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Abstract. Introduction: Perivascular adipose tissue (PVAT) and hydrogen sulphide (H,S) play important role
in modulation of vasoactive responses and may interfere with the etiopathogenesis of essential hyperten-
sion. The aim of this study was to evaluate the mutual relationship between PVAT and H,S (endogenously
produced and exogenous) in vasoactive responses of isolated mesenteric arteries in adult normotensive
(Wistar) and spontaneously hypertensive rats (SHR).

Material and methods: Adult male Wistar and spontaneous hypertensive rats (SHRs) were used. Changes in the
isometric tension of MA with or without PVAT were measured after transmural nerve stimulation (TNS), after
application of exogenous noradrenaline (NA) and also after exogenously administered H,S. A cystathionine
y-lyase inhibitor, propargylglycine, was used to inhibit endogenous H,S production.

Results: In SHR, hypertension was associated with cardiac hypertrophy and increased arterial contractility,
but there were no differences in the amount of retroperitoneal fat between the strains. In SHR, unlike in
Wistar rats, PVAT exhibited a pro-contractile effect on contractions mediated by endogenous noradrenaline
released from arterial sympathetic nerves. On the other hand, PVAT exhibited the anticontractile effect on
exogenous noradrenaline-induced vasoconstriction in both rat strains, but more significantly in SHR. The
endogenous H,S produced by both the vascular wall and PVAT demonstrated an anti-contractile effect on
the exogenous noradrenaline-induced vasoconstriction in Wistar rats. In SHR, H,S produced by the vascular
wall exhibited a pro-contractile effect that was eliminated by the presence of PVAT but not by H,S produced
by it. Nevertheless, unlike in Wistar rats, the presence of PVAT potentiated the vasorelaxant effect of exog-
enously applied H,S in SHR.

Conclusion: Our results confirmed that PVAT of mesenteric artery and endogenously produced H,S exhibit
both pro-contractile and anti-contractile properties depending on the type of activated signaling pathway. In
SHR, unlike in Wistar rats, the pro-contractile effect of PVAT was associated with perivascular nerve stimulation
and, together with the pro-contractile effect of H,S produced by the vascular wall, contributed to pathologi-
cal changes in SHR. On the other hand, the PVAT of the hypertensive mesenteric artery is endowed with
compensatory vasoactive mechanisms, which include both its anticontractile effect and potentiation of the
vasorelaxant effect of exogenous H.S. Fig. 5, Tab. 1, Ref. 26, on-line full text (Free, PDF) www.cardiologyletters.sk
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Abstrakt. Uvod: Perivaskularne tukové tkanivo (PVAT) a sirovodik (H,S) plnia déleziti ulohu pri modulacii
vazoaktivnych odpovedi a mézu byt zapojené do etiopatogenézy esencidlnej hypertenzie. Cielom tejto
Studie bolo vyhodnotit vzajomny vztah medzi PVAT a H,S (endogénne produkovanym a exogénnym) vo
vazoaktivnych odpovediach izolovanych mezenterickych artérii (MA) u dospelych normotenznych (Wistar)
a spontanne hypertenznych potkanov (SHR).

Materidl a metodika: Pouzili sa dospelé samce Wistar a spontanne hypertenznych potkanov (SHR). Zmeny
izometrického napatia MA so zachovanym alebo odstrdnenym PVAT sa hodnotili po transmurélnej nervovej
stimulacii (TNS), po aplikacii exogénneho noradrenalinu (NA) a taktiez po exogénne podanom H.S. Na inhi-
biciu endogénnej produkcie H,S sa pouzil inhibitor cystationin y-lyazy, propargylglycin.

Vysledky: U SHR sa hypertenzia spajala so srdcovou hypertrofiou a zvysenou cievnou kontraktilitou, avsak
medzi kmenmi neboli Ziadne rozdiely v mnozstve retroperitoneédlneho tuku. U SHR, na rozdiel od Wistar
potkanov, vykazovalo PVAT prokontraktilny ucinok na kontrakcie sprostredkované endogénnym noradre-
nalinom uvolfiovanym z arteridlnych sympatikovych nervov. Na druhej strane, PVAT prejavovalo antikon-
traktilny Gcinok na vazokonstrikciu vyvolanui exogénnym noradrenalinom u oboch kmeroch potkanoy, ale
vyraznejsie u SHR. Endogénny H,S produkovany cievnou stenou aj PVAT preukazal antikontraktilny Gcinok
na vaozokonstrikciu vyvolanu exogénnym noradrenalinom u Wistar potkanov. U SHR vykazoval H,S produ-
kovany cievnou stenou pro-kontraktilny ucinok, ktory bol sice eliminovany pritomnostou PVAT, nie vsak nim
produkovanym H.S. Pritomnost PVAT zosilfovala vazorelaxacny ucinok exogénne aplikovaného H,S u SHR
avsak nie u nor- motenznych potkanov.

Zdver: Nase vysledky potvrdili, ze PVAT mezenterickej artérie a endogénne produkovany H.S vykazuju pro-
kontraktilné aj antikontraktilné vlastnosti v zavislosti od typu aktivovanej signédlnej drahy. U SHR, na rozdiel
od potkanov Wistar, je pro-kontraktilny uc¢inok PVAT spojeny so stimuldciou perivaskularnych nervov a spolu
s prokontraktilnym G¢inkom H,S produkovaného cievnou stenou prispel k patologickym zmenam SHR. Na
druhej strane, PVAT hypertenznej mezenterickej artérie je vybavené kompenza¢nymi vazoaktivnymi mecha-
nizmami, ktoré zahffiaju jednak jeho antikontraktilny Gcinok, ako aj potencidciu vazorelaxa¢ného Ucinku
exogénneho H.S. Obr. 5, Tab. 1, Lit. 26, on-line full text (Free, PDF) www.cardiologyletters.sk
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- propargylglycin

Perivaskularne tukové tkanivo (PVAT) predstavuje Specificky
depozit tukového tkaniva obklopujuci krvné cievy. Okrem po-
skytovania mechanickej ochrany je PVAT dolezitym sekrecnym
organom vzhladom na jeho schopnosti uvolnovat biologicky
ucinné molekuly, okrem inych aj vazoaktivne. Vysledky ziskané
v ostatnych rokoch potvrdzuji, Ze PVAT ma vo fyziologickych
podmienkach najmi antikontraktilné ucinky, ktoré mozu
byt sprostredkované tzv. relaxa¢nym faktorom odvodenym
od adipocytov (ADRF). Schleifenbaum et al. (1) povazuju
za potencidlneho kandidata ADRF sirovodik (H,S), ktory je
v sucasnosti znamy ako dolezitd signalna molekula. Autori
pozorovali, Ze inhibicia endogénneho H,S nemala Ziadny
vazoaktivny uc¢inok na mezenterické artérie a aorty izolované
z normotenznych potkanov a mysi v pripade, ak mali odstra-
neny perivaskuldrny tuk. Na druhej strane, zachované PVAT
preukazalo antikontraktilny ucinok, ktory vymizol po inhibicii
endogénnej syntézy H.S. Okrem PVAT(2), moze byt véak H,S
produkovany aj hladkymi svalovymi (3) a endotelovymi bun-
kami (4). Navyse sa ukézalo, ze H,S ma dudlny vazoaktivny
ucinok, kedze okrem vazorelaxa¢ného a antikontraktilného
posobenia moze mat aj vazokonstriktoricky efekt (5). Vsetky
tieto skutocnosti naznacuju, ze signalne drahy H,S mé6zu mat
aj komplexnejsi charakter.

Literarne tdaje potvrdzujd, Ze oba systémy, PVAT a H_S,
mozu interferovat s etiopatogenézou esencialnej hypertenzie.
Viaceré prace naznacuju, Ze u spontanne hypertenznych pot-
kanov (SHR) moze byt beneficny tcinok bioaktivnych latok
produkovanych PVAT na cievnu stenu zniZeny. Torok et al.
(6) potvrdili antikontraktilny u¢inok PVAT v mezenterickych
artéridch normotenznych Wistar Kyoto potkanov, ktory bol na
druhej strane u SHR vyznamne zniZeny. Podobne Galvez et al.
(7) zistili, zZe SHR mali v mezenterickom rie¢isku kvantitativne
menej PVAT, ¢o viedlo k jeho zniZenej funkcii a mohlo tak
pri tomto modeli hypertenzie prispievat k zvySenej cievnej
rezistencii. Co sa tyka ucasti signdlnej drdhy H,S, pokusy
s pouzitim dospelych SHR potvrdili, Ze po podavani exogén-
neho H.S hypertenznym potkanom dochddza k ciasto¢nému
zabraneniu hypertenzie a remodeldcii tepien (5). Xiao et al.
(8) zasa ukazali, Ze exogénny H,S bol schopny inhibovat pro-
dukciu reaktivnych foriem kyslika a potlacit cievny oxida¢ny
stres u hypertenznych zvierat. V nasich predchadzajicich
studidch sme potvrdili, Ze exogénne aplikovany H,S moze plnit
ulohu v kompenza¢nych mechanizmoch hrudnej aorty u SHR
a znizovat zvySeny cievny tonus senzitivnejsie ako u normo-
tenznych zvierat (9, 10). Vzajomny vztah medzi vazoaktivnym
posobenim PVAT a H_S endogénne produkovanym v cievnom
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systéme v podmienkach esencidlnej hypertenzie v§ak nebol
doteraz skimany. Cielom tejto $tudie bolo porovnat tlohu
PVAT a endogénne produkovaného H,S v kontraktilnych
odpovediach izolovanej mezenterickej artérie normotenznych
a spontanne hypertenznych potkanov. Pre porovnanie sme
testovali aj vazoaktivny ucinok exogénneho donora H.S.

Subor a metodika

Experimentalne zvierata

Zvierata boli chované v stlade so schvdlenymi podmien-
kami Statneho veterinarneho a potravinového tstavu Sloven-
skej republiky a Vyboru pre etické postupy na zvieratach,
klinické a dalsie biomedicinské experimenty (¢islo povolenia:
EC/CEM/2017/4) Centra experimentdlnej mediciny, ako aj
v sulade s Eurépskym dohovorom o ochrane stavovcov pou-
zivanych na pokusné a iné vedecké tcely a Smernice2010/63/
EU Eurdpskeho parlamentu. Vietky potkany pouzité v tejto
studii boli ziskané z akreditovaného chovného zariadenia
Ustavu normdlnej a patologickej fyzioldgie, Centra experi-
mentalnej mediciny, Slovenskej akadémie vied. Zvierata boli
chované v podmienkach 12 hodin svetlo - 12 hodin tma pri
konstantnej vlhkosti (45 - 65 %) a teplote (20 - 22 °C) s vol-
nym pristupom k $tandardnej laboratérnej potrave potkanov
a pitnej vode (ad libitum).

Zakladné parametre

Na skumanie vazoaktivnych vlastnosti izolovanej me-
zenterickej artérie sa v tejto $tudii pouzili samce potkanov
Wistar vo veku 16 tyzdnov (n = 8) a SHR (n = 8). Telesna
hmotnost (TH) kazdého potkana bola stanovena pred deka-
pitaciou. Systolicky krvny tlak (STK) sa meral u predhriatych
potkanov neinvazivnou pletyzmografickou metédou na ich
chvostovych artéridach pred zaciatkom Stadie in vitro. Po
kratkej anestézii s CO, sa potkany usmrtili dekapitdciou
a zvazilo sa ich srdce a retroperitonedlny tuk a merala sa
dlzka holennej kosti (tibia). Na dalsie funkéné vysetrenie in
vitro bola izolovana a. mesenterica superior. Vzorky plazmy
sa odobrali ihned po dekapitdcii a zmrazili v alikvotoch
na biochemické stanovenie. Bazalne hladiny cholesterolu
(Chol), lipoproteinového cholesterolu s vysokou hustotou
(HDL), lipoproteinového cholesterolu s nizkou hustotou
(LDL), triacylglycerolov (TAG) a glukézy (GLU) komerc¢ne
stanovila spolo¢nost Laboklin GMBH. Hodnoty parametrov
predstavovali postprandidlne koncentracie. Vyhli sme sa
24-hodinovému hladovaniu, aby nenastala stimulacia mo-
bilizacie lipidov a ndsledna lipolyza v PVAT mezenterickej
artérie, co by mohlo ovplyvnit sledovant vazoaktivitu.

Funk¢na $tadia
Cievy sme rozdelili do dvoch skupin: s odstrdnenym
PVAT (PVAT") a s intaktnym PVAT (PVAT") kvéli rozliSeniu
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vplyvu H,S produkovaného arteridlnou stenou od ucinku
celkového H,S produkovaného arteridlnou stenou aj okoli-
tym PVAT. Nasledne bola mezentericka artéria s intaktnym
endotelom ocistend od spojivového tkaniva a narezand na
prstence s dlzkou 3 mm. Prstence sme pripevnili na tenké
droéty a vodorovne upevnili. Ponorili sme ich do 10 ml in-
kuba¢ného organového kupela s Krebsovym roztokom (NaCI
118 mmol/1, KCI 5 mmol/1, NaHCO0, 25 mmol/1, MgSO0,
7 H,0 1,2 mmol/L, KH,PO, 1,2 mmol/L, CaCl2 2,5 mmol/L,
glukéza 11 mmol/L, CaNa,EDTA 0,032 mmol/L). Tento
roztok bol okysliceny zmesou 95 % O, a 5 % CO0, a udr-
zovany pri 37 °C. Zmeny izometrického napdtia sa merali
pomocou elektromechanického snimaca zmien tenzie (MDE,
Budapest, Madarsko) a registrovali pomocou AD prevodnika
a softvéru Dewesoft (Dewetron, Praha, Ceska republika).
Na kazdy prstenec sa aplikovalo predpitie 0,7 g a cievy sa
nechali ustalit pocas 45 az 60 mindat.

Na zaciatku experimentu sa pridal do organového kupela
KCI (125 mmol/L, fyziologicky Krebsov roztok sa vymenil
za roztok, v ktorom sa NaCI nahradil za ekvimolarnu kon-
centraciu KCI) na dve mintty, aby sa potvrdila dostato¢na
kontraktilita vzorky. Po premyti Krebsovym roztokom
a ustdleni sa sledovali kontraktilné odpovede. Adrenergné
kontrakcie sme sledovali v mezenterickych artériach ako
odpovede na kumulativne aplikovany exogénny noradrenalin
(NA 10" - 10° mol/L), alebo ako neurogénne odpovede
vyvolané elektrickou stimuldciou periarteridlnych sympati-
kovych nervov. Transmurdlna nervova stimuldcia (TNS) sa
uskuto¢nila pomocou dvoch platinovych elektréd umiestne-
nych po obidvoch strandch preparatu, ktoré boli napojené
na elektricky stimulator (MDE, Madarsko). Krivky zavislosti
odpovede od frekvencie stimuldcie sa ziskali aplikovanim
elektrickych impulzov tychto parametrov: $irka 0,2 ms, na-
pétie 35V, frekvencia 2 - 64 Hz, doba stimulacie 20 sekund.
Odpovede TNS boli farmakologicky testované v pripravnych
experimentoch, kde sa potvrdilo, Ze tieto kontrakcie boli
zruSené tetrodotoxinom, ¢o naznacuje neurogénny charakter
odpovedi. Guanetidin alebo fentolamin zrusili odpovede pri
véetkych frekvenciach stimulacie, ¢o poukazuje na uvolnenie
noradrenalinu z depolarizovanych perivaskularnych nervov
a sympatikovy nervovy prenos.

Na vyhodnotenie vplyvu endogénneho H,S na vazoak-
tivne odpovede sa sledovali kontraktilné odpovede vyvolané
exogénnym NA pred a 20 minat po akitnom podani pro-
pargylglycinu (PPG, 10 mmol/L), inhibitora cystationin-y-
-lydzy (CSE), enzymu produkujiceho H,S. Na vyhodnotenie
vazoaktivneho ucinku exogénneho H,S sa pouzil donor Na,S,
ktory disociuje vo vodnom roztoku na Na* a $*. Nasledne
S*reaguje s H* za vzniku HS" a H,S. Termin Na,$ sa pouziva
pre ucinok celkovej zmesi H,S, HS™ a $*". Priame vazoaktivne
ucinky Na,S sa pozorovali poddvanim jeho zvySujucich sa
dévok (20, 40, 80, 100, 200, 400 umol/L) na NA (1 umol/L)
predkontrahovanych prstencoch.



Kontraktilné odpovede sa vyjadrovali v g ako velkost
rozvinutej tenzie, aby sa preukdzala maximélna dosiahnuta
kontrakcia. Velkost relaxdcie bola vyjadrend ako percento
ubytku z maximdlnej NA-vyvolanej kontrakcie.

Statistika

Hodnoty boli vyjadrené ako priemerna hodnota + SEM.
Statistickd vyznamnost medzi jednotlivymi skupinami sa
hodnotila jednofaktorovou ANOVA analyzou a nasledne
Bonferroniho testom. Rozdiely medzi priemermi sa povazovali
za $tatisticky vyznamné na hladine vyznamnosti p < 0,05.

Pouzité chemikalie

Pouzité boli nasledujice farmakologické latky: propar-
gylglycin, nonahydrat sulfidu sodného od Sigma-Aldrich (St.
Louis, Missouri, USA) a noradrenalin zo Zentivy (Praha, Ceska
republika). Vsetky lieky boli rozpustené v destilovanej vode.

Vysledky

Vseobecna charakteristika pokusnych zvierat

Porovnanie zakladnych kardiovaskularnych a funkénych
parametrov medzi potkanmi Wistar (n = 8) a SHR (n = 8)
st uvedené v tabulke 1. U SHR bolo pozorované vyznamné
zvy$enie (P < 0,01) v hodnotach STK a taktiez mali znizena
telesnu hmotnost v porovnani s Wistar potkanmi (P < 0,001).
Na druhej strane, v tomto kmeni sa zvicsil pomer hmotnosti
srdca k telesnej hmotnosti a taktiez bola zvy$end hmotnost
srdca ku dlzke holennej kosti (P < 0,01 a P < 0,05). Tieto
vysledky potvrdili, Ze vysoky krvny tlak u SHR sa v porov-
nani s normotenznymi potkanmi spajal s hypertrofiou srdca,
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Tabulka 1 Charakteristika experimentalnych zvierat

Parametre Wistar SHR

STK (mmHg) 128,14 £ 2,82 172,68 +2,22**
TH (g) 4245+ 10,77 3355+ 7,307
HS (mg) 1240 + 28,81 1275 £ 26,47
T 39,48 + 0,51 37,16 + 0,47
HS/TH (mg/g) 2,92 40,05 3,80 + 0,04**
HS/T (mg/mm) 31,42 £ 0,66 34,17 + 0,88*
NA_ (g) 0,8 +0,1271 1,11 +0,12%
GLU (mmol/L) 7,48 + 0,36 7.36 +0.41
Chol (mg/dL) 2,05+0,18 2,19+0,10
HDL (mg/dL) 56,92 + 5,44 64,98 + 2,69
TAG (mmol/L) 2,23+0,13 1,39 +£0,18**
LDL (mg/dL) 10,33 + 1,42 13,1 £ 0,56
RPT (mg) 3320,38 + 547,13 3060,25 + 132,91
RPT/T (mg/mm) 83,68 + 12,98 81,29 + 3,95

STK - systolicky tlak krvi, TH - telesnd hmotnost, HS — hmotnost srdca, HS/
TH - hmotnost srdca/telesna hmotnost, NA - maximalna kontraktilnd od-
poved vyvoland noradrenalinom (NA 10 mol/L), Chol - celkovy cholesterol,
HDL - cholesterol s vysokou hustotou, TAG -triacylglyceroly, LDL - cholesterol
s nizkou hustotou, GLU - glukéza, T - dizka holennej kosti (tibia), RPT — hmot-
nost retroperitonealneho tuku, RPT/T - hmotnost retroperitonealneho tuku/
dizka tibie. *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 vs Wistar

¢o je v stlade s povodnym opisom kmena SHR. Taktiez sa
zaznamenala zvd¢Send kontraktilita mezenterickej artérie
u SHR, ako to dokumentuje vyznamne véic¢$ia maximalna
adrenergnd vazokonstriktorickd odpoved. Medzi potkanmi
Wistar a SHR sme nezaznamenali rozdiel v mnoZstve retrope-
ritonealneho tuku, hladinach glukézy a zakladnom lipidovom
profile s vynimkou TAG, ktoré boli vyznamne zniZzené u SHR
v porovnani s potkanmi Wistar (P < 0,01).

B
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Obrazok 1 Vplyv PVAT na kontraktilné odpovede u Wistar potkanov
Kontraktilné odpovede izolovanej mezenterickej artérie so zachovanym (PVAT+) alebo odstranenym (PVAT-) perivaskularnym tukovym tkanivom
vyvolané endogénnym noradrenalinom uvolnenym z perivaskuldrnych sympatikovych nervov (A) a exogénnym noradrenalinom (B). *p < 0, 05 vs
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Obrazok 2 Vplyv PVAT na kontraktilné odpovede u SHR
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Kontraktilné odpovede izolovanej mezenterickej artérie so zachovanym (PVAT+) alebo odstranenym (PVAT-) perivaskuldarnym tukovym tkanivom vy-
volané endogénnym noradrenalinom uvolnenym z perivaskularnych sympatikovych nervov (A) a exogénnym noradrenalinom (B). *p < 0,05; *p < 0,01

vs SHR PVAT -

Utinok perivaskularneho tukového tkaniva

Transmuralna nervova stimulacia (TNS, 2-64 Hz) vy-
volala uvolnenie endogénneho NA z nervovych zakonceni
v arteridlnej stene, ktory prostrednictvom adrenergnych
receptorov vyvolal kontrakcie hladkych svalovych buniek.
Kym pritomnost PVAT neovplyvnila kontraktilné odpovede
u normotenznych potkanov (n = 8, obrazok 1A), u SHR
boli kontraktilné odpovede prstencov so zachovanym PVAT
vyznamne zvicSené v rozsahu frekvencii 4 Hz a 16 - 64 Hz
(n =8, P <005 P< 0,01, obrazok 2A).

Kumulativna aplikdcia exogénneho NA (10" - 10° mol/L)
vyvolala od koncentracie zavisli vazokonstrikciu. U Wistar
potkanov pritomnost PVAT zmensila NA-vyvolané kontrakcie
pri koncentraciil0"mol/L (n = 8, P < 0,05, obrazok 1B), ¢o
dokazuje antikontraktilny uc¢inok PVAT, hoci skor na ukor
znizenej citlivosti arterialnej steny na exogénny NA a nie na
ukor zmenenej maximalnej odpovede. U SHR sa prekvapujiico
prejavil inhibi¢ny u¢inok PVAT na NA-vyvolané kontraktil-
né odpovede vo vi¢som rozsahu koncentracii, aj na urovni
zmensenia maximalnej odpovede (3x107 - 10° mol/L, n =
8,P < 0,05, obrazok 2B).

Utinok endogénnej inhibicie H,S

Podiel endogénne produkovaného H,S na adrenergnych
kontrakciach vyvolanych exogénnym NA sa testoval po akut-
nom predradeni PPG (10 mmol/L, 20 minut) na prstencoch
mezenterickej artérie s intaktnym alebo odstranenym PVAT.
Samotné podanie PPG normotenznym potkanom (n = 8)
vyvolalo zvy$enie bazilnej tenzie v prstencoch s odstranenym
PVAT o0 0,33 £ 0,10 g a v prstencoch so zachovanym PVAT
00,24 £ 0,10 g. U SHR (n = 8) nebola po podani PPG za-
znamenand vyznamna zmena bazalnej tenzie (pri prstencoch
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s odstranenym PVAT pokles o 0,02 + 0,03 g a v prstencoch
so zachovanym PVAT o 0,04 + 0,02 g).

U Wistar potkanov inhibicia CSE vyznamne zvicsila
kontraktilné odpovede vyvolané exogénnym NA v prstencoch
s odstranenym PVAT(10° a 3x10"°mol/L, P < 0,01, P < 0,05),
av$ak maximalna sila kontraktilnych odpovedi sa nezmenila
(obrazok 3A). Pri prstencoch so zachovanym PVAT posobilo
akdtne predradenie PPG podobnym spdsobom. Aplikicia
PPG vyznamne zvicsila adrenergné kontrakcie v rozpiti
koncentracii 10"° - 10®*mol/L (P < 0,05) bez ovplyvnenia
maximalne dosiahnutej kontrakcie (obrazok 3B).

U SHR vyvolala inhibicia CSE vyznamné zmensenie
kontraktilnych odpovedi pri prstencoch s odstranenym PVAT
v rozmedzi koncentracii 10® - 3x107 (P < 0,05, P < 0,01),
av$ak maximalna sila kontraktilnych odpovedi sa nezmenila
(obrazok 4A). Pri prstencoch so zachovanym PVAT nebol
rozdiel v odpovedi na exogénny NA medzi prstencami so
zachovanym a odstranenym PVAT (obrazok 4B).

Utinok exogénneho H.S

Aplikdcia Na,S na NA-predkontrahované prstence
mezenterickej artérie vyvolala v obidvoch experimentdl-
nych skupindch dudlny ucinok. Nizsie koncentrdcie Na,S
vyvolali kontrakciu (5 umol/L v prstencoch Wistar PVAT",
5 - 40 pmol/L v prstencoch Wistar PVAT", 5 — 40 pmol/L
v prstencoch SHR PVAT-, 40 umol/L v prstencoch SHR
PVAT*), kym vyssie koncentracie vyvolali vazorelaxaciu
arterialnej steny (obrazok 5). U normotenznych Wistar pot-
kanov pritomnost PVAT vyznamne neovplyvnila vazoaktivne
odpovede vyvolané Na,S (obrazok 5A). Na druhej strane
u SHR pritomnost PVAT vyznamne zmensila kontraktilna
¢ast Na_S vyvolanych vazomotorickych odpovedi (40 umol/L,
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Obrazok 3 Vplyv inhibicie endogénnej produkcie H,S na kontraktilné odpovede u Wistar potkanov
Kontraktilné odpovede izolovanej mezenterickej artérie s odstranenym (A) alebo zachovanym (B) perivaskularnym tukovym tkanivom vyvolané
exogénnym noradrenalinom pred a po aplikécii propargylglycinu (PPG, 10 mmol/L), inhibitora enzymu produkujiceho H,S. *p < 0,05, **p < 0,01 vs

PVAT- PPG - v ramci kmena

P < 0,05) a zvidsila relaxa¢né odpovede (100 — 400 yumol/L,
P < 0,05, obrazok 5B).

Diskusia

Nase vysledky ukazuju, ze PVAT a H_S st prepojené sys-
témy, ktoré sa v spolupraci s dal$imi regula¢nymi jednotkami
mozu v artériach podielat tak na fyziologickych, ako aj na
patologickych procesoch. Zmeny v oboch systémoch moézu
prispievat k zvySenému cievnemu tonusu pri hypertenzii.
Nase nové zistenia vSak ukazujd, ze v podmienkach esen-
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cidlnej hypertenzie sa spustaju aj kompenza¢né vazoaktivne
mechanizmy spojené so silnej$im antikontraktilnym tc¢inkom
PVAT a zosilnenym vazorelaxa¢nym tcinkom exogénneho
H.S, ktory je podmieneny taktiez pritomnostou PVAT.

Prokontraktilny ucinok perivaskularneho tukového tkaniva

Pocas nasho experimentu sme u Wistar potkanov a SHR
zaznamenali rozdiel v G¢inku PVAT, ked sa testovali odli§né
zdroje noradrenalinu. Na rozdiel od pouzitia exogénneho
noradrenalinu sme po transmuralnej nervovej stimuldcii, ktora
stimuluje uvolnenie endogénneho NA, preukazali pro-kon-
traktilné vlastnosti PVAT, ktorého pritomnost potenciovala
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Obrazok 4 Vplyv inhibicie endogénnej produkcie H,S na kontraktilné odpovede u SHR
Kontraktilné odpovede izolovanej mezenterickej artérie s odstranenym (A) alebo zachovanym (B) perivaskuldrnym tukovym tkanivom vyvolané exo-
génnym noradrenalinom pred a po aplikécii propargylglycinu (PPG, 10 mmol/L), inhibitora enzymu produkujuceho H.S. *p < 0,05, *p < 0,01 vs PVAT-

PPG - v ramci kmena
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Vazoaktivne odpovede izolovanej mezenterickej artérie u normotenznych Wistar potkanov (A) a SHR (B) vyvolané podanim exogénneho donora H,S
na NA-predkontrahované prstence mezenterickej artérie s odstranenym (PVAT-) alebo zachovanym (PVAT+) perivaskularnym tukovym tkanivom. *p

< 0,05 vs SHR PVAT-

kontraktilni odpoved u SHR. Torok et al. (11) ukdzali u do-
spelych normotenznych potkanov, ze vacsina sympatikovych
nervovych zakonceni je sustredena v povrchovych vrstvach
samotnej steny mezenterickej artérie. V nasej $tudii sme
zdokumentovali, Ze prokontraktilny a¢inok PVAT sa u SHR
prejavil pocas neurogénnych kontrakcii, ¢o naznacuje, ze
aktivna inervéacia by mohla byt pritomna aj v PVAT. Okrem
toho moze byt nervova stimuldcia v arteridlnej stene spojena
s nadprodukciou prokontraktilnych faktorov. Lu et al. (12)
a Gao et al. (13) preukazali, Ze PVAT mezenterickej artérie
zosiliiovalo vazokonstrikciu vyvolana aktivaciou perivas-
kularnych nervov prostrednictvom tvorby angiotenzinu II
a superoxidu. Knapp a Klann (14) zasa potvrdili, ze pritom-
nost superoxidu by mohla vyvolat dlhodobé potencovanie
synaptického prenosu. Alvarez et al. (15) preukazali zvysent
tvorbu superoxidu z NADPH oxidazy v cievach SHR v porov-
nani s normotenznymi potkanmi. Zda sa, Ze zvySena denzita
sympatickej inervacie v arteridlnej stene a PVAT spolu so
zvy$enym oxidaénym stresom, ktoré su charakteristické pre
SHR (16, 17), by mohli viest k silnejsiemu prokontraktilnému
ucinku PVAT vyvolanému po stimulacii nervovych zakonceni
mezenterickej artérie.

Antikontraktilné vlastnosti perivaskularneho tukového
tkaniva

V tejto $tudii sme potvrdili, ze PVAT u Wistar potkanov
inhibovalo kontraktilné odpovede mezenterickej artérie na
exogénny NA, hoci maximalna absolitna kontrakcia nebola
ovplyvnena. Tieto vysledky su v stlade s dobre zdokumento-
vanymi antikontraktilnymi u¢inkami PVAT v normotenznych
podmienkach (6). U SHR, kde sa hypertenzia spajala so
srdcovou hypertrofiou a zvd¢$enou maximdlnou adrenerg-
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nou kontraktilitou (tabulka 1), mézu byt vlastnosti PVAT
determinované sihrou viacerych faktorov. U SHR sa zvycajne
vyskytuje nizsie mnozstvo PVAT (7), v dosledku ¢oho by mohlo
byt uvoltiovanie antikontraktilnych latok zniZzené. To moze
nasledne ulah¢it kontraktilni odpoved ciev. Na druhej strane,
Zemancikova a Torok (19) preukadzali, Ze mierny nérast teles-
ného tuku nezodpovedal zvié$eniu antikontraktilného uéinku
PVAT u SHR. V nasej $tadii sme nepozorovali vyznamné
znizenie retroperitonealneho tuku, navyse analogicky k inym
$tadiam (7, 19), sme zistili znizent hladinu triacylglycerolov
v plazme u SHR v porovnani s normotenznymi potkanmi. Pri
tychto podmienkach sme potvrdili, Ze mezenterickd artéria
SHR s intaktnym PVAT odpovedala s vyrazne niz$ou intenzitou
na exogénny noradrenalin v porovnani s cievami bez PVAT,
a to aj v porovani s Wistar potkanmi. Predpokladdme, Ze
vysvetlenie tychto vysledkov by sa mohlo spdjat skor s nasta-
venim bazalneho napitia ciev nez s obsahom telesného tuku
a/alebo lipidového profilu. Tordk et al. (6) pouzili rovnaku
hodnotu predpitia mezenterickej artérie pri oboch kmenoch
(1 g) a preukazali slabsi antikontraktilny uc¢inok PVAT u SHR
v porovnani s WKY potkanmi. V nadej stadii sme pouzili
taktiez rovnaké predpdtie u oboch kmenov, av§ak s niz$ou
hodnotou (0,7 g) predpdtia u oboch kmenov potkanov, ¢o
mohlo spdsobit posilnenie intenzity antikontraktilného u¢inku
u SHR. Galvez et al. (7) totiz ukdzali, Ze u SHR, av$ak nie
u Wistar potkanov, ovplyvnila hodnota pouzitého predpitia
antikontraktilny Gc¢inok PVAT mezenterickej artérie. Autori
potvrdili, Ze u SHR vymizli antikontraktilné vlastnosti PVAT,
ked sa pouzila vyssia hodnota (2 mN/mm) predpitia cievnej
steny ako niz$ia (1,2 mN/mm). Zd4 sa, ze u SHR mdze na-
pétie cievnej steny ovplyvnit antikontraktilny uc¢inok PVAT.
V experimentalnych postupoch je preto potrebné byt opatrny



pri vybere predpitia, kedZe pouzitie predpitia prili$ odlisného
napdtiu steny in vivo by mohlo modifikovat antikontraktilny
uc¢inok PVAT. Na druhej strane, neoc¢akavany nalez zachova-
ného antikontraktilného posobenia PVAT u SHR by mohol
mat aj iné vysvetlenie. Je mozné, ze podobne ako pri inych
regulacnych systémoch, aj charakter aktivity PVAT moze za-
visiet od typu spustanej signalnej drahy. Prokontraktilny efekt
PVAT po aktivacii sympatikového nervového systému moze
predstavovat patologicka drahu, ktora sa snazi PVAT kom-
penzovat antikontraktilnym posobenim v pripade exogénne
aplikovaného vazokonstriktora. Tato otazka si vSak vyZzaduje
dalsie preskumanie.

Interakcia perivaskularneho tukového tkaniva a H,S
u Wistar potkanov

Literatdra poskytuje vela udajov o latkach, ktoré su produ-
kované PVAT a st schopné ovplyvnovat cievnu reaktivitu. My
sme sa zamerali na tlohu H,S, ktory méze byt produkovany
okrem PVAT (2) aj hladkymi svalovymi (3) a endotelovymi
bunkami (4). Niekolko autorov potvrdilo, Ze endogénny H,S
sa podiela na regulacii bazalneho tonusu a krvného tlaku. Yan
et al. (21) potvrdili, Ze endogénny H.S sa podielal na regulacii
bazalneho cievneho tonusu u normotenznych potkanov. Autori
podavali PPG (35 mg/kg) intraperitonealne, ¢o sa spajalo
so zvy$enim krvného tlaku a zaznamenala sa aj inhibicia
endogénnej produkcie H,S v hrudnej aorte. V nasej studii
viedla aplikdcia PPG k zvySeniu bazélneho tonusu u Wistar
potkanov a zvi¢$eniu vazokonstriktorickych odpovedi pri za-
¢iatoénych koncentraciach NA, av§ak maximadlna vyvinuta sila
zostala nedotknuta. Na zaklade toho predpokladame, ze prave
bazdlne uvoliiovanie H.S by mohlo byt zodpovedné za jeho
antikontraktilny ucinok. Co sa tyka postavenia PVAT, viaceri
autori potvrdili antikontraktilny u¢inok H,S produkovaného
PVAT v normotenznych podmienkach. Schleifenbaum et al. (1)
ukazali, ze inkubacia hrudnej aorty s PPG vyznamne zvratila
antikontraktilny G¢inok PVAT, ¢o naznacuje, ze H,S moze po-
sobit ako ADRE Na druhej strane, Kohn et al. (21) dokézali,
ze inhibicia CSE pomocou PPG v mysich aortach s intaktnym
PVAT nemala vplyv na kontrakcie indukované serotoninom,
¢o naznacuje, ze H,S sa nezucastnioval na antikontraktilnom
ucinku perivaskuldrneho tuku. Autori pokladaju H,S skor za
modulatora ADRF nez za primarny ADRE V nagej stadii sme
potvrdili antikontraktilny tc¢inok H,S produkovaného PVAT aj
arteridlnou stenou, ¢o potvrdzuje vyznam PVAT v antikontrak-
tilnom tcinku H,S v normotenznych mezenterickych artériach
potkana. Mozno vSak predpokladat druhovi heterogenitu
a tkanivovu $pecificitu vo vzdjomnej interakcii PVAT a H.S.

Interakcia perivaskuldrneho tukového tkaniva a H S
u SHR

U SHR sme pozorovali, Ze aplikdcia PPG neovplyvnila
bazalny tonus artérie. To mozno vysvetlit ndlezom Yana et al.
(20), ktori zistili u SHR zniZenu génovu expresiu a aktivitu
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CSE v arterialnej stene a dal$ia down-reguldcia H,S po aplikécii
PPG uz nemala efekt. Avéak H.S produkovany arteridlnym
tkanivom, ale nie PVAT, prispel prokontraktilnym u¢inkom
k adrenergnej kontraktilnej odpovedi. Okrem mechanizmov
nezavislych od NO, vazokonstriktoricky tc¢inok H.S moze
zavisiet od pritomnosti endogénne syntetizovaného NO (22).
Zistilo sa, Ze nizke koncentrécie H_S vyvolavaju down-regulaciu
L-arginin/NO drahy v kultivovanych aj izolovanych cievnych
tkanivach prostrednictvom niekolkych mechanizmov (22,
23). Obdobne nase predchadzajice experimenty s pouzitim
izolovanej hrudnej aorty preukdzali u Wistar a SHR, Zze in-
kubdcia ciev s L-NAME, inhibitorom NO-syntazy, zmensila
kontraktilné t¢inky nizkych koncentracii donora H,S (9, 10).
Szijarto et al. (24) zasa dokazali, Ze v cievhom systéme mysi je
jednou z hlavnych tloh endogénneho H_S zniZenie biologickej
dostupnosti endotelového NO jeho priamou interakciou s NO.
Predpokladame, Ze prokontraktilny efekt H.S pri jeho nizkej
produkcii v arteridlnej stene u SHR by mohol byt spojeny
s inhibicnym u¢inkom na NO signalizaciu.

Pokial ide o u¢inky PVAT v podmienkach hypertenzie, je
velmi mélo poznatkov o funkcii H,S produkovaného z PVAT.
U SHR a potkanov s NO-deficitnou hypertenziou sa zistila
znizend expresia génu CSE v aorte a produkcia H,S v aorte
a plazme (20, 25, 26). Avsak autori nehodnotili tlohu PVAT.
U potkanov s hypertenziou vyvolanou podviazanim brusnej
aorty sa tvorba H.S a expresia CSE proteinu vyznamne zvy-
Sila v PVAT, ale nie v aortalnej stene (2). Autori ukazali, Ze
transplantacia PVAT do periadventicie stenotickych aort viedla
k redukcii zvy$eného arteridlneho tlaku a znizila hladinu an-
giotenzinu II v aorte, pravdepodobne v dosledku zvyseného
ucinku H,S.V naSej $tudii pritomnost PVAT sice eliminovala
prokontraktilny ucinok H.S, avak inkubécia cievy s PPG dalej
neovplyvnila kontrakcie vyvolané noradrenalinom. Predpokla-
dame, Zze PVAT mezenterickej artérie izolovanej z SHR bolo
schopné spustit produkciu antikontraktilného faktora, ktorym
ale pravdepodobne nie je H,S. Podobne Kohn et al. (21) preu-
kazali, ze inhibicia CSE pomocou PPG v aortich izolovanych
z my$i nemala vplyv na antikotraktilné u¢inky PVAT, na druhej
strane, exogénny H.,S bol schopny vyvolat silnt vazorelaxaciu.
Nase vysledky st v sulade s ich pozorovaniami. U SHR sme,
na rozdiel od Wistar potkanov potvrdili, Zze pritomnost PVAT
vyznamne redukovala kontraktilnu ¢ast vazomotorickych od-
povedi vyvolanych Na § a zvidcSovala vazorelaxacné reakcie,
¢o naznacuje tzky vztah medzi vazorelaxa¢nym ucinkom H,S
a PVAT u SHR. V nasej predchadzajicej studii sme zistili, ze
u SHR exogénny donor H,S vyznamne viac redukoval zvyseny
tonus hrudnej aorty v porovnani s normotenznymi potkanmi,
¢o sme pokladali za sucast kompenzac¢nych odpovedi v pod-
mienkach hypertenzie (9). Okrem toho, tento tc¢inok vyvolany
v skorom obdobi ontogenézy, bol v dospelosti zosilneny. To
naznacuje, ze vyvoj hypertenzie by mohol zosiliiovat kompen-
za¢né schopnosti H,S (10, 26). Vysledky tejto $tudie obohatili
nasu pévodnu hypotézu o kompenzacnej ulohe H,S v pod-
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mienkach esencidlnej hypertenzie: znizena bazélna produkcia
H.S a prokontraktilny ucinok H,S produkovaného z arteri-
dlnej steny modzu byt vyvazené posobenim PVAT a od neho
zavislou potencidciou H,S vazorelaxacie. Aky je mechanizmus
a ¢i existuje interakcia medzi antikontraktilnymi vlastnostami
PVAT a up-reguldciou tcinku H,S, je potrebné dalej presku-
mat. Jednu z moznych zainteresovanych signalnych drah by
mohla predstavovat $pecificka skupina napatovych kaliovych
kanalov (KCNQ kandly), ktoré sa otvaraja prostrednictvom
ADRE ¢o nasledne vedie k vazorelaxacii. Sucasne vsak mozu
byt aktivované aj exogénnym H.S (21). Exogénne donory H,S
by tak mohli predstavovat vhodny kompenzac¢ny terapeuticky
prostriedok, ktory by sluzil na otvéranie tychto kanalov v pa-
tologickych stavoch spojenych s poruchou ADRE

Zhrnutie

Suhrnne nade zistenia naznacuju, Ze interakcia PVAT-H.S
moze mat dodlezitu ulohu pri moduldcii cievnej funkcie. Tak
PVAT, ako aj endogénne produkovany H,S mézu prejavovat
prokontraktilné aj antikontraktilné vlastnosti v zavislosti
od typu aktivovanej signalnej drahy. U SHR, na rozdiel od
Wistar potkanov, sa prokontraktilny t¢inok PVAT tzko spajal
s perivaskuldrnou nervovou stimuldciou a spolu s prokon-
traktilnym t¢inkom H,S produkovaného cievnou stenou sa
pravdepodobne podielal na patologickych zmenach SHR. Na
druhej strane, PVAT hypertenznej mezenterickej artérie je
pravdepodobne vybavené kompenzaénymi vazoaktivnymi
mechanizmami, ktoré zahfnaji tak jeho antikontraktilny
ucinok, ako aj potencidciu vazorelaxa¢ného tcinku exo-
génneho HS.
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