako rozlozeni) rovnako
kolagén V.,
fibronektin,
laminin, viac menej
tenascin, viac menej
1999 | Kirsch D. a kol. imunohistochemicka | undulin viac menej
* v nedilatovanych usekoch varikéznych Zil
° alfa aktin hladkych svalovych buniek

Dalsie proteiny extracelularnej matrix st aj laminin, fibronektin, tenascin, undulin. Za
biologickl funkciu lamininu (syntetizovaného endotelidlnymi bunkami a bunkami hladke;j
svaloviny) sa povaZuje viazanie, diferenciacia, migracia a proliferacia buniek. Laminin sa po-
dobne ako kolagén IV povazuje za zédkladni komponentu bazalnych membran. Jeho oznace-

nim Specifickymi protildtkami je mozné lokalizovat’ bazalnu membranu v tkanivovych vzor-
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kach. Vyskyt lamininu v zdravych zilach bol vyssi- s niz§im vyskytom v tunica intima nez v
tunica media. Vo varikoéznych zilach sa popisuje jeho vyskyt nejednoznacne- raz redukovany,
inokedy zvyseny- avSak s nepravidelnym usporiadanim.

Za biologickt ulohu fibronektinu sa povazuje viazanie, diferencidcia a proliferacia
buniek, migracia buniek vo vyvojovej faze a vyznam pri hojeni ran. Pri imunohistochemic-
kom znaceni sa v zdravych zilach hojne vyskytoval v tzv. subendotelidlnom prazdnom pries-
tore, v tunica media s cirkuldrne orientovanym vlaknitym usporiadanim a s malym obsahom
aj v tunica adventitia. Vo varikoznych zildch sa nasiel jeho zvySeny vyskyt hlavne v tunica
intima a tunica media, s difuzne nepravidelnym usporiadanim od jemnych vlédknitych zhlukov
az po uplnu destrukciu cievnej steny, niekedy aj s pritomnostou plakov, avSak bez
patologickej alterdcie tunica adventitia.

Tenascinu sa pripisuje antiadhezivna funkcia a vyznam pri diferenciécii, proliferacii
a migracii buniek. ZvySena expresia sa pozorovala v strome rozlicnych tumorov. Jeho vyskyt
v cievnej stene zdravych Zzil bol podobny vyskytu lamininu. Vo varikéznych zilovych stenach
sa popisal zvySeny vyskyt a akumulécia tenascinu v tunica intima a tunica media, v pripadoch
silnejSiecho poskodenia steny cievy s nepravidelnym usporiadanim vldken a pritomnostou
plakov v tunica media.

Undulin je pravdepodobne ddlezity pre organizaciu kolagénovych vlaken. V zdravych
zilach bola dokazand jeho zvySena expresia v oblasti tunica adventitia v porovnani s ostat-
nymi proteinmi extraceluldrnej matrix a s vlnitou orientaciu vlaken.Vo varikéznych ziladch
bola tiez pozorovana jeho zvySena expresia v tunica intima a tunica media s nepravidelnym
usporiadanim vlaken, podobne ako u tenascinu a lamininu.

Extracelularna matrix hra aktivnu tlohu v spravani sa buniek, s ktorymi je v kontakte.
Mozno zhrnut', Ze expresia a organizacia extracelularnej matrix predstavuje dynamicky proces
medzi bunkovym systémom a extracelularnymi makromolekulami. N4jdené a opisané zmeny
v Strukture extraceluldrnej matrix sa prevazne tykali subintiméalneho priestoru, tunica intima a
tunica media, pravdepodobne pre priamy kontakt endotelu a tunica intima s krvnym pradom.
Preto bola vyslovena d’alSia hypotéza, podl'a ktorej zmeny cievnej steny prebiehaji v uréitom
chronologickom poradi: inicidlna akumulacia vlaken v tzv. subendotelidlnom prazdnom pries-
tore, nasledna zvySend modifikacia tunica intima pokracujuca d’alSim postihnutim tunica

media [67, 74, 86].
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V nasej praci sledujucej pomer subtypov kolagénu I a III: vo varikéznych zilach, sme

zistili Statisticky vyznamné znizeny pomer kolagén I/III v porovani so zdravymi Zilami.
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MORPHOLOGICAL STUDY

Comparison of collagen subtype I and III presence in varicose
and non-varicose vein walls
Haviarova Z'¢, Janega P2, Durdik S*, Kovac P?, Mraz P!, Stvrtinova V?

Institute of Anatomy, Faculty of Medicine, Comenius University, Bratislava, Slovakia.
zora.haviarova@fmed.uniba.sk

Abstract: Study objectives: The connective tissue alterations in varicose vein wall are supposed to be one of
the main causes of primary varicose vein (main sign of human lower limbs chronic venous insufficency).
Methods: 5 varicose vein samples from 5 patients undergoing stripping surgery of long saphenous vein were
compared with 5 control samples of healthy (non-dilated) long saphenous veins from necroptic material (with
no history of varicosis). They were fixed in a Baker solution, processed by use of light microscopic method,
cut to ultra-thin sections (4—5 pm) and stained with PicroSirius Red for collagen. Sections were scanned with
light microscope (Leica, Germany) and camera Canon S50 (Germany) and analysed by morphometric
programme Image J v.1.38g (National Institute of Health, USA).

Resuits: In the group of healthy (non-dilated) veins the mean collagen I/lll ratio value was 31.40 and in the
group of varicose veins the mean collagen I/l ratioc was 12.35; the difference is statistically significant: healthy
veins contain significantly more of collagen subtype | and varicose veins contain significantly more of collagen
subtype Il in their walls.

Conclusion: The statistically significant difference in the collagen I/l ratio between the groups of healthy (non-
dilated) and varicose (dilated) vein walls is worthy of further following (Tab. 2, Fig. 7, Ref. 12). Full Text (Free,
PDF) www.bmj.sk.

Key words: varicose veins, collagen subtype | and |ll, collagen subtype ratio I/lIl.

Chronic venous disease is a relatively frequent vascular dis-
case of the lower limbs affecting mainly the persons of produc-
tive age. After statistical data from literature the incidence of
this disease in the developed countries of Europe and USA is
about 40-60 % in females and 15-30 % in males (1). Beside the
postthrombotic syndrome and crural ulcer, varicose veins repre-
sent only one of the symptoms of the chronic venous disease. It
is characterized by abnormal dilatation, tortuous course and elon-
gation of veins (2). According to its etiology we distinguish its I
primary form (cause unknown) and secondary form (occurring
usually as a consequence of the surviving deep lower limb phle-
bothrombosis). As the exact cause of the primary form has not
been yet revealed, the therapy of this form still resides mainly in
reducing the symptoms. The cause of the primary form of vani-
cosis remains to be the subject of interest of several investiga-
tors in the world. There is etiopathogenetic association between

Tab. 1. Fibrillar collagens and their distribution in various tissues.

Type Chains Distribution in tissues

I alfa (1), alfa2(I)
1 alfal(imm
Vo alfal(V), alfa2(V), alfa3(V)

Skin, bone, tendon, dentin
skin, vessels

Hamster lung cells culture, fetal
Membranes, skin, bone, placenta,
synovial membranes

alfa1(IT) hyaline cartilage, vitreous humor
alfal(XI), alfa2(XT),alfa3(XI) Hyaline cartilage

function of venous endothelium, ¢) venous valve damage, d) alter-
ations in microcirculation and venous wall nourishment (6, 7).

Some hypotheses in accord with some investigators suggest
the alterations in the connective tissue of venous wall to be re-

a) weakness of venous wall associated with alterations in the
connective tissue and smooth muscle cells (3, 4, 5), b) altered
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sponsible for the onset of varicosis, yet the exact cause of venous
dilatation has not been established. The alterations in the con-
nective tissue in varicose vein wall — especially its two compo-
nents: collagen and elastin, have been investigated by several
workers and by various methods but they still have not come to
a clear conclusion (3, 5, 8, 9, 10, 11, 12).

The extracellular matrix of connective tissues is composed
of molecules belonging to four protein groups: collagens,
proteoglycans, glycoproteins and elastin. Collagens are struc-
tural proteins with one or several triple-helix domains. This struc-



ture results from the association of three polypeptidic chains pre-
senting characteristic amino acid sequences. Every chain is built
up at the level of triple-helix domains by the repetition of trip-
lets (Gly-Xaa-Yaa), where X and Y are very often proline and
hydroxyproline respectively. Because of the presence of cyclo
amino acids, the chains take a left-handed helix structure of type
poly-proline II. The association with two other chains leads to
the formation of a right-handed super helix. Till nowadays 19
types of collagens have been described and new types are cur-
rently under characterization. All of these collagens have triple-
helix domains, but in variable proportions. The structure and the
function of the molecule in the extracellular matrix depend thus
on the number, the size of these different helicoidal domains but
also on the size of globular domains that separate them. Col-
lagens can be divided into two sub-families: fibrillar and non-
fibrillar collagens (8). Their compositions and tissue localizatons
are displayed in Tab I and Tab [I1 (Lethias et al, 1996).

So far it has been documented that collagen in venous wall is
present in subtypes I, I11, IV, V, VI, XII, and XIV. Itis supposed
that collagen I provides traction firmness and collagen IIl is prob-
ably responsible for dilatability and elasticity of the vascular wall
(3,9, 12). The aim of our work was to compare the presence of
Iand III collagen subtypes in the walls of human varicose and

Haviarova Z et al. Comparison of collagen subtype I and Ill...

Tab. 2. Non fibrillar collagens and their distribution in various tissues

Type Chains Distribution in tissues

IV alfal(IV)alfa2(IV) basement membranes, glomerular

basement membranes

alfa3(TV),alfad(TV),alfa5(TV)
alfa6(IV)

VI alfal(VT),alfa2(V1),alfal(VI)
VI alfal (VIT)

VI alfal(VII),alfa2(VIIT)

vessels, skin, intervertebral discs
dermoepidermal junction
Descemet’s membrane,
endothelial cells

IX  alfal(IX),alfa2(IX),alfa3(IX) hyaline cartilage, vitreous humor

X alfal(X) growth plate

XIT alfal(XII) tendon, skin, periodontal ligaments
X1 alfal(X1ID) endothelial cells

XIV alfal(XIV) skin, tendon

XV alfal(XV) fibroblasts, smooth muscle cells
XVI alfal(XVI) placenta, fibroblasts, smooth

muscle cells

XVII alfal (XVII) bullous pemphigoid antigen

(BP180)

XVIII alfal(XVIII) liver, kidney, placenta

XIX alfal(XIX) ?
non-varicose (healthy, non-dilated) veins of lower limbs, while
in both groups we compared the mutual ratios of these two col-
lagen subtypes (I/I11 ratio).
A
Column A PZ
vi vi
Column B v
Unpaired [ fost
Paue 5.0010
P vaue summary s
means L <0.05) Yes
. Gne- o wolaled P value? Twolaled
collagen I/lll ratio 7 L —
| Fow g Is the difference?
(3 )
40- I
means 06 £
— [ &% confidence interval 7908 1o 3020
R squamd 0.07328
| Fiow o compars varences
30. F.OFn, DId 318, 85,57
Paue $<0.0001
P value summary o
——
20+ B ] = I
| 55% Porcantle 9012 | 608
[ Wedan 061 | 0.8 |
104 [—75% Porcanile Wl | WA
W | 3140 %
51 Dovation 80 | TEE |
[ 80 Bwor 4615 053 |
c Lower 95% Clof mean F7¥7] 0.5
] Upper 05% Clofmean | 4057 RLE)
Q’L A Bum 2700 7181

Fig. 1. Graph and table of results for the compared collagen /111 ratio of both sample groups.
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Fig. 2. Healthy (non-dilated) venous venous subarea

digital image.

Fig. 3. Varicose (dilated) venous subarea, summmary digital image.

Material and methods

The followed group was composed of 5 varicose vein samples
taken from the patients undergoing the stripping surgery of the
long saphenous vein (5 males, age range 2650 yrs, average age
40.8 yrs, median 43 yrs). They were compared with the control
group composed of 5 samples of healthy (non-dilated) long saphe-
nous vein taken from necroptic material (with no history of

varicosis, | female, 4 males, age range 20-35 yrs, average age

25.6 yrs, median 24 yrs). The samples were fixed in Baker solu-
tion (24—48 hours) and further processed by the light microscopic
method into parafine tissue blocks, then cut to ultra-thin sec-
tions (4—5 pm), stained with PicroSirius Red for collagen pres-
ence. The sections were scanned in polarized light of the light
microscope (Leica, Germany) and camera Canon S50 (Germany)
In the polarized light the different collagen subtypes of fibrils
show different colour according to their thickness: collagen I red

to yellow, collagen Il green. Each colour density was morpho-

104

Fig. 4. Healthy (non-dilated) venous subarea, polarized light-digital

substraction, collagen 3 (green).

polarized light-digital sub-

Fig. 5. Varicose (dilated) venous subarea

straction, collagen 3 (green).

metrically analysed with the morphometric software Image
J v.1.38¢g (National Institute of Health, USA) and the results were

processed with Excel (Microsoft, USA) (Fig. 1)
Results

In the group of healthy (non-dilated) human superficial lower
limb veins the mean collagen I/I11 ratio value was 31.40 and in
the group of varicose veins the mean collagen I/11I ratio was
12.35, while p<0.0001. The difference is statistically significant:
healthy veins contain significantly more of collagen I subtype
and varicose veins contain significantly more of collagen I1I sub-
type in their walls. Both group results and more statistical de-

tails are shown in Figure |
Discussion

In the group of healthy (non-dilated) human superficial veins

51



Haviarova Z et al. Comparison of collagen subtype | and lll...

Fig. 6. Healthy (non-dilated) venous subarea, polarized light-digital
substraction, collagen 1 (red-vellow).

of the lower limbs the collagen /11l ratio was significantly higher
than in the group of varicose (dilated) human superficial veins
of lower limbs. This means that in the group of non-dilated veins
prevailed the presence of collagen 1 and in the group of dilated
(varicose) veins prevailed the presence of collagen 3. Distribu-
tion of both collagen subtypes was approximately similar. This
means that we did not observe any noticeable differences as to the

presence of collagen subtypes among individual vascular layers
Conclusion

The results of our preliminary study helped to reveal the fact
that varicose venous walls really show different collagen sub-
type patterns compared to the healthy venous wall as well as that
the collagen subtype pattern (and contents) are worthy of further
following. It will be also worthy of repeating this study in more
numerous sample groups.
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2.4.1.1.2.3. ZMENY V STRUKTURE OSTATNYCH PROTEINOV A SUCASTI EXTRACELULARNEJ
MATRIX.

Predpoklada sa, ze dysfunkcia bunkového cyklu a deregulovany obrat buniek Zilovej
steny prispievaju k patologickej remodelacii primarne varikoznej Zilovej steny. Stupen bunec-
nosti Zilovej steny je podmieneny rovnovahou medzi migraciou a proliferaciou buniek, v za-
vislosti od rychlosti ich tniku a apoptézy. Jacob T. (2005) a spolupracovnici pozorovali Sta-
tisticky vyznamné rozdiely v expresii a subceluldrnej lokalizacii cyklinu D, regulacného pro-
teinu bunkového cyklu. V d’alSej svojej praci poukazali na zvySenu fokalnu aj pantropicku ex-
presiu transformujtiiceho rastového faktora f1 (TGF-B1) vo vSetkych vrstvach varikoznej Zilo-
vej steny, jeho zvySent génovu transkripciu, ako aj zvySenu fokalnu expresiu indukovatel'nej
NO-syntazy (iNOS) v primarne varikdéznych Zilach. Pritomnost” TGF-B1 a iNOS pozitivnych
buniek bola vysoka nielen vo varikéznom tkanive v porovnani s tkanivom kontrolného subo-
ru, ale tieto molekuly boli zvySene exprimované v tortudznych tsekoch oproti netortué6znym
segmentom varikoznych zil [50]. Expresia TGF-f1 a iNOS bola tieZ pozorovana v bunkach
pozitivnych na a-aktin hladkej svaloviny a CD68 [56].

TGF-B1, izoforma fibrogénneho cytokinu TGF-B, je multifunkény polypeptid, regulu-
juci rozne bunkové funkcie ako proliferaciu, migraciu, diferencidciu a produkciu extracelular-
nej matrix (ECM). TGF-B1 moze Gcinkovat’ aj ako mohutny antiproliferativny a apoptoticky
faktor pre proliferujiice cievne bunky. Bola dokdzand jeho stimuldcia expresie o-smooth
muscle aktinu (ASMA) vo fibroblastoch metédami in vivo aj in vitro a tiezZ podporuje tvorbu
Strukturdlnych elementov délezitych pre vytvorenie kontraktilnej sily. Pri cievnej chorobe je
zname, Zze TGF-B1 ma dualisticku tlohu a Gc¢inkuje ako bi-funkény regulator proliferacie,
migracie a fenotypu buniek hladkej svaloviny ciev. Preto predpokladaji, Ze tato pleiotropna
molekula méze regulovat’ aj remodelaciu pozorovanu pri vyvoji varikozity.

Oxid dusnaty (NO), mohutny intercelularny posol (messenger), nielen ze reguluje
cievny tonus, ale ma tieZ r6zne patofyziologické funkcie, ako inhibicia agregéacie/adhézie krv-
nych dosti¢iek, mediacia zapalovej kaskady, neurotransmisia, cytotoxicita a iné. Naviac, NO
je tiez pleiotropnym cCinitelom v sprostredkovani a vykone apoptotickej kaskady. Taktiez
ucinkuje vo vnutri endotelu, v ktorom je produkovany hlavne endotelidlnou NO syntazou
(eNOS) alebo prenika cez endotelidlnu vrstvu postihujuc hladké svalové bunky, ktoré tiezZ mo-
zu vytvarat’ NO prostrednictvom indukovatel'nej NO syntazy (iNOS). Pokym eNOS a nNOS

su kalcium-dependentné a vytvaraji malé mnozstvda NO po stimulacii, iNOS je cytokinom-
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indukovatel'nym, kalcium- independentnym enzymom s vysokym vydajom, ktory moze byt
vytvarany takmer kazdou jadrovou bunkou po vhodnom zapalovom stimule [50].

V naSej praci, kde sme porovnavali expresiu iNOS, sme zistili signifikantne nizsiu
expresiu iNOS v stene varikoznych zil v porovnani so stenou zdravych zil.

Expresia induktivnej izoformy syntazy oxidu dusnatého v stene
varikéznych zil

Zora Haviarovd', Andrea Junegov&z, Pavel Janeng, Stefan Durdik®, Peter Kova&®, Viera Stvrtinova®, Peter Mraz’

TAnatomicky ustav, *Ustav patologickej anatémie, *Ustav sudneho lekarstva, Lekdrska fakulta Univerzity Komenského, Sasinkova
2-4, 813 72 Bratislava, SR,

41. chirurgicka klinika, °II. Interna klinika Lekarskej fakulty Univerzity Komenského a Fakuline] nermocnice, Mickiewiczova 13,
813 69 Bratislava, SR

Pravdepodobnou pricinou priméarnej formy varikozity je slabost Zilovej steny. V literatire nachdadzame kontroverzné
udaje o jej sStrukturdlnych zmenach. Vazodilatacny efekt NO je spésobeny relaxaciou hladkej svaloviny, je
syntetizovany enzymom NQOS. V fudskom tele su zname 3 izoformy NOS: iNOS (induktivha NOS) je exprimovanad
rozliénymi bunkami prevazZne na zapalové podnety, pravdepodobne méa aj ucast v patofyzioldgii autoimmuinnych
choréb.

Material a metody. Vzorky varikéznych a zdravych Zil spracované metddou svetelnej mikroskopie, a standardnou
immunohistochemickou metddou s pouZitim kralicich polykionalnych protilatok proti induktivnej NOS izoforme.
Fxpresia protilatok bola vyhodnotena semikvantitativne a preverena morfometricky 20 obrazovou analyzou. Celkova
plocha pozitivity danej NOsyntazy bola izolovana digitalnou farebnou substrakciou a farebnou analyzou bol urceny jej
podiel voci celkovej ploche tunica media. Na Statisticku analyzu bol pouZity neparovy t-test.

Vysledky. Histomorfologické a semikvantitativne vyhodnotenie iNOS izoformy poukazalo na diskontinualnu a
signifikantne nizsiu expresiu iNOS izoformy v tunica media varikéznych Zil oproti kontrolnej skupine.

Zavery. Nase vysledky poukazuji na moznu nizsiu hladinu NO vo varikoznych Zilach, dedukujiuc Ze dilatacia vari-
koznych Zil je doésledkom iného patofyziologickeho mechanizmu. Vysledky nasej prace protirecia vysledkom
publikovanych prac podobného zamerania.

Kliicové slova: varikdzne Zily, oxid dusnaty (NQ), iNOS

Key words: varicose veins, nitric oxide (NQ), iNOS

suvislosti sa davaju aj vazoaktivne latky: prostacyklin,

Ovod tromboxan A2, noradrenalin [7].

Chronicka vénova choroba dolnych konéatin (CHVCH Oxid dusnaty (NO) je dolezita medzibunkova sig-
DK) je relativne €astym cievnym ochorenim zil delnych nalna molekula, vyznamny vazodilatatny cinitel' vdaka
konéatin postihujicim osoby prevazne v produktivnhom schopnosti relaxdcie hladkej svaloviny ciev. NO ma
veku. Podla statistickych udajov z literatury vo vyspe- v ludskom organizme mnoho vazoprotektivnych funkcii:
lych krajinach Europy a USA sa toto chronické ochore- inhibuje adherenciu a agregaciu  krvnych dosticiek,
nie zil vyskytuje u 40-60 % Zien a 15 - 30 % muZov [8, redukuje adherenciu leukocytov k endotelu, potlaca
9]. Varikozne (kiftové) Zily su popri postrombotickom proliferaciu hladkej svaloviny ciev [13]. ZniZenie jeho
syndrome a vrede predkolenia len  jednym produkcie alebo ucinku predisponuje krvné cievy
zo symptémov CHVCH DK. Su charakterizovang abnor- k posSkodeniu. V ludskom organizme je syntetizovany
malnym rozsirenim, tortuéznym vinutim a elongéaciou syntazou oxidu dusnatéeho (NOS), enzymom ktory sa
vlastnej dizky. Varixy mézu byt primarne (ich prigina v ludskom tele vyskytuje v 3 izoformach: endotelialna
nie je znama) alebo sekundarne, vznikajuce najcastej- NOS (eNOS), neuronalna NOS (nNOS) a induktivna
gie ako désledok prekonanej hlbokej flebotromhbozy. NOS (iNOS). Boli pomenované podla tkaniva, z ktorého
Jednoznatna pricina primarnej formy spominaného boli prvykrat separovane a charakterizované a ich geny
ochorenia stéle nie je uplne zrejma a preto aj jej liecha sa nachadzaju na chromozémoch 7, 12 a17.
je vo velkej miere len symptomaticka [2, 3]. Do etio- Z biochemického hladiska su syntazy oxidu dusnatého
patogenetickej suvislosti sa dava hlavne slabost zilovej skupinou komplexnych enzymov, katalyzujucich oxida-
steny spojena s poruchou spojivového tkaniva (kola- ciu L-argininu na oxid dusnaty (NO) a L-citrulin [12].
génu a elastinu) a hladkého svalstva [11, 12], ale aj Vaskuloprotektivny — u€inok  jednotlivych  izoforiem
porucha funkcie Zilového endotelu, poskodenie Zilovych v ludskom organizme este nie je dostatocne objasneny
chlopni a poruchy mikrocirkulacie [7, 9, 10]. Doposial [14]. Howlader a Smith kolorimetrickou metédou
zistené histologické zmeny cievnej steny zahrihaju pozorovali zvySene hodnoty celkového NO u pacientov
flebosklerdzu, zhrubnutie intimy, fibrozu médie, ubytok so zavaznym stupnom venodzneho postihnutia (Stadium
hladkej svaloviny a formovanie trombov. Do pri¢innej Ca-5) [5].

Folia Medica Cassoviensia, 65 (2] 2070 17
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Expresia INOS je indukovana v mnohych rozliénych
bunkach (makrofagy, endoteliglne bunky, bunky hlad-
kej svaloviny ciev, kardiomyocyty, ai.) po stimulacii
lipopolysacharidmi (LPS), cytokinmi (ako IL- 1B , TNF-
a, IFMN-y, IL-6) a i., t.j. hra délezita ualohu
v antimikrobialnej, antiparazitickej a antineoplastickej
aktivite. Tato izoforma nie je regulovana Ca.:. Produ-
kuje wvelke mnoZstva NO s cytostatickym efektom
na parazitické cielové bunky inhibiciou Fe-ohsahujucich
enzymov a spdsobujuc fragmentaciu DNA. Indukcia
INOS je sucastou patofyziologie autoimmunnych choréb
a septického &oku [13]. Induktivha izoforma NOS
(na rozdiel od konstitutivhych NOS izoforiem, ktoré su
exprimované kontinudlne) je exprimovana po stimulacii
zapalovym podnetom, syntetizujic velké mnozstvo NO
v prechodnom stave [14]. V experimente na mysiach
NO syntetizovany iNOS potlécal rozvoj konstriktivnej
remodelacie lavej arteria carotis communis [14]. Jacob
so spoluautormi imunohistochemickou metodikou zistili
nesignifikantny rozdiel v expresii endotelovej izoformy
NOS v skupindach  normalnych  Zil  a tortudznych
a netortuéznych uasekov varikdéznych Zil. Avsak ohe
skupiny varikéznych Zil vykazovali zvysSenu expresiu
iNOS a TGF-hetal (transforming growth factor-hetal),
pricom rozdiel bol wyraznejsi v prospech tortudznych
varikoznych usekov Zil [6].

Zmeny v expresii iINOS v stene varikéznych Zil by
mohli napoméct poodhalit pri¢inu strukturalnych zmien
cievnej steny pri tomto ochoreni.

Material a metédy

Prezentované vysledky boli wvyhodnotené na 10
vzorkach wvarikéznych Zzil (prevazne wvena saphena
magna, priemerny wvek v ase odheru: 31,3 rokov,
vekové rozpatie: 22-42 rokov, median: 30 rokov)
odobranych pri tzv. “strippingovych” operéaciach vari-
kéznych  Zil  dolnych  konéatin  a  porovnavany
s kontrolnym stborom, ktory pozostaval rovnako z 10
vzoriek povrchovych Zil dolnych kongatin (prevazne
vena saphena magna, priemerny vek v case odberu:
27,4 rokov, vekové rozpitie: 19-40 rokov, median:
26,5 rokov) odobranych z nekroptického materiglu
Ustavu sudneho lekdarstva LFUK Bratislava v rokoch
1998- 2003 od jedincov bez anamnézy akéhokolvek
cievneho postihnutia.

vzorky od 5 muzZov
29,8 rokov, wvekové
30 rokov) a 5 Zien

Varikdzny suhor obsahoval
(priemerny wvek v ¢ase odheru:
rozpatie: 22-37 rokov, median:
(priemerny vek v ¢ase odberu: 32,8 rokov, vekoveé
rozpétie: 24- 42 rokov, median: 30 rokov). Kontrolny
stubor pozostaval zo vzoriek od 7 muZov (priemerny vek
v ¢ase odberu: 26,1 rokov, vekové rozpétie: 19- 40
rokov, median: 26 rokov) a 3 Zien (priemerny vek
v case odberu: 30,3 rokov, vekové rozpétie: 20-39
rokov, median: 32 rokov).

Formalinom fixované a v parafine zaliate biopticke
vzorky bholi narezané na 5Spm  hrubé rezy.
Po deparafinizacii rezov  Standardnym postupom
a vyblokovani endogénnej peroxidazovej aktivity, boli
rezy premyté vo fosfatmi pufrovanom fyziologickom

roztoku (50 mM PBS, 150 mM NaCl, 0,005% Tween, pH
7,4) 3x5 minat. Nasledovne sa rezy inkubovali
s primarnou  protilatkou riedenou 1:1000 cez noc
pri 6 °C. Na detekciu induktivnej NO syntazy (iNOS)
hola pouzita polyklonalna kralicia protilatka proti iINOS
(klon N20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA). Poinkub&cii  boli vzorky opat premyté
v pufrovanom roztoku 3x5 minut. Na detekciu
primarnej protilatky bola pouZity protikralici polymer
konjugovany s peroxidazou Envision* (Dako
Cytomation, Glostrup, Denmark). Rezy sa inkubovali
so sekundarnou protilatkou 30 minat  pri izbovej
teplote, nasledne boli premyté v PBES 3x5 minut. Na
vizualizaciu reakcie bol pouzity 3,3 -diaminobenzidin
(Dako Cytomation, Glostrup, Denmark). Rezy boli
nakoniec kratko dofarbené hematoxylinom, zaliate do
akrylového média a prikryté krycim sklickom. Expresia
iNOS bola hodnotena semikvantitativhe optickym
mikroskopom (Leica DM 2000, Wetzlar, Germany). Na

morfometrické hodnotenie bolo digitalizovanych 10
nahodne wybranych zornych poli pri zvdéseni 400x
digitalnym fotoaparatom (Canon Powershot 550,
Japan).

Pri semikvantitativnom hodnoteni sme sa sustredili
na histologické charakteristicky nalezu, lokalizéciu po-
zitivity vzhladom na anatomickeé vrstvy Zilovej steny a
intenzitu pozitivity (- negativny nalez, +/- nepravidelna
pozitivita, + slaba pozitivita, ++ stredne silna poziti-
vita, +++ silna pozitivita).

Morfometricka analyza sa realizovala pomocou
dvojrozmerného  ohrazového analyzatora (Imagel
1.34n, National Institute of Health, USA) [1]. Vyme-
dzenim uréitého farebného spektra, jasu a kontrastu
obrazu sme izolovali celkovi plochu pozitivity iNOS
(hneda farba) v médii cievy. Percento pozitivity iNOS
sme vypocitali ako podiel na celkovu plochu obrazu.
V statistickej analyze sme pouzili neparovy t-test. Ako
Statisticky vyznamné sme hodnotili ndlezy s p<0.01.

Vysledky

Histomorfologické a semikvantitativne hodnotenie
poukazalo na zniZenie expresie induktivnej izoformy
NOS v tunica media wvarikéznych Zil pri  porovnani
so zdravymi kontrolami (obr. 1) V kontrolnych vzorkach
media vykazovala kontinualnu, difiznu expresiu induk-
tivhnej NOS, kym vo varikéznych cievach hola jej
pozitivita diskontinualna (obr. 2). Sledovany marker
sme hodnotili aj v tunica intima, kde jeho expresia
kopirovala jeho pozitivitu v tunica media s vynimkou
dvoch varikéznych vzoriek (V54, V55) (obr. 3). V tychto
preparatoch bola expresia iINOS vyrazne vyssia
v tunica intima Vv porovani s tunica media.
7 technickych pricin nebolo moZne hodnotit jednu
vzorku varikozneho stboru (V32).

Induktivna izoforma NOS vykazovala cytoplazmova
expresiu v bunkach hladkej svaloviny. Endotel
a spojivové tkanivo cievnej steny iINOS neexprimovalo.
V tunica media kontrolnych vzoriek vykazovali bunky
hladkej svaloviny kontinudlnu, difuznu expresiu iNOS
po celej hrabke médie. Vo varikéznych Zilach bola ex-
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presia iNOS diskontinudlna. Len ojedinelé svalovée
bunky boli pozitivne. Osem z 10 kontrolnych wvzoriek
vykazovalo stredne silna az silnu intenzitu (++ - +++)
pozitivity INOS. V tunica media varikoznych Zil hola
intenzita expresie INOS slaba a nepravidelnd. Morfo-
metricka analyza potvrdila signifikantne zniZzenu expre-
siu induktivnej NO syntazy v tunica media varikéznych
zil (9,492+1,18%) v porovnani s kontrolnymi vzorkami
(20,69+1,37%).

Obr. 1. Percento pozitivity expresie iNOS voci celkovej
ploche zorného pola. v = varikézne zmenené vzorky a PZ =
kontrolné vzorky, * p < 0.001.
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Obr. 2. Expresia induktivnej izoformy NOS (hneda farba)
v tunica media vzorky kontrolného siuboru (zdrave Zily) -
vl'avo a vzorky stiboru varikéznych Zil - vpravo.

— — -

Obr. 3. Vyrazna pozitivita iNOS (hneda farba) v tunica
intima, minimalna v tunica media (20x, DAB). Vlavo: V55
(muz, 32 rokov, vena saphena magna). Vpravo: V54 (muz, 30
rokov, vena saphena magna).
" T vy

i ‘.:IJ:J M

Statisticky signifikantné
analyzy potvrdili semikvantitativne stanovena zniZzenu
expresiu induktivnej NO-syntazy v tunica media vari-
koznych zil.

vysledky morfometrickej

Diskusia

Howlader a Smith dokumentovali zvysené hodnoty
celkového NO u pacientov so zavaznym stupnom ve-
nazneho postihnutia  (Stadium C4- 5) [5]. Jacob
so spolupracovnikmi pozorovali vyraznejsiu iNOS ex-
presiu v primarne varikéznych zilach, obzvlast v ich
tortudznych usekoch [6]. Vysledky nagej prace svedéia
skor pre nizsie hodnoty NO (produkovane iNOS) v stene
varikoznych zil, aj ked’ my sme v nasej praci nezohlad-
novali stupen zavaznosti Zilového postihnutia. V nasich
dvoch predoslych pracach sme pozorovali nizsiu
a diskontinualnu expresiu eNOS pravdepodobne posko-
denym endotelom v subore varikéznych Zzil, ako aj
nizsiu expresiu nNOS v oboch sledovanych Zilovych
vrstvach (tunica intima aj tunica media) varikoznych zil
v porovnani s kontrolnym suborom (zatial nepubliko-
vané vwvysledky). Vo dvoch vzorkach varikéznych zil
(V54, V55) viak expresia iINOS (podobne ako pri nNOS)
pri semikvantitativnom hodnoteni vykazovala vyssiu
pozitivitu v tunica intima ako v tunica media (avsak
nebola porovnana morfometricky) (obr. 3). Obe
spomenuté varikozne vzorky pochadzali z vena saphena
magna relativne mladych muzov (30 rokov a 32 rokowv),

ich histologicke spracovanie sa neadlisovalo
od spracovania ostatnych vzoriek, a bohuzial' ani
nemame iné udaje oich moZnom sprievodnom
postihnuti.

Varikézne Zilove vzorky boli odobrané

pri strippingovych operéaciach v rokoch 2004 a 2005,
avsak stadium CEAP Zilového postihnutia nebolo za-
znamenané. Predpokladame, Ze nakolko sa jednalo
o stripping kmefovych varixov vena saphena magna,
mohlo sa jednat pravdepodobne o stadium C2 (t. j. C2-
EP- AS- PR podla CEAP). V praci spominanych autorov
Howlader a Smith (2002) bola intenzita expresie NO
dévana do suvisu so zavaznostou venozneho ochorenia
(podla CEAP klasifikacie). Najvyssie hodnoty NO holi
zistené pre stadium C4-C5 vendzneho postihnutia [5].
V nagej praci rozdiely v expresii sledovaného markera
boli zjavné wuz pri semikavantitativnom hodnoteni,
ked?e okrem nizsej expresie bolo badat aj jeho diskon-
tinudlnu expresiu v tunica intima aj tunica media vari-
kézneho suboru, €o naznacuje predpoklad urcitého
poskodenia varikdznej Zilovej steny.

Zaver

Vysledky nasej prace nepotvrdili prepokladanu
vysdiu intenzitu expresie INOS v sibore varikéznych Zil
a do urcitej miery protire¢ia vysledkom spominanych
prac Howladera a Smitha [5] a Jacoba a spol. [6].
V nasej praci sme viak nezohladnovali stadium vendz-
neho postihnutia. Hypotézu, Ze by hladina expresie
prechadzala rovnako wréitymi stadiami podobne ako
stadium venézneho postihnutia by bolo potrebné overit
na pocetnejfom subore vzoriek s dokumentovanym
stadiom Zilového ochorenia pre kazdua vzorku sledova-
ného suboru.
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KedZe INOS je exprimovand prevaine na zapalové
podnety, predpokladame Ze na patofyziologii vyvoja
primarnych varikéznych Zil sa zapalové podnety ne-
podielajd vyznamnou mierou na strukturalnej poruche
Zilovej steny. Na potvrdenie vysledkov nasej préce
navrhujeme porovnanie expresie vybranych zapalovych
mediatorov (znamych stimuléaciou expresie iINOS, napr.
IL- 1B, IL-6, TNF-u a pod.) na pocetnejSom subore
varikoznych Zil so zohladnenim 3stadia zavaznosti ve-
noézneho postihnutia.

Summary

Primary wvaricosis is probably due to wvein wall
weakness. Literature gives conflicting reports ahout its

structural changes. Nitric oxide (NO)- potent
vasodilatator due to smooth muscle relaxation, is
synthetised by nitric oxide synthase (NOS). Till

nowadays are known 3 human isoforms - inducible NOS
(iINOS) is exprimed by various human cells, mostly on
inflammatory stimuli.

Material and methods. Samples of varicose and
healthy veins were processed with light microscopy and
standard immunohistochemic methods by using the
rabbit polyclonal antibodies against INOS isoform.
Antibodies expression was evaluated semiquantitatively
and proved by morphometric 2D image analysis. Total
iNOS positivity area was isolated by digital color
substraction and then color analysis determined its
share of tunica media total area. Unpaired t-test was
used for statistical analysis.

Results. Histomorphologic and semiquantitative
iNOS evaluation showed dicontinual and significantly
lower INOS expression in tunica media of varicose veins
compared to healthy controls. Conlusions. Results
of our study point to certainly lower NO levels
in varicose veins, deducing that varicose venodilatation
is due to other pathophysiologic mechanism. Our
results differ from results of similar studies.
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2.4.1.1. 3. HRUBKA (IMT) ZILOVEJ STENY U PACIENTOV S PRIMARNOU VARIKOZITOU DK.

Analyza Struktary zilovej steny postihnutej primarnou varikozitou (a jej hrubky) za-
¢ala nadobudat’ vyznam aj v suvislosti s rozvojom novych terapeutickych metod: vnutrozilova
laserova liecba trombov (endovendzna laser- terapia, EVLT), radiofrekvencna ablacia.

Hrubka patologicky zmenenej Zilovej steny je potencialne vel'mi doleZita pre chirurga,
zvazujuceho moznost chirurgickej lieCby varikozity dolnych koncatin. Napr. chirurgicka
excizia varikéznych usekov charakterizovanych parietdlnou hypoplaziou moze byt vel'mi
obtiazna, vzhl'adom na jej fragilitu a naopak: hrubad ,,svalovinova* stena robi EVLT inefektiv-
nou a zvySuje riziko rekrenciii. Informacia o hrubke steny umoziiuje chirurgovi modulovat’
tok endolasera s frekvenciou zacielenou na liecenu zilu. Rozvoj digitdlnej sonografie vniesol
mnoho vyznamnych vyhod do klinickej praxe, kvalita vysledného sonografického obrazu je
lepSia ako pri konvenénom ultrazvuku, umoznujuca vyhodnotenie aj submilimetrickych
Struktar, ako napr. zZilovej steny. Pri varikoznom postihnuti Zil DK patologicka remodeléacia
postihuje intimu a muscularis zilovej steny, pricom za fyziologickych okolnosti tieto 2 vrstvy
dosahuju hrubku 460- 690um. Tento ultrastrukturdlne normalny obraz koreluje s 3-vrstvovym
sonografickym obrazom: adventicia sa javi ako hyperechoicka, media ako hypoechoicka, inti-
ma opdt’ hyperechoicka. Bruschi (2006) so spolupracovnikmi demonstrovali schopnost’ vyso-
korozliSovacej sonografie merat’ hribku varikozne zmenenej Zilovej steny (odliSujuc medzi
hypertrofickymi a atrofickymi usekmi) a porovnavali ju s ,,in vitro* metédou (hrabka steny na
klasickych histologickych Sum rezoch ofarbenych HE a Massonovym tri-chromom). V spo-
minanej Studii na 28 vzorkach vena saphena magna sa vysokorozliSovacia ultrasonografia
ukézala ako relativne vhodna diagnostickd metoda na odhalenie hypotrofickej steny, o nieco
slabSia v odhaleni hypertrofickej steny a slabSia v diagnostikovani normotro-fickej steny,
vzhl'adom na fakt Ze predchirurgickd histologickd analyza hribky steny cestou perkutdnnej
biopsie je pravdepodobné prili§ invazivnou metddou pri tak nizkorizikovej chorobe [12].

V ramci naSich $tidii o morfologii steny varikéznej zily sme okrem zloziek ECM
porovnavali aj hrubku Zilovej steny, priCom na naSom pracovisku bola vypracovana
jednoduchd metéda merania priemernej hrubky zilovej (cievnej) steny: rozdiel v hribke

intimy a médie vo varik6znych a zdravych zilach nebol Statisticky vyznamny.
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Introduction

Chronic venous insufficiency of the lower extremities is a world-spread disease especially
in its Western part. It affects about 30-40% of the human population. One of its main
signs is varicosis. Varicose veins are abnormally dilated, tortuos and elongated veins
of the lower extremities. The cause of the primary form of varicosis is still the subject
of interest of several investigators in the world. Some hypothesis suppose and some
investigators have noted, the alterations of the connective tissue to be responsible for
the onset of varicosis , but the exact cause of the vein dilatation has still not been
established. The alterations of the connective tissue in varicose vein wall — especially
its two components: collagen and elastin, have been investigated by several workers and
by various methods but they still have not come to the clear conclusion. The aim of
this work was to compare the total amounts of collagen and elastin in human varicose
and non-varicose vein walls and further to compare the average vein wall thickness in
varicose and non-varicose vein walls by the computer morphometric method. The results
of the average vein wall thickness comparison can support or contradict the hypothesis
of the “ weak (and thin) venous wall”.

Material and methods

12 varicose vein samples were collected from patients undergoing stripping surgery of
the long saphenous vein (ranging the age from 24 to 60 years, the mean age value 43,25;
6 males and 6 females) . 12 control samples of the “healthy” non-dilated long saphenous
veins were dissected from the pathologic material (with no previous history of varicosis)
of the Department of the Forensic Medicine (ranging the age from 20 to 83 years;
the mean age value 44,42; 10 males and 2 females). Samples were immediately fixed
in 5% buffered formalin, processed, wax-embedded , sectioned and mounted on glass
microslides. The histologic staining Unna-Tanzer was used for the differential staining
of the collagen and elastin. Histological sections were scanned with the colour CCD
camera (JAY, Japan) connected with inverted microscope Olympus (Japan) IMT-4 with
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magnification 37,5 x. Scanned histological sections were analysed with the morphometric
software Analysis (Soft Imaging Systems, GmbH, Germany) by using PC Pentium 150.
The areal concentrations of the collagen and elastin for each microslide were determined
by the method of thresholding. Such being the case that the outest part of venous
wall (tunica adventitia) was often saved unequally by collecting and processing - this
layer of venous wall was not analysed. Scamned histologic sections were divided into
equally placed sectors (subareas) (figure 1). 208 sectors of the varicose and non-varicose
venous wall histologic sections were analysed as a whole. Each scanned picture was
decomposed by the morphometric software into 3 colour (cyan, magenta, yellow) and
one black-white components (figure 2). After this the areal concentrations of collagen
(analysed on “cyan” part of the picture, figure 3) and elastin (analysed on “magenta”
part of the picture, figure 4) were measured by the thresholding of the grey colour
brightness range indicating the allocation of the measured component. Measured picture
was simultaneously compared with the fully coloured original picture.

Average vein wall thickness was analysed with the morphometric software CUE-2 (Galai,
Israel) from the scannned pictures of the whole venous wall circumference (magnification
2,5x). By processing the venous samples into paraffin blocks we emphasised the necessity
of obtaining the sections perpendicular to the venous axis . Only the thickness of the
tunica intima and tunica media was measured ( IMT = intima media thickness). The
area of each measured section was divided by the lenght of its computer determined
skeleton.

Results

Totally 208 sectors (subareas) of the varicose and non-varicose venous samples were
analysed. The areal concentration of collagen was 27,74% in varicose vein samples and
17,49% for elastin (percentual areal ratio of collagen or elastin to the whole intima and
media area). The areal concentrations of control non-varicose vein samples were 24,31%
for collagen and 12,52% for elastin (figure 5). The difference in areal concentrations of
collagen between varicose and non-varicose control samples was not significant (P>0.1).
The difference in areal concentrations of elastin between varicose and non-varicose vein
wall was significant (P< 0.01).

Such being the case of significant dispersion in intima and media thickness values of our
varicose vein samples there was no significant difference between the IMT values of vari-
cose and non-varicose vein wall despite the fact of broad distinction seen in microscope.

Discussion

The total magnification of the microscope was chosen that one enabled to evaluate the
maximal possible part of the histologic section by the clear distinction between the
evaluated components. The areas of the lower concentrations of collagen and elastin
showed to be the limiting factor by the analysing the venous histologic sections on basis
of staining intensity by the thresholding of measured component (the matter staining the
collagen and the matter staining the elastin). By the comparison between the “harder”
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and “softer” thresholdings (including the very light tones of the followed colour) of each
samples we have found the differences in areal concentration results ranging from 2 to
7%.

Figure 2: Scanned picture decomposed
by the morphometric software into 3
colour (cyan, magenta, yellow) and one
black-white component

Figure 1: Scanned histologic section

Figure 3: Areal concentrations of colla-  Figure 4: Areal concentrations of elastin
gen was analysed on “cyan” part of the was analysed on “magenta” part of the
picture picture

The above mentioned method of measurement the areal concentrations of collagen and
elastin on basis of staining intensity of each followed components on one histologic section
seemed to be relatively quick. But there are still enough limiting factors influencing the
exactness of measurement (the staining evennes of the histologic sections, the seting
up the parameters by scanning the samples, the subjective seting up of the values by
thresholding).

Exclusively automatic measurements of the followed parameters still seem to be not
exact and the corrections made by the observer are due to his subjective approach.
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Despite this fact we consider the use of morphometric computer software by the collagen
and elastin areal concentration measurements as the more precise method for above
mentioned measurements.

collagen
[ mvaricose vein O non-varicoss vein |

Figure 5: Areal collagen and elastin concentration in varicose and non-varicose
vein

Conclusion

In this our work we have obtained different results in comparison with our previous
measurements (realised with black and white CCD camera). We consider that these
differences are due to collagen and elastin areal concentrations evaluated now only in
tunica intima and media against the previous measurements analysing the whole three
venous layers together.
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2.4.1.2. GENETICKE PREDISPOZICIE VZNIKU PRIMARNE VARIKOZNYCH ZiL.
Covas aspol. (2005) uvadza, ze génova expresia mezenchymalnych buniek zo zily

dospelého ¢loveka je vel'mi podobna expresii mezenchymalnych buniek napr. z kostnej drene
alebo pupocnikovej zily. Zaujimavost'ou bola zistend zvySena expresia 3 génov zo (zdravej)
saphendznej zily: interleukin-8 (IL8), matrix- metaloproteindza 2 (MMP2, gelatindza A),
asociovanych s angiogenézou a EGR1 (early growth response 1). Vzhl'adom na pritomnost’
expresie IL8 a MMP2 aj v endotelidlnych bunkach pupocnikovej krvi, sa predpokladad ich
vyznam pri vzniku a fyzioldgii ciev. EGR1 je pravdepodobne zopovedny za aktivaciu
PPARYy1 (peroxisome proliferator-activated receptors y 1) v bunkach hladkej svaloviny ciev.
Na zéklade svojich zisteni Covas aspol. (2005) predpokladd wurcita plasticitu
mesenchymalnych buniek ziskanych zo safendznej Zzily, ¢o by bolo mozné vyuzit pri
aplikacii bunkovej terapie [25].

Pri vzniku varikéznych zil bola ¢asto pozorovana dedi¢na predispozicia, ku ktorej sa
pridruzovali r6zne vonkajSie Cinitele, spolupdsobiace pri vzniku varikéznych Zzil. Predpokla-
dana vrodena menejcennost’ steny varikoznych zil viedla niektorych autorov k blizSiemu
skiimaniu genetického profilu postihnutych oséb. Lee so spolupracovnikmi (2005) sa pokusil
pomocou komplementarnej cDNA ur¢it mRNA geneticky profil v 4 paroch primarne varikédz-
nych a kontrolnych vzoriek odobranych z vena saphena magna (vSetko Zeny). Vo varik6znych
vzorkach identifikoval 86 diferencidlne exprimovanych génov, z ktorych 82 bolo zvySene
exprimovanych a4 boli snizSou expresiou. V podskupine zvySene exprimovanych génov
bola u 38 znich ich funkcia zndma a boli klasifikované podla svojej biochemickej funkcie
(pozri Tab.9), ostavajucich 44 zvySene exprimovanych génov bola ich funkcia neznama. 16
zo spomenutych znamych génov je asociovanych so Strukturou a motilitou bunky, zahtiiajuc
transformujiicim-rastovym-faktorom-p-indukovany gén (BIGH3), versican, tubulin, lumican,
aktinin, kolagén typ I, aktin a tropomyozin, patriace medzi molekuly extracelularnej matrix
a cytoskeletalne proteiny. Tieto gény charakterizuju myofibroblasty, o ktorych sa predpokla-
da, Ze st Specializované ,,rany-hojace bunky* a zii¢astiiujii sa udrziavania homeostazy extra-
celuldrnej matrix tkaniva, opravy a regeneracie vcitane fibrozy. Lee (2005) predpoklada, Ze
zvySena expresia génov asociovanych s myofibroblastami a cytoskeletom v tkanive varik6z-
nych zil je désledkom odpovede na poSkodenie, znamkou néslednej opravy a obnovy tkaniva,
progresie fibrozy. Tieto ¢rty su zodpovedné za zmeny v zloZeni ECM vo varikdznych Zilach

a ich zniZenl kontraktilitu. Takze zvySend expresia génov by skor mohli byt’ nasledkom na
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Tab. 9. ZvySene exprimované gény vo varikéznych zZilach (podl'a Lee S.a spol., 2005)[63].

nazov génu

Bunkova signalizacia/’komunikacia

guanin nukleotid viazuci protein

transformujuci rastovy faktor, p indukovany, 68 kD (BIGH3)
integrin-spojena kinaza (ILK)

poliovirus receptor- pribuzny protein (PRR2)
Génl/protein expresia

nadvazujuci faktor, arginin/serin-bohaty 2-interacting protein 1
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His)

krabicovy poplypeptid 1

proteazom (prosém, makropain) 265 podjednotiek
ribozomalny protein L13a (RPL 13A)

proteaza, serin, 23 (SPUVE)

ubigitin carboxyl-terminal esteraza L1

Bunkové delenie/DNA syntéza

karyopherin (importin) p1 (KPNB 1)

Bunkova struktura/motilita

aktin y1 (ACTG 1)

transgelin 2 (TAGLNZ2)

lamin A/C (LMNA)

kolagén, typ 1, a1 (COL1 A1)

transgelin (TAGLN)

tubulin, a, mozog-Specificky (TUBA3)

aktinin, a1 (ACTN1)

moesin (MSN)

tubulin, a, ubikvitarny (K-ALPHA-1)

laminin receptor 1 (67 kD, ribozomalny protein SA) (LAMR1)
Rattus norvegicus myozin tazky retazec 11

myozin, fahka polypeptidova kindza (MYLK)

lumica (keratan sulfat proteoglykan)

tropomyozin, (3, kostrovy sval

MYL6 (myosin, lahky polypeptid 6)

versican

Bunkovalorganova obrana a homeostaza

tepelny Sok 90 kD protein 1, a (HPSCA)

PROO0470 protein (PRO0470)/feritin, lahky polypeptid
hlavny histokompatibilny komplex, trieda I, A (HLA-A)
Mus musculus tepelny Sok 70 kD protein 5
Metabolizmus

ATP syntaza B

ATPaza, H+ prenasajuca, lyzozomalna (vakuolarna proténova pumpa)
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

vakuolarna proténova pumpa delta polypetid
kalumenin

fosfoglycerat dehydrogenaza (PHDGH)
peroxizomalna acyl-CoA tioesteraza

Skratky: ATP- adenozin 3fosfat, CoA koenzymA, DNA kys. deoxyribonukleova
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zmeny v stene varikdznych zil ako ich primarnym vyvolavajicim faktorom. Avsak nevylucu-
je, Ze niektory z nich by mohol hrat’ vyznamnu ulohu v etioldgii priméarne varikdéznych zil
[64].

Cario-Toumaniantz a spol. (2007) sa uspeSne pokusila identifikovat’ vS§eobecny vzorec
odliSne exprimovanych génov v l'udskych varikéznych Zilach pouzitim cDNA subtrakéne;j
hybridizacie. Z 34 urcenych odlisne exprimovanych génov spojenych s chronickym vénovym
ochorenim (u 28 so zvySenou expresiou a u 6 so znizenou expresiou) zahtiialo 9 génov meta-
bolizmu, 6 génov spojenych s organizaciou alebo regulaciou ECM, 6 génov zodpovednych za
odpoved’ na vonkajsie stimuli, 5 génov asociovanych s organizéaciou bunky, 3 gény zodpoved-
né za Strukturalnu molekularnu aktivitu, 2 gény bunkového rastu, 1 gén v spojitosti s vdzob-
nou funkciou, 1 gén bunkovej smrti a 1 gén v spojitosti s transportnou funkciou. Medzi zvySe-
ne exprimovanymi génmi zucastiiujucimi sa organizacie a regulacie ECM bol identifikovany
aj inhibitor kalcifikacie MGP (matrix Gla protein), jeho zvySena expresia prispieva k vyssie-
mu pomeru proliferativnych foriem hladkych svalovych buniek a dokumentuje, ze v ECM
varikoznych Zil dochédza k jej nadmiernej mineralizécii pravdepodobne poruchou jej karbo-
xylacie. Zmena v expresii izoforiem - a y-aktinu hladkych svalovych buniek varikéznych zil
a asociované¢ho tropomyozinu predpokladd ich spolucast’ na Strukturdlnych zmenach buniek
hladkej svaloviny v stene varikdznej Zily. ZvySend expresia sa nasla aj pre d’alSie gény asocio-
vané s ECM: cystatin C, dermatopontin, kolagén III, TIMP 1, MGP, tenascin C. Zmena v po-
mere kolagén I/IIT pravdepodobne prispieva k slabosti a znizenej elasticite steny varikoznej
zily, vyssi pomer TIMP1/MMP je charakteristicky pre varikozne Zily (zvySena expresia
TIMP1 bola potvrdena aj v tejto praci). Dermatopontin spolupracuje s decorinom pri regulacii
fibrilogenézy kolagénu, tenascin C je zndmy ako regulator spravania sa bunky modulovanim
pripojenia bunky a ako induktor MMPs. Zvysena expresia MGP mdze dokumentovat’ jeho
ucast’ pri remodeldcii varikoznej zilovej steny ovplyvnenim proliferaénych a mineralizacnych

procesov a pravdepodobne d’alSie Stiidie objasnia jeho tlohy v tychto procesoch [17].

2.4.1. 3. POSKODENIE ZILOVYCH CHLOPNI.

Nezanedbatel'né mnoZzstvo prac sa venuje aj Studiu zmien morfologickej Struktary Zilo-
vych chlopni dolnych kon¢atin, ktoré sa pokladaju za primarnu pri¢inu vzniku varixov. Autori
tychto prac su privrzencami tzv. "valvularnej teérie (hypotézy)" vzniku primarne varikdéznych

zil. Teoretickym podkladom takejto hypotézy bolo klinické (intraoperacné) pozorovanie pos-
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kodenych zilovych chlopni v skorych Stadidch venoznej insuficiencie bez predchadzajiceho

anamnestického udaju prekonanej tromboflebitidy s ndslednou miernou dilataciou vendzneho

cip chlopne
{parietilna fasi’)
kolagén -
___ cip chlopne
{hamiingi lnn Enst’)
valvulirmy
simus "
== glastickd membrin
krypty =

bunky a cievy -

Obr. 1. Schematicky priklad proximalnej chlopne vena saphena
magna v pozdiznom priereze za fyziologickych podmienok.

lumenu a valvularneho prstenca. S timyslom
odhalit’ zmeny v Struktare poskodenych Zilo-
vych chlopni bolo vykonanych niekol’ko his-
topatologickych stadii, v ktorych sa sledo-
valo spolu priblizne 107 Zilovych chlopni z
varikdzne postihnutych povrchovych Zil
(venae saphenae magnae), odstranenych pri
tzv. strippingovych operaciach [23, 24, 31].
Makroskopicky opis oblasti Zilovej chlopne
a tzv. valvularneho prstenca je na obr. 1.
Medzi odstupom cipu chlopne- jeho

parietdlnou stranou a stenou zily mozno

rozoznat' tzv."valvularny sinus". Chlopiia v mieste odstupu je hrubsia ako na konci cipu s

pocetnymi invadovanymi bunkami a cievami. Na luminalnom povrchu je cip chlopne pokryty

akraj

i chelpae
fpisriethlna Casiy
kalagen - _
cipp el
[ lumaindlns &asr)
valvelirmy
simas -
T o= pasmicks membring

krepils okt il ojie

i les plak

busky & elavy -~ vl = kel - hypentrofia)

Obr. 2. Priklad poskodene;j zilovej chlopne so
sumarizaciou hlavnvch pozorovanvch poskodeni.

elastickou membranou, ktora je obdobou
lamina elastica interna steny cievy.

Na obr. 2. je priklad poskodenej chlop-
ne so sumarizaciou hlavnych pozorovanych
posSkodeni: stencenie zilovej steny a distalnej
oblasti chlopiiového cipu, ktorého okraj je cas-
to poprehybany a stenceny. V odstupe chlopne
je zvySeny pocet buniek a ciev, mozno pozo-
rovat frag-mentaciu a disocidciu elastickej
membrany, rozSirenie krypt, endo- flebo-
hypertrofiu pod odstupom chlopne. Dalsie

rozdiely v porovnani so zdravym Zilovymi

chlopiiami predsta-vovali hlavne fibromuskularne plaky v oblasti odstupu chlopne spolu so
skler6zou a hyper-pldziou hladkych svalovych buniek, fragmentéacia a disocidcia vnutornej
lamina elastica. V oblasti cipov chlopne bolo mozné pozorovat’ stencenie a hypotrofiu, mene;j

uz zhrubnutie a hypertrofiu svaloviny, v oblasti valvularneho prstenca prevazne jeho
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asymetriu a rozsirenie, zhrubnutie (znacny pocet cipov a niekol’ko valvularnych prstencov
boli aj bez dokézanych histopatologickych zmien).

Hypotéza "valvularnej" hypotrofie sa opiera hlavne o nalezy vyskytu stencenia takych
chlopfiovych casti ako distdlna cast’ listu cipu chlopne, valvularneho sinu a komisuralnej
aneuryzmy. Hrubka chlopiiového cipu a prstenca podlieha vo vécsSine pripadov rovnakym
variaciam, kym distalna cast’ cipu chlopne moze byt niekedy taka tenka a slaba, ze sa moze
ohnut’ a skrkvat’ a vytvorit’ tak zhrubnuty okraj. Predpoklada sa, Ze zmeny okraju cipu chlop-
ne su hlavne désledkom turbulencie spdsobenej refluxom a pohybmi stenc¢eného cipu. Ukazu-
je sa, ze primdrna vendzna insuficiencia sa vyvija v dosledku 3 faktorov: dilatacie a hypotro-
fie valvularneho prstenca, hypotrofie cipu chlopne a hemodynamického mechanického posko-
denia prstenca a cipu chlopne.

Takéato patofyziologicka interpretacia zilovej nedostatoCnosti vyvolava potrebu detail-
nejSej diagnostickej procedury pred akymkol'vek terapeutickym rozhodnutim pre konzervativ-
ny alebo chirurgicky sposob riesenia Zilovej chlopnovej inkompetencie. NajvhodnejSou a naj-
vyhovujtcejSou diagnostickou metédou ohodnotenia anatomickych a funkénych podmienok
zilovej chlopne sa v sucasnosti zda byt vyse-
trenie vysokorozliSovacim ultrazvukom [71].

Zilovd chlopia, povaZovana za
klaicovu Struktiru periférnych zil, za nor-
malnych podmienok zabranuje refluxu krvi.
Spravne fungujica chlopia by mala byt

schopna vydrzat' hydrostatické tlakové za-

tazenie v stojacej polohe vratane pridavného

o rmdlua tila varikdzna i

zatazenia vyvolaného napidtim a pod.

Obr. 3. Hydrostaticky tlak v mmHg, pri ktorom sa )
objavi spitny reflux krvi v normélnej a varikoznej Zile Funkéné ohodnotenie venoznych chlopni
(podl'a Bauersachs a kol., 1996) [6]. . , . ) .
moZe byt realizované ur¢enim tlaku krvi, pri
ktorom sa objavi reflux po retrogrddnom naplneni izolovanej Zily. Normalne zily za
fyziologickych okolnosti vydrzia zna¢ne vysoky retrogradny tlak krvi az do rozsahu 39,996
kPa (300 mmHg). Pri zatazeni zily hydrostatickym tlakom zhora v oblasti vendzneho sinusu
sa zila nad uzavretou chlopnou charakteristicky rozsiri, takze nadobudne "hruSkovity" tvar.
Porovnévacia $tadia povrchovych Zil stehna (venae saphenae) medzi 20 -timi varik6znymi

distalnymi zilami a 20- timi "zdravymi" kontrolami odhalila, Ze u varik6znych zil dochadza k
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refluxu uz pri znacne nizSom hydrostatickom tlaku krvi 10,532 kPa (79 mmHg) v porovnani s
normalnymi zilami 26,264 kPa (197 mmHg) [Obr. 3].

Pri zdravych Zilach sa vSak tieZ objavilo 5 pripadov s nulovym refluxnym hydrostatic-
kym tlakom (reflux nastal ihned’) a v stbore varikdznych zil zasa 3 pripady s normalnym
refluxnym hydrostatickym tlakom, 26,664 -39,996 kPa (200- 300 mm Hg).

Tieto vysledky nesuhlasia s predstavou generalizovanej tendencie chlopni k refluxu u
pacientov s primarnou venoznou insuficienciou ("valvuldrna" teoéria), navySe aj jedinci bez

zilového ochorenia moézu mat’ insuficientné chlopne [6].

2.4.1. 4. PORUCHY MIKROCIRKULACIE A ICH VYZNAM PRI VZNIKU A VYVOJI VARIKOZNYCH
ZIL

V poslednych rokoch sa ukazuje, ze v patofyzioldgii vzniku a rozvoja chronického
poSkodenia zilového systému dolnych koncatin okrem makrocirkuldcie zohrava vyznamnu
ulohu aj mikrocirkulacia. Chirurgické sposoby liecby chronickej Zilovej nedostato¢nosti ako
aj externa kompresia ovplyviiuji makrocirkulaciu. AvSak prave nasledky vendznej hyperten-
zie v oblasti mikrocirkulacie sposobuji kozné trofické zmeny a v koneénom désledku az
ulcus cruris. Farmakologicka liecba, ktord priaznivo ovplyviiuje oblast’ mikrocirkuldcie méa
preto plné opodstatnenie v lie€be chronickej vendznej insuficiencie, vychadza totiz zo sucas-
nych patofyziologickych poznatkov, tykajicich sa mikrocirkulaénych poruch, vznikajicich
pri chronickej vendznej insuficiencii [103, 104].

Uz v 1.1988 bolo poukazané na skuto¢nost’, Ze vendzna hypertenzia znizuje tlakovy
gradient v kapilarach, znizuje kapilarny perfuzny tlak a tym aj kapilarny prietok. To je prici-
nou zachytavania ("trapping") leukocytov a ich naslednej aktivacie pri kontakte s cievnym
endotelom. Aktivécia leukocytov vedie k ich degranulécii s naslednym uvol'nenim proteoly-
tickych enzymov a reaktivnych intermediatov kyslika a dusika. Vendzna hypertenzia, ktorej
nasledok je zvySenie kapilarneho filtra¢ného tlaku narusi rovnovahu medzi hydrostatickym a
koloidne osmotickym tlakom a vysledkom je vznik edému. Vendzna hypertenzia sposobi tiez
dilataciu kapilar a ventl s naslednou dysfunkciou ich endotelu. Zmenena funkcia endotelu ma
za nasledok zvySenie jeho priepustnosti. V dosledku zvysenej permeability endotelu kapilar a
venul dochadza k uniku plazmatickych bielkovin, medzi nimi aj fibrinogénu, v dosledku ¢oho
sa v intersticiu perikapilarne uklada fibrin. Néasledkom tohto procesu je tkanivova hypoxia a

malnutricia, ktora vyusti do vzniku trofickych koznych zmien. Na druhej strane tiez dochadza

69



k hromadeniu leukocytov, ¢im sa udrzuje chronicky zapal v oblasti mikrocirkulécie. Sticasne

vznika kapilarna tromboza, ktora tiez prispieva k vzniku trofickych zmien koze.

2.4.1.4.1. MECHANIZMUS ADHEZIE A MIGRACIE LEUKOCYTOV CEZ CIEVNY ENDOTEL.

V dosledku venoznej hypertenzie ako aj v dosledku dysfunkcie endotelu dochadza ku
zvysenej expresii adhezivnych molekul na endotelovych bunkéch aj na leukocytoch, pohyb
leukocytov sa spomali, vznikd tzv. kotGlanie, neskor aktivacia a adhézia leukocytov na
povrch endotelu a nakoniec rozprestieranie a diapedéza. Meranie plazmatickych hladin roz-
pustnych Casti endotelovych adhezivnych molekul (vascular cell adhesion molecules- VCAM,
intercellular cell adhesion molecules- ICAM, E-selektin) ukédzalo ich zvySenie u pacientov s
chronickymi zilovymi ochoreniami. Adherované a migrujuce leukocyty spdsobujii parcidlnu
obstrukciu kapilarneho lumenu a znizuju prietok krvi a teda v kone¢nom ddésledku maja za
nasledok ischémiu. Akumulécia a aktivacia leukocytov v intersticiu mé za nasledok uvol'nenie
proteolytickych lyzozomovych enzymov, ako aj reaktivnych intermediatov kyslika (super-
oxid, peroxid vodika, hydroxylovy radikal, singletovy kyslik), ¢im dochddza k udrZzovaniu
chronického zapalu. Akumulacia leukocytov u pacientov s chronickou Zilovou nedostatoc-
nostou sa dokéazala jednak izotopovymi metédami (ozna¢enymi leukocytmi) a jednak imuno-
histochemicky. U pacientov s chronickou ven6znou insuficienciou viaceri autori zistili zvyse-
né hladiny proteolytickych enzymov neutrofilov [6, 103].

Z dosial’ uvedenych faktov vyplyva, Ze v etiopatogenéze chronickej vendznej insufi-
ciencie sa podstatnym sposobom uplatiiujii nielen aktivované leukocyty, ale aj poskodenie
endotelu zvySenym tlakom ako aj proteolytickymi enzymami a reaktivnymi kyslikovymi
intermedidtmi uvol'nenymi z aktivovanych leukocytov. Interakcia medzi leukocytmi a endote-
lom zohrava dolezita tlohu pri mnohych ochoreniach. Dlho sa predpokladalo, ze endotelové
bunky tvoria inertnu vrstvu, ktord pokryva vnatorny povrch vsetkych ciev a tvori akusi fyzi-
kalnu prekazku medzi krvou a cievnou stenou. Endotel sa nachédza v strategickej anatomicke;j
lokalite medzi cirkulujucou krvou a hladkou svalovinou ciev a preto ma vSetky moznosti na
lokalne ovplyvilovanie kardiovaskuldrnej funkcie. Za fyziologickych podmienok endotelové
bunky obsahuju viaceré metabolické a sekrecné systémy, ktoré mozu regulovat’ cievny tonus,
prietok krvi a krvny tlak. Endotel vendézneho systému ma dve dolezité funkcie- poskytuje
optimalny "pradovy resp. tokovy" povrch pre pradiacu krv a oddel'uje intravaskuldrny pries-

tor od extravaskuldrneho priestoru. PoruSenie tychto zdkladnych funcii endotelu moze mat za

70



nasledok vznik takych komplikacii Zilovych ochoreni, ako je trombdza, edém, tkanivova
ischémia a v konecnom dosledku ulcus cruris. Patofyziologické prejavy nadobudaju endote-
lové bunky nasledkom poskodenia, ktoré vedie k zmendm ich metabolickych, sekre¢nych a
tym aj funkénych aktivit. Tieto zmeny mozu byt pre organizmus prospesné, ako je to pri
obrannom zapale, alebo Skodlivé- napr.pri poSkodzujicom zépale. Je vel'mi pravdepodobné,
ze endotelova bunka, podobne ako makrofagy, neutrofily a d’alSie bunky imunitného systému,
sa moze nachadzat’ v 3 funkcne odliSnych stavoch- pokojovom, primovanom (predaktivova-
nom) a aktivovanom stave. Na patofyziologickych mechanizmoch sa zc¢astiiuje najmi akti-
vovana endotelova bunka, kym funkéné aktivity pokojovych buniek sa uplatiiuji v normal-
nych fyziologickych reakciach.

Vyznam ulohy bielych krviniek pri vzniku a rozvoji mikrocirkulaénych zmien pri
chronickej zilovej nedostatocnosti je uz viac-menej potvrdeny. NerozrieSenou ostdva otazka,
preco dochadza k zachytdvaniu leukocytov na endotele postkapilarnych venul a kapilar.
V tomto smere sa zda, Zze doleziti lohu zohrava jednak zilova hypertenzia a jednak hypoxia.
Dormandy a kol. (1996) demonstroval, Ze u pacientov s vend6znou hypertenziou az 30% bie-
lych krviniek sa po hodine zachyti vo zvesenej dolnej koncatine. Mechanizmus néslednej akti-
vacie leukocytov je pravdepodobne sprostredkovany lokalnou hypoxiou, pripadne aktivova-
nym komplementom (C5a). Stdza venoznej krvi znizuje dodavku kyslika a vytvéra tak hypo-
xické podmienky. Pri inkubécii endotelovych buniek I'udského pupocnika za hypoxickych
podmienok sa zistili viaceré¢ zmeny ich metabolickej aktivity- endotelové bunky sa stali akti-
vovanymi, ¢im okrem iného produkovali vo zvySenej miere adhezivne molekuly pre neutro-
fily [34].

Z pohl'adu mikrocirkulaénych portch je zrejmé, ze prave zmenami na urovni mikro-
cirkulacie sa pravdepodobne da vysvetlit’ staré klinické pozorovanie, ze subjektivne t'azkosti
pacientov nekoreluju vzdy so zdvaznost'ou postihnutia vendzneho systému. Metlickovité vari-
Xy spOsobuju pacientom casto vyrazné bolesti a naopak pacienti s vyraznymi kmetiovymi
varixami sa ¢asto nestazuju na zZiadne subjektivne tazkosti. Subjektivne symptémy pacientov
mdzu byt podmienené tym, ¢i dochadza k zmenam v oblasti mikrocirkulacie alebo nie. Poru-
chy mikrocirkulacie u pacientov s chronickou Zilovou nedostato¢nost’ou sa potvrdili kapilaro-

skopicky aj laser- Dopplerovym vySetrenim prietoku krvi.
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2.4.1.4.2. DYSFUNKCIA ZILOVEHO ENDOTELU.

Ako uz bolo uvedené vyssie, venozny endotel plni dve dolezité funkcie:

1. poskytuje optimalny pradovy povrch pre pradiacu krv a

2. oddel'uje intravaskularny priestor od extravaskularneho.

Porucha tychto funkcii vedie ku vzniku komplikécii Zilového ochorenia. Zilovy endotel plni
svoju funkciu prostrednictvom svojich Specifickych fyzikalnych a chemickych vlastnosti. Fy-
zikalne vlastnosti zahriiuji napr. negativny zeta potencial (povrchovy dozor), zohravajaci ulo-
hu v prevencii adhézie formovanych elementov krvi, ktoré takisto nesu negativny povrchovy
naboj. V poslednych rokoch sa ziskalo vel'a poznatkov o sekre¢nej tilohe endotelu, hoci vacsi-
na sa tyka arteridlneho endotelu, ktory sa niekol’kymi dolezitymi vlastnostami znac¢ne odliSuje
od Zilového endotelu. Napr. Zilovy endotel za fyziologickych okolnosti ma v porovnani s
arteridlnym endotelom ma ucinnejsSiu fibrinolyticka aktivitu. NajdolezitejSimi komponentami
tohto fibrinolytického systému su tkanivova urokinaza a tkanivovy aktivator plazminogénu.
Dal§im G¢innym antitrombotickym produktom Zilového endotelu je prostacyklin, znizujuci
adhéziu, agregaciu a aktivaciu trombocytov.

Z dalsich latok, ktoré su syntetizované endotelidlnymi bunkami, treba spomenut’ bra-
dykinin, angiotenzin a adenonukleotidy, hoci ich presna funkcia v tychto procesoch nie je
zrejma. Aj ked’ je zname, ze byvaly EDRF (Endothelium Derived Relaxing Factor) dnes
oznacovany jednoducho ako oxid dusnaty (NO), je produkovany normalnym ven6znym endo-
telom, nie je vSak objasnend produkcia jeho fyziologického oponenta- endotelinu. Niekol'ko
autorov porovnavalo vylucovanie tkanivového aktivatora plazminogénu, angiotenzin-konver-
tujiceho enzymu a endotelinu zilovym endotelom na hornych aj dolnych koncatinach. Pouka-
zali na rozdiel v hladindch markerov aktivity endotelialnych buniek medzi hornymi a dolnymi
koncatinami u normalnych subjektov [5, 75].

Stadia Baillarta a spol. (1994) porovnavala hladiny tkanivového aktivatora plazmino-
génu (tPA), faktora inhibujuceho aktivator plazminogénu (PAI-1), trombin- antitrombin kom-
plexov (TAT), D-diméru (fibrin-degradacny produkt, D-di) ako indikatorov trombotického
procesu a jeho reakcii; d’alej hladiny angiotenzin-konvertujiceho enzymu (ACE) a endote-
linu- 1 (ET1) ako markerov endotelidlnej bunkovej aktivity podielajiicej sa na regulacii vas-
kularneho tonusu na Styroch roznych koncatinach 10 zdravych dobrovolnikov muzského
pohlavia po 10 minut trvajucej venostaze. Celé meranie bolo zopakované so 7-diiovym odstu-

pom pre lepSiu reprodukovatelnost’. Autori zistili rozdiely v hladine aktivity tkanivového
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aktivatora plazminogénu. Venostaza zapricinila signifikantné¢ dvojnasobné zvysenie jeho hla-
diny v zilach oboch hornych koncatin, 1,5-ndsobné zvysenie v pravej dolnej koncatine a nez-
menenu hladinu vo vzorkach z l'avej dolnej koncatiny. Rozdiel medzi hornymi koncatinami a
l'avou dolnou koncatinou bol Statisticky vyznamny. Hladiny aktivity inhibitora aktivacie plaz-
minogénu (PAI-1), angiotenzin- konvertujiceho enzymu a endotelinu boli bez Statisticky sig-
nifikantného rozdielu medzi hornymi a dolnymi konc¢atinami. Z markerov aktivacie koagula-
cie hladiny trombin-antitrombinovych komplexov boli bez signifikantnych zmien, naopak D-
dimér bol signifikantne zvySeny v oboch hornych koncatindch a pravej dolnej koncatine, kym
v l'avej dolnej koncatine hladina ostala bez signifikantnej zmeny (rozdiel medzi hornymi kon-
Catinami a 'avou dolnou koncatinou bol Statisticky vyznamny). Na zédklade zmien hematokritu
a koncentracie proteinov sa zistilo, ze venostaza indukuje signifikantni hemokoncentraciu v
hornych aj dolnych koncatinach. Meranie bolo zopakované po 7-diiovom intervale, pri¢om
neboli zistené ziadne rozdiely medzi oboma subormi merani. Meranie bolo vykonané po ve-
nostaze, ¢o by mohlo vysvetl'ovat’ pritomnost’ endotelinu v zjavne normalnom Zilovom endo-
tele [4].

Celkové endotelidlna reaktivita vyvolana venostazou bola vyraznejsia na hornych kon-
¢atinach v porovnani s dolnymi, pricom l'ava dolna koncatina sa ukdzala byt najmenej reak-
tivnou. Rovnaky stimul (venostaza) teda vyvolava rozdielne u¢inky (hemokocentracia a endo-
telidlna reaktivita) v zavislosti od anatomickej oblasti jeho pdsobenia. Rozdiel medzi hornymi
a dolnymi koncatinami moze odrazat’ fyziologickli adaptaciu na zilovy hydrostaticky tlak. O
vysvetlenie sa snazia 2 hypotézy: prva rozdiel vysvetluje vyCerpanim endotelidlnej bunkove;j
odpovede na venostdzu vd’aka permanentnej lokalnej stimulacii, druhd adapticiou vendznej a
kapilarnej filtracie. Permanentnd stimuldcia endotelidlnych buniek méze zahfnat’ vy€erpanie
syntetickej kapacity alebo vylucovania ako odpoved’ na permanentnu vendznu hypertenziu.

Regionalne rozdiely endotelidlnej reaktivity mézu byt vysvetlené hydrostatickym tla-
kom aplikovanym na dolné koncatiny pocas statia. Ked’ze vSak hydrostaticky tlak tc¢inkuje
rovnako na obe dolné koncatiny, faktor zodpovedny za rozdiel v endotelidlnej aktivite medzi
oboma dolnymi konc¢atinami bude pravdepodobne anatomicky: kompresia I'avej vena iliaca
communis aortou a colon sigmoideum ovplyviiuje vendézny navrat z 'avej dolnej koncatiny
viac, ako z pravej. Tato Stadia demonstruje rozdiely v endotelidlnej reaktivite zil hornych a
dolnych koncatin a pomaha vysvetlit dovody preco Zilova tromboza postihuje prevazne Zily

dolnych koncatin, ¢astejSie 'ave;.
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Porucha zilovej endotelidlnej funkcie vedie k tromboze, zvySenej permeabilite ciev a
naslednému tkanivovému edému alebo k vyluovaniu skodlivych substancii, co vedie k extra-
vaskuldrnemu zépalu, moznej ischémii a nekréze. Mozné priciny endotelidlnej dysfunkcie
maju rozsah od dlhodobych ucinkov venoznej hypertenzie cez distenziu az po aktivitu krv-
nych elementov, hlavne bielych krviniek [4].

Thulesius (1993) prepoklada, Ze kontrakcia normalnej zily po noradrenaline je zavisla
od normalneho Zilového endotelu, pricom odstranenie endotelu oslabuje venokonstrikciu.
Vyslovil hypotézu, Ze u varikdznych Zzil s endotelom poskodenym zvySenym tlakom a disten-
ziou zily je noradrenalinom indukovana venokonstrikcia oslabend, o vedie k vazodilatacii
[106]. Spojitost’ medzi redukovanou Zilovou endotelidlnou fibrinolytickou aktivitou a klinic-
kym trombotickym ochorenim bola uz niekol’kokrat opisand. Redukovana fibrinolyticka Zilo-
va endotelialna aktivita bola opisand u pacientov s rekurentnou tromboézou, ako aj u pacientov
s tazkou chronickou zilovou nedostato¢nostou [34].

V naSej praci v ramci porovnavania expresie izoforiem syntdz oxidu dusnatého (NOS)
sme porovnavali aj expresiu eNOS v stene 10 varikoznych a 10 zdravych Zil, pricom sme
zistili signifikantne niz$iu a diskontinudlnu expresiu eNOS v skupine varikéznych zil, ¢o
koreluje s faktom ze eNOS je exprimovana intaktnym endotelom a teda endotel varikdznych

zil je poruseny endotel s jeho porusenou funkciou.
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There are conflicting findings in literature about the structural changes of the primary varicose veins. NO (a potent vasodilatator)
is synthesized by nitric oxide synthase (NOS). From 3 known NOS isoforms the two are constitutional: eNOS (endothelial NOS)
and nNOS (neuronal NOS). 10 varicose and 10 control vein samples were processed by standard light microscopy and immuno-
histochemica techniques using rabbit polyclonal antibodies against eNOS and nNOS. Antibodies expression was evaluated
semiquantitatively and proved morphometrically by 2D-image analysis. total area of NOS isoforms expressions was determined
by color analysis and color digital subtraction. The results showed discontinuous and significantly lower expression of both NOS
isoforms the in the tunica media of varicose veins compared with the control group. For the statistical analysis the unpaired t-test
was used. Our results suppose lower NO levels in varicose vein wall, deducing that varicose dilatation is due to other mechanism,
and they contradict the results of previously published similar works.

1. Introduction

Varicose veins are dilated, tortuous, and elongated veins
affecting especially the superficial veins of the lower limbs.
Beside the post-hrombotic syndrome and crural ulcer, they
represent only one of the symptoms of the chronic venous
disease—a relatively frequent vascular disease affecting the
lower limbs veins of the persons in productive age [1].
The incidence of the chronic venous disease accounts for
about 40-60% in females and 15-30% in males in the
developed countries of Europe and USA [2]. According to its
etiology we distinguish its primary form (cause unknown)
and secondary form (occurring usually as a consequence
of the survived deep lower limb phlebothrombosis). As the
exact cause of the primary form has not yet been revealed,
the therapy of this form still resides mainly in reducing

the symptoms. The cause of the primary form of varicosis
remains to be the subject of interest of several investigators in
the world. There is ethiopathogenetic association between

(a) venous wall weakness associated with alterations in
connective tissue and smooth muscle cells [3, 4],

(b)

(0)

(d) alterations in microcirculation and venous wall nour-
ishment [8, 9].

altered function of the venous endothelium [5],
venous valve damage [6, 7],

1.1. Nitric Oxide (NO). Is an important cellular-signaling
molecule, a potent vasodilatator due to the smooth muscle
relaxation. It also inhibits platelet adherence and aggre-
gation, reduces adherence of leukocytes to the endothe-
lium [10]. Furthermore, NO has been shown to inhibit DNA
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synthesis and mitogenesis, and the proliferation of vascular
smooth muscle cells. These antiproliferative effects are likely
to be mediated by cyclic GMP [11].

1.2. Nitric Oxide Synthases (NOS). from the biochemical
point of view, are a family of complex enzymes catalyzing
the oxidation of L-arginine to form NO and L-citrulline.
The three human NOS isoforms identified to date are:
eNOS (endothelial NOS), nNOS (neuronal NOS), and iNOS
(inducible NOS). Their genes are found on human chromo-
somes 7, 12, and 17, respectively, and so they were named for
the tissue in which they were first cloned and characterized
[10]. vasculoprotective effect of individual NOS isoforms
in human organism is not sufficiently clarified yet [12].
Endothelial NOS (eNOS) and neuronal NOS (nNOS) are
constitutively expressed, mainly in endothelial cells and
nitrergic nerves, respectively, synthesizing a small amount of
NO under basal conditions and on stimulation by various
agonists. By contrast, inducible NOS (iNOS) is expressed
when stimulated by inflammatory stimuli, synthesizing a
large amount of NO in a transient manner. The knowledge of
nitric oxide synthases (NOSs) is of extreme scientific impor-
tance, not only for understanding new pathophysiological
mechanisms but also as a target for therapeutic intervention.

1.3. Endothelial Constitutive Nitric Oxide Synthase (eNOS).
The role of NO in regulating vascular tone and mediating
platelet function is attributable to the ongoing activity
of eNOS. It is pharmacologically identical with previ-
ously isolated EDRF (endothelium-derived releasing factor),
exprimed by the intact endothelium [13]. Inactivation of
the eNOS pathway limits the contribution of NO to vessel
homeostasis and results in increased vascular tone and
platelet adhesion and aggregation. The activity of eNOS
is regulated by the intracellular free calcium concentration
and calcium- calmodulin complexes. Endothelial NOS is
a constitutively expressed protein predominantly associated
with the particulate subcellular fraction, suggesting that the
native enzyme is a membrane-bound protein. A detailed
analysis of the membrane association of eNOS showed that
this enzyme is localized to the Golgi apparatus as well as
to specific structures in the plasmalemmal membrane called
caveolae. The association of eNOS with a region of the
plasma membrane in which several key signal-transducing
complexes are concentrated (such as G-proteins) is likely to
have profound repercussions on enzyme activity as well as on
its accessibility to intracellular mechanisms of the pathway
release, including mechanisms independent of intracellular
calcium release [10].

1.4. Neuronal Constitutive Nitric Oxide Synthase (nNOS).
This isoform is present in central and peripheral neuronal
cells and certain epithelial cells. Its activity is also regu-
lated by Ca®* and calmodulin. Its functions include long-
term regulation of synaptic transmission in the central
nervous system, central regulation of blood pressure, smooth
muscle relaxation, and vasodilation via peripheral nitrergic
nerves. It has also been implicated in neuronal death in
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TasLE 1: Varicose vein group of samples.

Males Females Together
Number 5 5 10
Jaf:;iiizrlﬁz of pickup, in years) 29,8 328 31,3
Age range (years) 22-37  24-42 22-42
Median (in years) 30 30 30

TasLe 2: Control group of healthy (non-dilated) samples.

Males  Females  Together
Number 7 3 10
e s
Age range (years) 19-40 20-39 19-40
Median (in years) 26 32 26,5

cerebrovascular stroke [10]. NO plays also an important
role in the pathophysiology of some neurodegenerative
diseases. The presence of NO and NOS should be proved
indirectly through the histochemic positivity of nicotinamide
dinucleotide phosphate diaphorase (NADPHd) [14]. It was
proposed that nerve stimulation directly activated the release
of NO from nitrergic nerves and, in fact, NO appears to be
the dominant neurotransmitter responsible for the nerve-
mediated, endothelium-independent vasodilation [13]. Este-
ban et al. (1998) documented the nNOS presence in the
livers of cat and rat; deducing from this that nitrergic fibres
should be involved in the blood flow regulation and further
metabolic functions of this organ [15].

Abd-El-Aleem et al. (2000) reported increased levels of
eNOS and iNOS in the chronic venous ulcers compared
with normal skin [16]. Howlader and Smith (2002) found
an increased levels of total NO in the blood of patients
with severe forms of chronic venous disease (healed venous
ulcers and lipodermatosclerosis) [17]. Our study was aimed
to find a linkage between the NOSs and the venous dilatation
of primary varicose veins. The changes in NOSs isoforms
expression should help to elucidate the cause of the vessel
wall structural changes of the primary varicosis.

2. Material and Methods

10 varicose vein samples of great saphenous veins [18] (5
males and 5 females, see Table 1 for the age structure
of varicose vein group of samples) taken by the stripping
surgery in years 1997-2005 were compared with 10 control
samples of the lower limb superficial veins (7 males and
3 females, see Table 2 for the age structure of the control
group of samples) taken from the necroptic material of
the Institute of Forensic Medicine (faculty of medicine,
Comenius University) in years 1999-2004 with no previous
history of any venous disease and no histological signs of
venous wall alterations, usually described by varicose vein
wall (phlebosclerosis, intimal thickening, fibrosis of tunica
media, smooth muscle reduction, and clot formation). The
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Figure 1: The graph of the morphometric analysis results of the
expression of eNOS in varicose and control groups of samples (P <
.0001).
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Ficure 2: The graph of morphometric analysis results of the expres-
sion of nNOS in varicose and control groups of samples (P < .0001).

Figure 3: Expression of eNOS in the tunica media of control
(healthy) vein (magnification 400x, DAB).

Figure 4: Expression of eNOS in the tunica media of varicose vein
(magnification 400x, DAB).

Figure 5: Continuous eNOS cytoplasmatic expression in the
endothelial lining of the control (healthy) vein sample (magnifica-
tion 400x, DAB).

samples were immediately fixed in the buffered formalin,
processed by the standard light microscopy method into
the paraffin blocks. The sections were then processed
by the standard immunohistochemic technique using the
rabbit polyclonal antibodies against both constitutive NOS
isoforms (eNOS from SantaCruz, USA and nNOS from
BioScience, USA). The expression of the antibodies was
evaluated semiquantitatively and also proved morphomet-
ricaly. By the semi quantitative evaluation, we concentrated
on the histologic characteristics of each section and the
localization and intensity of marker positivity in the vein wall
layers (— negative, +/— irregular positivity, + weak positivity,
++ medium positivity, +++ strong positivity). The semi
quantitative analysis was proved morphometricaly by the 2D
image analysis (Image] 1.34n, National Institute of Health,
USA). The total area of NOS constitutive isoform expressions
in tunica media was then determined by the color analysis
(the brown color of NOS expression) and by the color digital
subtraction was determined its portion of the total area of
tunica media. For the statistical analysis was used unpaired
t-test.
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Freure 6: Discontinuous, weak eNOS cytoplasmatic expression in
the endothelial lining of the varicose vein sample (magnification
630x, DAB).

Frcure 7: Expression of nNOS in the tunica media of control
(healthy) vein sample (magnification 400x, DAB).

3. Results

The histomorphological and semi quantitative evaluation
of eNOS and nNOS isoforms showed discontinuous and
significantly lower expression of both followed constitutive
NOS isoforms in the tunica media of the varicose veins
compared with control group, where the expression of both
NOS isoforms was continuous (see Figures 1 and 2).

For the Endothelial Isoform of NOS (eNOS). We found
continuous and diffuse expression of the followed marker
in tunica intima and media of the control samples, whereas
in the varicose samples, its expression was discontinuous.
Enhanced eNOS positivity was observed especially in the
endothelial lining of the vessels; in the healthy control
samples its expression was continuous over the whole
endothelial lining, and in the majority of the varicose
samples its positivity showed discontinuity and interruptions
in its expression (Figures 3, 4, 5, and 6).

For the Neuronal NOS Isoform (nNOS). The histomorpho-
logical and semi quantitative evaluation showed lower and
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Frgure 8: Expression of nNOS in the tunica media of varicose vein
sample (magnification 400x, DAB).

Figure 9: Enhanced nNOS positivity in the tunica intima (com-
pared with tunica media) of varicose vein of 30-yrear-old man
(V54), magnification 400x, DAB.

Figure 10: Enhanced nNOS positivity in tunica intima (compared
with tunica media) of varicose vein of 32-yrear-old man (V55),
magnification 200x, DAB.
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discontinuous expression of nNOS in tunica intima and
tunica media of the varicose vein samples in comparison with
the control samples (Figures 7 and 8). The only exceptions
were two varicose samples (V54, V55); in these varicose
samples the nNOS expression was higher in tunica intima
than in tunica media (Figures 9 and 10). Both samples
represent the varicose great saphenous vein samples of
relatively young men (30 and 32 years, resp.), taken by the
stripping surgery in the years of 2004 and 2005.

4, Discussion

Abd-El-Aleem et al. found increased levels of total NOS,
eNOS, iNOS, and arginase in the skin of chronic venous
ulcer by using immunocytochemistry, western blotting, and
enzyme assays [16]. Howlader and Smith (2002) observed
by the colorimetric method raised levels of total NO in the
blood plasma of the patients with severe chronic venous
disease—healed venous ulceration and lipodermatoclerosiss
(corresponding to C4 and C5 of CEAP classification). In the
less severe CEAP stages of the chronic venous disease (C2 and
(C3) the difference of total NO levels between diseased and
control subject was not statistically significant [17].

In our study, the stage of CEAP of the varicose (dilated)
venous samples was not associated (not marked). So retro-
spectively, deducing from the fact that these varicose great
saphenous veins were decided for extraction (performing the
stripping surgery); these venous samples belonged to C2—Cé
stages (according to CEAP classification.)

For the endothelial NOS (eNOS), we confirmed the
enhanced eNOS expression in the endothelial lining in
both followed groups: in the healthy (control) samples, the
eNOS expression was diffuse and continuous; whereas in
the varicose samples the eNOS expression was discontinuous
(Figures 5 and 6). This fact confirms that eNOS is expressed
by the intact endothel, and that varicose veins are character-
ized by impaired endothelial function.

The expression of nNOS was also significantly lower and
discontinuous in varicose compared with control (healthy)
vein samples; deducing that varicose dilatation is due to
other mechanisms than potentiated by peripheral nitrergic
fibres in the varicose vein wall. The enhanced positivity
of nNOS in the tunica intima of two varicose samples
(V54 and V55, Figures 9 and 10) is probably due to other
unrecognized coincidental disease; by other varicose samples
the expression of these two markers in tunica intima copied
its expression in tunica media. As was mentioned above, both
samples were varicose great saphenous veins of 30 and 32-
years-old males (respectively), and there was no difference
between the fixation and processing of these two samples
compared with the rest of group.

Our summarized results are contradicting the results
of the two above-mentioned studies [16, 17], using two
other different methods for the total NOS and eNOS
evaluation, which should perhaps be also due to supposed
earlier CEAP stages of venous samples in our study (not
associated). Nevertheless, our results should be confirmed
by the measurement on more numerous sample groups with
marked associated CEAP stage of venous disease. From our

findings, we can now suppose that enhanced NO is not
responsible for varicose dilatation (especially in the earlier
CEAP stages), and so the venous wall weakness (the most
probable reason of primary varicosis) is a consequence of
some other pathophysiological mechanism.

5. Conclusion

Our results of significantly lowered expressions of both
constitutive NOS isoforms suppose the lower nitric oxide
(NO) levels in varicose vein wall, deducing that the varicose
dilatation is due to other mechanism, although the stage
of chronic venous disease of the varicose vein samples was
undetermined (retrospectively deducing to the C2-C6 stages
of CEAP); but we confirmed the impaired function of the
varicose vein endothelium. These results shall also suggest
that NO level in varicose vein wall should undergo changes
depending on the stage of severity of chronic venous disease.

Several possibilities exist for proving the results of our
work, we suggest to repeat the method on more numerous
groups of samples (with marked CEAP stage of chronic
venous disease) to compare Ca2+ presence in vein walls and
to check the NOS and NO presence by the indirect histo-
chemic evidence of NADPHd positivity; the comparisons
of INOS expression and the expressions of selected inflam-
matory stimuli are known for their potentiation of iNOS
expression (IL- 1, IL-6, TNF-a, etc.) As all NOS isoforms
utilize L-arginine as the substrate, with molecular oxygen
being the co-substrate [11], L-arginine inhibitors together
with ischemia should be considered in the prevention of
venous dilatation in case that results of our preliminary work
fail to be confirmed by further studies.
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2.4.1.5. PORUCHY VYZIVY CIEVNEJ STENY.

Cievne zasobenie steny povrchovych Zil dolnej koncatiny je taktieZ predmetom zauj-
mu mnohych badatel'ov uz niekol’ko poslednych desatroci. Jeho blizSie poznanie je dolezité
nielen z flebologického hl'adiska (chronicka vénova choroba dolnych koncatin, varikozita),
ale aj kvoli ¢astému a mnohostrannému vyuzitiu povrchovych Zil dolnej koncatiny (hlavne
vena saphena magna) v cievnej chirurgii (in situ by-passy DK, aorto-koronarne bypassy).
V tejto suvislosti stoja za zmienku prace Ceského autora Kachlika D. a kol. [52, 53], ktoré
kvalitativne popisuju architektoniku a Struktiru vasa vasorum. Popisuje, ze privodné cievy
prichadzaja ku kmeni VSM S§ikmo alebo kolmo v zvizku obsahujicom 1 artériu a 1 vénu

(priemery oboch ciev cca 100-150 um) v intervaloch okolo 15mm, pochadzaju z cievneho rie-
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¢ist’a okolitého tukového viziva a poc€as svojho priebehu k vlastnému povrchu VSM zvycajne
prerazaju jej jemny vizivovy obal (tzv. Caggiatiho kompartment). V miestach, kde sa do
kmena VSM vlievaju jej nasilnejSie vetvy, Ustia niektoré odvodné Zily (vena vasorum) samo-
statne a nezavisle na priebehu artérii do koncovych usekov tychto tributarnych zil. V adventi-
cii VSM sa privodné tepny a Zily rovnako delia do pozdiznych vetiev, ktoré vytvaraji povr-
chovl anastomoticku siet’ vasa vasorum, zlozenu z rézne vel'kych ok nepravidelnych tvarov.
Intramuralne vasa vasorum st postupne tvorené drobnymi arteriolami uloZenymi tieZ v adven-
ticii, ktoré sa do hibky médie d’alej vetvia do bohatej kapilarnej siete. PoGetné a §tihle oka
kapilarnej siete maju prevazne pozdiZzny pretiahnuty tvar, pricom dIhé osy tychto ok s rovno-
bezné s pozdiZznou osou VSM a vytvaraja tak riedku trojrozmernu siet’, ktorou naprie¢ prebie-
haju jednotlivé hladké svalové bunky médie. Kapilary sa postupne zbieraji do pocetnych
postkapilarnych venul pokracujucich postupnym spéjanim do zbernych venul a nadradenych
zil. Vo vSetkych normalnych zildch VSM bolo zistené, ze najhlbSie kapilary boli ulozené
v strednej vrstve médie Zilovej steny, priblizne 100 um od lumena a preto vnutorna tretina
médie a tenkd vrstva intimy zostavali vzdy avaskularne. V Ziadnom pripade nebola najdena
priama komunikécia medzi systémom vasa vasorum a vlastnym lumenom VSM. Dokazom
toho bola skuto¢nost’, ze pri Ziadnej z pouzitych injekénych technik (tus, Mercox) sa pouzity
material nedostal do lumena Zily a naopak po ndplni VSM sa nikdy nepodarilo retrogradne
nastrekntt’ Ziadnu Cast’ riecista vasa vasorum. Intimélna hyperplazia (fleboskler6za) bola vo
forme lokalneho alebo difuzneho zhrubnutia intimy bezne nachddzané vo vacsine pripadov aj
u makroksopicky nevarikéznych zil, t.j. u va¢Siny pacientov, ktorym boli odobrané ¢asti VSM
za ucelom aorto-koronarnych by-passov. Vo vicsine tychto pripadov sa zistilo, ze vasa vaso-
rum su ¢asto zmnozené a takmer pravidelne prerastaju aj do najhlbsich vrstiev médie, zatial'¢o
celad vrstva hyperplastickej intimy (Casto az hrubky 200um) zostavala vzdy kompletne avas-
kularna. Lymfatické cievy neboli pozorované v ziadnej zo skimanych vrstiev zilovej steny.

V stene primarne varikdéznych Zil I'ahSieho stupnia neboli ndjdené vyraznejSie kvalita-
tivne rozdiely v jej morfoldgii, okrem flebosklerdzy rdzneho stupnia. U tazsich stupiiov pri-
marnej varikozity boli difuzne pritomné drobné nepravidelné lokalne dilatacie a tortuozita
adventicialnych venul, ostatné stcasti rieciSta vasa vasorum si zachovavali normalnu upravu.
V skupine najtazsich varikéznych zmien boli naopak pravidelne pozorované ndpadné a diftiz-

ne zmnozenie vasa vasorum a ich vrastanie do zoény hyperplastickej médie a intimy, pripadne
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az do vnutra organizujucich sa trombov, viacSinou sprevadzané difiznou degradaciou elastic-

kych membran médie [52, 53].

2.4.1.6. PATOLOGICKA BUNKOVA INFILTRACIA ZILOVEJ STENY PRI VZNIKU A VYVOJI

VARIKOZNYCH ZiL.

Tunica adventitia krvnych ciev sa vS§eobecne povazuje za podporné spojivové tkanivo
vd’aka bohatej spleti kolagénovych zvizkov a niekol’kym celularnym zlozkdm. Za urcitych
okolnosti (napr. abdominalna aneuryzma aorty, vazospazmus, varikozne zily) bolo mozné
v tunica adventitia pozorovat’ priznaky zapalovych zmien. Na druhej strane poSkodenie tunica
adventitia podnecuje fibrozne zhrubnutie tunica intima. Z toho vyplyva, ze tunica adventitia
by mohla byt patofyziologicky aktivnou zlozkou a nielen pasivnou Strukturdlnou zlozkou
cievnej steny, ako sa dosial’ predpokladalo.

Zirne bunky st ubikvitarne v spojivovom tkanive v celom ludskom organizme, cievy
nevynimajuc. Pochadzaju z kmenovych buniek kostnej drene. Ich progenitorové bunky vstu-
pujt do krvného prudu z kostnej drene, migrujua do spojivového tkaniva, kde sa diferencuji na
zrelé zirne bunky. Pre dozrievanie a diferenciaciu zirne bunky vyzaduju T-lymfocytarne fak-
tory interleukin 3 a interleukin 4 a priamu interakciu s fibroblastmi. Dospelé Zirne bunky st
zname produkciou, ukladanim a uvolfovanim takych farmakologickych substancii ako hista-
min, tryptaza, derivaty kyseliny arachidonovej, heparin, leukotrién C, prostaglandiny a cyto-
kiny. Nedavno bolo ozrejmené, Ze Zirne bunky st najva¢sim zdrojom bazického rastového fa-
ktora fibroblastov (basic fibroblast growth factor - bFGF). bFGF je multifunkény polypetid,
ktory kontroluje rast a diferencidciu réznych typov buniek vratane fibroblastov. Predpoklada
sa, ze bFGF hra vyznamni ulohu vo fibroproliferativnych poruchach ako st napr.
Dupuytrenova kontraktara, plicna fibréoza a hepatidlna fibréza indukovana chloridom
uhli¢itym (carbon tetrachlorid). V niekolkych nedavnych S$tadiach sa objavili spravy
o pritomnosti zvysenej infiltracie Zirnych buniek v tunica adventitia krvnych ciev, ¢o sa dava-
lo do suvislosti so vznikom aterosklerézy a vazospazmu vd’aka spomenutym vazoaktivnym
substanciam uvolfiovanym zo Zirnych buniek. Skupina japonskych autorov prepokladajic
priamu suvislost’ ich zvySenej infiltracie v Zilovej stene so vznikom a vyvojom varik6znych
zil realizovala dve S$tudie so zameranim na porovnanie pritomnosti a ultrastrukturalnych

rozdielov zirnych buniek v stene varikoznych a normalnych zil [114, 115].
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Yamada aspol. (1996) metodami kvantitativnej svetelno-mikroskopickej analyzy
porovnavali kvantitativnu pritomnost’ zirnych buniek v 11 vzorkdch varikéznych povrcho-
vych zil (venae saphenae magnae) v porovnani s 11 vzorkami nedilatovanych usekov varikoz-
nych venae saphenae magnae od rovnakych pacientov a 5 vzorkami nevarikoznych nedilato-
vanych povrchovych zil dolnych koncatin odobratych za tc¢elom koronarnej bypassovej
operacie. V 9 z 11lvarikdéznych vzoriek zistili signifikantne vyssiu infiltraciu zirnych buniek
vo varikéznych usekoch zil v porovnani s nedilatovanymi tisekmi, rovnako nedilatované use-
ky varikoznych zil vykazovali signifikantne vyssiu infiltraciu Zirnych buniek v porovnani so
vzorkami bypassovych Zilovych stepov. Co sa tyka lokalizacie, v kontrolnych vzorkach boli
zirne bunky jednotlivo roztrisené v okoli vasa vasorum v tunica adventitia. Zvyc¢ajne boli
velké a ovélne, malé a zahrotené alebo v tvare hviezdy , nikdy neboli pritomné v tunica media
alebo tunica intima. AvSak vo varikoznych léziach bolo pozorovanych niekolko zirnych
buniek aj v tunica intima a tunica media. V adventicii zil tvorili ¢asto malé zhluky.

V nasledujtcej elektronovo-mikroskopickej stadii Yamadu a spol. (1997) porovnaval
ultrastrukturalne rozdiely Zirnych buniek pritomnych v Zilovej stene varikéznych a normal-
nych povrchovych Zil dolnych koncatin (vena saphena magna a vena saphena parva). Porov-
navalo sa medzi 18 vzorkami varik6znych povrchovych Zil dolnej koncatiny a 9 vzorkami
povrchovych Zilovych Stepov z dolnej koncCatiny bez pritomnosti varikozit. Ultrastruktura ty-
pickych Zirnych buniek v zdravych povrchovych zilach dolnych koncatin bola charakterizo-
vana cytoplazmou s velkym poctom velkych heterogénnych granil. Mnohé z granul vykazo-
vali pseudokrystalicka Struktiru s lamelami, zavitnicami a mriezZkovanim. Cytoplazmatické
organely zahfiiali dobre vyvinuty Golgiho aparat, vol'né ribozomy a vezikuly. Na bunkovom
povrchu sa nachaddzalo mnoho dlhych, tenkych vybezkov a zdhybov. Zvycajne boli zaliate
v tkanive bohatom na kolagén. Vo vzorkach varik6znych povrchovych zil dolnych koncatin
zirne bunky mali mikroklky prebiehajuce k fibroblastom a lymfocytom, ¢o prepoklada tzky
kontakt a interakciu medzi bunkami. V bunkéch sa nachadzali granule bez krystalickej Struk-
tury a so zniZenou elektronovou denzitou spolu s origindlnymi krystalickymi granulami, ktoré
boli povazované za vylucujuce formy. Niekol'ko zirnych buniek vykazovalo degranulaciu
charakterizovanu pocetnymi cytoplazmatickymi degranulaénymi kandlmi so zmenenymi
granulami.

Uvedené pozorovania prepokladaju bunkou sprostredkovany mechanizmus spdsobu-

juci premenu granul zirnych buniek na vylucovaci typ. AvSak spustaci faktor uvolfiovania
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mediatorov ostava zatial nezndmy, mechanizmus uvolfiovania sa vSak zdd byt odlisny od
mechanizmu spustania mechanizmu nahlej hypersenzitivnej reakcie. Prirodzena anamnéza
vyvoja varikoznych zil je zvy€ajne pomald, takZe sa zd4, Ze k nemu skor prispievaji dlhodobo
pdsobiace substancie ako kratko ti¢inkujuci histamin. Dokonca sa predpoklada, ze fibroza tu-
nica media a tunica adventitia, objavujuca sa u varikoznych povrchovych zil dolnych koncatin
by mohla byt spdsobena bazickym rastovym faktorom fibroblastov (bFGF) [114, 115].

Pritomnost’ Zirnych buniek v tunica adventitia varikdéznych zil pozorovala aj
Prokopova a spol. (1998), ktori okrem zmnozenia a rozsirenia vasa vasorum varikéznych zil
zasahujucich aZ do tunica intima tu nachadzali pritomné vo vSetkych troch cievnych vrstvach
tzv. Staubesandove degenerativne formy myocytov s elektronovo-mikroskopicky pozoro-
vatel'nou vakuolizaciou ich cytoplazmy [87].

Ono, Bergan a kol. (1998) zas pozoroval infiltraciu listkov chlopni a Zilovej steny
monocytmi a makrofagmi vSetkych vzoriek varikéznych zil suboru, pricom v kontrolnom
subore podobnd infiltracia nebola zistend. Autor dospel k zaveru, ze chronickd infiltracia
Struktar Zilovej steny makrofagmi by mohla predstavovat’ jednu z pric¢in poskodenia zilovych
chlopni pri refluxe v safendznych zilach a dé6vodom tychto zmien by mohlo byt zachytavanie
leukocytov vo valvularnych sinusoch Zilovych chlopni [78].

Nasa praca skumala infiltraciu zirnych buniek v stene varikéznych zil: V stene vari-
kéznych Zil sme zistili nesignifikantne nizSiu hustotu mastocytov v porovnani so stenou

zdravych zil.
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Summary

Varicose veins of the lower extremities are abnormally dilated, tortuous and elongated. The exact
cause of vein dilatation has still not been established. Mast cells produce, store and release various
types of vasoactive compounds (histamine, tryptase, prostaglandins, leukotrienes, and cytokines).
Histamine enhances local vasopermeability and smooth musele cell proliferation, leading to thicken-
ing of the intima. Tryptase can contribute to local vascular injury and subsequent weakness of the
vascular wall causing varix formation. The aim of the present study was the comparison of mast cell
infiltration in the wall of varicose and non-varicose veins. The mean mast cell density in the wall of
varicose veins was 0.86 mast cell per mm® and in healthy non-dilated vein walls, density was .23
mast cell per mm?®. This difference was not statistically significant, therefore we could not confirm
our hypothesis. Nevertheless, we suggest that mast cells could play an important role in the develop-
ment of varices and the factor releasad by the mast cells should be further examined.

Key words: mast cell — infiltration — varicose —veins

Introduction

Chronic venous insufficiency of lower extremities is a
relatively frequent vascular disease affecting mainly the
superficial venous system of legs of persons that are
active. The incidence of this chronic venous disease
ranges from 40-60% in women and [5-30% in men,
respectively, in developed countries in Europe and the
USA {Thulesius, 1996; Stvrtinovd et al., 1991). Besides
postthrombotic syndrome and ulcus cruris, varicose
veins are a major sign of this chronic venous insufficien-
cy. Varicose veins are characterized by their abnormally

dilated, tortuous and elongated character. On the basis of

their development, varicose veins are usually divided
into primary varicose veins (how they develop is not
known yet) and secondary wvaricose veins (usually

formed as a consequence of deep phlebothrombosis or as
a result of ebstruction of venous outflow from the lower
extremities). Despite many efforts, the exact cause of pri-
mary varicose veins (and as a consequence, chronic
venous insufficiency) has not been established yet.
Therefore, therapy of this disease is usually symptomatic
only (Bergan, 1997: Corcos et al, 1989). Weakness of
the venous wall in association with smooth muscle and
connective tissue disorders {(and particularly disorders in
collagen or elastin because they are the major compo-
nents of connective tissue in venous walls), dysfunction
of venous endothelinm, damage of the venous valves or
impaired venous microcirculation are possible etiopatho-
oenetical factors (Stvrtinovd, 1999, Histological changes
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Fig. 1. Localization of a mast cell (arowhead) in the
tunica adventitia near vasa vasorum of a varicose
vein. Magnification, =150,

Fig. 2. Localization of mast cells (amowheads) in the
tunica adventitia of a healthy non-dilated vein. Mag-
nification, =100,

Fig. 3. Higher magnification of the wall of a healthy
vein containing a mast cell (arowhead). Magnifica-
tion, =225,



in the wall of varicose veins include phlebosclerosis,
thickening of the intima, fibrosis of the media, decrease
in the amount of smooth muscle and thrombus formation.
Vasoactive compounds such as prostacyclin, tromboxan
A2 and noradrenaline may also play a role (Yamada et
al., 1996} Mast cells are migratory cells in connective
tissue, usually found to be dispersed in the sparse con-
nective tissue compartment along small blood vessels
and in large amounts in the fibrous capsule of the liver, in
connective tissue of the thyroid gland, intestine and gall
bladder. Mast cells are known to produce histamine,
serotonin, arachidon acid derivates, heparin, leukotrien
, prostaglandins and cytokines, Heparin is an anticoag-
ulant agent, serotonin has vasoconstrictive effects, his-
tamine induces elevation of vascular permeability and
affects blood pressure. The aim of our study was to com-
pare the cccurrence of mast cells infiltration in varicose
and non-varicose (healthy) vein walls.

Material and methods

Ten samples of human varicose long saphenous veins
were collected by stripping surgery (5 males and 5 fe-
males; age 24-60 years; mean age 37.0 years) and were
compared with 10 samples of nondilated human healthy
long saphenous veins collected at necropty in the Insti-
tute of Forensic Medicine from individuals without any
history of vascular disease (8 males and 2 females; age
between 20-83 years: mean age 36.6 years). These con-
tral samples were collected at 5-12 h after death due to
accidents. Samples were immediately fixed in 5%
formaldehyde in Baker's solution and processed routine-
Iy for light microscopy. Sections (8 pm thick) were
stained  for orientation  with  hematoxylin-eosine
{Lachema. Brno, Czechoslovakia) and with toluidin blue
{Diagnostica Merck, Darmstadt, Germany) for detection
of mast cells on the basis of the presence of metachro-
matic granules in mast cells. Six sections were evaluated
from each sample. The number of mast cells was counted
manually using a light microscope (Meopta, Prague,
Czechoslovakia) at 2045+ magnification. Eighteen sec-
tions were cut from each sample, but on the basis of the
size of mast cell (3-7 pm in diameter) only every third
section was evaluated. The area of the vein wall was
measured morphometrically. Sections were scanned with
a CCD camera (Jay, Copenhagen, Denmark) attached to
an inverted microscope IMT-4 (Olympus, Tokyo, Japan)
and analysis was performed with morphometric software
{Soft Imaging Systems, Munster, Germany). The number
of mast cells per mim? for every group of samples was
expressed as mean with standard deviation. Statistical
analysis was performed with the use of computer soft-
ware Excel (Microsoft Corporation, Redmond WA,
L'SA) and by manual calculations.
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Results

Mast cells stained with toluidin blue appeared to be
deep violet due to presence of metachromatic gran-
ules. Cells were mainly localized in the tumica adven-
titia of vein walls, often in the vicinity of vasa vaso-
rum (Figs. 1-3). They were rarely present in the outer
part of the tunica media. For each sample, the mean
area of the vein wall was determined on the basis of
& measurements. The mean density of mast cells was
determined in each sample as a ratio of the mean num-
ber of mast cells in each section and the mean area of
the venous wall in that section. The results are pre-
sented in Fig. 4. For varicose veins, the mean mast cell
density was 0.86 + 0.45 mast cell per mm? and for
healthy non-dilated veins, the mean mast cell density
was .23 + 0.92 mast cell per mm?. The p value was
=0.05 and. thus differences were not statistically
significant.

Discussion

Pathological infiltration of cells in venous structures
have been described by Ono et al. (1998), who for
example studied monocyte and macrophage infiltration
of  wenous  wvalves and  concluded that chronic
macrophage infiltration could be a possible cause of
valve damage by venous reflux in the long saphenous
vein. Prokopova et al. (1998) described in a similar way
the presence of mast cells in the tunica adventitia of
varicose vein walls, but differences between varicose
veins and healthy veins were not compared quantita-
tively. We did not find a significant difference between
the number of mast cells in the walls of varicose and

2.5
2w
=
g
] 1.50
o
W
o e
m
: o
0.50 -
R i
EE
o0 ; o
Healthy Varicose
4 veins velns

Fig. 4. Density of mast cells per mm? in walls of healthy veins and
varicose veins, Differences are not significantly different due to the
large standard deviation,
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healthy veins. Therefore, we were unable to confirm the
previous assumption on the basis of a qualitative analy-
sis and the conclusion of Yamada et al. { 1996) that the
amount of mast cells is elevated in the wall of varicose
veins. Nevertheless, we assume that mast cells and their
products may play a role in pathological changes in
venous wall structures or venous wvalves. Therefore,
they deserve further attention, but first the number of
experimental samples and number of sections from each
sample should be increased with respect to the number
of mast cells present.
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2.4.1.7. HORMONALNE PODMIENKY VZNIKU A ROZVOJA VARIKOZNYCH ZiL

Klinické a experimentalne Uidaje podporuju prepokladany vyznam tulohy ovaridlnych
steroidov, estradiolu a progesteronu vo fyzioldgii a patofyziologii krvného obehu, zahfnajuc
zmeny Struktary arteria uterina, varidcie uterinného krvného toku a "estrogénovi" ochranu
pred ateroskler6zou a kardiovaskularnymi ochoreniami. AvSak celularne a molekuldrne me-
chanizmy tychto hormén- dependentnych procesov su zatial’ z vdcSej Casti neobjasnené. Ne-
priamy ucinok steroidov sa predpokladal uz davnejSie, zahfiiajlic estrogénom- indukované
zmeny hladiny plazmatickych lipidov a lipoproteinov, zmeny krvnej zrdzanlivosti, zmeny
horménom-indukovanej syntézy a sekrécie vazoaktivnych substancii roznymi orgdnmi. Rov-
nako sa predpokladal priamy vaskularny G¢inok steroidov cez steroidové receptory v cievnej
stene.

Nizke koncentréacie estrogénovych receptorov (ER), dokazané naviazanim radioaktiv-
nych ligandov a autoradiografiou, boli opisané v roznych artériach. Metddy s pouzitim mono-
klonalnych protilatok proti roznym mapovanym receptorovym epitopom a zdokonalenie imu-
nocytochemickych technik pre estrogénové (ER) a progesterénové receptory (PR) umoznili
detailne sledovat’ pritomnost’ tychto receptorov v rdéznych artériach a vénach. V mnohych §ta-

diach bola opisand pritomnost’ estrogénovych receptorov v réznych castiach kardiovasku-
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larneho systému, prepokladajuc, ze kardiovaskularny systém by mohol byt fyziologickym
cielovym tkanivom pre ovarialne steroidy. Estrogénové aj progesterénové receptory boli do-
kazané v svalovych bunkach tunica media arteria uterina, v artéridch vajcovodov (isthmus a
ampulla tubae uterinae), v tunica media artérii endometria a myometria, v artériach prsnika
(arteria mammaria interna) a v koronarnych artériach ¢loveka [82, 83].

Klinické a epidemiologické pozorovania tykajice sa varikoznych zil, hlavne ich pre-
dominanice u Zien a vyskyt vendznej stazy pocas hormondlnej terapie estrogénmi a pro-
gesteronmi, pocas lutedlnej fazy a tehotenstva predpokladaji uréiti hormonalnu zavislost’ aj u
tejto zilovej poruchy [55]. V experimentalnej imunocytochemickej Studii bolo vySetrenych 30
vzoriek vena saphena magna, ziskanych pri chirugickom operacnom odstraneni varikoznych
zil (10 vzoriek od premenopauzalnych zien, 15 vzoriek od postmenopauzalnych zien, 5 vzo-
riek od muzov). V 90% biopsii sa dokdzala pritomnost’ progesteronovych receptorov (PR)
pozorovanych hlavne v jadrach buniek tunica media a subendotelialnej vrstvy (neointimy).
Oproti tomu ziadna alebo extrémne nizka pozitivita pritomnosti estrogénovych receptorov
(ER) bola pozorovana v 25 z 30 vzoriek. Len 5 vzoriek vykazovalo nizku hladinu estro-
génovych receptorov (ER). VacSina varikdznych vzoriek (70%) boli ER-/PR+, pricom len
20% vzoriek bolo ER+/PR+ a 10% vzoriek vykazovalo ER-/PR-. Pritomnost’ PR a absencia
alebo nizka hladina ER boli d’alej analyzované vo vzt'ahu k pohlaviu, k menopauze a loka-
lizacii v ramci vzorky. Pritomnost’ PR bola pozorovana u 92% Zien oproti 80% muZov a u
100% premenoauzalnych versus 80% postmenopauzalnych pacientiek. Vo vzorkach od 4 pa-
cientov (3 Zeny, 1 muz) bola analyzovana pritomnost’ PR z troch r6znych vzoriek ziskanych z
proximalnej, strednej a distdlnej Casti odstranenej varikdznej vena saphena magna (vSetky
vzorky vykazovali ER-/PR+). Ziadna signifikantna variacia nebola pozorovana v expresii ER
alebo PR z troch rozlicnych oblasti v ramci jednej vzorky vena saphena magna. Podobne,
ziaden signifikantny rozdiel v obsahu receptorov nebol pozorovany pri porovnavani vari-
kéznych a nevarikoznych fragmentov vzorky odobranej od jedného pacienta. PR a ER boli
tiez analyzované aj v 2 vzorkach normalnych povrchovych Zil (vena saphena magna) od pa-
cientov po kardiovaskularnej operacii. Jeden pacient vykazoval ER-/PR- a druhy ER-/PR+.
Vo vSetkych testovanych vzorkach zil (vena saphena magna) pritomnost’ PR bola pozorovana
v jadrach buniek tunica media a v subendotelidlnej vrstve (neointima). Vo fibroblastoch tuni-
ca adventitia sa PR vyskytovali len prilezitostne. Bunky hladkej svaloviny nutritivnych artérii

v tunica adventitia sledovanych zilovych vzoriek rovnako vykazovali pritomnost’ PR [82, 83].
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Z uvedenych udajov vyplyva, Zze venae saphenae muza aj Zeny vykazuji expresiu
progesterénovych receptorov (PR) tak ako uz bolo v minulosti opisané v arterialnom krvnom
systéme. U oboch pohlavi bola pozorovana absencia alebo nizka pozitivita expresie estrogé-
novych receptorov (ER). Absencia (alebo nizka pozitivita pritomnosti) ER vo vécSine vari-
koznych Zil by mohla byt Specifické pre zilovy systém, alebo by mohla byt dosledkom straty
receptorov pocas degenerativneho procesu. Pritomnost’ progesteronovych receptorov (PR) v
tunica media povrchovych Zzil dolnych koncatin (venae saphenae magnae) predpoklada, Ze
progesterén by mohol ovplyviiovat’ zilovl Struktiru a/alebo funkciu. Pritomnost PR v bun-
kach hladkej svaloviny Spiradlovitych artérii v skorych Stadiach tehotenstva je spajana so
znacnym zvySenim endometridlneho a myometrialneho krvného prietoku na podporu fetal-
neho rastu a homeostdzy. Avsak uloha progesterénu v povrchovych Zilach dolnych koncatin
ostava zatial’ nejasna. Boli uz zverejnené udaje z experimentalnych $tudii in vitro na izolo-
vanych l'udskych povrchovych zilach dolnych koncatin (vena saphena magna a vena saphena
parva) o progesteronom- indukovanom znizeni noradrenalinu a kalcium-indukovanych kon-
trakcidch. Rovnako zostava zatial neobjasnenym, ¢i ma alebo nema progesteron ucinok na

zilovu Struktaru prostrednictvom bunkovej proliferacie [83].

3.ZAVER.

Vyssie uvedeny prehlad vysledkov prac autorov a vyskumnikov z mnohych krajin
sveta sved¢i o pokracujicom zdujme v odhalovani priCiny primarnej varikozity dolnych
koncatin. Ich tsilie je motivované snahou o zlepSenie lieCby tejto formy chronickej Zilovej
choroby (G¢innejSim zasahom v inicidlnom §tadiu ochorenia), snahou o u¢innejsiu prevenciu,
ktora v sucasnosti pozostava v obmedzovani vonkajSich vyvolavajucich cCinitel'ov, pripadne
snahou o aktivne vyhl'adavanie (depistdZ) osob s genetickou predispoziciou k vzniku varixov.

Nie Uplne jednoznaéné vysledky rézne zameranych §tadii ntitia badatel'ov k ivaham
a hl'adaniu r6znych d’alSich prepokladanych pricin tohto ochorenia. Aj ked’ je geneticka pre-
dispozicia pre toto ochorenie nesporna, etiopatogeneticky mechanizmus veduci k objaveniu sa
symptémov stéle nie je jasny. Preto je potrebnd spolupradca medzi badate'mi roznych zame-
rani a urcite je to pole ich moznej vzajomnej vedeckej spoluprace. Vyriesenie problému pri-
¢iny primarnej formy chronickej vénovej choroby dolnych konc¢atin by napomohlo usetrit’
nemalé¢ finan¢né prostriedky zdravotnickej starostlivosti vynakladané v siCasnosti na sympto-

maticku liecbu pacientov s tymto ochorenim.
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4. ZOZNAMY.

4.1. ZOZNAM GRAFOV.
Graf. 1. PriCiny smrti na choroby obehovej sustavy (Piskova, 2009).

4.2. ZOZNAM OBRAZKOV.

Obr. 1. Schematicky priklad proximalnej chlopne vena saphena magna v pozdiZznom priereze
za fyziologickych podmienok.

Obr. 2. Priklad poskodene;j zilovej chlopne so sumarizaciou hlavnych pozorovanych
poskodeni.

Obr. 3. Hydrostaticky tlak v mmHg, pri ktorom sa objavi spitny reflux krvi v normalnej a
varikéznej zile (podla Bauersachs a kol., 1996).
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