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Predhovor

Skripta su urcené predovsetkym Studentom pregradualneho a postgradualneho
Stadia na lekarskych fakultach. Poskytuji zakladné informacie o oxide dusnatom (NO),
ktory bol pre svoje ucinky vyhlaseny ,,molekulou 20.storocia®.

V jednotlivych  kapitolach je charakterizovana syntéza, metabolizmus
a mechanizmus G¢inku tohto mediatora. V d’alsich Castiach je rozpisany jeho dudlny —
fyziologicky a patologicky efekt v najddlezitej$ich systémoch T'udského organizmu
(nervovy systém, imunitny systém, dychaci a traviaci systém, urogenitdlny systém
a muskuloskeletarny systém). Zaujimavou je aj kapitola zamerana na moznosti detekcie
oxidu dusnatého alebo jeho metabolitov, ktora koncentruje najnovsie poznatky a pontika
prehlad najmodernejSich technickych rieSeni ametdod detekcie vyuzitelnych aj
v klinickej praxi. V poslednej ¢asti skrip si zosumarizované sucasné moznosti
ovplyvnenia homeostdzy oxidu dusnatého ajeho potencialne terapeutické vyuZitie
v klinickej praxi.

Aj napriek tomu, Ze funkcia oxidu dusnatého nie je stale uplne objasnena,
verime, Ze komplex prezentovanych poznatkov poskytne Studentom uceleny pohl'ad na
ulohu tejto unikatnej molekuly v 'udskom organizme atieZ na jej farmakologicky

potencial.

Jul 2012 Autorka
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1. HISTORIA OXIDU DUSNATEHO

Oxid dusnaty (NO) — anorganicka zlt¢enina, ktora sa sklada z jedného atomu
dusika a jedného atomu kyslika, bol zaradeny medzi desat’ najnestabilnejSich molekul
Vv prirode. Je velmi reaktivny, priCom vo vonkajSich podmienkach najviac reaguje
s kyslikom za vzniku oxidu dusi¢itého. Za objavitela NO je povazovany Joseph
Priestley (1733-1804; obr.1), ktory uz v roku 1772 dokazal tito molekulu identifikovat’
a popisat’ ako vysoko reaktivny plyn bez charakteristick¢ého zépachu a zafarbenia, ktory
sa vytvara v atmosfére pocas burky s vybojom blesku.

Do polovice 80-tych rokov 20-teho storocia sa o exogénnom NO hovorilo ako
0 zlozke vyfukovych plynov ¢i fotochemického smogu. V stcCasnosti je eSte stile
povazovany za jednu z hlavnych komponent smogu, ktord znecistuje ovzdusie,
poskodzuje ozoénovu vrstvu a sposobuje kyslé dazde. Okrem toho sa v malych, relativne
stabilnych mnozstvach (10 — 100 ppb — parts per bilion) nachadza tiez v atmosférickom
a izbovom vzduchu. V cigaretovom dyme sa tieto koncentracie pohybuju medzi 400 —
1000 ppb. Vo vyssich mnozstvach moze byt toxicky, priCom za davku smrtelnt pre
¢loveka sa Vv sucasnosti povazuje koncentracia nad 5000 ppb.

V 80-tych rokoch dvadsiateho storoc¢ia bola v endotelovych bunkéch cievneho
systému detegovana mala messengerova molekula. V roku 1980 Furchgott a ZawadzKki
oznacili tato molekulu ako relaxany faktor uvolfiovany endotelom (endothelium-
derived relaxing factor - EDRF). O sedem rokov neskor uvedeni autori definitivne
potvrdili vazodilatatné¢ posobenie tohto faktora a oznacili ho za kluCovy clanok
zodpovedny za relaxaciu ciev. Poukazali tiez na to, Zze biologické vlastnosti EDRF su si
podobné s vlastnostami NO. Tato domnienka bola neskdér potvrdena Palmerom,
Ferrigom a Moncadom. Oxidu dusnatému sa zafala venovat zvySena pozornost
vysledkom ¢oho bolo zistenie, Ze existuje 1 endogénny NO. Skuto¢nost’, Ze plyn mdze
vznikat' v bunke, preniknit’ membranou a ovplyviiovat' funkciu inych buniek bol
novym objavom principu prenosu signalov v zivych organizmoch.

Prelom v historii oxidu dusnatého nastal v 90-tych rokoch dvadsiateho storocia.
V roku 1992 bol ¢asopisom Science oznaceny za ,,molekulu roka*. O d’alSich 6 rokov -
10. decembra 1998 bola v Stokholme udelend Robertovi Furchgottovi (State

University of New York, Brooklyn, USA), Louisovi Ignarrovi (University of



California, Los Angeles, USA) a Feridovi Muradovi (University of Texas, Huston,
USA) Nobelova cena za fyziologiu a medicinu za pracu ,,Oxid dusnaty ako signdlna

molekula v kardiovaskuldrnom systéme* (obr.1).

Obrazok 1. Vyznamni muzi v historii NO
(Joseph Priestley, anglicky filozof a vedec - objavitel NO;

Robert Furchgott, Louis Ignarro a Ferid Murad — nositelia Nobelovej ceny)

Toto ocenenie spdsobilo obrovsky zaujem o vyskum oxidu dusnatého a tak sa
molekula dlho zndma len ako ,zneCistovatel ovzduSia“ dostala do popredia
vyznamnych €asopisov a odbornych periodik. Pre farmakoldgov sa objavila moznost’
modulécie jeho tvorby, ktorda by mohla byt v buducnosti zakladom pre vyvoj novych
liekov. Uz v tej dobe sa zvazovali napr. moznosti inhibicie tvorby NO pri septickych
stavoch spojenych s hypotenziou ¢i naopak moznosti zvySenia tvorby ¢i substiticie
u pacientov s hypertenziou. Realita je vSak zatial’ ina.

KaZdoro¢ne sa problematike NO celosvetovo venuje niekolko desiatok tisic
prac. Len pre ilustraciu uvedieme ze od roku 1994 do roku 2011 ich bolo celosvetovo
publikovanych viac ako 100 000. A tak moézeme na uvod pravom povedat Ze z
,molekuly roka* sa stala ,,molekula storo¢ia“. Vsetky ucinky NO — ¢i uz fyziologické
alebo patologické vsak este nie su Uplne objasnené a jeho diagnosticky a terapeuticky

potencial stale nie je naplneny.



2. BIOSYNTEZA OXIDU DUSNATEHO

Zdikladnym substratom pre biosyntézu oxidu dusnatého je L-arginin. Tato
semiesencialna aminokyselina (kyselina 2-amino-5-guanidylvalérova) slazi ako
prekurzor nielen pre syntézu oxidu dusnatého, ale tiez roznych proteinov, mocoviny,
polyaminov, prolinu, glutamatu, kreatinu a agmatinu. V bunkéch T'udského organizmu
je syntéza a katabolizmus L-argininu ovplyviiovany niekol’kymi enzymami ako su
arginin-sukcinat syntaza, dva arginazové izoenzymy, Styri NO syntazy (NOS) a arginin
dekarboxylaza. Ovplyvnenie aktivity jednotlivych enzymov metabolizujucich L-arginin
je v kone¢nom dosledku dolezité aj pre samotné ovplyvnenie tvorby oxidu dusnatého.
V tomto smere je tiez dolezita aj tzv. kompeticia o substrat — L-arginin. Pdsobenim uz
spomenutych NO syntdz vznikd z L-argininu oxid dusnaty a L-citrulin. Oxidacia
L-argininu prebieha pritom postupne. Prvym stupfiom je vznik medziproduktu
N“-hydroxy-L-argininu (NOHA), druhym je oxidativne rozstiepenie C=N vizby
v NOHA za vzniku oxidu dusnatého a L-citrulinu. L-citrulin je nasledne recyklovany
znovu na L-arginin, ¢o sa oznaCuje ako cyklus citrulin/oxid dusnaty alebo cyklus

arginin/citrulin (obr.2).

HZN\: HN
J=NH, >= g
HN -
NO syntazy > + oxid dusnaty
0 e
- o}
L-arginin L-citrulin

Obrazok 2. Biosyntéza oxidu dusnatého

Optimalna hladina L-argininu v l'udskom organizme postacuje pre kontinudlnu
tvorbu NO. Intracelularna koncentracia L-argininu v bunkach I'udského organizmu je
vyssia ako 100 pmol/l. Jeho utilizacia zavisi nielen na pritomnosti enzymov, ktoré ho
spracovavaju, ale tiez od rychlosti ich katalytického ucinku. Aj napriek tomu, Ze

katalytickd aktivita NO syntaz je pomerne nizka (Kmi-arg 1,4 - 32,2 pmol/l v zavislosti



na type izoformy), exogénny L-arginin moéze len ciastoéne zvysit biologicka
dostupnost’ oxidu dusnatého. ZvySenie hladiny L-argininu napriklad peroralnou
substituciou je spojené so zvysenim koncentracie NO vo vydychovanom vzduchu a so
zvySenim koncentracie L-argininu a nitratov v plazme. To potvrdzuje, ze zvySenim
mnozstva substratu dochadza i k zvySeniu hladiny endogénneho NO. Do buniek je
L-arginin transportovany pomocou kationovych aminokyselinovych transportérov
(CAT), pricom v stucasnosti pozname 4 subtypy (CAT-1 az CAT-4). Ich aktivita zavisi
nielen od lokalizacie, ale aj od aktudlneho stavu organizmu. Syntéza NO vsak nie je
zavisla len na biologickej dostupnosti L-argininu, ale i na réznych kofaktoroch, ktoré
vyuzivaji najma utilizujuce enzymy.

V niektorych pripadoch vSak moze byt NO vytvoreny aj bez priameho uc¢inku
NO syntdz. Jednym z prikladov je NOHA, ktory mdze uvolfiovat NO poOsobenim
cytochromu P-450.

2.1 NO syntazy

Oxid dusnaty je syntetizovany prostrednictvom NO syntaz. Ide o skupinu
enzymov, ktoré sa v ludskom organizme nachadzaju v niekolkych izoforméch.
Poznanie ich Struktary, funkcie amoznosti ich ovplyvnenia vyrazne prispieva
I k objasneniu pdsobenia samotného oxidu dusnatého. V rokoch 1989 az 1994 boli
postupne popisané a charakterizované tri hlavné izoformy - neuronalna NOS (nNOS),
endotelova NOS (eNOS) a induktivna NOS (iNOS). V roku 1996 bola popisana aj
Stvrta izoforma - mitochondrialna NOS (mtNOS).

NO syntazy maji dimérnu Struktiru — t.j. s to dva identické monoméry, ktoré
su funk¢né rozdelené na dve hlavné katalytické domény - C-terminalnu reduktazovu
doménu a N-terminalnu oxygenazovi doménu. Pre svoju aktivitu vyzaduji niekol'ko
kofaktorov a prostetickych skupin ako si napr. tetrahydrobiopterin (BHa),
flavinadenindinukleotid (FAD), flavinadeninmononukleotid (FMN), zeleznaty
protoporfyrin IX — hem a systém Ca?*- kalmodulin (CaM).

C-doména obsahuje vizbové miesta pre nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(NADPH), FAD a FMN, je homologicka s cytochrom P-450 reduktazou a podiel’a sa na

transfere elektronov z NADPH na oxygenazovi doménu. N-doména viaZze hem a BHy,



rovnako ako aj substrat pre syntézu NO — L-arginin a katalyzuje konverziu L-argininu
na L-citrulin a NO. Medzi tymito dvomi oblastami sa nachadza sekvencia pre vézbu
kalmodulinu, niekedy tiez oznacovana ako doména viazuca kalmodulin (obr.3).

Po naviazani kalmodulinu sa zdimérov stavaji tetraméry. Kalmodulin
predstavuje akysi senzor pre intracelularnu hladinu Ca®* ajeho aktivita sa prejavuje
v zavislosti od typu NO syntazy. Niektoré zizoforiem su obzvlast zavislé na
pritomnosti Ca®* (neuronalna, endotelova), iné jeho pritomnost’ pre svoju aktivitu

nevyzadujt (induktivna).

/’7“» NO
L-citrulin
L-arginin

foce. o 02

NADPH CNADP +
NADPH

NADP *

02 Gt
L-arginin
L-citrulin

&

NO@

Obrdzok 3. Schematické zndzornenie Struktury NO-syntdz
O, — kyslik, NO - oxid dusnaty, NADP — nikotinamid adenin dinukleotid fosfdat, NADPH — redukovand
forma nikotinamid adenin dinukleotid fosfatu,
FAD - flavinadenindinukleotid, FMN — flavinadeninmononukleotid, CaM - komplex kalcium/kalmodulin,
BH;- tetrahydrobiopterin, Fe — Zelezo, e - elektrény,

Kofaktory pravdepodobne urychl'uju reakciu L-argininu, NADPH a kyslika za
vzniku vol'nych radikélov, citrulinu a NADP. NO syntdzy st zaroven jediné z enzymov,
ktoré vyzaduju pre svoju aktivitu sucasne az 5 kofaktorov. Ovplyvnenie mnozstva
substratu pre syntézu NO, ale tieZ ovplyvnenie pritomnosti ¢i mnozstva kofaktorov
moze vyznamnym sposobom ovplyvnit’ aktivitu jednotlivych izoforiem NO syntéaz, ¢i

tvorbu koncového produktu.
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2.1.1 Klasifikacia NO syntaz

Kazda z izoforiem NOS sa vyznacuje mnozstvom Specifickych odli$nosti nielen
z hl'adiska ich $truktary ¢i lokalizacie, ale hlavne z hladiska ich funkcie. Na zaklade ich

charakteristickych vlastnosti mézeme NOS rozdelit’ do niekol’kych skupin.

Rozdelenie NO syntaz:
e neuronalna NO syntaza — NNOS (typ I, NOS-I alebo NOS-1),
e induktivna NO syntaza — INOS (typ II, NOS-1I alebo NOS-2),
e endotelova NO syntaza — eNOS (typ 111, NOS-111 alebo NOS-3),
e mitochondridlna NO syntaza — mtNOS,
e bakterialna NO syntaza — bNOS.

Nazvy tychto izoforiem st odvodené jednak znazvu originalnych tkaniv
Vv ktorych boli enzymy prvykrat popisané (nNOS - v nervovom tkanive, eNOS -
v endotelovych bunkach ciev apod.), pripadne odrazaju charakteristiku ich aktivity
(iNOS - indukovana Sirokym spektrom stimulov). Oznacenie mitochondrialnej NO
syntazy suvisi s predovsSetkym s lokalizaciou, ale do uréitej miery na oznaceni
participuju aj deje, ktorych sa zicastiiuje. Oznacenie bakteridlnej NO syntazy je nickedy
zamienané s neuronalnou izoformou, ktora je hlavne v anglickej literatire oznacovana

ako ,,brain‘ — t.j. mozgova.

Rozdelenie NO syntdz na zdklade expresie:

o  konstitutivne — NNOS a eNOS — spolo¢ne oznacované ako cNOS a mtNOS. Su
exprimované prevazne vo fyziologickych podmienkach vo védcsine buniek a tkaniv
T'udského organizmu.

e induktivne — INOS, bNOS st exprimované po pdsobeni zapalového alebo iného
patologického spustaca (napr. typickym induktorom iNOS su cytokiny).

Rozdelenie izoforiem na zaklade expresie vsak nie je uplne idealnym, nakolko
aj konstitutivne izoformy mozu byt exprimované v obdobnych podmienkach ako

induktivne izoformy a naopak.
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Rozdelenie NO syntaz v zavislosti na intraceluldarnej hladine vapnika:

e zdvislé na intraceluldrnej hladine vapnika (NNOS, eNOS, mtNOS)

o nezavislé na intraceluldrnej hladine vapnika (iNOS).

2.1.2 Charakteristika NO syntaz

2.1.2.1 Neuronalna NO syntaza (NOS-I)

Neurondlna NO syntdza bola identifikovana v cytozole buniek centralneho
a periférneho nervového systému, v bunkdch kostrového svalu, v termindlnych
nervovych zakon¢eniach myokardu a sietnici.

Uvolnenie NO touto izoformou je rychle, priestorovo a casovo ohranicené.
Primarnym sposobom regulécie jej aktivity je vidzba kalmodulinu na doménu viazucu
kalmodulin po zvySeni intracelularnej hladiny Ca®* priblizne na 500 nmol/l.
Pri koncentracidch vépnika pohybujucich sa okolo 100 nmol/l je izoforma inaktivna.
Hoci je nNOS popisovana ako konstitutivna izoforma, jej expresia je riadena podobne
ako v pripade eNOS nielen fyziologickymi (estrogén), ale aj patofyziologickymi

podnetmi (napr. poskodenie nervov; obr.4).

Membranové receptorové
systémy

mozna viizba na
NMDA-R

N NO
estrogénoveé ' n

receptory
neaktivna izoforma

Obrazok 4. Neurondlna NO syntaza, lokalizacia a mechanizmy jej reguldcie (vplyv

intracelularneho vapnika, aktivacia prostrednictvom estrogénov)
*NMDA-R — glutamatory receptor, CaM — komplex kalcium/kalmodulin, nNOS — neurondlna NO syntaza,
NO-oxid dusnaty, Ca®* - vapnik
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2.1.2.2 Induktivna NO syntaza (NOS-II)

Induktivna NO syntdza patri k jedineCnym izoformam vd’aka svojej nezavislosti
od pritomnosti Ca®* a vysokej, indukovatel'nej Grovne expresie, ktora vo fyziologickych
podmienkach nemda vyraznejsi vyznam. Prvykrat bola detegovana Vv alveolarnych
makrofagoch, kde bola jej aktivita zaznamenand ako odpoved na podsobenie
prozapalovych cytokinov alebo endotoxinov. Je to cytoplazmaticky enzym nachadzajuci
sa vV roznych bunkach (napr. makrofagy, granulocyty a epitelové bunky), ktory reaguje
na pritomnost mediatorov zapalu. Prave z tohto doévodu byva oznafovana tiez ako
imunitny alebo zapalovy typ NOS.

Aktivita INOS sice zavisi od naviazania kalmodulinu, av$ak nezavisi od zmien
hladiny intracelularneho Ca?*. Viizba je realizovana aj pri vel'mi nizkych koncentraciach
vapnika, o ma za nasledok dlhodobé uvolfiovanie NO v mnozstvach vyssich nez
fyziologické (nmol). V patologickych podmienkach méze iNOS produkovat az 1000
nasobne vicsie mnozstva NO, ktoré namiesto regulacného a protektivneho uc€inku

posobia zvyc¢ajne cytotoxicky (obr.5).

L nezavislé na Ca%t

zapalové

NO
dlhotrvajuce NO
pomalé
uvol’nenie
hodiny

Obrazok 5. Princip aktivacie a uvolnenia NO prostrednictvom
induktivnej NO-syntazy
* CaM — komplex kalcium/kalmodulin, iNOS — induktivna NO syntdza, NO — oxid dusnaty, Ca®* -vapnik
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2.1.2.3 Endotelova NO syntaza (NOS-I11)

Funkcia eNOS bola prvykrat popisanad v kardiovaskularnom systéme a nasledne
bola detegovana vo vaskularnych endotelovych bunkach, v kardiomyocytoch a v epiteli
viacerych $truktar dychacieho systému (trachea, bronchy, nos).

Endotelovd NO syntaza patri medzi membranové enzymy s jedine¢nou
lokalizaciou. Je umiestnena cielene v kaveolach, malych membrénovych invaginaciach
Charakterizovanych pritomnostou kaveolinu. Oxygenazova doména eNOS obsahuje
miesto pre vidzbu kaveolinu-1 alebo kaveolinu-3, ktoré kompetitivne vytesnuju
kalmodulin, ¢o mé za nasledok aktivaciu eNOS. Vizba kalmodulinu je podobne ako pri
nNOS regulovana intracelularnou hladinou vépnika, pricom uvolnenie NO prebieha
Vv kratkych pulzoch ako odpoved’ na influx Ca?*. Uvoltiovanie NO mbze byt tiez
vyvolané priamou fosforylaciou izoformy, ktort moézu ovplyvnit Specidlne vézbové
miesta napr. pre SP1 (Sephacryl phosphocellulose) a GATA (skupina transkripénych
faktorov, pre ktoré je charakteristicka ich schopnost’ viazat' sa na DNA sekvencie
"GATA") a dalsie faktory ako napr. niektoré zlozky ¢erveného vina, estrogény a pod.
Dolezita je tiez posttranslacna modifikacia eNOS, kde je popisany napr. vplyv heat
shock proteinu 90 (HsP 90; obr.6)

Membrianové receptorové ‘ Agonisty — acetylcholin, trombin, |
systémy h sfingozin-1-fosfat a pod.

|

\~{
Tyrozm— l !
[ Kkinazové

kalmodulin ‘ Ffi

Obrdzok 6. Endotelovd NO syntdza, lokalizacia a mechanizmy jej regulacie
*SP1, GATA — faktory nevyhnutné pre bazalnu transkripciu v bunkdch endotelu, HsP90 - heat shock
protein 90, eNOS — endotelovi NO syntdza, NO — oxid dusnaty, Ca®* - vépnik

14



Expresia tejto izoformy je ovplyvnend mnozstvom nielen fyziologickych, ale
I patofyziologickych faktorov ako napr. nadmernd zataz alebo niektoré ochorenia
kardiovaskularneho systému (poskodenie endotelu, chronicka hypoxia, srdcové zlyhanie

a pod.).
2.1.2.4 Mitochondriilna NO syntaza

Mitochondrialna NO syntaza bola prvykrat identifikovana v mitochondriach
buniek pecene potkana. Experimenty vtedy potvrdili existenciu izoformy, ktord je
v uzkom kontakte s mitochondridlnou matrix, je umiestnend na vnutornej
mitochondridlnej membréne a je zavisla na intracelularnej hladine Ca®*. Této zavislost’
podporuje nazor, ze mtNOS je jednou z foriem neuronalnej NO syntazy, ktora vznika
ako jej posttranslacna modifikacia Vv roznych bunkovych typoch roéznych organov
(obr.7). Mechanizmus internalizacie nNOS do mitochondrii je vSak neznamy.
Mitochondrialna NO syntaza bola doteraz identifikovana v mitochondriach buniek
mozgu, obliciek, peCene a kostrového svalstva. Je zaujimavé, Ze v mitochondriach bola
tiez detegovana induktivna NO syntdza, ktord na rozdiel od mtNOS prispievala

v experimentalnych modeloch sepsy k poskodeniu mitochondrii.

Membranové receptorové systémy

LG

——t]

T

mitochondria

Obrazok 7. Jedna z teorii existencie mtNOS ako posttranslacnej
modifikdcie neurondlnej izoformy NO
. *CaM — komplex kalcium/kalmodulin, nNOS — neurondlna NO syntdza,
mtNOS — mitochondridlna NO syntdza, NO-oxid dusnaty, Ca** - vpnik
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O mitochondrialnej izoforme zatial’ vieme Ze:

e je aktivna pri fyziologickej hladine O a ovplyviiuje jeho vyuzitie,

e mnozstvo enzymu je transkripéne modulované prostrednictvom génu pre nNOS
alebo posttranslaénymi zmenami nNOS,

e je konstitutivne aktivna v zavislosti na pritomnosti Ca®,

e jej aktivita je regulovand pritomnostou superoxidovych anionov alebo NO
samotnym,

e moduldcia aktivity tejto izoformy ovplyviluje mitochondridlnu respiréciu,
transmembranovy potencial a pH, ¢im sa podiel'a na bioenergetickych procesoch
mitochondrie.

Urovei expresie a aktivity mtNOS je podobne ako u predchadzajtcich izoforiem
ovplyviiovand viacerymi faktormi. Je napr. nizka u embryi, po€as postnatilneho Zivota
sa vSak jej hladina zvySuje. Ovplyviiujii ju environmentalne faktory, chlad alebo

posobenie niektorych hormoénov.

2.1.2.5 Bakteridlna NO syntaza

S bakterialnou NO syntazou sa v odbornej literatire stretdvame len v poslednych
rokoch ato najmid v spojeni s biosyntézou bakterialnych toxinov a ochranou pred
volnymi radikdlmi. Bakteridlna izoforma NOS je aj napriek niektorym zaujimavym
rozdielom v potenciali vyuzitia kofaktorov ¢i redoxného potencialu velmi podobna
izoformam 1identifikovanych u ¢loveka. Viaceré prace poukazuju na to, ze NO
produkovany v baktériach ovplyviiuje G¢inok antibiotik a imunitni odpoved’ hostitel’a.
Bakterialna NOS je lokalizovana predovsetkym v Gram pozitivnych baktériach, kde
flou vytvoreny oxid dusnaty modze eliminovat uUCinok podaného antibiotika
prostrednictvom priamej detoxikacie alebo sprostredkovane — cez reaktivne formy
kyslika.

V sucasnosti existuje o0 bakterialnej NO syntaze len minimum udajov. Je vsak
zrejmé, ze vyskum v tejto oblasti bude progredovat’ najmd s potencialom hladania

selektivneho inhibitora tejto izoformy.
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V nasledujticej tabul’ke pontikame prehl’ad troch najdélezitejSich izoforiem NO

syntaz. Ich selektivna stimuldcia alebo inhibicia umoziuje perspektivne naplno vyuzit’

ich unikatne vlastnosti v terapii viacerych ochoreni I'udského organizmu. Dalsie NO

syntazy, akymi st mtNOS alebo bNOS st stale predmetom intenzivneho vyskumu.

Tabulka 1. Izoformy NOS

NNOS INOS eNOS
Forma konstitutivna induktivna konstitutivna
Pocet 1431 1153 1203
aminokyselin
Chromozom 12 17 7
Typ buniek e neurdny e imunitné a zapalové e endotel
neadrenergického bunky e epitel
necholinergického e bunky hladkého e trombocyty
systému (NANC) svalu ciev e endo/myokard
® mozgové neurdny e bunky hladkého e niektoré
e bunky pankreasu svalu bronchov neurény
o epitel dychacich ciest o endotel
a gastrointestinalneho e respiracny epitel
traktu e endo/myokard
¢ bunky kostrového e fibro/chondro
svalu blasty
v bunke cytoplazma cytoplazma membrana
Aktivacia Ca“* zavisla Ca”* nezavisla Ca“* zavisla
(koncentracia Ca?* (koncentracia Ca?*
cca 500nmol/l) cca 500nmol/l)
Odpoved uvolnenie NO uvol'nenie NO uvolnenie NO
pmol nmol pmol
sekundy/minuty do 2 — 6 hodin sekundy/minuty
Induktory e hypoxia o lipopolysacharidy ¢ hypoxia
e acetylcholin e hypoxia e acetylcholin
e substancia P e TNF-a (tumor e substancia P
e adenozindifosfat necrosis factor alfa), | e adenozindifosfat
e adenozintrifosfat e |L-1P (interleukin 1 e adenozintrifosfat
e serotonin beta), e serotonin
e glutamat o INF-y (interferon e bradykinin
e B -amyloid gama) e trombin
e environmentalne
polutanty
e alergény
Funkcia regulacna obranna / poskodzujica regulacna




2.2 Arginaza

Dalsi z enzymov, ktory méze ovplyvnit’ syntézu oxidu dusnatého je arginaza.
Posobenim tohto enzymu vznikd z L-argininu mocovina a L-ornitin. Tie sluzia ako

prekurzory pre syntézu viacerych polyaminov, prolinu a glutamatu (obr.8).

’ L-arginin ‘

Jos_ / awaizs
NOHA | /

@

B (s

pyrolin.s. utrescin
karboxylat p ;
pyrolin-5-karboxylat- spermidin
reduktaza syntaza
L-prolin spermidin

spermin syntaza

spermin

Obr.8 L-arginin ako substrat pre argindzu (kompeticia s NO syntdzami)
* NOS —NO syntdzy, NOHA -N“-hydroxy-L-arginin, NO — oxid dusnaty

V l'udskom organizme sa nachadzajo dve izoformy argindzy, ktoré su
exprimované konStitutivne alebo na zdklade viacerych induktivnych podnetov

Vv patofyziologickych podmienkach.

o Argindza I (hepatdlny typ — cytozolovy enzym) je lokalizovana prevazne v cytozole
pecenovych buniek a jej deficit spdsobuje argininémiu charakterizovan zhorSenim
mentalnej uUrovne, retarddciou rastu a spasticitou. V niektorych pripadoch je
sprevadzana hyperamonémiou a moZe skoncit’ aj smrtel'ne.

o Argindza Il (extrahepatdlny typ — mitochondridlny enzym) je exprimovand hlavne
Vv obli¢kach a prostate a v malych mnozstvach tiez v peCeni, pl'icach, Stitnej zl'aze
atenkom creve. Participuje na syntéze prolinu, ktory tvori sucast bielkovin

a roznych polyaminov, ktoré kontroluju bunkov proliferaciu a produkciu kolagénu.
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O arginaze sa v poslednych rokoch hovori hlavne v suvislosti s patogenézou
vzniku viacerych ochoreni ako su napr. plicne ochorenia (astma), cievne ochrenia
(aterosklerdza), poruchy imunitného systému (infekcie) ¢i onkologické ochorenia. V
mnohych pripadoch tato pozicia suvisi s poruchou homeostazy NO.

Arginaza a NO syntdzy spolu sutazia o substrat — L-arginin ato Vo
fyziologickych 1V patologickych podmienkach. Indukcia ktorejkol'vek izoformy
arginazy moze znizit' biologicku dostupnost’ L-argininu pre syntézu NO a oslabit’ tak
ucinky zavislé na pritomnosti NO v organizme. V stc¢asnosti nie je Uplne jasné, ktora
izoforma je v kompeticii o substrat dominantnejSia, predpoklada sa vsak, Ze do
reguldcie biologickej dostupnosti L-argininu pre syntézu NO je zapojend prevazne
arginaza II. Afinita NO syntaz K L-argininu je asi 1000 x védc¢Sia ako afinita arginazy.
Na druhej strane, maximalna aktivita arginazy uz vo fyziologickych podmienkach
vyrazne prevySuje aktivitu NO syntaz. Kym aktivita peCenovej arginazy u potkana je
cca 1400 pmol/l/min/mg, aktivita NO syntdz je v tych istych podmienkach cca
1 pmol/l/min/. V patologickych podmienkach sa tito rychlost’ moéze eSte zvysit, ¢o
urychli utilizaciu substratu argindzou a znizi produkciu oxidu dusnatého. NO syntazy sa
brania vy&erpaniu substratu prostrednictvom medziproduktu tvorby NO - N”-hydroxy-
L-argininu (NOHA), ktory posobi ako prirodzeny kompetitivny inhibitor arginazy. Na
regulacii sa tiez podiel’a samotny NO, ktory reakciou s vol'nymi radikalmi poskodzuje
zvysky cysteinu arginazy.

Literarne zdroje poukazuju ina fakt, Ze zvy€ajne dochadza k sti¢asnému
ovplyvneniu expresie a aktivity enzymov spracujucich L-arginin. Medzi faktory
stimulujuce aktivitu oboch enzymov patria napr. lipopolysacharidy. Ich posobenim
dochddza k indukcii expresie nielen induktivnej NO syntazy, ale zaroven oboch
izoforiem arginazy. Interleukin-1B zvySuje expresiu iNOS, ale zaroven zniZuje expresiu
a aktivitu argindzy. Hyperoxia vyvolava zvySenie expresie oboch izoforiem arginazy,
ale paralelny pokles iNOS. Hypoxia, alebo anoxia zvySuje expresiu arginazy I a INOS,
ale zniZzuje expresiu mRNA argindzy II. Existencia d’al§ich faktorov ovplyviiujicich
expresiu a aktivitu uvedenych enzymov je viazand na konkrétny systém, organ ci
tkanivo, pripadne na stav organizmu.

Presné zapojenie jednotlivych izoforiem do fyziologickych a patofyziologickych

procesov, V ktorych figuruje aj dysbalancia hladin resp. naruSend homeostdza NO vSak
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zatial’ nie je zname. Nemozno vSak vylucit, Ze ovplyvnenie aktivity arginazy moze v
buducnosti predstavovat’ dalSiu strategicki moznost’ terapeutického ovplyvnenia

viacerych zavaznych ochoreni.

Kontrolné otazky:

Ako prebieha biosyntéza oxidu dusnatého?
Ako rozdel'ujeme NO syntazy?
Ktoré NO syntazy patria medzi konStitutivne a preco?

Aka je zékladna funkcia induktivnej NO syntazy?

o W DN

Ako arginaza participuje v biosyntéze NO a aké jej izoformy poznate?
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3. FARMAKOKINETIKA OXIDU DUSNATEHO

Exogénny NO sa dostava do tela prevazne inhalacne. Je vel'mi lipofilny a I'ahko
prestupuje do buniek pasivnou diftiziou. Priblizne 90% NO je absorbované¢ho pocas
inspiracie v pl'dicnom vaskuldrnom systéme. V plucnej cirkulacii sa vel'mi rychlo viaze
na hem hemoglobinu v krvnych elementoch. Jeho biologicky polcas tvoria zlomky
sekand (0,1 - 0,5 s). V cirkulacii pri dostato¢nej saturacii kyslika v rozmedzi 60 - 100%
je konecnym produktom metabolizmu NO methemoglobin a nitraty. Nitrat ako
prevladajuci metabolit NO je nésledne vyluceny mocom. Pri poklese saturdcie NO
reaguje s deoxyhemoglobinom za vzniku nitrozylhemoglobinu, ktory sa nasledne meni
na nitrit a methemoglobin. Premena NO na nitraty je hlavnou metabolickou cestou pre
oxid dusnaty v 'udskom organizme.

Endogénny NO ma vlastnosti vol'ného radikalu. Jeho vysoka reaktivita zavisi od
jeho fyzikalnych vlastnosti. Je to vel'mi mala molekula, vysoko diftizna, rozpustna
v tukoch ivo vode, s vel'mi kratkym biologickym pol¢asom (5 - 10 s), ktora obsahuje
jeden vol'ny elektron. Tieto vlastnosti mu umozituju lahko prenikat’ do buniek a tkaniv
a zvySuju moznost’ interakcie s mnozstvom molekdl ako s napr. proteiny obsahujuce
tiolové skupiny, lipidy, superoxid, hem a zelezo. Reaguje s biologickymi molekulami,

ktoré maju nesparené elektrony, predovsetkym s kyslikom za vzniku reaktivnych foriem
kyslika (ROS — reactive oxygen species). Knim patri superoxidovy anion (Oz"),
s ktorym NO vytvara cytotoxicky peroxynitritovy anion (ONOOQO). Z neho nasledne
vznikd biologicky destruktivny hydroxylovy radikal (HO®) toxicky pre zéakladné
substraty bunky — nukleové kyseliny, proteiny a lipidy.

NO + 0, ~ ONOO'

ONOO" + H" - ONOOH
ONOOH— NOy+ HO'

Aj endogénny, podobne ako exogénny NO sa viaze na hemoglobin a je

metabolizovany na nitrity a nitraty, ktoré st nasledne vylac¢ené mocom. Priemerna

exkrécia nitratov predstavuje 0,3-2 ml NOj3™ v priebehu 24 hodin.

21



Hb-Fe?*-0, + NO — Hb-Fe**-OONO — Hb-Fe* + NO3

Cast’ NO cirkuluje v plazme viazana na -SH skupiny albuminu. Reakciou s
tiolmi - cysteinom alebo glutationom sa vytvara zasobna a transportna forma NO -
tzv. S-nitrozotioly. Vyznamna tlohu v mnozstve rdznych enzymovych, ale aj
neenzymovych antioxidaénych reakcii je glutation (GHS). Tato reakcia je napr.

zakladom Uc¢inku nitroglycerinu.

R-SH + NO*— RS-NO + H*
R-S +2 NO; — RS-NO + NO3’

Prehl'ad zakladnych chemickych reakcii NO vo vztahu k predpokladanému

ucinku znazoriuje nasledujuci obrazok.

NO _ -
NO,-, NO,
NOs D505 3 (tvorba nitratov

a nitritov)

regulaény
efekt

NO,+ OH:
(tvorba hydroxylového
radikalu)

peroxidacné
reakcie

poskodenie
enzymov

poskodenie
proteinov

regulaény
efekt

=2 ONOO T_Vl' = N()l
NO 3 3 (nitracia tyrozinu) g

\ RS— OH, R-SO,H

R-SO;H, R-SS-R
(oxidacia sulfhydrilovych | =——>
skupin)

-SH
skupiny

tioly ——3 [ RS-NO (S-nitrozotioly) | ——3

Obrazok 9. Hlavné chemické reakcie oxidu dusnatého

Kontrolné otazky:

1.  Aky je biologicky pol¢as exogénneho a endogénneho NO?
2. Hlavnymi metabolickymi produktami oxidu dusnatého s...
3. Ktoré reaktivne formy kyslika vznikaja v interakcii s NO?
4

Aky je hlavny vyznam reakcii NO s tiolmi?
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4. MECHANIZMUS UCINKU OXIDU DUSNATEHO

Utinok NO mézeme vo vieobecnosti charakterizovat’ ako dualny. Kym jeho
,»optimalne mnozstva®“ zabezpecuju viaceré fyziologické procesy prebiehajuce
v 'udskom organizme, nadprodukcia NO sa objavuje v patogenéze mnohych lokalnych
I systémovych ochoreni. Po stimulacii niektorej izoformy NO syntazy dochadza k
tvorbe oxidu dusnatého, ktory nasledne pdsobi bud’ vo svojej vol'nej forme (NOe), alebo
viazany na -SH skupiny tiolov, ktoré stabilizuje. Nasledne moze ucinkovat priamo
alebo nepriamo. Priamy ucdinok je zabezpeCeny bud’ aktivaciou rozpustnej guanylat
cyklazy a nésledne druhym poslom - cyklickym guanozinmonofosfatom (cGMP), alebo
priamymi interakciami na bunkovej Grovni (napr. aktivacia ionovych kanalov).

Nepriamy uéinok je obvykle spojeny s tvorbou reaktivnych foriem kyslika.

4.1 Priamy ucinok NO

NO je uvol'novany po syntéze v bunkach do okolia. Tato difizia je ovplyvnena
napr. depolarizaciou membrany alebo poésobenim viacerych mediatorov. NO prechadza
najmi cez membrany buniek v okoli, kde posobi ako signalna molekula k zmene
funkcie cielovych proteinov a biologickych procesov. Podobnym mechanizmom p6sobi
aj NO uvolnovany zo zasobnych - tiolovych foriem. Nasledne sa viaze na Fe”* hemu
rozpustnej guanylat cyklazy (GC-S) a meni jej aktivitu. Vysledkom je premena
guanozintrifosfatu (GTP) na cyklicky guanozinmonofosfat. Ten nasledne aktivuje
cGMP-zavislé proteinkinazy. Proteinkinazové izoformy v d’alSich fazach pdsobenia:

e katalyzuju fosforylaciu r6znych proteinov,
e aktivuju alebo inhibuju niektoré typy iénovych kanalov (vapnikové, draslikove),
e reguluju aktivitu fosfodiesteraz (obr.10).

Vysledkom toho st r6zne bunkové procesy, ako napr. relaxécia buniek hladkého
svalu ciev, bronchov a gastrointestindlneho traktu, zlepSenie permeability endotelu,
neuronalna plasticita, zlepSenie kognitivnych funkcii, ovplyvnenie génovej transkripcie
a mnohé iné.

Dokladné pochopenie tejto signalnej cesty, jej vlastnosti a funkcii je dolezité pre

vyuzitie jej potencidlu pri novych farmakologickych intervenciach predovsetkym
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Vv oblasti terapie kardiovaskularnych ochoreni ako je napr. systémova alebo plicna

hypertenzia, aterosklerdza, endotelova dysfunkcia, erektilna dysfunkcia a pod.

__________________________

aktivacia

proteiny
\Cfosfoproteiny

PK (PKG)

aktivacia
ionovych
kanalov

Obrdzok 10. Ucinok oxidu dusnatého sprostredkovany signdlnou cestou NO-GC-S
*NO- oxid dusnaty, NOS — NO syntazy, PDE — fosfodiesterdzy, cGMP — cyklicky Quanozinmonofosfat,
GTP — guanozintrifosfit, GS-S — rozpustnd guanyldt cykldza, Fe®* - Zelezo,PK — proteinkindzy,

PKG — proteinkinaza G

Z nedavnych studii vyplyva, ze NO moze aktivovat’ draslikové kanaly (hlavne
vysoko vodivy na vapniku zavisly K* kanal - BKc,) a ATP senzitivny draslikovy kanal
(Katp) V hladkom svale, neurénoch, bunkach endotelu, bunkach ¢revného epitelu a pod.
aj prostrednictvom CGMP nezdavislyjch mechanizmov. Po aktivacii dochadza
K hyperpolarizacii membrany a K zniZzeniu koncentracie Ca?* i6nov, Co vedie napr.

k relaxacii hladkého svalu ciev a bronchov.

4.2 Nepriamy uc¢inok NO

Nepriamy ucinok mnohi autori oznacuju ako ucinok cytotoxicky resp. G¢inok
sprostredkovany vol'nymi radikadlmi. Nepriame u¢inky NO je mozné d’alej rozdelit’ na
u¢inky vyvolané oxidaénym stresom a ucinky vyvolané nitrozaénym stresom (obr.11).
Kym oxidacny stres je popisovany v patogenéze ochoreni spojenych napr. s chronickym
zépalom, nitrozacny stres mdze za urcitych podmienok viest’ k tvorbe karcinogénnych
nitrozaminov. Tvorba produktov oxida¢ného a nitrozacného stresu je kontrolovana

mnozstvom NO, superoxidu, pritomnostou manganu, superoxiddismutazy (SOD)
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a dalSich oxidantov. Hlavnym vysledkom tohto pdsobenia je poskodenie lipidov,

proteinov a DNA s naslednou patologickou dysfunkciou na trovni tkaniv a organov.

Tyr — NO,
nitracia tyrozinu

l OH: ~hydroxylovy radikal

oxidaény stres nitrozacny stres
— T
~ N

| ONOO- peroxynitrit H
|

* hydroxylacia * tvorba nitrozaminov

 peroxidacia lipidov * deaminacia baz DNA

* poskodenie Struktury a funkcie < inhibicia repara¢nych
zakladnych proteinov bunky procesov DNA

Obrdzok 11. Schematické zndzornenie nepriameho ucinku oxidu dusnatého
*DNA — deoxyribonukleova kyselina, cNOS — konstitutivne NO syntdzy, iNOS — induktivna NO syntdza

Pri tzv. nepriamych reakciach posobi NO aj ako modulator génovej expresie,
pri¢om uplatiiuje svoju schopnost’ menit’ §trukturdlnu integritu a aktivitu transkripénych
faktorov, z ktorych najdolezitej$i je nuklearny faktor-xB (NF-xB). Je to proteinovy
transkripény faktor potrebny pre transkripciu mnohych prozapalovych molekul,
enzymov (iNOS a COX-2), cytokinov (IL-1B, TNF-a a IL-6) a chemokinov (IL-8).
Aktivacia tohto faktora mdze vyvolat’ procesy, na konci ktorych je zvySena expresia
INOS (ale aj d’alsich molekul a enzymov), zvySena tvorba NO a d’alSich produktov,
ktoré mozu byt dolezitym faktorom tkanivového poskodenia napr. v podmienkach

chronického zapalu.

Kontrolné otazky:

1.  Akymi mechanizmami je zabezpeceny priamy u¢inok NO?

2 Aké procesy st vysledkom priameho G¢inku NO sprostredkovaného cGMP?
3. Akymi mechanizmami je zabezpeceny nepriamy t¢inok NO?
4

Aké procesy st vysledkom nepriameho G¢inku NO?
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5. ZAKLADNE UCINKY OXIDU DUSNATEHO

V l'udskom tele je NO ddlezitym regulatorom fyziologickych funkcii ako je
napr. vazodilatacia ¢i prenos nervovych vzruchov. V patologickych podmienkach mozu
jeho vysoké koncentracie posobit’ bud’ priaznivo (napr. antibakterialne, antiparazitarne a
antivirusové), alebo moézu byt Skodlivé (prozapalové). Preto je potrebné podrobne
poznat’ u¢inky NO v jednotlivych systémoch l'udského organizmu a pri farmakologickej
modulécii pouzivat' latky ovplyviiujice jeho hladinu tak, aby boli maximalizované
pozitivne UCinky a minimalizované negativne dopady. Mechanizmy endogénnej
produkcie NO a jeho G¢inku st zlozité a prave z tohto dovodu je nevyhnutné venovat

prislusna pozornost’ zékladom fyziologie a patofyziologie tohto mediatora.

5.1 Oxid dusnaty a nervovy systém

Oxid dusnaty vyznamne ovplyviiuje centrdlny i periférny nervovy systém.
V tomto systéme patri NO K najatypickej$im neurotransmiterom. PretoZe je plyn, nie je
uskladiiovany v synaptickych vezikuldch a syntetizovany na zaklade poziadaviek
neurénov. Vytvara sa na zdklade poziadaviek organizmu, nepdsobi na receptory
ale difuziou rychlo prenikda do blizkych neurdénov. Signalna funkcia NO je inter-
i intracelularna. V nervovom systéme ma mnozstvo fyziologickych i patologickych
ucinkov a je moZné ho v tomto kontexte oznacit’ ako neuromodulacntl, neuroprotektivnu

ale i neurotoxicku latku.
5.1.1 Centralny nervovy systém

V centralnom nervovom systéme je NO syntetizovany prevazne prostrednictvom
nNOS. T4 je exprimovana hlavne v oblasti mozgovej kory, claustra, cuchového jadra,
striata, amygdaly, hippocampu, hypotalamu, talamu a cerebella. Neuronalna izoforma
bola tiez detegovana Vv astrocytoch a cievach zasobujtcich mozog.

K ziakladnym fyziologickym uc¢inkom NO vV centrdlnom nervovom systéme
patri regulacia alebo kontrola neurondlnej morfogenézy, kontrola sexualneho

a agresivneho spravania, kontrola prijmu potravy, kontrola vzniku a vnimania bolesti,
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regulacia kratkodobej a dlhodobej synaptickej plasticity pri  kontrole spanku,
termoregulacie, neurosekrécie a prietoku v mozgu.

Velmi zaujimavym je prepojenie NO s NMDA (kys. N-metyl- D-asparagova)
receptormi. Casté a pravidelné uvoltiovaniec NO modze byt dolezitym faktorom
potencidcie synaptického prenosu Vtomto spojeni. NMDA Vv experimentalnych
podmienkach aktivuje syntézu oxidu dusnatého z L-argininu a NO moéze sprostredkovat’
odpovede na excitacné aminokyseliny (aspartat, glutamat). Vo vztahu k NMDA ma NO
neuroprotektivny i neurotoxicky efekt. Neuroprotektivny ucinok je sposobeny down
regulaciou NMDA receptorov. Pri nadmernej tvorbe NO modze prostrednictvom
S-nitrozylacie na tiolovom mieste NMDA receptora zablokovat receptor atym aj
glutamatovl neurotransmisiu. Neurotoxicky efekt je spdsobeny cestou tvorby vol'nych
radikalov — hlavne superoxidového anionu.

Oxid dusnaty sa Ciasto¢ne podiel'a aj na kontrole prijmu potravy. Opakované
podévanie latok blokujucich syntézu tohto medidtora znizilo chut' do jedla a telesnu
hmotnost’ obéznych experimentalnych zvierat (potkany, mysi).

Vysoké koncentracie NO posobia tieZ prokonvulzivne a vyvolavaji migren6zne
bolesti. Oxid dusnaty produkovany v spinalnej mieche spolu s NO v periférnom
nervovom systéme sa podiela aj na proprioceptivnej a nociceptivnej transmisii.
Z literarnych udajov je zndme, ze inhibitory NO syntdz dokazu inhibovat' ucinky
opiatovych analgetik.

V patologickych podmienkach sa UuUcinky NO spdjaji s neuronalnym
poskodenim a neurodegenerativnymi ochoreniami vratane Parkinsonovej choroby,
Alzheimerovej demencie, Huntingtonovej choroby a pod. V patogenéze tychto ochoreni
je popisovana suvislost NO predovSetkym s nitrozylaciou tyrozinu, excitotoxicitou,
inhibiciou mitochondridlneho respiracného komplexu, fragmentaciou bunkovych

organel a pod.
5.1.2 Periférny nervovy systém
Nervové vlakna produkujice auvolfiujice NO nepatria k sympatikovej ani

k parasympatikovej vetve autonomneho nervového systému a byvaju casto oznacované

ako neadrenergické — necholinergické (NANC). Tento systém modzeme podla

27



prevazujucej aktivity rozdelit na excitatny (eNANC) a inhibicny (iNANC). Oxid
dusnaty je hlavnym mediatorom iNANC systému. Na periférii je nNOS lokalizovana
predovsetkym v INANC zakonceniach dychacich ciest, gastrointestinalneho traktu
(GIT) a urogenitalneho systému (UGS). V periférnom nervovom systéme reguluje NO
predovsetkym relaxaciu buniek hladkého svalstva ¢riev (hlavne relaxacia sfinkterov),
mocového mechura, UGS (inervacia corpus cavernosum penisu a klitorisu) a relaxaciu
ciev. Ako vyznamny neurotransmiter inhibi¢ného NANC systému sa oxid dusnaty spolu
S cholinergickym a adrenergickym systémom zlcastiiuje regulécie krvného prietoku,
bronchialneho tonusu a hra tiez modula¢nu Glohu pri zépalovych ochoreniach (obr.12).
Jeho aktivita je zavislda na mnohych faktoroch ako je napr. mnozstvo a aktivita
syntetizujicich enzymov, kofaktorov, uroven oxida¢ného stresu alebo rychlost
metabolizmu antioxidaénych molekal. Jednotlivé oblasti jeho pdsobenia budd

podrobnejsie rozpracované v d’alSich kapitolach.

adrenergické cholinergické NANC

nervoveé
zakondcenia

bunka
hladkého
svalu cievy

Obrazok 12. Koordindcia regulacie krvného prietoku (na urovni buniek hladkého svalu
ciev prevazne s adrenergickym systémom)
*NA-noradrenalin, a2- presynapticky adrenergicky receptor, ol — postsynapticky adrenergicky receptor,
Ach-acetylcholin, M2 — presynapticky muskarinovy receptor, PLC-fosfolipdza C, PIP, — fosfatidylinozitol
4,5 bifosfat, |P3 — inozitoltrifosfat, DAG — diacylglycerol, NO — oxid dusnaty, L-arg — L-arginin, L-Cit. —
L-citrulin, nNOS — neurondlna NO syntdza, GTP — guanozintrifosfat, cGMP — cyklicky
guanozinmonofosfat, GC-S — rozpustnad guanylat cykliza
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V patologickych podmienkach m6ze NO vyvolat’ neurondlny blok pri sklerdze
multiplex, alebo dokonca sposobit’ totdlnu stratu prenosu akcéného potencidlu
Vv myelinizovanych i nemyelinizovanych vlaknach periférneho nervového systému.
Z literatury je zname, ze toto ochorenie sa okrem in¢ho vyznacuje aj rozsirenim zapalu
V centralnom a periférnom nervovom systéme, priCom za jeden z ddlezitych faktorov

zapalu v tychto podmienkach je povazovany prave oxid dusnaty.

5.2 Kardiovaskularny systém
5.2.1 Cievny systém

Pozicia oxidu dusnatého ako signalnej molekuly v kardiovaskularnom systéme
je velmi aktudlna nielen v oblasti zédkladného vyskumu ale aj v klinickej kardiologii.
Vicsina odbornikov sa zhoduje vtom, Ze NO je velmi U€inny a silny marker
kardioprotekcie apreto ma tato molekula aj velku budicnost’ tak v prevencii ako
aj terapii ochoreni KVS akou je napr. ischemicka choroba srdca.

Jednym zo zakladnych fyziologickych ucinkov NO je vazodilatacny efekt.
Utinok bol demonstrovany pomocou inhibitorov NO syntéaz, ktoré vyvolali kontrakciu
cievy v pokusoch in vitro ahypertenziu po aplikacii in vivo. Oxid dusnaty je
v kardiovaskuldrnom systéme vytvarany prevazne endotelovou izoformou NOS.
Bazalne uvolfiovanie NO z L-argininu hra délezita ulohu v reguldcii krvného prietoku
a krvného tlaku. Oxid dusnaty je kontinudlne uvolfiovany V arteridlnej Casti
vaskularneho systému ¢loveka a reguluje tonus v mikrocirkulacii. Za hlavné stimuly
jeho tvorby anasledného uvolnenia st povazované prudenie krvi atlak v cievach.
Uloha NO v udrziavani cievnej homeostazy je dobre definovana. Vychadza z povodne;
tedrie, ktora hovori o tom, Ze po vytvoreni NO v endoteli ciev sa tento mediator
jednoduchou diftiziou alebo pomocou zatial nezndmeho transportného systému S§iri do
buniek hladkého svalu cievy. Tam sa naviaze na Fe? hemu v GC-S, zvysi hladinu
cGMP v bunkach hladkého svalu, zniZi intracelularnu koncentraciu Ca** a vysledkom
je relaxacia cievy.

Endotelové bunky maji mnoZzstvo receptorov reagujucich na rdézne chemické

podnety (hormoény, mediatory). Maju tiez vyvinuty systém detekcie fyzikalnych zmien
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vratane zmien elasticity, tlaku a viskozity. Relativne rychla adaptacia krvnych ciev na
tieto signaly je zabezpecena prave produkciou a uvol'nenim NO. To znamena, ze krvné
cievy nie su len pod kontrolou nervového a hormonalneho systému, ale do znacnej
miery su ovplyvilované lokalnym autonomnym systémom, ktory je zastupeny hlavne
oxidom dusnaty. Bazalna produkcia NO sa zucastiiuje regulacie krvného prietoku
v mozgu, srdci, plucach, GITe aoblickdch. Je tiez mozné, ze tito regulacia je
sprostredkovand otvorenim kalciovych kanélov v endotelovych bunkach (napr. vplyvom
sily prietoku), ¢o vedie ku Ca*- zéavislej aktivacii eNOS a zvySeniu lokalnej produkcie
oxidu dusnatého.

Okrem toho ma NO aj ucinok antitromboticky a protizapalovy, pricom
kombindcia tychto ucinkov brani posSkodeniu endotelu. Kym inhibicia adhézie
trombocytov je sprostredkovana ¢cGMP, pri inhibicii agregacie sa uplatiuje cyklicky
adenozinmonofosfat (cCAMP). Inhibuje tiez adhéziu a agregaciu leukocytov.

Prehl'ad zakladnych fyziologickych uc¢inkov NO v cievnom systéme prezentuje

nasledujuci obrazok.

bunky k) angiogenéza
endotelu glog

oxid

) y bunky ¢
dusnaty [ hladkého ) I vazodilatacia

\ svalu

G

trombo- N . o
cyty iy antiagregaény
udinok
zapalové " - 5 3.8
bunky ki protizapalovy ucinok

antioxida¢ny ucinok

Obrazok 13. Zakladné fyziologické ucinky oxidu dusnatého v cievnom systéme
V pripade zniZenia biologickej dostupnosti NO dochédza k porusSeniu jeho

fyziologickej akcie a vzniku endotelovej dysfunkcie. Tento symptém sa objavuje pri

viacerych ~ prevazne  metabolickych ~ ochoreniach  ako  napr.  diabetes,
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hypercholesterolémia, ale tiez pri hypertenzii, malérii ¢i u faj¢iarov a je jednym zo
zakladnych faktorov v patofyziologii aterosklerézy. Endotelova dysfunkcia moze
sposobit’ lokalny deficit NO, ktory vedie k agregacii trombocytov. Je tieZ zname, Ze
deficit NO vedie k zvySeniu vaskularnej kontrakcie a zvySuje moznost bunkovej
adherencie a infiltracie v cievach. V experimentoch na zvieratach sa zistilo, ze inhibicia
NO syntézy spdsobi zvac¢senie aterosklerotickych platov.

Pri  zvyseni produkcie NO méze dojst k prehibeniu vaskularnej relaxacie
s naslednym poklesom tlaku. Tento mechanizmus sa uplatiuje pravdepodobne pri

septickom Soku v podmienkach, kde infekcia vedie ku kardiovaskularnemu kolapsu.

5.2.2 Srdce

Uloha oxidu dusnatého v srdci je definovana menej. V savislosti s myokardom st
stadle zaznamenavané mnohé protichodné experimentalne pozorovania v rdmci
fyziologickych 1 patofyziologickych experimentov, ¢o vedie k ,(frustracii viacerych
vyskumnikov. V myokarde boli detegované vsetky tri izoformy NOS. S lokalizované
v endotelovych bunkdch korondrnych ciev alebo priamo v kardiomyocytoch.
Neuronalna izoforma NOS je pritomna v sinoatrialnom uzle a predstavuje dolezity
modulator presynaptického vplyvu vagu facilitdciou uvol'fiovania acetylcholinu.

Fyziologicky u¢inok NO na ¢innost’ srdca sa vyrazne liSi v zavislosti od toho,
ktora izoforma je aktivovana. Podobne ako Vv ostatnych systémoch aj Vv stvislosti
s myokardom st vo fyziologickych podmienkach aktivnejSie konstitutivne izoformy,
kym v patologickych podmienkach je to izoforma induktivna. Vtedy dochadza
k zvyseniu reaktivity NO s viacerymi molekulami, tvorbe reaktivnych foriem kyslika
a poSkodeniu myokardu. V srdci oxid dusnaty posobi cGMP zavislymi 1 nezavislymi
mechanizmami. Bol popisany klasicky ¢cGMP-PKG sprostredkovany ucinok, ale aj
nitrozylacia viacerych srdcovych proteinov. Okrem toho boli v srdci detegované aj
externé zdroje oxidu dusnatého, ktory sa tam dostava difuziou z plazmy a intersticialnej
tekutiny.

Zakladné fyziologické u¢inky NO sa daju rozdelit’ podla lokalizacie na G¢inky

tykajuce sa:
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e koronarneho obehu — zlepsenie vazodilatacie, resp. zlepSenie koronarnej perfuzie,
zniZzenie agregacie trombocytov, zvySenie protizapalovej funkcie a zniZenie
endotelovej dysfunkcie;

e kardiomyocytov — zniZenie apoptodzy, zvySenic prezivania, znizenie spotreby
kyslika;

e myokardu — fetalny a postnatalny rast a vyvoj, antihypertroficky efekt, zvySenie
ischemickej tolerancie resp. kardioprotektivny efekt proti ischemickému
poskodeniu, rast a proliferacia buniek

e prevodového systéemu srdca — ovplyvnenie srdcového  rytmu - negativny
chronotropny efekt,

e ovplyvnenie kontraktility — negativny inotropny efekt.

Tieto ucinky su pravdepodobne spdsobené cestou NO/cGMP, ale tiez ovplyvnenim
lokalneho mitochondridlneho metabolizmu, reguléciou koncentracie vapnikovych i6nov
v kardiomyocytoch a regulaciou vplyvu autonomneho nervového systému.

V experimentalnych Stidiach boli dokézané protektivne ucinky NO na ischémiu
myokardu. Tento efekt by mohol byt dblezitym pre hladanie novych moznosti
kardioprotektivnej; liecby. Existuje niekol’ko predpokladanych mechanizmov
protektivity NO, vacsina z nich je vsak sprostredkovana druhym poslom, signalnou
drahou NO/cGMP.

O patologickom pdsobeni oxidu dusnatého v myokarde existuju rozporuplné
udaje. Suvisia predovSetkym s tvorbou volnych kyslikovych radikalov, ktoré
posSkodzuju srdce a vedl k apoptéze a naslednej nekroze kardiomyocytov. Pri poruche
homeostazy NO boli tiez pozorované poruchy rytmu a poSkodenie srdca v suvislosti

s ischemickymi prihodami, pripadne endotelovou dysfukciou koronarnych ciev.
5.3 Dychaci systém

Endogénny ako ajexogénny NO ma vyrazne pozitivny vplyv v prevencii
kontrakcie hladkého svalstva hlavne vo velkych dychacich cestach. V stvislosti S tym

sa tiez predpoklada priaznivé pdsobenie S-nitrozotiolov, ktoré sa ako zdsobna forma

NO mo6zu podielat’ na regulécii bronchodilatacie. Regulécia bronchomotorického

32



tonusu patri k hlavnym fyziologickym t¢inkom NO v dychacich cestach. Dalsie u¢inky

su prezentované v nasledujucej tabul'ke:

Tabulka 2. Zakladné fyziologicke a patologicke ucinky NO v dychacich cestach

Ciel’ posobenia Fyziologia Patofyziolégia
Hladky sval Relaxacia - e 1| hyperreaktivity v zavislosti od
dychacich ciest | bronchodilatacia stupna aktivity iNOS
e proliferdcia a obStrukcia
Hladky sval ciev | Relaxacia - vazodilatacia ¢ 1 odplavovanie bronchokonstrikénych
mediatorov
e 1 exudécia a vznik edému
Imunitny systém | Protizapalovy ic¢inok: Prozapalovy ucinok:
e | funkcie a chemotaxie e 1 infiltracie eozinofilmi
leukocytov e 1 cievnej permeability
e | aktivacie mastocytov e 1 zlzenie dychacich ciest

Antivirusovy,

antibakterialny

a antiparaziticky uc¢inok

Epitel Regulacia mukociliarneho | Reguliacia mukociliarneho klirensu:

klirensu:

e 1 frekvencie pohybu | 1 sekrécia hlienu
riasiniek

e | viskozity hlienu

Je samozrejmé, Ze aj v pl'ucach reguluje NO cievny tonus a prietok krvi pl'acami.
Uvolnenie NO bunkami endotelu v plicnej cirkulécii reguluje bazalny cievny tonus
a brani vazokonstrikcii. Na pdsobenie NO na mikrovaskulataru a cievnu permeabilitu
vSak zatial neexistuje jednoznaény nazor.

Je znadme, Ze oxid dusnaty produkovany najmi konstitutivnymi izoformami ma
svoju ulohu aj pri vyvine pluc. ZvySena aktivita tychto izoforiem bola pomocou
imunohistochemickych vySetreni detegovana v bronchialnom epiteli plodu. Predpoklada
sa, ze vzostup expresie predovSetkym eNOS mdze prispievat’ k angiogenéze atym
K rastu plic. Niektori autori tiez podporuji nazor, ze zvySenie aktivity oboch
konstitutivnych izoforiem bezprostredne po pdrode moéze zlepsit' funkciu respira¢ného
systému.

Pri inhibicii tvorby NO znizenim aktivity NOS dochadza aj k inhibicii tvorby
surfaktantu. Inhibiciou cGMP ako druhého posla doslo k poklesu tvorby surfaktantu az

0 64%. Tieto zavery potvrdzujl, ze pre adekvatnu produkciu pl'icneho surfaktantu st
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potrebné fyziologické koncentracie NO, priCom tento vzt'ah je sprostredkovany do
urcitej miery zvySenim hladiny cGMP a aktivaciou proteinkinazy G. Nadprodukcia NO
spojena s tvorbou volnych radikalov vSak moze na druhej strane inhibovat’ funkciu
plicneho surfaktantu vyvolanim peroxidacie lipidov a poSkodenim proteinov
surfaktantu.

Endogénny NO stimuluje aktivitu submukoznych zliaz dychacieho systému
s naslednym zvySenim tvorby hlienu. Tieto zistenia boli potvrdené aplikaciou donorov
NO, po ktorych sa sekrécia hlienu vyrazne zvysila a tiez pouzitim inhibitorov NO
syntaz, ktoré¢ sekréciu hlienu potlacili. Tym sa potvrdil nazor, ze sekrécia hlienu
v dychacich cestich je sprostredkovand mechanizmom zahrilujucim intracelularnu
produkciu NO. Tvorba a vlastnosti hlienu vyrazne ovplyviuju mukociliarny transport,
na kontrole ktorého sa v dychacich cestach ztcastiuje aj NO. Mukociliarny klirens je
dolezitym obrannym mechanizmom, ktory je zvySeny napr. pdsobenim prozapalovych
cytokinov. Stimulaény efekt cytokinov bol v experiment potlateny podanim inhibitorov
NO syntaz astimulovany aplikaciou L-argininu, ¢o potvrdzuje zapojenie NO do
regulacie ciliarnej motility.

V patogenéze ochoreni respira¢ného systému (vratane alergickych) je
dolezité posobenie oxidu dusnatétho na tUrovni imunitného systému, konkrétne
signalnych procesov medzi T-lymfocytmi a makrofagmi spolu s modulaciou produkcie
a funkcie nimi produkovanych cytokinov, chemokinov a rastovych faktorov. Konecny
efekt jeho pdsobenia (protektivny alebo toxicky) aj v tomto pripade zavisi na type
aktivovanej izoformy NOS, jeho koncentricii, mieste produkcie, pripadne reakcii
s d’alS§imi substratmi.

Z patologického posobenia NO je zaujimava aj jeho vyznamnd pozicia v
ovplyvneni proliferativnej funkcie hladkého svalu predovsetkym v stene bronchov, ¢o
sa prejavi ich zuZzenim a obStrukciou. K zvySeniu proliferacie prispieva okrem zvysenej
aktivity proliferativnych faktorov napriklad aj priama inhibicia NO. Niektori autori
dokézali, Ze exogénne podanie NO alebo aplikdcia donorov NO znizilo proliferaciu
hladkého svalu dychacich ciest prostrednictvom mechanizmov zavislych, ale aj
nezavislych na cGMP.

Ucast’ NO bola potvrdena v patogenéze astmy, chronickej obstrukénej choroby

pl'ic, kasla, primarne;j ciliarnej diskinézy a akutnych respiraénych ochoreni.
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5.4  Gastrointestinalny trakt (GIT)

Oxid dusnaty ma svoju poziciu aj vo fyziologickych funkciach GITu, kde pdsobi
predovsetkym ako neurotransmiter. Aj tu mdzeme pozorovat’ jeho dudlny efekt. Je
uvolnovany periférnym nervovym systémom reprezentovanym v tomto pripade iNANC
nervovymi vlaknami. Prehl'ad zakladnych G¢inkov oxidu dusnatého v GITe prezentuje

nasledujuca tabul’ka:

Tabulka 3. Zdikladné fyziologické a patologické ucinky NO v gastrointestindalnom trakte

Ciel’ posobenia Fyziologia Patofyziolégia
Hladky sval Relaxacia — hlavny e spazmus pazeraka,
neurotransmiter NANC e gastroparéza,
e chronicka ¢revna pseudoobstrukcia
e ileus
_ e toxicky megakolon
Zabezpecenie krvného e vredova choroba
prietoku v sliznici
Sfinktery Relaxacia gastroezofagealny reflux
achalazia
pylorostenoza

dysfunkcia Oddiho zvieraca
Hirsprungova choroba

analne fisary

Prozapalovy ucinok:

e tvorba reaktivnych foriem kyslika
e zapalové ochorenia Creva,

Imunitny systém | Protizapalovy ucinok:
e stabilizacia mastocytov

e inhibicia tvorby Thl

cytokinov mikroskopické kolitidy
e Dbaktericidny efekt o divertikulida
e antitumordzny efekt ¢ infek¢éné hnacky

Epitel

zvysenie tvorby
protektivneho hlienu
inhibicia agregacie

a adhézie leukocytov
ochrana sliznice proti
zapalu a poskodeniu

| 1 sekrécia chloridovych iénov
1 permeability pri sepse
intestinalna metaplazia

polypy
nadorové ochorenia GITu

Oxid dusnaty bol detegovany v myenterickom plexe zaludka a ¢riev, dolnom
pazerdkovom, ileokolickom a vnutornom analnom zviera¢i ajeho uvolnenie je VO
fyziologickych podmienkach zodpovedné za adaptivnu dilataciu Zaludka, reguldciu
peristaltiky a stimulaciu sekrécie hlienu v ¢revach. Do urcitej miery ovplyviuje tvorbu
inzulinu, ale pri nadmernej produkcii NO sa tieto U€¢inky moéZu zmenit’ na poskodenie

sliznice a B-buniek pankreasu.
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Motilita GITu je riadena ¢revnymi excitatnymi a inhibiénymi neurénmi, ktoré
inervuju bunky hladkej svaloviny. K distenzii ¢reva dochddza po prijati potravy po
podrazdeni crevnych aferentnych neurénov. Tieto kontaktuji d’alSie interneurony
oralnym alebo abordlnym smerom. Interneurony su taktiez stimulacné a inhibi¢né.
Stimula¢né interneurdny vyvoldvaju kontrakciu aich hlavnym mediatorom je
acetylcholin. Inhibi¢né interneurény Erevo relaxuji a K ich hlavnym mediatorom patri
somatostatin, kys. gama aminomaslova (GABA), vazoaktivny intestinalny peptid a NO.
Viaceré prace poukazuju na to, Ze oxid dusnaty je najdolezitejsi inhibicny
neurotransmiter v ¢revnom NANC. Reguluje predovsetkym motilitu GITu a kontroluje
¢innost’ sfinkterov, napr. dolného pazerakového zvieraca, Oddiho zvieraca, ¢i analneho
zvieraca. Potlacenie endogénnej produkcie NO zlepSuje kontraktilitu sfinkterov, zatial’
¢o zvySenie hladiny NO substiticiou znizuje kontraktilitu sfinkterov. Latky modulujuce
homeostdzu NO priaznivo ovplyviiovali kontrakciu sfinktera v distdlnom pazeraku, ¢o
by mohlo byt’ vyuzivané napr. v terapii refluxnej choroby pazeréka.

V c¢reve sa NO rychlo rozklad4 na nitraty a nitrity. Biologicky polcas je menej
ako 6 s. Velmi rychlo difunduje do epitelu, kde aktivuje kaskadu sGC-cGMP
S naslednym zvySenim Crevnej sekrécie. Na zvyseni sekrécie tiez participuje oxidom
dusnatym aktivovana tvorba prostaglandinov, hlavne PGE;. Vysoké hladiny NO sa tak
moézu objavit' v patogenéze hnackovych ochoreni, hlavne tych, ktoré su spojené so
zapalom.

GIT je velmi dobre chraneny pred posobenim drazdivych potravin (napr.
alkohol), ale aj pred nepriaznivym vplyvom zvysSenej endogénnej sekrécie (kyseliny,
proteolytické enzymy, ZzI€¢). Slizni¢nd bariéra je vytvorena vrstvou crevnych
epitelidlnych buniek a neSpecifickymi ochrannymi latkami ako su hlien a lyzozym.
K tymto latkam patri aj NO. Reguluje prekrvenie sliznice, zniZuje adherenciu
leukocytov, inhibuje aktivaciu Zirnych buniek a stimuluje sekréciu Zaladoéného hlienu.
Toto vSetko sa vyuziva napriklad v syntéze hybridnych donorov oxidu dusantého (NO-
NSAID).

Dolezitou je aj tloha NO v sliznicnej imunitnej odpovedi, kde mé oxid dusnaty
vel'mi doleziti obrannu funkciu. Na druhej strane bola pri zdpalovych ochoreniach
¢reva dokazana indukcia iNOS v epiteli. Otazka pdsobenia vysokych hladin NO v GITe

vSak ostava otvorend. Na jednej strane zvySuje ¢revnl permeabilitu, indukuje apoptoézu
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a stimuluje vyluovanie, na strane druhej vysoké mnozstva tohoto medidtora apoptdzu
blokuju a maju tiez antimikrobidlne ucinky.

Oxid dusnaty sa zucastiuje aj reguldcie viacerych metabolickych procesov
v peceni. Jeho cCast’ bola pozorovand najma pri metabolickych cestach vyuzivajucich
cytochrom P450. Pri poskodeni pecene alebo zapalovych ochoreniach pecene stipa
produkcia tohto medidtora spolu s tvorbou volnych radikdlov. Vysledkom je
downregulacia cytochromu P450, znizenie tvorby bielkovin, potlacenie syntézy DNA,
apoptoza a nekrdza hepatalnych buniek.

V sucasnosti existuje aj niekol’ko zaujimavych tedrii o zapojeni NO do procesu
tvorby tumorov v GITe. Opét’ sa tu stretavame s dudlnym ucinkom — protumordéznym
v stuvislosti s angiogenézou ana druhej strane antikarcinogénnym sposobenym

cytotoxickym poSkodenim nadorovych buniek.
5.5 Urogenitalny systém

Utinok oxidu dusnatého je odrazom regulacie tonusu ciev a prietoku krvi
V jednotlivych Castiach tohto systému. Protektivny ucinok v oblickach sa prejavuje v
ovplyvneni glomeruldrnej perfuzie a sekrécie reninu. Na regulacii homeostazy tekutin a
elektrolytov v oblickach sa NO podiel'a ovplyvnenim vazokonstrikcie renalnych ciev.
Pri nadprodukcii NO dochéadza ku glomerulonefritide a tieZz k akatnemu oblickovému
zlyhaniu. Zaujimava je aj pozicia v pohlavnom systéme muza a Zeny, kde oxid dusnaty
reguluje reprodukéné schopnosti, podiel’a sa na syntéze pohlavnych hormoénov, ale ma
vplyv ina libido, zmenu potencie ¢i sexualne spravanie a ma mnoho dalSich funkcii,

ktoré st vysledkom pdsobenia NO na centralnej 1 periférnej urovni.

5.5.1 Mocovy systém

Oxid dusnaty, ale i d’al$ie produkty metabolizmu L-argininu (prolin, polyaminy)
maju dolezité postavenie pri zabezpeceni fyziologickej funkcie obliciek. Zvysenie poctu
vedeckych aodbornych prac vtejto oblasti poukazuje na viaceré ucinky oxidu
dusnatého tak v renalnej fyzioldgii ako aj v patofyzioldgii. V imunohistochemickych
Stadiach bolo dokazané, ze v urogenitalnom systéme sa nachadzaju vsetky tri izoformy

NO-syntaz. Zdrojom eNOS je hlavne mikrovaskulatira, glomerularne endotelové
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bunky, bunky proximalneho tubulu, Henleho kl'u¢ky a zbernych kanalikov. Neuronalna
izoforma sa nachadza tiez v macula densa, hlavnych bunkdch zbernych kanalikov
a panvovych nervoch. Funk¢né stadie potvrdili pritomnost’ iNOS napr. v proximalnom
tubule hoci presna lokalizacia iNOS v podmienkach in vivo je stale neznama.

Fyziologicka hladina NO reguluje glomerularnu hemodynamiku, medularnu
sekréciu reninu, tubuloglomeruldrnu spédtnu vizbu a objem extracelularnej tekutiny. Na
zéklade dostupnych literarnych udajov modzeme konStatovat, Ze oxid dusnaty sa
Vv obli¢kach podiel’a na:

e regulacii mikro a makrovaskularnej hemodynamiky,

e stimulacii rezorbcie sodika, bikarbonatu (HCOj3') a vody Vv proximalnom tubule,
e stimulécii acidifikacie v proximalnom tubule,

¢ inhibicii reabsorbcie sodika, HCO3" a vody v distalnom tubule,

¢ inhibicii reabsorbcie sodika v zbernych kandlikoch,

e inhibicii H *-ATPazy v zbernych kanalikoch

Vysledkom tohto pdsobenia je zvySenie prekrvenia obli¢iek a glomerularnej
filtracie, zvySenie diurézy a natriurézy.

V patologickych podmienkach, napr. Vv podmienkach zapalu sa vytvéra
superoxidovy anidn, peroxynitrit a d’alSie radikdly, ktoré mozu prispievat napr.
k autoimunitnym glomerulonefritidam ¢i postischemickému poskodeniu obliciek.
V stvislosti s patologiou nachadzame NO tak priakutnych ako aj chronickych
poskodeniach obli¢iek. Zaujimavé boli napr. pokusy s aplikaciou inhibitorov NO syntaz
pri glomerulonefritidach. Uginok bol dvojfizovy. Kym v akutnej faze bol zaznamenany
renoprotektivny efekt, chronické podavanie urychlilo poskodenie obli¢iek. Prave tieto

vysledky nutia k d’alSiemu vyskumu fyziologického u¢inku NO v oblic¢kach.

5.5.2 Pohlavny systém

Oxid dusnaty participuje aj na regulacii Zenského a muzského reprodukéného
systému. Podobne ako v ostatnych systémoch, aj tu sa podiela na fyziologickych
I patofyziologickych procesoch a ovplyvnenie jeho aktivity méze mat velky klinicky

vyznam (obr.14).
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Obrdzok 14. Zakladné fyziologické procesy v pohlavnom systéme ovplyvnené

oxidom dusnatym
*modré — ucinky na muzsky pohlavny systém, cervené —ucinky na Zensky pohlavny systém,
zelené — ucinky na muzsky i Zensky pohlavny systém

5.5.2.1 Zensky pohlavny systém

Vo vajeénikoch reguluje NO dozrievanie folikulov a ovulaciu. Hladina NO
koreluje s hladinou estrogénov. Estrogény, ako dodlezité hormonalne stimuly aktivuji
hlavne konstitutivne izoformy - eNOS a nNOS. Tento pozitivny vztah bol potvrdeny
aplikaciou inhibitorov NO syntdz, ktoré zabranili ovulacii U experimentalnych zvierat.
Nie je vsak jasné, €i je i¢inok NO na ovuléaciu vyvolany oxidom dusnatym vytvorenym
v cievach a neurdnoch vajecnika alebo $pecialnymi folikularnymi bunkami. Zaujimava
je aj pozicia iNOS, ktord mdze mat’ vo vajecnikoch fyziologicky vyznam. Jej aktivita
nie je stimulovana zapalovym podnetom, skor reaguje na syntézu steroidnych
horménov. Fyziologicky vyznam expresie iNOS vo vajeénikoch teda ostava zatial
nejasny. Je mozné, Ze v podmienkach neustélej tvorby a rastu folikulov posobi iNOS
a mediator nou tvoreny ako regulacna rastova molekula.

Uvazuje sa, Ze oxid dusnaty ma délezitu funkcnu ulohu pri podpore oplodnenia

vo vajcovodoch. Bazilne uvolnovanie NO stimuluje pohyb spermii. Reguluje
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kontrakcie vajcovodu amoéze do urCitej miery ovplyvnit' aj kinetiku riasiniek
vajcovodu. Oxid dusnaty moze tiez zvySovat’ vyluCovanie vaginalneho sekrétu.

Vsetky izoformy NO syntaz boli tiez detegované Vv zl'azach epitelu maternice,
endometridlnych stromalnych bunkach a bunkdch myometria. Maternica je orgédnom,
ktory prekonava dolezité Strukturalne zmeny pocas menstruacného cyklu i pocas
gravidity. Vzhl'adom k tomu, ze NO reguluje kontraktilitu hladkého svalstva a teda aj
spontanne kontrakcie a dilataciu uteru v priebehu gravidity, otazka ulohy NO v tejto
oblasti si postupne ziskava pozornost odbornikov v danej oblasti. Na zaklade
literarnych tdajov moézeme povedat, Zze oxid dusnaty ma dolezitu regulacnu poziciu tak
v priebehu tehotenstva ako aj pri porode.

V patologickych podmienkach, ako je napr. zapal moze poskodit’ spermie
i vajicko prostrednictvom zvysenej tvorby volnych radikalov a uplne zastavit’ pohyb
riasiniek. Jeho nedostatok je spajany so stavmi preeklampsie s hypertenziou
a substiticia donorov NO sa doporucuje gravidnym Zzenam s hrozbou predcasného

porodu.

5.5.2.2 Muzsky pohlavny systém

Najlepsie popisanym fyziologickym ucinkom NO v muzskom pohlavnom
systétme je regulacia erekcie prostrednictvom neadrenergickej necholinergickej
neurotransmisie. Oxid dusnaty tak moéZeme povazovat' za fyziologicky mediator
erekcie, ktora je regulovana prevazne prostrednictvom druhého posla — cGMP.
Jednotlivé izoformy NO syntdz boli identifikované nielen v NANC (nNOS), ale tiez
endoteli corpora cavernosa penisu (eNOS).

Na L-arginin a NO st bohaté isemenniky. Konstitutivne NO syntdzy boli
detegované Vv Leidigovych bunkach, Sertoliho bunkach aendotelovych bunkach
semenikov. Tieto zistenia poukazuji na zapojenie NO/cGMP signalnej dréhy do
regulacnej funkcie semennikov, hlavne do spermatogenézy vo vSetkych jej fazach.
Zaujimavy je aj vplyv na syntézu steroidov, kde NO pdsobi skoér ako
autokrinny/parakrinny medidtor. Okrem spermatogenézy moduluje v semennikoch

prietok krvi, bunkovl permeabilitu a kontraktilitu myofibroblastov.
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Oxid dusnaty ovplyviuje aj motilitu spermii. Nizka koncentracia NO (cca 25-
100 nM nitroprusidu sodného) zrychl'uje ich pohyb, stredna alebo vysoka koncentracia
oxidu dusnatého (cca 25-125uM cistého NO alebo 0,25-2,5mM nitroprusidu sodného)
ich pohyblivost’ znizuje, pripadne Uplne inhibuje. V T'udskych spermiach sa vSak ziadne
izoformy NO syntaz nenachadzaji, mechanizmus modulécie preto zatial’ nie je presne
objasneny. Je mozné, ze k inhibicii pohybu dochadza len v zenskom vajcovode, kde sa
spusta po ejakulacii imunitnd reakcia podobnd reakcii pri bakteridlnej infekcii ¢i pri
transplantacii orgdnov. Pri tejto reakcii sa vyrazne zvysuje expresia iNOS a nadmerne
sa tvori NO, ktory je pre spermie toxicky.

Dysbalancia v homeostaze NO v muzskom pohlavnom systéme je opit’ najviac
popisand v suvislosti s erekciou. Pri znizeni expresie nNOS sa objavuje erektilna
dysfunkcia a preto latky selektivne modulujuce aktivitu tejto izoformy moézu byt

prinosom v jej terapii. V terapii tejto poruchy mozu byt tieZ u¢inné donory NO.

5.6 Imunitny systém

Tvorba oxidu dusnatého patri k vyznamnym fukcidm imunitného systému. NO
je tu tvoreny v Sirokom spektre zapalovych, imunitnych i Strukturalnych buniek ako st
napr. dendritické bunky, NK bunky, fagocytarne bunky, leukocyty, neutrofily,
endotelové bunky, epitelové bunky a pod.

V imunitnom systéme je najaktivnej$ia induktivna izoforma NO syntaz. Oxid
dusnaty vytvoreny iNOS ma antimikrobialne, cytostatické a cytotoxické ucinky (tab.4),
ktoré su spojené prevazne s produkciou volnych radikdlov (superoxid, peroxynitrit).
Tieto spdsobuji inaktivaciu enzymov obsahujicich Zelezo a rdézne modifikacie
proteinov veduce k cytostatickému alebo cytotoxickému pdsobeniu voci patogénom.
Cytotoxicky efekt NO bol tiez pozorovany vo¢i nadorovym bunkam (tab. 4). Zvysena
aktivita INOS ma protektivnu ulohu pri rdéznych bakteridlnych a parazitirnych
infekciach a v odpovedi na zapal, kedy vol'né radikaly cestou oxidacie lipidov a DNA
velmi efektivne ni¢ia povodcu ochorenia ako si baktérie a parazity, ale tiez huby,

plesne a virusy.
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Tabulka 4. Zdkladné ucinky NO v imunitnom systéme

Bunka imunitného

Zakladny ucinok systému Molekularny mechanizmus
Antimikrobilny efekt — e makrofagy priame pdsobenie NO na patogén
usmrtenie alebo redukcia e mikroglia, astroglia nepriame pdsobenie — cez
replikacie infekénych agens e neutrofily reaktivne formy kyslika
(virusov, baktérii, parazitova | o cozinofily
hub) e fibroblasty
e bunky endotelu
a epitelu

Antitumoroézny ucinok — e makrofagy inhibicia esencialnych enzymov
usmrtenie alebo spomalenie | e eozinofily pre rast tumorov
rastu nadorovych buniek zastavenie rastu cez iNOS

depléciu L-argininu

zvySenie apoptozy

zvysenie citlivosti nadorovych

buniek na cytotoxicitu

indukovanu TNF-a
Imunopatologicky efekt — e makrofagy apopto6za buniek
poskodenie tkaniva e mikroglia, astroglia parenchymatdznych organov
(nekréza alebo fibroza e keratinocyty degradécia extracelularnej matrix
parenchymu) e mesangidlne bunky proliferacia mezenchymovych

buniek

regulacia influxu zapalovych
buniek prostrednictvom regulacie
cytokinov

Protizapalovy ucinok — e makrofagy apoptoza T lymfocytov

imunosupresia downregulacia kostimula¢nych

(inhibicia T a B lymfocytov , molekul cytokinov

produkcie protilatok naruSenie signalnych kaskad

a inhibicia extravazacie, a transkripén}'/ch faktorov

chemotaxie a adhézie inhibicia syntézy DNA

leukocytov) downregulacia adhezivnych
molekul a chemokinov

Modulacia produkcie e makrofagy modulacia signalnych kaskad

a funkcie cytokinov, e T lymfocyty (MAP kinazy, kaspazy, protein

chemokinov a rastovych e bunky endotelu fosfatazy a pod.)

faktorov — up o fibroblasty a transkripénych faktorov

a downregulacia napr. IL-1,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IFN-y, TNF-a, TGF-f a pod.

(NF-xB,Sp1 a pod.)
proteinova regulacia stability
a translacie mRNA
modulacia latentnych
cytokinovych prekurzorovych
komplexov a ich enzymov

Cytotoxicky ucinok NO sa neprejavuje len v procesoch obranyschopnosti, ale

Vv niektorych pripadoch pdsobi oxid dusnaty ako vyznamna prozapalova molekula.
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Patologicka nadprodukcia NO pri nepritomnosti infekcného agens je jednou z moznosti
vzniku autoimunitnych ochoreni akymi su napr. reumatoidna artritida, autoimunitny
diabetes, skler6za multiplex, systémovy lupus apod. Vysoké hladiny NO sa tiez
podielaju na procesoch rejekcie transplantatu, pri vzniku septického Soku a objavuju sa

tiez v patogenéze viacerych chronickych zapalovych ochoreni.

V imunitnom systéme sa oxid dusnaty podiela na regulacii viacerych procesov:
e diferencidcia, proliferacia a apoptdza imunitnych buniek,
e produkcia cytokinov a d’al§ich mediatorov,
e moduldcia chemotaxie a adhézie leukocytov,
e moduldcia kostimulacnych a adhezivnych molekal (cievne bunkové adhézne
molekuly-1 (VCAM-1), medzibunkové adhézne molekuly-1(ICAM-1), E-selektin
(CD62E) a P-selektin (CD62P),

e imunomodulacia nespecifickych a Specifickych imunitnych odpovedi a pod.

V $pecifickej imunitnej odpovedi majui svoje vyznamné postavenie najma
lymfocyty typu T, zabezpeCujice tzv. humordlny typ odpovede. Maji niekol'ko
subtypov, ktoré po aktivacii produkuji lymfokiny (cytokiny) regulujuce d’alSie bunky
imunitného systému. Lymfocyty Th; produkuju interleukin 2 (IL-2), interleukin 12 (IL-
12), faktor nekrotizujtci tumory — alfa (TNF-a) a interferon gamma (INF-y). Lymfocyty
Th, produkujt interleukin 4 (IL-4), interleukin 5 (IL-5), interleukin 6 (IL-6), interleukin
10 (IL-10) a interleukin 13 (IL-13). Je dokazané, ze cytokiny produkované lymfocytmi
Thy zvysuju produkciu NO, kym cytokiny produkované lymfocytmi Th, produkciu NO
naopak znizuji. Na druhej strane, oxid dusnaty moze inhibovat’ tvorbu Th; cytokinov,
ale na produkciu Th; cytokinov priamy vplyv nema. Rovnovaha medzi produkciou Thy
a Th; cytokinov je podobna kompeticii spracovavania L-argininu iNOS a arginazou.

Vo vztahu k imunitnému systému je zaujimavy aj pro a antiapoptoticky ucinok
oxidu dusnatého. NO mdze podporovat apoptéozu v niektorych bunkach tym, Ze
inhibuje apoptoézu v ostatnych bunkach. Zlozitost’ tohto procesu je vysledkom rychlosti
interakcie NO s molekulami Zeleza, bielkovinami tyrozinu a tvorbou reaktivnych foriem
kyslika. DIhodoba zvysena tvorba NO pdsobi preapoptoticky prostrednictvom aktivacie

kaspaz cez mitochondridlny cytochrom ¢ azmenami Vv expresii S apoptézou
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asociovanych proteinov (vratane Bcl-2). Na druhej strane, nizke hladiny NO maja
antiapoptoticky 0¢inok, ktory je spajany s indukciou génovej transkripcie tzv.
ochrannych proteinov ako napr. heat shock proteinu, hemoxygenazy alebo COX-2 a tiez
s priamou inhibiciou apoptotickych vykonnych kaspaz S-nitrozylaciou cystein tiolovej
skupiny na ich katalytickom mieste.

Dualny efekt sa prejavuje aj v interakcii s nadorovym tkanivom. ZvySenie
hladiny NO prispieva k angiogenéze a ,upregulacii vaskularneho endotelialneho
rastového faktoru - VEGF. Neovaskularizacia vedie k zvySenému rastu nadoru,
zvysuje jeho invazivnost’ a metastatické schopnosti. Tento proces je obycajne urychleny
vV podmienkach chronického zapalu. Na druhej strane ale vysoka hladina NO
v nadorovych bunkach priamo poskodzuje DNA, inhibuje ribonukleotid reduktazu
alebo inaktivuje cytoplazmatické enzymy a proteiny. Oxid dusnaty vSak moze linie
nadorovych buniek ovplyviiovat’ aj prostrednictvom d’alSich regulaénych mechanizmov
ako mnapr. ,upregulacie reparatnych mechanizmov DNA, poly-(ADP-rib6za)-
polymerazy, DNA dependentnych proteinov, blokady apoptozy a pod.

Intraveno6zna aplikdcia L-argininu, ako prekurzoru NO dokazala v experimente
zvysit' pocet cirkulujicich CD56+ lymfocytov, ¢o podporuje moznost' vyuzitia tejto

latky pri réznych imunosupresivnych stavoch vratane rakoviny a tiez AIDS.

5.7 Pohybovy systém

Pozicia oxidu dusnatého v muskuloskeletirnom systéme je popisana vel'mi
malo. V kostiach boli detegované vsetky izoformy NO syntaz.  Existujii urcité
informacie o tom, ze NO vplyva na ¢innost osteoklastov a osteoblastov a tak sa podiel'a
na tvorbe Kkosti. Osteoblasty st hlavnymi producentmi NO v kostiach.
Z experimentalnych prac je zname, Ze zvySena hladina NO, rovnako ako donory NO
brénia rezorbcii kostnej hmoty. Okrem toho, oxid dusnaty reguluje v kostiach G¢inky
prostaglandinov a zapalovych cytokinov, ktoré podporuji kostni rezorbciu. Hlavnym
podnetom Kk formovaniu kosti je telesna hmotnost’, graviticia a svalova kontrakcia,
priCom oxid dusnaty méze v pohybovom systéme vystupovat’ ako sprostredkovatel’

osteogénnej odpovede na mechanické podnety (obr.15).
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Obrazok 15. Zapojenie NO v metabolizme kosti. Interakcia cytokinov, estrogénov,

rastovych faktorov a mechanickych podnetov v stimulacii izoforiem NO syntdz
*INOS — induktivna NO syntdza, eNOS — endotelova NO syntdza, NO — oxid dusnaty

Pri osteoporoze bola detekovana zvySena expresia induktivnej izoformy, ¢o
moéze poukazovat' na zapojenie NO do patogenézy tohto ochorenia. Osteoporoza je
ochorenie, ktoré je podmienené multifaktorialne. Objavuje sa hlavne uzZien aje
charakterizované¢ zhorSenim mikroarchitektiry kosti, znizenim kostnej denzity
a zvySenym rizikom zlomenin. Primarna osteopordza suvisi s deficitom estrogénov po
menopauze alebo svekom, sekundarna je sposobenda napr. glukokortikoidmi,
zapalovymi ochoreniami a pod. Predpoklada sa, ze antiosteoporoticky ucinok
estrogénov, raloxifénu ¢i statinov moze sprostredkovat’ prave oxid dusnaty.

Oxid dusnaty sa podiela aj na hojeni zlomenin. Po zlomeni kosti vyrazne stiipne
expresia iNOS, ktora aktivuje proces opravy. Stimuluje osteocyty, lokdlne prekrvenie
a aktivuje rastové faktory v mieste poranenia. Tento efekt bol dokdzany aj podanim
NOS inhibitorov, ktoré hojenie zlomenin spomal’ovali.

Nadprodukcia NO sa prejavi v poruche kostnej tvorby aje spojena napr.
s osteopéniou, nadorovou osteolyzou a periodontdlnymi ochoreniami. Je tiez
povazovany za jednu z kI'aCovych molekul v patogenéze artritidy.

V kostrovom svale boli taktiez identifikované vSetky izoformy NO syntaz. Ich
expresia je zavisla na veku, inervacii a aktivite svalu. St aktivované vplyvov rastovych

faktorov, cytokinov a tiez na zaklade mechanickych vplyvov ktoré st odpovedou na
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kontrakciu svalovych vldkien. V kostrovom svale sa oxid dusnaty vo fyziologickych
podmienkach podiela na regulacii kontrakcie, krvného prietoku, diferenciacie
myocytov, bunkovej respiracie a glukézove] homeostazy. Nadprodukcia NO
anaslednad tvorba reaktivnych foriem kyslika je spajand s vznikom muskularnej

dystrofie.

5.8 Endokrinny systém

Poznatky z oblasti hormonalnej fyziologie naznacuji, Zze oxid dusnaty je
,vsadepritomna®“ molekula funkéne zapojena skutocne do vSetkych znamych
regulacnych systémov. ViacSina dostupnych prac sa vSak venuje konkrétnym
experimentdlnym modelom atak je sumarizacia pdsobenia NO na jednotlivé
hormonalne oblasti viac nez problematicka. Dostupné literarne zdroje poukazuju na to,
Ze viaceré metabolické resp. endokrinné poruchy st spajané so zmenou homeostazy NO
ako napr. diabetes mellitus, ochorenia Stitnej zlI'azy, metabolicky syndrém ¢i obezita.

V ramci fyziologickej regulacie su dostupné udaje o regulacii f buniek
pankreasu, ovplyvneni metabolizmu lipidov a glukézy ana druhej strane vznik
rezistencie na inzulin po pdsobeni reaktivnych foriem kyslika.

Oxid dusnaty sa prostrednictvom nNOS zucastiiuje uvolfiovania hypofyzarnych
hormonov. Vsetky tri izoformy NO syntaz boli tiez detegované v §titnej zl'aze aich
aktivita je prepojena so spravnou funkciou tohto organu a tvorbou thyroidalnych
hormonov. S deficitom NO st spajané napr. kongenitalne hypothyredzy.

Doélezité je tieZ postavenie oxidu dusnatého v steroidogenéze. Inhibitory NOS
zvySuji bazalnu 1 luteinizacnym horménom stimulovani sekréciu testosteronu.
Estrogény maju opaény vplyv — t.j. stimuluju expresiu prevazne konstitutivnych

izoforiem NOS, ¢im sa podiel’aji na stimulacii tvorby NO a naopak.

Kontrolné otazky:

1. Popiste zdkladné ucinky NO v jednotlivych systémoch l'udského organizmu.
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6. DETEKCIANO

Presna detekcia a kvantifikacia oxidu dusnatého je rozhodujuca pre pochopenie
niektorych stvislosti aregulacnych postupnosti vo fyziologickych a patologickych
procesoch, naktorych saNO podiela. Vzhladom kjeho extrémne nizkemu
biologickému polCasu a naslednej tvorbe volnych radikalov je detekcia pomerne
problematicka. Preto boli vyvinuté predovsetkym nepriame metody detekcie. Najlepsia
metoda detekcie je obvykle taka, ktora zodpoveda fyziologickym podmienkam v ¢o
najvacsej moznej miere. To je vSak Casto nepraktické, pretoze vacsina experimentov je
realizovana v podmienkach ,,in vitro“. Preto je pri analyze potrebné vziat' do Gvahy
niekol’ko faktorov:

1) spravne ,fyziologické* nastavenie experimentu,

2) ovplyvnenie hladiny NO resp. stability vzoriek az po dobu analytického
hodnotenia,

3) eliminacia faktorov potencialne ovplyviiujucich hladinu NO,

4) vhodnost’ zvoleného analytického systému v podmienkach experimentu.

Tieto a mnohé d’alSie otazky stale stoja v centre pozornosti pri volbe spravnej
analytickej metddy detekcie oxidu dusnatého v bunkach, tkanivach a organoch. Aj
napriek tomu, Ze moznosti identifikacie NO vyznamne pokrocili a Vv sucasnosti
pozname moderné techniky, z ktorych sa niektoré v plnej miere vyuzivaju aj v klinickej
praxi (napr. vydychovany NO), eSte stale existuje otvoreny priestor na vytvorenie

optimalnej metody kvantifikacie tohto mediatora.

6.1 Detekcia nitritov a nitratov

Nitrity anitraty su produktami metabolizmu oxidu dusnatého a slizia ako
dolezité ,,ukazovatele aktivity NO. Na ich detekciu najcastejSie vyuzivame krv alebo
mo¢, je vSak mozné ich detegovat’ aj v inych tekutindch alebo tkanivach (napr. likvor,
punktaty apod.). Jednym =z najdolezitejSich krokov pri kvantifikacii NO
prostrednictvom jeho metabolitov je priprava vzoriek. Nitrity rovnako ako aj nitraty sa
rychlo metabolizuju, preto je potrebné ziskat’ tkanivo a krv pri zachovani ich integrity —

t.J. musime uskuto¢nit’ rychly odber, rychlu homogenizaciu tkaniva a naslednt fixaciu
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Vv izotonickom roztoku. V experimentalnych podmienkach to znamena, ze krv zvierata
by mala byt odobrata v priemere do 1 minuty a centrifugovana do 2 minut, aby sa
minimalizoval vplyv hypoxie. Odber a analyza by mali byt’ realizované v pritmi, aby sa
zabranilo fotolytickému rozkladu tkaniva. Idealne je vykonat analyzu okamzite po
odobrati vzorky. Pokial’ to nie je mozné, vzorka sa po spracovani zmrazuje v tekutom

dusiku. Na stanovenie nitritov a nitratov vyuzivame v sucasnosti niekol’ko metdd:

o Kolorimetrickd detekcia - je jednou zo zakladnych metdd pre nepriame stanovenie
NO. Vyuziva detekciu nitritov a nitratov S vyuzitim Griessovej metddy pomocou
klasického spektrofotometra, priCom sa meraji stabilné produkty rozkladu NOj3

a NO, pri vinovej dizke 540 nm (obr.16).

+0,
sulfanilamid | NO
+H*
HZNSO3_©_NH2 + N203 NOZ-

NH NH,

.
”2”s°34©7”=” ¥ Q N-(1-Naftyl)etyléndiamin

H2N303—©—N=N O NH NH;,
vysledny diazo produkt = 540nm Q

Obrdazok 16. Griessova reakcia. Detekcia nitritov a nitratov.
N2Os, ktory vznika autooxidaciou NO alebo reakciou NO 2 vodikovymi protonmi
reaguje so sulfanilamidom za vzniku diazonového derivatu, ktory po reakcii
s N-(1-Naftyl)etyléndiaminom vytvori farebny diazo produkt absorbujiici svetlo
privinovej dizke 540 nm.

o Vysoko ucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) umoziuje citlivé a selektivne
meranie nitritov a nitratov vo vsetkych biologickych materialoch s I'ahkou a vysokou

priepustnost’'ou.
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e Fluorometrickd detekcia vyuziva na stanovenie aromaticki  zlGéeninu,
nefluorescen¢ny diamino-2,3-diaminoftalén (DAN), ktory indikuje tvorbu NO. Po
interakcii s NO vytvara fluorescen¢ny produkt — 2,3 naftotriazol, ktory moze byt

pouzity na kvantifikaciu NO.

o Chemiluminiscenéné  metody  zaznamenavaju  reakciu NO s o0zdénom
V chemiluminiscen¢nom detektore za vzniku oxidu dusic¢itého (NO>). Po navrate do

zékladného stavu NO; vyzaruje svetlo, ktoré je potom zachytené fotonasobi¢om.

o Kvantifikacia 3-nitrotyrozinu (3NT) prostrednictvom imunohistochemickych
technik, ktoré vyuzivaju protilatky Specifické pre 3NT. Tento radikal je tiez mozné
detegovat’ s vyuzitim viacerych novych technik ako napr. s vyuzitim hmotnostnej
spektrometrie, HPLC v kombinacii s UV absorpciou, elektrochemickou detekciou

a fluorescencnou spektroskopiou.

6.2 Elektronova paramagneticka rezonan¢na spektroskopia (EPR)

Tato metoda je schopnd identifikovat komplexy volnych radikalov (ich
nesparenych elektronov) ako je napr. NO alebo superoxid. EPR méze byt vyuzita napr.
na detekciu NO v plynnej faze (napr. meranie NO v zne€istenom ovzdusi), v kvapalne;j
faze je vSak detekcia uz problematicka. V rovnovaznom stave, t.j. vo fyziologickych
podmienkach je totiz mnozstvo NO v biologickych systémoch pod meratelnou
hranicou EPR. Z tohto vyplyva, Ze EPR zatial nie je mozné pouzit v ziadnom
fyziologicky vyznamnom experimente. V patologickych podmienkach méze byt tato
metdda pouzitd na detekciu superoxidu, hydroxylového radikalu, alebo inych
radikélovych zlt¢enin s unikatnym spektrom.

Otéazkou je, ¢1 je EPR vyhodnejsia oproti inym metdédam detekcie. Jej klI'aCovou
vyhodou je detekcia nesparenych elektrénov a teda aj detekcia pritomnosti radikalovych
foriem. Na druhej strane, nepriame metody detekcie NO (kolorimetrické,
chemiluminiscencné a pod.) su casto citlivejSie a nevyzaduju takéto Specializované

zariadenie.

49



6.3 Vydychovany oxid dusnaty

Metoda bola prvykrat popisana v roku 1991, kedy Gusstafson a spol. dokazali
s vyuzitim chemiluminiscencnej metoddy identifikovat’ oxid dusnaty vo vydychovanom
vzduchu laboratornych zvierat (ENO — z anglického exhaled nitric oxide).

Ako kazdd zuvedenych metdod, aj tdto ma svoje vyhody aj nevyhody.
Obrovskou vyhodou je to, ze ako jedinej metode sa podarilo v neuveritelne kratkom
Case zaujat’® popredné miesta v diagnostike zapalovych ochoreni dychacich ciest.
Detekcia vydychovaného NO sa stala v klinickej praxi najmodernejSou neinvazivnou
metodou detekcie a kontroly zapalu v dychacich cestach a Vv sucasnosti sa uz riadi
komplexnymi odporacaniami Eur6pskej respirologickej spolo¢nosti a Americkej
hrudnej spolocnosti zroku 2005. K detekcii eNO sa vyuziva viacero sériovo
vyrabanych chemiluminiscenénych analyzatorov, ktoré st prepojené S pocitaCovym
systémom (0br.17). Lekar tak po vySetreni vidi vyslednii hodnotu NO na monitore PC.
Tato hodnota koreluje s roviiou zapalu v dychacich cestdich aje indikdtorom
exacerbacii predovsetkym pri chronickych zapalovych ochoreniach dychacich ciest.

Hladina oxidu dusnatého vo vydychovanom vzduchu je podmienena produkciou
NO v réznych bunkach dychacich ciest a Vv pl'icnom parenchyme, difuziou NO do
kapilarnej cirkulacie a alveoldrnou ventilaciou. PredovSetkym je vSak ovplyvnena
aktivitou jednotlivych izoforiem NO syntaz, aktivitou argindzy a inych, napr. RS-NO
metabolizujicich enzymov. Pltca zdravych jedincov produkuji nizke, ale
detekovatelné mnozstvo NO, ktoré pravdepodobne odraza aktivitu cNOS. Koncentracia
NO vo vydychovanom vzduchu je zvySena u pacientov s bronchidlnou astmou,
bronchiektaziami alebo infekciou hornych dychacich ciest. Je zrejmé, Ze vysoka hladina
NO vo vydychovanom vzduchu je spdsobena zvysenou aktivitou iNOS v zapalovych
bunkach a mdze sa podielat’ na regulacii zépalovej odpovede. ZniZena hladina oxidu
dusnatého vo vydychovanom vzduchu je pozorovand napr. pri sinusitidach, hypoxii,
plicnej hypertenzii, cystickej fibroze alebo u fajéiarov. Predpoklada sa, ze cast
vydychovaného NO pochadza z nosovej dutiny a prinosnych dutin a priblizne 40-45%
pochéadza z plic resp. z dolnych dychacich ciest. Je mozné, Zze Cast’ oxidu dusnatého
tvoreného v hornych dychacich cestaich moze byt nésledne vdychnuta do dolnych

dychacich ciest, kde potom NO posobi ako mediator.
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Obrdzok 17. Detekcia vydychovaného NO. Viavo schéma chemiluminiscencnej

detekcie eNO, vpravo komercne pouzivany analyzator na detekciu eNO — NIOX
(®Aerocrine, Sweden)

»Fotonésobié”

V experimentalnej praxi je hodnotenie vydychovaného NO pomerne
komplikované. Z literatiry je znamych viacero technik monitorovania eNO u malych
laboratornych zvierat. V podstate by sme ich mohli rozdelit do dvoch skupin. Prva
predstavuje invazivny monitoring s vyuzitim tracheostomie, mechanickej ventilacie
a paralelného zachytavania preventilovaného vzduchu, ktory je nasledne analyzovany.
Druhou moznost'ou je neinvazivne monitorovanie s vyuzitim tzv. statickej komory pre
zvieratd. Neinvazivne monitorovanie ma v tomto smere znacnu vyhodu, pretoze
umoznuje jednak opakované vysetrenie identického zvierata v ¢ase — napr. s postupnym

rozvojom zapalu a jednak umoziuje vykonavat u zvierat'a rozne doplnkové vysetrenia.

6.4 Real-time detekcia

Jednou z poslednych metdd detekcie NO je metdda detekcie v realnom cCase
alebo tzv. priama metdda. Detekcia pomocou tzv. NO-selektivnych elektrod patri medzi
najspol’ahlivejsie a najcitlivejSie metody detekcie oxidu dusnatého v podmienkach ,,in
vivo“. Prvé experimenty s vyuzitim nemodifikovanych elektréd poukézali na zli
selektivitu, preto sa vyskum v tejto oblasti orientoval na zlepSenie kvality detekénych
elektrod (obr.18). S vyuzitim najmodernejSich technik boli vytvorené elektrody
s bromfenolovym filmom, vrstvou aktivneho uhlia, platinové alebo zlaté mikroelektrody

s mikromembranami umoziujucimi selektivnu priepustnost’ pre NO a eliminéciu inych
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latok. Za velmi vhodné materialy pre povrch detekénych elektrod su v sucasnosti
povazované elektropolymerizované metaloporfyriny, ktoré brania oxidacii nitratov,
nitrozylu aNO vo vodnom roztoku. Pouzitie mikroelektrod tak otvara moznost

elektrochemickej detekcii NO v Zivych bunkach a tkanivovych kultarach.
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Obrdzok 18. Schéma sondy na real-time detekciu NO
ISO-NOP-NO ®Word Precision Instruments)

Citlivost’ elektrédy zavisi do znacnej miery od charakteru povrchu a velkosti
snimacej plochy. Elektrody a malou snimacou plochou st vo vSeobecnosti menej
citlivé. Elektrody by tiez mali byt selektivne pre konkrétny typ experimentalneho
merania. Pri detekcii NO sa vyuZivaju aj viacvrstvové membrany, ktoré zabrania
detekcii inych molekul a zvysia selektivitu a citlivost’ pre NO.

V stvislosti s real-time detekciou st popisané viaceré postupy. Napr.
ampeérometricka detekcia NO zahffia oxidaciu oxidu dusnatého na povrchu elektrody
a meranie nasledne vytvaranych (redoxnych) prudov. Mnozstvo prudu generované
oxidaciou NO v biologickom systéme je velmi malé (napr. 1 pA az 10 pA).
Konstrukcia ampérometrickych elektrod preto vyzaduje vel'mi citliva elektroniku a ultra
zosilnenie.

Mikroelektrody boli pouzité vo viacerych experimentoch na detekciu NO

V realnom Case napr. v mozgu, oblickach, ¢i niektorych bunkovych Struktirach ako

52



mitochondrie. Z literatiry je zname napr. real-time monitorovanie produkcie NO v
zalidku a pazeraku, pri ktorej proband prehltol dve elektrody, ktoré boli potom kazdé 2
minuty postvané o 1 cm a monitorované. Nasledne bol vytvoreny profil koncentracie

oxidu dusnatého v GITe.

6.5 Detekcia NO syntaz

Urcity obraz 0 mnozstve NO V organizme nam moze poskytnut aj detekcia
NO syntaz. Enzymatickd detekcia ma svoje zauzivané metody, ku ktorym patria napr.
imunohistochemické metddy, imunofluorescenéné metddy a metédy molekularnej
bioldgie vyuzivajuce V poslednej dobe najmd PCR (polymerdzovi ret'azovu reakciu).
K detekcii sa pouzivaju $tandardné, sériovo vyrabané Kkity, pripadne sa metodika
nadizajnuje podl'a charakteru experimentu. Génovd banka v sucasnosti obsahuje
sekvencie mRNA vSetkych izoforiem NO syntaz, ¢o je mozné efektivne vyuzit pre
sledovanie expresie prislusného enzymu vo vybranych tkanivach. Uvedené metddy sa

bezne vyuzivaju v ramci lekéarskej biochémie alebo molekularnej biologie.

Kontrolné otazky:

1. Aké metody detekcie NO poznate?

2. Poznate sposoby detekcie nitritov a nitratov? Na com je zaloZenad kolorimetricka
metoda?

3. Cim je ovplyvnena hladina vydychovaného NO?
4. Aké st vyhody detekcie neinvazivnej detekcie eNO u ¢loveka a u zvierat?

5. Od ¢oho zavisi citlivost’ elektrody pre real-time detekciu NO?
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7. FARMAKOLOGIA OXIDU DUSNATEHO

Objavenic oxidu dusnatého vyrazne prispelo k poznaniu viacerych
fyziologickych procesov apomohlo tiez identifikovat’ niektoré mechanizmy vzniku
ochoreni Vuz popisanych systémoch l'udského organizmu. Prave zapojenie NO do
patogenézy ochoreni otvara cestu pre vyvoj latok modulujicich jeho homeostazu.
Jednou zo zakladnych otdzok pri vyvoji farmakoterapie byva otazka: ,,Co je
podmienkou vzniku ochorenia?*. Aj napriek tomu, ze fyziologické ucinky NO su z roka
na rok lepsie popisané, vyvoj liekov, ktoré moduluju hladinu tohto mediatora je stale
velmi naro¢ny. V snahe dodrzat’ uréity logicky ramec vychadzajaci z predpokladu
negativneho ucinku vysokych hladin NO sa vedci zameriavaju predovSetkym na latky
blokujuce NO syntazy a znizujice mnozstvo dostupného NO. Pri tejto postupnosti je
vSak namieste opatrnost’ vyplyvajica z rizika totalnej blokady jeho tvorby. Na druhej
strane je Ziaduca prave zvySena hladina NO (napr. vazodilatacia) pri minimalizacii
potencialu neziaducich U¢inkov napr. z tvorby volnych radikélov. Priama aplikacia NO
je problematicka najmé z hl'adiska farmakokinetiky.

Vyskum v oblasti farmakomodulacie nitrergického systému Sa zameriava
predovSetkym na ochorenia, v patogenéze ktorych sa dokdzatelne objavuje porucha
homeostazy NO, pripadne naruSenie niektorej z jeho signalnych drah. V sti€asnosti sa
vo farmakoterapii tychto ochoreni testuje a pouziva 5 skupin farmak:

e L-arginin — prekurzor syntézy oxidu dusnatého,

e samotny NO — ako latka plynného charakteru ur¢end na inhaléciu,
e donory NO, pripadne latky zvySujace aktivitu tejto molekuly,

e inhibitory NO-syntéz,

e antioxidanty.

7.1 L-arginin
L-arginin je zdkladnym substrdtom pre vznik oxidu dusnaté¢ho. Je to

semiesencialna aminokyselina, ktorej prirodzenym zdrojom st napr. mlie¢ne vyrobky,

hovidzie miso, pSeni¢né klicky, soja ¢i orechy.
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Normalne plazmatické koncentracie L-argininu st 80-120 pM a intraceluldrne
koncentracie su este viacsie (do 1 mM). Aj pri absencii prijmu z potravy by tak mali
intracelularne zasoby L-argininu postacovat’ na zachovanie homeostazy NO. Pri
poruchach tvorby oxidu dusnatého, hlavne znizeni jeho hladin sa v prvych etapach
farmakologickej modulacie uvazovalo nad substiticiou substratu, ktord by mohla
,hormalizovat* nedostatocné hladiny oxidu dusnatého v organizme. Viaceré
experimentalne prace poukazali na to, ze podavanie exogénneho substratu zvySuje
hladinu endogénneho oxidu dusnatého. Po infuzii L-argininu zdravym dobrovol'nikom
bolo zaznamenané rychle znizenie systolického i diastolického krvného tlaku a podobne
tomu bolo aj u pacientov s roznymi formami hypertenzie. V experimentoch L-arginin
zlepsil endotelidlnu dysfunkciu, znizil reaktivitu trombocytov a znizil hyperpldziu
intimy ciev. Taktiez mal pozitivny vplyv na zlepSenie funkcie travenia, antiulcerézny
efekt, urychlil ¢revnu regeneraciu, zlepsil bakteridlny klirens a zlepsil ischemicko-
reperfizne poskodenie pecene.
Velmi zaujimavé je podsobenie L-argininu na zlepSenie hojenia ran.
Suplementacia prekurzoru NO zlepSuje hojenie ran pravdepodobne dvomi
mechanizmami. Oxid dusnaty vytvoreny z L-argininu zlep$i krvny prietok v rane a tym
aj zasobenie rany zivinami. Zaroven sa zvysi obsah hydroxyprolinu a polyaminov
v rane. Tento faktor by sa dal vyuzit’ napr. v terapii ran u diabetikov
V sucasnosti sa L-arginin najmd v zahrani¢i vyuZiva ako doplnkova terapia

u pacientov:

e S kongestivnym srdcovym zlyhanim (v davke 6-20 g denne v troch ciastkovych
davkach),

e s ischemickou chorobou srdca spojenou so stenokardiami (3-6 g trikrat denne po
dobu jedného mesiaca)

e uzivajucich glygeroltrinitrat ako prevencia vzniku tolerancie (700 mg Styrikrat
denne),

e serektilnou dysfunkciou (5g denne), neplodnostou a sexualnymi problémami,

e Sintermitentnymi klaudikéciami,

e po chirurgickych zakrokoch,

e po transplanticii oblicky (posilnenie imunitného systému a zlepSenie funkcie

obliciek),
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so zapalom mocového mechura,
s HIV/AIDS,
so zapalovymi ochoreniami GITu
u pred¢asne narodenych deti 261 mg / kg po dobu prvych 28 dni Zivota,
s neurodegenerativnymi  ochoreniami alebo wu starSich o0s6b so zniZzenymi
mentalnymi funkciami,
s nadorovymi ochoreniami prsnika, hlavy a krku
s chronickymi ranami.

Zdravi jedinci ho ¢asto uzivaju na:
zlepSenie  Sportového  vykonu (fitness, body-building), kde L-arginin
prostrednictvom stimulacie rastového horménu podporuje tvorbu svalovej hmoty,
na zlepSenie sexualneho vykonu u muzov a zvysenie sexualnej vzrusivosti u zien,
ako “spal'ovac tukov” — pri davke 500 mg denne, priCom ucinok je potencovany pri
podavani s L-karnitinom,
alebo ako prevenciu nachladnutia a migrény, napr. v kombinacii s ibuprofénom.

Aj napriek tomu, Ze sa L-arginin nachadza v kategorii doplnkov vyzivy nie je

Vhodny pri vSetkych ochoreniach. Jeho uZivanie sa nedoporucuje av niektorych

pripadoch je kontraindikované.

v tehotenstve a pocas dojcenia z dovodu nedostatocnych informacii o dlhodobom
uzivani v priebehu gravidity a u¢inkoch na plod,

U deti — prili§ vysoké davky u deti m6Zu vyvolat’ zdvazné neziaduce Uc¢inky vratane
amrtia,

pri alergickych ochoreniach a astme, kedy moze dojst’ k zhorSeniu stavu,

pri herpes zoster, pretoze L-arginin potenciuje herpetickt infekciu,

pri hypotenzii , ktort moze zhorsit,

po prekonanom infarkte myokardu,

2 tyzdne pred planovanym chirurgickym zakrokom.

Podobne ako pri inych formach terapie, aj v tomto pripade je vhodné venovat’

pozornost pripadnym liekovym interakciam. L-arginin by sa nemal uzivat

s antihypertenzivami, nitratmi a inhibitormi fosfodiesterazy. Nebezpe¢na je hlavne

kombinacia so sildenafilom, ktora moze vyvolat’ zavazné formy hypotenzie. Interakcie

S potravinami nie si zname.
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V suvislosti s aplikdciou L-argininu boli zaznamenané aj viaceré neZiaduce
ucinky (bolesti brucha, naduvanie, hnacka, dna, poruchy krvotvorby, alergické reakcie,

zapal priedusiek, zhorSenie astmy a hypotenzné prihody).

7.2 Inhalovany NO

Inhala¢na aplikacia oxidu dusnatého (INO) vyuziva jeho zakladné vlastnosti -
ide o plynnu latku bez farby a zapachu. Po vdychnuti rychlo difunduje cez alveolo-
kapilarnu membranu a po naviazani na hemoglobin sa §iri do plicnej cirkulacie. Tam
posobi vazodilatatne ¢o nasledne moze znizit plucnu vaskularnu rezistenciu, zlepsit
ventilacno-perfuzny pomer, zlepsit arteridlnu oxygenaciu a hemodynamickl stabilitu

(obr.19).

alveolarny priestor ~ 2NO+ O, ™ 2NO,

vrstva
alveolarnych
buniek

bunky
hladkého

bunky
hladkého

svalu ciev
bunky
endotelu
lumen pulmonarnej
arterioly

vylucenie
modom —
NO;

Obrazok 19. Mechanizmus ucinku inhalovaného oxidu dusnatého na hladky sval

bronchov, ciev a krvné bunky
*NO — oxid dusnaty, cGMP — cyklicky guanozinmonofosfat, O, — kyslik, NO, — nitrit, NOs — nitrdt, Hb —
hemoglobin, MetHb - methemoglobin, OxyHb — oxyhemoglobin, NOHb — komplex oxidu dusnatého s
hemoglobinom

U dospelych pacientov je potencidlnou indikdciou inhalacie NO akutne

poskodenie plic, syndrom akutnej respiracnej tiesne (ARDS), akutne zlyhanie pravej
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srdcovej komory, akutna pl'icna embolia alebo komplikécie plicnej chirurgie. Prvou
klinickou $tadiou bolo pouzitie INO u pacientov s ARDS v roku 1993. Odvtedy bolo
vykonanych viac malych randomizovanych §tudii naznacujicich zvySenti mortalitu u
pacientov s ARDS s terapiou INO, avsak tieto vysledky je potrebné vnimat’ s urCitou
rezervou. Toto ochorenie je vel'mi zadvazné a pacienti obyc¢ajne nezomieraji na hypoxiu,
ale na multiorganové zlyhanie. Na druhej strane, INO bol uspesne pouzity u pacientov v
kardiogénnom Soku alebo s akutnym infarktom myokardu. Boli tiez zaznamenané
pripady pozitivneho posobenia po akutnej plicnej tromboembolii. Zatial’ st to vSak
pripady akutnych zasahov, ale v dlhodobej terapii nie je pouzitic INO u dospelych
schvalené.

Aktuélne pouzivanou a schvalenou indikdciou je inhaldcia NO pri hypoxickom
respiraénom zlyhani u novorodencov, ktoré¢ moze byt’ vyvolané perzistujucou plicnou
hypertenziou u novorodencov (PPHN), ARDS, syndroémom aspiracie mekonia, zapalom
plac, sepsou, vrodenou herniou branice alebo vrodenymi anomaliami srdca.

Oxid dusnaty je podavany najmd novorodencom s PPHN, v inych indikacidch sa
tato terapia zatial’ neosved¢ila. Je davkovany pomocou prietokomeru alebo ventilatora
v malych, kumulujicich sa mnozstvach zacinajucich na arovni 1 - 5 ppm. Maximalne
davky sa u novorodencov pohybuji na trovni cca 30 - 40 ppm. Z parametrov
nastavenia je dolezity hlavne inspiracny prietok a minutova ventilacia. Dolezité je tiez
nastavenie ur¢itého optimalneho pomeru NO a O; — tzv. ,,zmie$avanie* plynov pri
inhalacii. Aplikdcia INO v zaliatkoch nardzala na velké problémy. Kontinudlne
aplikovany INO sa pri vydychu dostaval do okruhu ventilatora, kde mal tendenciu
akumulacie a pacient nasledne dostaval toxické bolusové davky NO/NO,. Na zaklade
viacerych bezpecnostnych odportacani bol vypracovany systém mechanickej ventilacie,
ktory pouziva integrovany vstrekova¢ INO (plynovy injektor) a snima¢ NO s rychlou
odozvou plynového monitoringu a alarmom. Sucast'ou zariadenia je systém, ktory mieSa
NO s kyslikom tak, aby sa zabranilo vzniku toxickych produktov (ROS). INO médze byt’
aplikovany len pomocou schvaleného aplika¢ného systému. V sti¢asnej dobe existuju
tri schvalené zmesi na inhalaciu — INOvent, INOmax DS a AeroNOx. VSsetky su
obvykle pouzivané s vysokofrekvencnymi oscilaénymi alebo vysokofrekvenénymi

tryskovymi ventilatormi.
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NeZiaduce ucinky inhaldcie NO

Pri vdychnuti extrémne vysokych davok (5000 - 20000 ppm) moze mat’ oxid
dusnaty priamy toxicky vplyv na plica. Jeho schopnost’ vytvarat volné radikaly sa
nasledne prejavi v poSkodeni proteinov surfaktantu a zniZzeni povrchového napitia
v alveolach. Jednym z vedlajSich toxickych produktov NO je oxid dusicity (NO,).
V experimentalnych podmienkach poskodzoval epitel terminalnych bronchov
a redukoval pocet cilii. V klinickych podmienkach zvySoval reaktivitu dychacich ciest
a zhorSoval alveoldrno-kapilarnu permeabilitu. Kumulacia NO; hrozi pri nedodrzani
optimalneho pomeru medzi INO a O,.

Dal§im neziaducim uéinkom inhalécie je methemoglobinémia. Z dovodu vzniku
methemoglobinémie sa odporic¢a zacinat' inhalaciou malych davok (1 - 5 ppm)
a pravidelne kontrolovat hladiny methemoglobinu. Methemoglobinémia méze mat’
niekol’ko foriem, od nezavaznej az po smrtelné formy. K hlavnym prejavom
methemoglobinémie patri metabolicka acidéza s dyspnoickym a tachypnoickym
dychanim, postupne narastajica cyand6za a zmena farby krvi na takmer hnedu.
Zakladnou lie¢bou methemoglobinémie je aplikdcia metylénovej modrej, vymenné
transfuzie a v pripade potreby aj hyperbarickéd oxygenacia.

Za d’alsie riziko inhalacie NO sa povazuje inhibicia agregdcie trombocytov, ¢o
zvysuje riziko krvacania. Toto riziko vSak nebolo v klinickych stadiach preukazané.

Je zaujimavé, ze pouzitie INO je schvalené len u detskych pacientov. Prave
preto si aplikdcia oxidu dusnatého vyzaduje dokonaly monitoring fyziologickych
parametrov — hemoglobinu, hematokritu, koagulaénych parametrov, kardio-respira¢ny a
hemodynamicky monitoring.

Dolezita je tiez bezpecnost’ persondlu a ostatnych pacientov, preto je nutné
zabezpecit’ eliminaciu nevyuzitého plynu a znizit' riziko vplyvu NO a NO,. To by malo
byt zabezpefené pouzZivanim Specidlnych filtrov alebo odsédvacim systémom

nemocni¢nych zariadeni.

7.3 Donory NO

Znizenie hladiny oxidu dusnatého sa podiel'a na celom spektre ochoreni r6znych

organovych systémov. Vzhl'adom na limitujice vlastnosti NO (plynna forma a vel'mi
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kratky biologicky pol¢as) je v su¢asnosti nesmiernou vyzvou vyvoj pevnych lieckovych
foriem, ktoré by zabezpecovali v organizme optimalnu hladinu NO.

Donory NO su latky, ktoré neovplyviiuji metabolickli cestu tvorby oxidu
dusnatého, ale sami ho uvolnuju v optimalnom prostredi. Su to latky, ktoré
napodobiiuju alebo zlepsuju fyziologické ucinky NO prostrednictvom:

e priameho uvolnenia NO zo svojej chemickej Struktiry termalnym alebo
fotochemickym rozkladom,

e uvolnenia NO prostrednictvom chemickych reakcii s kyselinami, alkalickymi
zli¢eninami, ibnmi kovov a pod.,

e enzymatickej oxidécie,

e poskytnutia d’alSich moznosti pre jeho syntézu

e kombinacie uvedenych mechanizmov.

Intenzivny vyskum v tejto oblasti ponuka zaujimavy prehlad Sirokého spektra
latok. Od klasickych organickych nitratov cez latky s kontrolovanym uvolnovanim NO
az po lie¢ivé pripravky selektivne uvolniujuce oxid dusnaty len v niektorych tkanivach.
Na zaklade chemickej Struktury méZzeme donory NO rozdelit na:

e organické nitraty,

e sydnoniminy

e pirsidominy,

e donory s cysteinom, donory s guanidinom, N-hydroxy-guanidiny,
e diazeniumdiolaty (NONOaty),

e produkty N-nitrozylacie krvnych proteinov a NO,

e S-nitrozotioly,

e komplexy NO s ionmi kovov,

e  N-nitrozaminy a N-hydroxyl-nitrozaminy, nitroziminy,
e diazetindioxidy,

e furoxany a benzofuroxany,

e oxatriazol-5-iminy,

e oximy,

e hydroxyaminy,
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e derivaty hydroxyurey,
e derivaty kys. hydroxamovej,
e nitroarény.

Z tychto lieCivych pripravkov je oxid dusnaty uvolmovany neenzymatickou
alebo enzymatickou cestou. V procese enzymatického uvolnenia je aktivny cytochrom
P450, xantinoxid4dza, membranovo viazané enzymy, katalaza, peroxidazy, NO-syntazy a
guanylat cykldza. Za hlavny faktor neenzymatického uvolnenia je povazovany
fotochemicky vplyv svetla. Dalej je to pdsobenie tiolov prostrednictvom zvysenia —SH
skupin, pH > 5, spontanne uvolnenie vo vodnom roztoku, pritomnost OH™ skupin,
autooxidacia v pritomnosti i6nov kovov, pritomnost O, H>0,/CuZn-SOD,
ceruloplazminu, hem-obsahujucich proteinov a pod.

Historia vyvoja donorov NO vychadza z fyziologickych ucinkov tohto
mediatora, konkrétne jeho schopnosti reguldcie cievneho tonusu ako jednej zo
zakladnych podmienok spravnej funkcie kardiovaskularneho systému. Porusenie
kaskady S-GC/cGMP atym aj naslednej relaxacie hladkého svalu je jednou z pri¢in
vzniku kardiovaskuldrnych ochoreni. Aj preto bola substiticia NO v nizkych
koncentracidch atraktivhou moznost'ou terapie. Chemické vSestrannost’ oxidu dusnatého
viedla k syntéze mnozstva donorov NO, z ktorych kazdy ma ur€ity sposob a rychlost’
uvolniovania medidtora do okolia. Pouzivanie je vSak limitované vznikom tolerancie,
ktoré sa meni v zavislosti na chemickej Struktire. Pritom je zaujimavé, Ze napriek
vyznamnému potencialu NO prave v terapii kardiovaskuldrnych ochoreni sa na trh od
roku 1980 nedostali Ziadne nové donory NO vyuziteI'né v klinickej praxi.

Neskor sa objavili latky schopné uvol'novat NO - dlhodobejsie uvolnovace NO
(napr. NCX-4016) ale aj posobiace selektivne v niektorych tkanivach. Vyznamnym
prelomom bolo naviazanie NO uvolniujicej zloZky na nesteroidné protizapalové lieky
(NSAIDSs) s vyznamnym poklesom ulcerogénneho posobenia. NO-NSAIDs boli pouzité
aj ucloveka, pricom bol dokazany vys§i protizapalovy a analgeticky uc¢inok
S minimalizaciou neziaducich u¢inkov na GIT. Okrem toho NO-NSAIDs urychl'ovali
hojenie uz existujicich ulceracii v zaludku. Tieto zistenia opét rozsiruju potencial
pripravy donorov NO.

V experimentalnych podmienkach boli dokdzané mnohé Uc¢inky donorov NO,

z ktorych sa v klinickej praxi vyuziva najmé vazodilatacny efekt. Z d’alSich, potencidlne
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klinicky vyuzitelnych uc¢inkov tychto latok mézeme spomenut antiagregacny efekt,
protinadorové ucinky, protivirusové ucinky, inhibiciu osteoporézy azmiernenie
priznakov diabetes mellitus. Zaujimava je tiez mozna bronchodilatacna aktivita
donorov NO aich vyuzitie k ovplyvneniu hyperreaktivity dychacich ciest. Medzi
donory NO, ktorych vyuzitie sa planovalo aj terapii ochoreni respira¢ného systému
nepochybne patri aj jeden znajslavnejSich - sildenafil. Tato latka signifikantne
redukuje plicnu hypertenziu u pacientov s chronickou obstrukénou chorobou pluc

a zvysuyje tiez ucinky inhalovaného NO s naslednou upravou zdravotného stavu.

7.3.1 Nitrovazodilatatory

Tieto latky sa v klinickej praxi pouzivaji uz viac ako 100 rokov. Ich indikaciou
bola hlavne angina pectoris, ale st pouzitel'né aj pri inych ochoreniach ako napr. infarkt
myokardu a kongestivne srdcové zlyhanie. V sG¢asnosti sa viaceré znich bezne
vyuzivaji napriklad v terapii stabilnej a nestabilnej anginy pectoris. Benefit tychto
liekov tu spociva v schopnosti vendznej vazodilatacie, znizeni plniaceho tlaku v l'avej
srdcovej komore s naslednym znizenim spotreby kyslika myokardom. Transdermalna
aplikacia moze zmieriiovat’ aj iné cievne ochorenia spojené s vazokonstrikciou napr.
Raynaudov syndrom. Vsetky tieto zli€eniny sa spravaji ako prekurzory a prejavia svoje
farmakologické u¢inky az po ich zmetabolizovani na NO. Uvolnenie oxidu dusnatého
je vysledkom enzymatického alebo neenzymatického posobenia.

Rozdel’ujeme ich na:

e organické nitraty — napr. glyceroltrinitrat (GTN), izosorbidmononitrat,
izosorbiddinitrat, amylnitrit a pod.

e anorganické nitrozo zIlic¢eniny - napr. nitroprussid sodny

e sydnoniminy — napr. molsidomin, SIN-1

e  S-nitrozotioly — napr. S-nitrozo-N-acetyl-D,L-penicilamin.

Organické nitraty

Patria medzi najcastejSie pouzivané donory NO. Ku klasickym, v klinickej praxi

pouzivanym  organickym  nitrdtom  patri  nitroglycerin,  izosorbiddinitrat
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a izosorbidmononitrat. Tieto latky vyvolavaju vendznu 1 arteridlnu vazodilaticiu
prostrednictvom simuldcie zakladného ucinku oxidu dusnatého. Ich mechanizmus
ucinku je spojeny s aktivaciou rozpustnej guanylat cyklazy a inhibiciou vépnikovych
kanalov v hladkej svalovine ciev.

Glyceroltrinitrat (GTN) — nitroglycerin - je najlepSie preskimanym donorom
NO vyuzivanym v terapii ischemickej choroby srdca. Jeho ucinok spociva v aktivacii
mitochondrialnej aldehyddehydrogenazy. Je to intracelularny enzym obsahujtci aktivne
sulthydrylové skupiny, ktory po aktivacii GTN uvolni 1,2- glyceroldinitrat a oxid
dusnaty. NO nésledne aktivuje rozpustnu guanylat cyklazu a kaskadou reakcii spojenou
s aktivaciou druhého posla vyvola vazodilataciu (obr.20). Aplikuje sa najéastejSie

sublingualne a jeho ucinok pretrvava 15-30 mintt po podani.

ISDN,
ISMN

endoplazmatické

i i 7 U'So
mltqchondl ia nizke b a, a‘.,‘} etikiiltin.- hladlké

Obrazok 20. Metabolizmus organickych nitratov S naslednym mechanizmom ucinku
(GTN - glyceroltrinitrat je metabolizovany aldehyddehydrogendzou (ALDH2) na nitrdty, ktoré si dalej
inaktivované cytochromovych retazcom (CytCx) alebo vytvaraju NO (oxid dusnaty) a jeho derivity
(NOx), ktoré nasledne aktivujii GC-S (rozpustnu guanylat cyklazu). Enzym tiez metabolizuje GTN na
pentaerytrityl trinitrat (PETriN), glyceroldinitrat (GDN) a pentaerytritil dinitrat (PEDN). lzosorbid
dinitrat (ISDN) a izosorbidmononitrat (ISMN), ale tiez glycerol mononitrat (GMN) a pentaetylmononitrdt
(PEMN) su metabolizované cytochromom P450 v hladkom endoplazmatickom retikule. Uvolneny NO
ndsledne opdt aktivuje kaskadu GC-SICGMP (cyklicky guanozin monofosfat).

Izosorbiddinitrdat a izosorbidmononitrdt maju obdobné ucinky ako GTN.
Izosorbidmononitrat je aktivnym metabolitom izosorbiddinitratu. Obidva sa aplikujt

peroralne alebo sublingualne. Ich biologicka dostupnost’ je 100%.
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Antiagregacny ucinok organickych nitratov nie je povazovany za klinicky
dolezity. Tento efekt nie je totiz mozné dosiahnut’ bez vyznamne hypotenzného tucinku.
U zien srizikom predcasného porodu spdsobuje glyceroltrinitrat zniZenie
kontraktility maternice a predlzuje trvanie gravidity bez negativnych vplyvov na matku
a plod. Tieto ucinky bude vsak potrebné este potvrdit, je ale mozné, ze GTN by mohol
zabranit’ predCasnému porodu.
Uginok nitratov bol tiez sledovany V terapii osteoporézy, kde glyceroltrinitrat
a izosorbidmononitrat u postmenopauzalnych Zien branili nadmernej rezorbcii kostného
tkaniva a podporovali tvorbu kosti. Lokalna aplikécia glyceroltrinitratu tiez zmiernuje
zdpalové prejavy tromboflebitidy. Uloha nitrdtov V ferapii neurodegenerativnych
ochoreni je diskutabilnd. Nové modifikacie Struktary nitratov, tzv. S-nitraty, boli
uspeSné v experimentélnej terapii neuréonového poskodenia. Vysledky poukazujii na
neuroprotekciu tychto latok a tiez na zlepSenie paméte a kognitivnych schopnosti, ¢o by
mohlo mat’ vyznam napr. u pacientov s Alzheimerovou demenciou.
K hlavnym limitujicim faktorom pouzitia GTN ajeho metabolitov resp.
analogov patri postupny vyvin tolerancie, ktory pravdepodobne suvisi s:
e vycerpanim -SH skupin, ktoré predstavujii jednu z transportnych a zasobnych
foriem NO,
e ovplyvnenim systému renin-angiotenzin so zvySenim produkcie endotelinu-1,
e zvySenim produkcie superoxidového anionu prostrednictvom zvySenia clearence
oxidu dusnatého,
e ovplyvnenim tvorby cGMP prostrednictvom desenzitizacie guanylat cyklazy alebo
zvySenim aktivity fosfodiesteraz.
Okrem toho $tadie na zvieratach iludoch poukazali na suvislost’ tolerancie
s endotelialnou dysfunkciou a zvySenim oxida¢ného stresu. Vyvinu tolerancie sa da
zabranit’ integraciou ¢asového intervalu bez uzivania nitratov do terapie. To vSak moze
byt problematické pre niektoré formy anginy pectoris a je jednoznacnou prekazkou
dlhodobého pouzivania nitratov pri chronickych ochoreniach kardiovaskuldrneho
systému.
Z d’alsich problémov je nutné upozornit’ na vznik methemoglobinémie, ktora
mdze byt’, podobne ako pri inhaldcii NO odstupiiovand od I'ahkych aZz po vel'mi tazké,

Vv niektorych pripadoch az smrtel'né formy hlavne v detskom veku. Tento u¢inok je vSak
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mozné naopak vyuzit v liecbe otravy kyanidom (dusitan sodny — NaNOy), kedy sa
zelezo v molekule methemoglobinu velmi dobre viaze na kyanidové iony arychlo
obnovuje cytochromovy retazec.

Dalsou G¢innou latkou patriacej do tejto skupiny je amylnitrit (dusitan
amylnaty). Je to ester kyseliny dusitej aamylalkoholu, ktory ma vazodilata¢né
vlastnosti. V zahrani¢i sa pouziva v terapii ischemickej choroby srdca apri otrave
kyanidom. Je tiez Casto zneuzivany ako tzv. ,rekreacnd droga®, ktora vyvolava
tachykardiu, hypotenziu, omamenie, euforiu a zvySenie sexualnej tizby. Na Slovensku
liek s danou Gc¢innou latkou nie je v st¢asnosti registrovany.

K najvyraznejSim obmedzeniam uZivania organickych nitratov patri relativne
kratky ucinok a vznik tolerancie, ktord moéze vzniknut uz za 24 hodin. Podavanie
nitratov tlmi tiez endogénnu produkciu NO v cievach, ¢o vyznamnym spdsobom
ovplyviiuje moznost’ dlhodobej terapie. NeZiaduce ucinky si spojené s vazodilatatnym

posobenim. Je to najma posturalna hypotenzia, tachykardia a bolesti hlavy.

Anorganické nitraty

Daldim klinicky vyznamnym donorom je nitroprusid sodny. Tento liek je
pouzivany v akutnej nemocni¢nej starostlivosti na rychle zniZenie krvného tlaku napr.
pri hypertenznej krize. Podobne ako organické nitraty, aj nitroprusid sodny posobi
vazodilatacne, selektivnejSie viac na artérie ako vény. Mechanizmus uvolfiovanie NO
Z nitroprusidu sodného v tkanivach nie je eSte uplne objasneny. PO uvolneni vSak
aktivuje guanylat cyklazu v hladkom svale ciev s naslednym zvySenim produkcie
cGMP. Vysledkom je vazodilaticia, zniZenie periférnej cievnej rezistencie as tym
spojené zniZenie afterload a preload. Preto je moZzné pouzit’ ho aj v pripadoch srdcového
zlyhania.

Nitroprusid sodny sa rychlo rozklada (1-2 s) a uvolfiuje kyanidové iony, hlavne
v pritomnosti svetla. Kyanid reaguje s hemoglobinom a latkami obsahujucimi siru, napr.
tiosiranom. Pokial’ nie je k dispozicii dostatok tiosulfatov, kyanid moze vel'mi rychlo

dosiahnut’ toxické hladiny (obr.21).

65



|
o

I

N
l

: 2Na* | T CrmpgueC=
. N=C" | Cx=n
I(ﬁ
| N .
aktivny SNP Hgb metHgb tiosulfat

*

cytochrom . ] —
| —

kyanid kyanoHgb

K ¥
KKK K

tH

tiokyanat

}

neaktivny vylucenie vylicenie
cytochrom oblickami oblickami

K KKK

A0 Ve S0y Ve

X

& Te? by Tt e
& Tot So§ Pelt b

2. KX

Obrdzok 21. Nitroprussid sodny — chemickd struktura, 3-D (krystalickad)
Struktura a schéma metabolizmu

Metabolit nitroprusidu - thiokyanat ma pol¢as vyluovania niekolko dni, preto
je dolezité monitorovat’ jeho hladiny najma u pacientov s poruchami rendlneho systému.
Pokial’ nie je kyanid rychlo detoxikovany, mdze vyvolat zdvazné neziaduce uc€inky. K
priznakom otravy kyanidom patria: zmena vedomia az koma, oslabenie az vymiznutie
reflexov, oslabenie srdcovych oziev, hypotenzia, metabolickd acidoéza, ruzovéa farba
koze, plytké dychanie, mydridza. Priznaky sa obyCajne objavuju pri podavani davok
vys$Sich ako 3mg/kg/min.

Vo vSetkych indikaciach by sa mal nitroprusid sodny aplikovat’ len
intraven6zne pomocou infuznej pumpy v davke 0,01 mg/kg/min. Na zmiernenie
priznakov toxicity kyanidov je mozné k terapii pridat’ tiosiran sodny, ktory zvySuje
rychlost’ premeny kyanidov.

Okrem klinického vyuZitia pri malignej hypertenzii ¢i srdcovom zlyhani ma
nitroprusid sodny svoje postavenie aj v experimente. Casto je vyuZzivany vo
vyskumnych pracach v suvislosti s testovanim vazodilataénych tc¢inkov nezavislych na
endoteli, na kalibraciu spektrofotometrov, pri chromatografii, pri testovani moca ako

¢inidlo a pod.
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Sydnoniminy

Hlavnym predstavitel'om tejto skupiny je molsidomin a jeho aktivny metabolit
linsidomin (SIN-1), ktory vyvolava vazodilataciu prostrednictvom aktivacie GC-S
anasledne aktivaciou cGMP. Sydnoniminy zlepSuji hemodynamické vlastnosti
kardiovaskularneho systému a ich G¢inky st vel'mi podobné nitratom.

Sydnoniminy, na rozdiel od klasickych nitratov nie je mozné pouzit' v akltnej
terapii. Ich uc¢inok nastupuje az po 30-60 minutach a preto sa pouzivaju vacsinou vo

forme peroralnych tabletovych pripravkov v profylaxii anginy pectoris.

S-nitrozotioly

Skupina S-nitrozotiolov zahfia Siroka Skalu réznych chemickych zlucenin,
ktoré obsahuju chemicku védzbu medzi tiolovou (R-SH) skupinou a NO (obr.22).
Posobia ako “zasobdrenn” oxidu dusnatého, ktory je z nich uvolneny prostrednictvom
viacerych enzymatickych a neenzymatickych procesov. Biologicka aktivita tiolov je tak
ovplyvnena prostredim, v ktorom sa tiol nachadza a faktormi, ktoré su schopné z tiolov
uvolnit NO. Patri k nim napr. teplo, svetlo, pritomnost’ radikalov (superoxidu) &i
niektorych enzymov (napr. xantinoxidaza, superoxiddismutaza a pod.). Ich schopnost
odovzdavat’ oxid dusnaty prirodzenym tiolom v l'udskom organizme minimalizuje
moznost’ interakcii volného NO s kyslikom a tvorbu volnych kyslikovych radikalov.
S-nitrozotioly tak maju potencial zvySenia intracelularnej antioxida¢nej aktivity.

S-nitrozotioly maji oproti ostatnym donorom NO mnozstvo potencidlnych
vyhod. Snad’ najvdcSou vyhodou je to, ze pri dlhodobom uZivani nevyvoldvaju
toleranciu. Niektoré z nich, napr. S-nitrozo-glutation (GSNO) su tkanivovo selektivne.
GSNO je selektivny pre arteridlny, nie pre vendzny systém. Tiez su silnymi
antiagreganciami v davkach, ktoré vyznamnej$im sposobom neovplyvnia tonus ciev.
Tieto vlastnosti boli dok4zané vo viacerych modeloch aterosklerdzy a trombdzy.

S-nitrozotioly nie su v sucasnosti pouzivané v beznej klinickej praxi, existuje
vSak velké mnozstvo animalnych 1 klinickych §tudii, ktoré poukazuji na ich priaznivy
efekt najmé na kardiovaskularny systém. GSNO znizil vyskyt mozgovej embdlie a ma
dokézateI'ny antiagregacny efekt pri invazivnej kardiologii. Mé tiez dokazatelny

hemodynamicky efekt pri preeklampsii bez vplyvu na plod. Okrem ucinkov na
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kardiovaskularny system ma GSNO prostrednictvom svojho antiooxida¢ného vplyvu
urciti poziciu aj v oddialeni vzniku neurodegeneracnych ochoreni a niektori autori

popisuju aj jeho neuroregenera¢né Gcinky.

CONHCH,COOH CONHCH,COOH
H-S§ NHCOCH,CH,CH(NH,)COOH NHCOCH,CH,CH(NH,)COOH
H H H H
Glutation S-nitrozo-glutation
(GSH) (GSNO)
COOH COOH
H-S NH, NH2
i g H
L-Cystein S-nitrozo-L-cystein
(CysSH) (CySNO)
COOH COOH
H—S§ NHCOCH; NHCOCH;
CH CH
CH; CHy >
N-acetyl-DL-penicilamin S-nitrozo-N-acetyl-DL-penicilamin
(NAP) (SNAP)

Obrdzok 22. Chemicka struktura S-Nitrozotiolov (Singh a spol., 1996)

Dalsie S-nitrozotioly ako S-nitrozo-N-acetylcystein, ~S-nitrozo-N-acetyl-
penicilamin (SNAP), S-nitrozoalbumin zlepSovali Vv experimente endotelova
dysfunkciu amali pozitivny vplyv na aterogenézu. Substiticia endogénnych
S-nitrozotiolov tiez podporuje hojenie ran. Ich systémova aplikacia vyvolala zvySené
ukladanie kolagénu v miestach poskodenia tkaniva.

Velmi zaujimavé je implantidcia donoru NO do polyméru, ktory umoziuje
nasledné¢ kontrolované vyplavenie NO. S-nitrozotiol, napr. SNAP, sa mdze po
chemickej tprave stat’ sucast’'ou trojvrstvového polyméru (napr. stentu), z ktorého bude
NO regulovane uvoliiovany napr. pomocou svetelného ziarenia po dobu viac ako 12

hod. Tieto tzv. ,,drugeluting® stenty by mali byt’ si€astou invazivnych kardiologickych
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intervencii. Tato moznost’ robi z S-nitrozotiolov skupinu latok vhodnych pre prevenciu
trombodzy stentu v minimalnom ¢asovom horizonte po zakroku.

S-nitrozo-glutation je v porovnani s organickymi nitratmi ovela ucinnejSim
inhibitorom agregacie trombocytov. Okrem toho inhibuje aj adhéziu tychto krvnych
buniek a to v davkach, ktoré maji len minimalne vazodilatacné u¢inky. Jeho priaznivy
ucinok bol pozorovany napriklad pri gestézach ako HELLP syndréom (hemolyza,
trombocytopénia, zvySenie pecenovych enzymov) a pri tazkych formach preeklampsie
ale zatial’ len v klinickych stadiach. Selektivne zameranie aktivity tohto donora na
trombocyty bez rizika hypotenzného efektu umoznuje jeho vyuzitie aj v terapii
trombotickych portich samostatne alebo v kombindcii s inymi antiagregacnymi liekmi.
S-nitrozo-glutation ma tiez neuroprotektivne ¢inky v podmienkach oxida¢ného stresu a
mitochondrialnej dysfunkcie pri neurodegenerativnych ochoreniach.

S-nitrozotioly maju aj antimikrobialne a antivirusové ucinky. Inhibuji napr.
replikaciu  HIV-1  prostrednictvom c¢GMP-nezavislého mechanizmu Vv akutne

infikovanych bunkach a stimuluju reaktivaciu chronicky HIV-1 infikovanych buniek.

7.3.2 Hybridné latky

Hybridy predstavujii latky novej dimenzie V spektre donorov NO. Predstavuji
Siroké zoskupenie liekov, ktorych molekuly boli upravené tak, aby sa do nich dali
integrovat’ molekuly NO. Roézne hybridné zluCeniny predstavuju kombinacie latok,

ktoré maju synergické efekty, nizku toxicitu a minimalne neziaduce ucinky.

NO-steroidy

Adiciou polovicie nitroxybutylu do kyseliny ursodeoxycholovej vznikol
steroidny preparat NCX-1000, ktory je metabolizovany selektivne v hepatocytoch. Oxid
dusnaty je teda uvolfiovany priamo v pecenovych bunkach. V experimentoch bolo
preukazané, Zze NCX-1000 chrani proti poskodeniu pecene tym Ze zniZuje portalny tlak
a moduluje imunitny systém. Tieto vlastnosti mozu byt vyuzité u pacientov s portalnou
hypertenziou a cirh6zou pecene.

Dal§im preparatom je NCX-1015 — nitro-prednizolén, ktory zatial' vykazuje pri

akutnych 1 chronickych zapaloch vyraznejSie G€inky ako klasicky prednizolén. V tomto
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pripade posobi oxid dusnaty synergicky s glukokortikoidnym protizapalovym ucinkom
a tiez blokuje neziaduci u¢inok prednizolonu na osteoklasty. V experimente mal NCX-
1015 tiez vyznamné bronchodilatacné ucinky. Potencidlny synergizmus steroidov
a oxidu dusnatého Vv inhala¢nej podobe mohol byt’ navrhnuty ako jedna z foriem ucinnej
terapie astmy alebo chronickej obstrukénej choroby pl'ic. Tato kombinacia moze viest’

k znizeniu davok steroidnych preparatov a zabranit’ neziaducim G¢inkom steroidov.

NO-NSAIDs

Nesteroidné protizapalové lieky st skupinou lickov, ktora je vyuzivana v terapii
miernych a stredne tazkych bolestivych a zapalovych ochoreni. Niektoré z latok maju
tiez antiagregacné a antipyretické u€inky. Kombinacia ich relativne vysokej uc¢innosti
anizkych nédkladov ich radi k najpouZzivanejSim liekom. Klasickym predstavitel'om
NSAIDs je kyselina acetylsalicylova (ASA). Jej chronické uzivanie napr. pri
reumatizme alebo artitide je spojené so zavaznymi neziaducimi u¢inkami v oblasti GITu
vratane ulceracii a akttnych prihod spojenych s krvacanim. Oxid dusnaty ma na sliznicu
zaltdka viaceré protektivne ucinky:

e zvySuje sekréciu hlienu,
e zvySuje prietok krvi v sliznici zaludka
e podporuje hojenie ulceracii v zaluadku.

Prave ztohto dovodu boli vyvinut¢é NO-NSAIDs, ktoré mali zniZit' riziko
neziaducich G¢inkov NSAIDs na gastrointestinalny trakt.

Prvymi derivatmi boli derivaty kys. acetylsalicylovej — tzv. ,,nitroaspiriny* —
NCX4016 aNCX4215. V experimentoch dokazali potlacit zapal bez toho, aby
indukovali ulcerdcie v zZalidku. Okrem toho mali porovnatelné, alebo vyssie
antiagregacné ucinky ako ASA, pricom neviedli K neprimeranej vazodilatacii alebo
hypotenzii. Kym samotna kyselina acetylsalicylova blokuje cyklooxygenazu, jej
kombinacia s oxidom dusnatym inhibuje aj d’alSie cesty zapalu (obr.23). NCX4016
inhibuje G¢inok kaspazy-1 a nasledne i d’alSich prozapalovych cytokinov (IL-1f, IL-8)
pravdepodobne prostrednictvom S-nitrozylacie sulthydrylovych skupin enzymu.
Nitroaspiriny tiez inhibuju uvolfiovanie TNF-a z lipopolysacharidov a makrofagov.

Zatial’ vSak nie je zrejmé, Ci ide o priamy ucinok NO, alebo o uc¢inok sprostredkovany
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cytokinmi. Nitroaspiriny su testované aj ako antikancerogénne latky. NCX4016 bol
250-6000 x ucinnejsi v inhibicii rastu poctu nadorovych buniek. Tiez potlacil rast
adenokarcinomu v modeli tumoru hrubého ¢reva v podmienkach in vivo, ¢o poukazuje

na vyznamnej$i u¢inok v porovnani s i¢inkom samotnej ASA.

‘ Oxid
dusnaty
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!

Protizapalovy ucinok J

Kyselina
acetylsalicylova

Obrdzok 23. Ucinok nitroaspirinu NCX4016
*NO — oxid dusnaty, COX - cyklooxygendza

Vcelku mali NO-NSAIDs v experimentoch protektivny uU¢inok. Znizovali
poskodenie GITu, ale mali tieZ neuroprotektivny Uc¢inok pri zépale mozgu a ischémii
mozgu, redukovali vnimanie bolesti a zlepSovali antineoplastickl t€¢innost” ASA.

V sucasnosti vznikaji d’alSie kombinacie NSAIDs - NO, napr. NO-ASA, NO-
flurbiprofen, NO-naproxen, NO-diklofenak, nitrofenak, NO-ibuprofén, NO-

paracetamol, NO- mesalazin a pod.

NO - g blokatory

Pocet ochoreni kardiovaskularneho systému celosvetovo narasta a preto je
hl'adanie efektivnej terapie neustale v popredi. Uinnou lie¢bou ischemickej choroby
srdca by mohla byt prave kombindcia NO a B blokatorov. Experimentalne vytvoreny
enantiomér metoprololu s NO - PF9404C vytvaral mnozstva NO, ktoré viedli
k vazodilatacii. Okrem toho cestou druhého posla (cGMP) inhiboval leukocyty,

agregaciu trombocytov, proliferdciu hladkého svalstva ciev a mal protektivny efekt na
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hypercholesterolémiu. Vysledny kardioprotektivny ucinok bol vyvolany kombinaciou
zvySenia hladin NO a blokady beta receptorov.

Nipradilol je neselektivny B blokator. Po pridani NO k molekule nipradilolu sa
zvysila jeho vazodilatacna aktivita, potencoval [ antagonisticky efekt a tiez sa zvysila
selektivita k B receptorom.

Nebivolol vyvolava endotelovo zavisla vazodilataciu sprostredkovant cestou
L-arginin/NO. Je teda nepriamom donorom NO. Po podani tohto [ blokatora boli tiez
pozorované¢ antitrombotické a antiagregacné Uc¢inky spojené pravdepodobne

S pdsobenim oxidu dusnatého.

Iné hybridy

Okrem nesteroidnych protizapalovych latok sa vyskum zameriava aj na iné
hybridné donory NO:

Nikorandil patri medzi tzv. antianginézne preparaty. Z hl'adiska mechanizmu
ucinku pdsobi ako otvéara¢ draslikovych kanalov s néaslednou dilatdciou periférnych
tepien. Upravou nikorandilu dochadza k zniZeniu rizika vzniku tolerancie, K vyssej
selektivite tkaniv pre oxid dusnaty a niz$ej toxicite. Tieto vlastnosti robia z nikorandilu
liek vhodny k terapii kardiovaskularnych ochoreni.

Pravastatin je GCinny inhibitor 3-hydroxy-metylglutaryl- CoA, ktory sa pouziva
na zniZenie hladiny cholesterolu. Pouzivanie statinov je v terapii kardiovaskularnych
ochoreni vo vSeobecnosti vel'mi diskutovanou problematikou nakol’ko maji dramaticky
a signifikatny dopad na mnozstvo klinickych vysledkov. NO-statiny mali v experimente
ovela viacsiu schopnost’ inhibovat’ bunkovu proliferaciu ako klasické statiny a znizili
tiez expresiu iNOS. NO-pravastatin (NCX6550) mal tiez vyznamny inhibi¢ny u¢inok na
tvorbu reaktivnych foriem kyslika

S-nitrozokaptopril (SNOCap) patri do skupiny ACE inhibitorov. Ma
vazodilata¢né a antiagregacné vlastnosti sprostredkované druhym poslom (cGMP), ale
ma zaroven schopnost’ inhibicie angiotenzin konvertujiceho enzymu. Okrem toho
dilatuje koronarne artérie a po i.v. aplikacii vyvolava dlhotrvajuci hypotenziu. Vyhodou
je pomalsi vznik tolerancie prave pre prepojenie s tiolovou skupinou. ACE inhibitory su

tiez oznacované ako tzv. nepriame donory NO, t.j. zvySuju aktivitu endogénneho oxidu
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dusnatého prostrednictvom stimuldacie bradykininovych receptorov, ktoré ndasledne

uvolnuju aj vazoaktivne latky (NO).

Tkanivovy aktivdtor plazminogénu (t-PA) je endogénny enzym syntetizovany
endotelom. t-PA obsahuje jednu -SH skupinu, ktora umoziuje t-PA priamo inhibovat’
trombocyty alebo zvysit fibrinolyticki aktivitu. Kombindcia SNO-tPA ma
antitrombotické a protizapalové vlastnosti a znizuje napr. vznik nekrozy myokardu po
ischémii v podmienkach in vivo. Pouzitiec SNO-tPA zatial' nie je pre klinicki prax
povolené a vyskum v tejto oblasti nad’alej pokracuje.

Furoxany su skupiny zlicenin, ktoré st v popredi zaujmu chemikov uz
niekol’ko rokov. Do existujucej farmakologickej Struktary latky st vpravené
pentavalentné furoxanové skupiny, ktoré upravia jej vlastnosti. Tieto skupiny st potom
zodpovedné za vazodilataciu prostrednictvom druhého posla (cGMP). Klasickymi
predstavite’mi furoxanov st napr. dihydropyridiny — blokatory vapnikovych kanalov.
Podobne ako ACE inhibitory patria tiez k nepriamym donorom NO hlavne
prostrednictvom svojej antioxidacnej aktivity a ovplyvnenia endotelovej tvorby NO. K
furoxanom patria tiez niektoré antihistaminika, inhibitory protonovej pumpy, niektoré
antibiotika a iné.

Zeolity patria k poslednym novinkam v oblasti vyvoja donorov NO. Si tvorené
mikroporéznymi materialmi obsahujucimi i6ny kovov, ktoré viazu NO. Jedine¢nost’
tychto materidlov spociva v tom, Ze predstavuju vyrazny depozit oxidu dusnatého,
ktorého miera uvolfiovania moéze byt regulovana porovitostou materialu (zeolitu),
pritomnost'ou kovovych i6nov v ramci zlozenia a charakteru materialu. To umozinuje
vyvoj celého spektra r6znych materidlov ako su napr. antimikrobialne povrchy na
mocové katétre, antitrombotické natery na stenty, bypassy, kanyly, katétre a pod.

Farmakologicka modulacia NO sa roz$iruje aj na d’alSie latky. Vznikaja hybridy
NO s antikoagulanciami, cytostatikami, inhibitormi receptorovych systémov a pod. Aj
napriek zrejmému potencidlu a obrovskému vyskumnému rozsahu existuje len vel'mi
malo vystupov, ktoré sa nakoniec dostani do klinického testovania a budu
zaregistrované. Vyvoj novych donorov NO je vSak nepochybne spravnou cestou

hl'adania latok s vyhodnejSimi vlastnostami, ktoré by mohli ziskat’ uplatnenie nielen
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Vv terapii kardiovaskularnych ochoreni, ale iv terapii neurodegeneracnych ochoreni,
mikrobialnych ochoreni, pri hojeni ran a pod.

Azda najvyznamnej$i pokrok vo vyvoji donorov NO nastal v oblasti ich
potencialneho antikancerogénneho uc¢inku. Oxid dusnaty produkovany aktivovanymi
makrofagmi ma dolezité postavenie v moduldcii obrannych mechanizmov voci
nadorovym bunkdm. Niektoré experimentalne prace poukazuju na to, ze donory NO su
cytotoxické na vybrané linie nddorovych buniek, u ktorych vyvolavaji apoptézu. Pokial
vsak vysoké koncentracie NO nebudu pod kontrolou, moze sa tento u¢inok zmenit’ na
prokancerogénny prostrednictvom ovplyvnenia DNA. Dvojaké uloha oxidu dusnatého
v kancerogenéze je preto stale v centre pozorovania aje potrebné ju detailnejSie
objasnit’. Slubnymi protinadorovymi lie€ivami zo skupiny donorov NO su tzv.

NONOjty.

Diazeniumdioldaty (NONQOuty)

Diazeniumdiolaty su komplexy NO s nukleofilnymi latkami, priCom podiel
samotného NO predstavuje 40%. St priamymi donormi NO. Prvym NONOatom bol
dietylamin NONOat (DEA/NO), syntetizovany uz v roku 1960. NNNOaty si vSak
ziskali vacSiu pozornost az po roku 1990. NONOaty sa spontanne rozkladaji
v roztokoch pri fyziologickom pH ateplote a vytvoria 2 molarne ekvivalenty NO.
Vyhodou tychto zmesi je to, Ze ich rozklad nie je katalyzovany napr. pritomnostou
tiolov, ale mieru uvolnovania NO je mozné presne predpokladat’. Nasledna biologicka
aktivita (vazodilatdcia, inhibicia agregacie trombocytov, inhibicia zrdzania krvi
a inhibicia proliferacie hladkého svalu ciev) koreluje s mnozstvom NO vytvorenym Vv
podmienkach in vitro.

Zakladny vyskum v oblasti syntézy NONO4atov sa sustredil na Sest’ hlavnych
oblasti resp. ucinkov. Konkrétne ide o ich potencial vyuzZitia v terapii
kardiovaskularnych  ochoreni, = onkologickych  ochoreni,  gastroenterologickl
a antimikrobidlnu terapiu, liecbu ran a protizapalovl terapiu vyuziten predovsetkym
v chirurgickych odboroch. V stcasnej dobe nie su tieto latky pouziteI'né v klinickych
podmienkach aj napriek tomu, ze boli testované na experimentalnych modeloch

viacerych ochoreni kardiovaskularneho systému. Pri aplikacii NONOatu vo forme
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aerosolu v kombinacii s povrchovo aktivnymi latkami by mohli byt tieto pouzité napr.
v terapii plucnej hypertenzie ¢i akutneho poskodenia pltic. Inhibicia agregécie
trombocytov by mohla byt’ vyuziteI'nd pri miniinvazivnych kardiologickych zékrokoch
ako napr. katetrizacie. NONOaty boli tiez v experimentalnych podmienkach pouzité ako
nater na vonkajSom povrchu detektora saturacie kyslika, kde mali branit’ vzniku trombu
a nepriamo tak ovplyvneniu merania krvnych plynov a elektrolytov.

Chemicka tprava molekuly moze stabilizovat NONOat v roztoku a vyvolat
moznost’ selektivneho uvolfiovania NO Vv réznych orgéanoch, tkanivach ¢i dokonca
Specifickych druhoch buniek. Tato tprava je zaujimava napr. z hl'adiska substitucie
vysokych koncentracii NO do nadorovych buniek a vyuzitie jeho protinadorového
ucinku. Konjugované NONOaty sa preto stavaju vyzvou aj pri terapii niektorych druhov
onkologickych ochoreni, ale pred testovanim v klinickych $tadiach je nevyhnutné este
ich d’alSie sledovanie v experimentalnych podmienkach.

V sucasnosti existuje iba jedna klinickd $tadia pouzitia NONOatov u I'udi a to
pri akatnom syndrome respiracnej tiesne. Urc€itd predikovatelnost’ uvolnenia NO vSak
povedie k intenzivnejSiemu klinickému vyskumu. Prioritou tu vSak ostava potvrdenie

ich terapeutickych ale i neziaducich u¢inkov (tvorba karcinogénnych nitrozaminov).

Syntéza zluc¢enin ktoré moézu uvolnovat’ NO je relativne jednoducha, ale aby
mohli byt tieto latky klinicky pouziteIné musia byt tkanivovo selektivne, uvolnovat
NO v subtoxickom rozsahu rovnomernym, kontrolovatelnym spésobom. Bez ohl'adu na
mnozstvo novych skupin, hlavne v oblasti hybridnych preparatov, za najdolezitejsie

donory NO su stdle povazované organické nitraty, diazeniumdioldaty a S-nitrozotioly.

7.4  Inhibitory NO syntaz

Nadprodukcia oxidu dusnatého je popisand v patogenéze viacerych, prevazne
chronickych ochoreni ako sl napr. neurodegenerativne ochorenia, zdpalové ochorenia
CNS, reumatické ochorenia, astma, ulcerdzna kolitida, septicky Sok ¢i diabetes mellitus.
V patogenéze tychto ochoreni je pritomnd hyperaktivita jednej alebo viacerych
izoforiem NO syntaz a nésledné zvysenie tvorby endogénneho oxidu dusnatého. Vyvoj

Specifickych inhibitorov tvorby tohoto mediatora je preto d’al'Sou zaujimavou oblast'ou
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vyskumu a vyvoja. Znizenie tvorby oxidu dusnatého moéze byt dosiahnuté blokadou
membranového transportu L-argininu do bunky, alebo priamou blokadou enzymov
syntetizujicich NO. Prostrednictvom inhibicie NO syntdz dochadza k potlaceniu zapalu
a poskodenia tkaniva. V experimente boli tieto latky uspesne pouzité napr. na potlacenie
akutneho zapalu v modeli artritidy, zapalovej nefritidy, po poraneniach, u zvierat
s chronickou ileitidou, s diabetom a pod. Pouzitie inhibitorov NO syntaz v experimente
spomalovalo progresiu menovanych ochoreni, preto je vyvoj tychto latok v sucasnosti
viac nez ziaduci. Okrem toho su ticto latky zaujimavé pre poznanie a podrobnu
identifikaciu fyziologickych a patologickych procesov na ktorych participuje oxid
dusnaty.

Pocas ostatnych 6 rokov bolo podanych viac ako 60 patentov na sledovanie
ucinku roznych latok, ktoré maja charakter inhibitorov NO syntaz. Aj napriek velkym
pokrokom ¢i uz v oblasti molekularneho modelovania $truktiry a ucinku alebo
vysledkov ziskanych v experimentalnych Studiach, tieto latky stdle nie si pouzivané
Vv klinickej praxi. Animalne modely nekoreluju s modelmi humannymi a experimenty na
primdtoch st drahé a eticky diskutabilné. Viaceré z testovanych latok tiez vykazuju
uréiti mieru toxicity, nedostato¢nu selektivitu ¢i stratu aktivity pri prechode
Z podmienok ,,in vitro®“ na ,,in vivo“ anaopak. VacSina ztychto latok tiez nema
farmakokinetické vlastnosti vhodné pre perordlne pouzitie. Aj napriek tomu zostavaju
stale perspektivne pre terapiu vidcSiny patologickych stavov, ktoré boli uvedené.
Aplikacia mnozstva vysledkov experimentalnych §tudii do praxe je preto v stcasnosti
stale komplikovand. Najviac diskutovanym faktorom zostadva selektivita pouzivanych
latok vo vztahu k izoforme NOS. V stcasnosti rozdel'ujeme inhibitory NO syntazy na
zdklade selektivity na:

e neselektivne,

e parcialne selektivne,

e selektivne,

e modulatory aktivity NOS (ovplyviiuji napr. kofaktory).

Na zaklade chemickej Struktury moézeme inhibitory NO syntaz rozdelit’ na:
e imidazoly,

e 7-nitroindazoly,

¢ guanidiny (etylguanidin, metylguanidin, aminoguanidin),
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e iminobiotiny,

e cbselén a jeho derivaty,

e derivaty kys. a-guanidinoglutarovej,
e triesloviny,

e derivaty 3-amino- 1,2,4-triazolu,

e derivaty fencyklidinu,

e derivaty metylénovej modrej,

e izotioureu (izotiomocovinu) a jej derivaty a iné.

7.4.1 Neselektivne inhibitory NO syntaz

Ako neselektivne inhibitory NO syntaz oznaCujeme tzv. endogénne alebo
syntetické analogy L-argininu napr. N-monometyl-L-arginin (L-NMMA), N-G-nitro-
L-arginin (L-NA) a metylester L-argininu (L-NAME), N-iminoetyl-L-ornitin (L-NIO)
a NG-amino-L-arginin (L-NAA). Blokuji aktivitu vsSetkych izoforiem NO syntaz.
Niektoré z tychto analogov preukazali urcita selektivitu k jednej z izoforiem NO syntaz
v podmienkach ,,in vitro “, avSak rozdielna u¢innost’ v tychto podmienkach sa nemusi
nutne prejavit v podmienkach ,in vivo“. Najviac pouzivanym neselektivnym
inhibitorom je L-NAME.

Jednym z mechanizmov uc¢inku neselektivnych inhibitorov NO syntaz je blokada
L-argininovych transportnych systémov, prostrednictvom ktorych su transportované do
bunky. Tym zastavia prisun substratu pre syntézu NO. Tato blokdda moze byt
reverzibilnd alebo ireverzibilna. Aj napriek nedostatocnej selektivite a niektorym
nespecifickym U¢inkom su inhibitory na baze analogov L-argininu v plnej miere
vyuzivané v experimentoch. Umoznia jednak objasnit’ patofyziologicky vyznam NO
a tiez poukazat’ na protektivny ucinok redukcie hladin oxidu dusnatého v podmienkach
zapalu, Soku a portch centralneho nervového systému.

L-NA inhibuje tiez aktivitu argindzy, d’alSicho enzymu utilizujiceho L-arginin.

L-NMMA moéze sluzit' ako podklad pre d’alsiu tvorbu NO (,,ndhradny substrat).

L-NAME posobi aj ako antagonista muskarinovych receptorov.
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Vo vSeobecnosti vSetky neselektivne inhibitory NO syntdz inhibuju aj d’alSie
enzymy obsahujice Zelezo z Coho sa odvijaju aj ich dalSie ziaduce alebo neziaduce
ucinky (blokada katalazy, cytochromu ¢ a pod.).

Derivaty L-citrulinu a L-lyzinu mozu taktiez vyvolavat’ neselektivnu inhibiciu
NO-syntaz:

L-tiocitrulin je extrémne silny neselektivny inhibitor vSetkych izoforiem NO
syntaz, ktory sa viaze na hemovua zlozku molekuly enzymu, ¢im zniZzi jeho redoxny
potencial. Jeho derivaty — S-etyl a S-metyl tiocitrulin boli testované v suvislosti s
neurodegenerativnymi ochoreniami, ich pouzitie je vSak obmedzené vzhl'adom na
nedokonaly transport do buniek.

L-NC-(I-iminoetyl) Iyzin patri tieZ k neselektivnym inhibitorom NOS aj napriek
tomu, ze vykazuje 30x vidcsiu selektivitu pre iINOS ako pre nNOS. V modeli
adjuvantnej artitidy mala tato latka protizapalové Gcinky.

Derivaty izotiourey su ucinné inhibitory NO syntaz. Ich a¢inok je cca 20x
silngj8i ako WUCinok analégov L-argininu (L-NMMA, L-NA). S-etyl-izotiourea
a S-izopropyl-izotiourea st neselektivne. Pokial’ vSak ddjde v chemickej Strukthre
k zmenam, pri ktorych sa atomy siry z dvoch jednotiek izotiourey spoja uhlikovym
retazcom, vytvoria nenasytené (hetero)-cyklické krazky. Nasledne vznikaju bis-
izothioureové zluceniny, ktoré vykazuju urcitu selektivitu hlavne pre induktivnu
izoformu NOS. O uc¢inku tohto typu inhibitorov existuje velmi malo informacii, vo
vécsine pripadov sa vSak jedna o prevazne toxicky ucinok v podmienkach ,,in vitro® aj

,,iN VIVO®,

7.4.2 Selektivne inhibitory induktivnej NO syntazy

Indukcia NO syntazy v podmienkach in vivo je pravdepodobne komplexny
proces vyplyvajici z aktivacie Sirokého spektra buniek. Nie je pravdepodobné, ze
indukcia nastava sti¢asne vo vSetkych oblastiach organizmu a preto tiez nie je mozna
kompletna inhibicia. Aj napriek tomu, Ze vyvoj selektivnych inhibitorov NOS rychlo
napreduje, aj tak sa v experimentalnych ako aj klinickych Sttdiach na blokadu ucinku
INOS pouzivaju skor analogy L-argininu ako relativne selektivne alebo selektivne

inhibitory iNOS.
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Selektivne inhibitory iNOS boli testované v stvislosti s bolest'ou, hypotenziou,
zapalom, cievnymi mozgovymi prihodami, astmou, artritidou, neuropatiami a pod.
Predpokladalo sa, ze inhibitory induktivnej izofromy by mohli byt efektivne v terapii
uvedenych ochoreni. V skuto¢nosti ziadny testovany inhibitor nedosiahol pozadovany
efekt a pre klinickt aplikaciu nebol schvaleny. Zo znamych inhibitorov iNOS mézeme
uviest’ napr. 1400 W, GW274150, GW273629, AR-C102222, ONO1714, SC-51, BBS-
1, aminoguanidin aniektoré derivaty L-argininu. Tieto boli uspe$né v terapii
experimentalnych animalnych modelov sepsy, zapalu pltc, artritidy a autoimunitného
diabetu.

Z hladiska chemicke;j Struktury patria K selektivnym inhibitorom iNOS:

e oxazolo [4,5-B] pyridiny,

e imidazolom-substituovany benzofenon,

e  derivaty kumarinu,

e  N-heterocyklické zluc¢eniny,

e teopederinové derivaty,

e  S-[2 [(1-iminoetyl)amino]etyl]-2-metyl-L-cystein hydrochlorid maleat,
e  3-aryltio-3-tiazolyl-, hetero- a fenylarylaminy,

Jednou z najreprezentativnejSich zlucenin, ktora sa povazuje za selektivny
inhibitor iNOS je aminoguanidin. Tato latka bola v experimentoch G¢innd u mysi pri
septickom Soku vyvolanom endotoxinom, ale vysoké davky inhibitora ovplyviiovali aj
d’al’Sie enzymatické systémy. V sucasnosti existuje mnoho prac 0 priaznivych u¢inkoch
aminoguanidinu v roznych modeloch zapalu a Soku. Nevyhodou jeho pouzitia je
relativne vysoka davka. V in vivo experimentoch bolo nutné na vyvolanie efektu pouzit’
az 1545 mg aminoguanidinu na kg hmotnosti. Priaznivé G¢inky aminoguanidinu boli
tiez zaznamenané v experimentoch modelujucich:

e diabetes mellitus (znizenie glykozylacie, inhibicia oxida¢nych modifikacii LDL),
e autoimunitni encefalomyelitidu (inhibicia priebehu),
e edém pluc (prevencia exudacie plazmy).

Tieto Cinky boli spojené hlavne s inhibiciou aktivity iNOS, ale i dalsich

enzymov obsahujucich Zelezo (napr. katalaza). V mechanizme ucinku bola tieZ

pozorovana inhibicia metabolizmu histaminu a inhibicia katabolizmu polyaminov.
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Hydrolyza aminoguanidinu vedie k vzniku toxickych produktov —
semikarbozidu a hydrazinu.

Dal§imi  selektivnymi  inhibitormi INOS sa  2-sulfanetyl-guanidin
a merkaptoalkyl-guanidin. Ich lie¢ebny potencial je spajany so stavmi, v ktorych bola
realne dokazana zvysena expresia iINOS:

e septicky Sok s vazodilataciou a hypotenziou nereagujici na vazokonstrikéné
preparaty,

e iné¢ druhy Soku, cirh6za s endotoxémiou, akutna myokarditida, dilata¢na
kardiomyopatia spojend s infekciou, tazkd chronickd astma, vredova choroba
zaludka, artritida, virusové infekcie a pod.

Obidva tieto preparaty maju tiez rddioprotektivne viastnosti.

Medzi selektivne inhibitory induktivnej NO syntadzy moézeme zaradit' aj
glukokortikoidy, ktoré brania jej indukcii, inhibitory tetrahydrobiopterinu
(N-acetylsérotonin, metotrexat, fenprokurmon adikumarol apod.). O skupine
Specificky selektivnych inhibitorov induktivnej izoformy existuje v su¢asnosti len vel'mi
malo tdajov. V experimentoch vykazovali urcité protizapalové a antinociceptivne
ucinky v modeloch artritidy, pankreatitidy, neuropatii, zapalu a pooperacnej bolesti.

Patria kK nim najma chinazoliny a aminopyridiny.

7.4.3 Selektivne inhibitory konstitutivnych NO syntaz

Aktivita konstitutivnych izoforiem, podobne ako vi&siny Ca®*-kalmodulin
dependentnych enzymov méze byt inhibovana napr. prostrednictvom antagonistov
kalmodulinu (kalmidazolium, chlorpromazin). Niektoré zluc¢eniny, ako je S-metyl-L-a-
tiocitrulin a S-etyl-L-tiocitrulin vykazuju urcity stupen selektivity pre nNOS.

Inhibitory nNOS boli testované hlavne v suvislosti s neurodegenerativnymi
ochoreniami ako napr. Parkinsonova, Alzheimerova a Huntingtonova choroba.
Vzhladom k tomu, Ze nNOS je dodlezita pre vznik NO v neurdnoch, je jej ovplyvnenie
povazované za cestu k neuroprotekcii. K predstavitelom experimentalnych inhibitorov
patria 7-NI, L-NNA, TRIM, ARL17477 ale ich selektivita je problematicka. Za

najselektivnejsi sa povazuje 7-NI — 7-nitroindazol.
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Selektivny inhibitor nNOS 7-nitroindazol (7-NI) mal umysi a pavianov
protektivny ucinok pred neurénovou smrtou indukovanou toxicky a pred zhorSenim
motorickych a kognitivnych funkcii. Inhibicia nNOS v experimente mala tiez
protektivny u¢inok v pripade modelacie ischemického poskodenia po cievnej mozgovej
prihode, znizovala vnimanie bolesti po poskodeni tkaniva a pod. Mechanizmus G¢inku
7-nitroindazolu je komplexny. Latka sa viaze na prostetické skupiny enzymu a nésledne
ovplyvni vizbové miesta pre pteridin a L-arginin.

Z hladiska chemickej Struktary patria k selektivnym inhibitorom nNOS:
¢ indolové derivaty,

e chinolony, tetrahydrochinolony,
e benzimidazoly,

e benzoxaziny,

¢ Dbenzothiaziny,

e dipeptidy nitroargininu.

Selektivne inhibitory eNOS Vv sucasnosti neexistuji. Oxid dusnaty vytvarany
endotelovou NO syntazou je klucovou signalnou molekulou cievnej homeostazy,
vratane reguldcie cievneho tonusu a krvného tlaku. Okrem toho maé antiaterogénnu
funkciu, protizapalové, antitrombotické a antiproliferativne ucinky. Inhibicia syntézy
NO v endoteli by viedla k endotelovej dysfunkcii, ktora je predispoziciou vzniku
viacerych kardiovaskularnych ochoreni. Preto je snahou wvyvijat skor selektivne
inhibitory iNOS a nNOS bez ovplynenia eNOS.

Na zaklade doterajSich vysledkov mdézeme povedat’, Ze dosiahnutie selektivnej
inhibicie konkrétnej NO-syntazy je sice realnym cielom a mdze mat’ v budicnosti
liecebni 1 komerénti hodnotu, Co vSak vyzaduje eSte mnozstvo experimentdlnej

I klinickej vyskumno-vyvojovej prace.

7.5 Antioxidanty

Poslednou skupinou latok, ktoré st schopné modulovat’ aktivitu oxidu dusnatého
su antioxidanty. Tato skupina latok ovplyviiuje aktivitu NO len nepriamo, preto nie je
naSim cielom detailne sa venovat komplexnému spektru stcasne dostupnych

antioxidantov. Vyberieme len tie, ktoré boli v suvislosti v NO priamo testované.
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Reaktivne formy kyslika mozu vyvolavat' a zhorSovat’ viaceré ochorenia ako
napr. aterosklerézu, onkologické ochorenia, pulmondlnu dysfunkciu, zapalové
ochorenia GITu, degenerativne ochorenia nervového a pohybového systému, diabetes,
Sok, traumu, ischemicko-reperfuzne poskodenia, ochorenia urogenitalneho systému
apod. K potencidlnym zdrojom volnych kyslikovych radikalov (superoxid,
peroxynitrit, hydroxylovy radikal) patri okrem inych aj oxid dusnaty ajeho
biochemické reakcie. Pri zavaznych zapalovych stavoch dochadza k nadprodukcii NO
anasledne k vzniku toxickych produktov ako vysledkov oxidacného a nitrozacného
stresu a ich hromadenie v intra a extracelularnom priestore. VoI'né kyslikové radikaly
moézu okrem peroxidacie lipidov inhibovat’ kI'ai¢ové enzymy dychacieho cyklu alebo
syntézu DNA. Prave preto sa V terapii ochoreni spojenych s nadprodukciou NO uvazuje
aj 0 pouziti antioxidaCnej terapie. Samotné pouzitie antioxidantov prinasa zatial
neuspokojivé vysledky. Je to pravdepodobne sposobené nespravnym davkovanim
vzhl'adom K antioxida¢nej kapacite tychto latok. Taktiez sa predpoklada, ze
antioxidanty samotné nie s schopné ovplyvnit’ patogenézu ochorenia resp. mali by byt
pouzivané len ako doplnkova terapia.

Podstatou ucinku antioxidantov je schopnost stabilizacie alebo deaktivacie
volnych radikalovych foriem skor ako prejavia toxické pdsobenie v organizme. Patria
k nim rézne latky endogénneho i exogénneho pévodu, ktoré synergicky a interaktivne
neutralizuji ROS - vitaminy, antioxida¢né enzymy, fytonutritienty a proteiny viaZuce

ionty kovov.

7.5.1 Endogénne antioxidanty

Endogénne obranné mechanizmy l'udského organizmu metabolizuji oxida¢né
toxické medziprodukty volnych kyslikovych radikalov. K svojej optimalnej ¢innosti
obyc€ajne vyzaduju pritomnost’ jedného alebo viacerych kofaktorov ako napr. selén,
zelezo, med’, zinok, mangan a pod. Nedostato¢ny prijem jedného alebo viacerych
z tychto prvkov modze preto ohrozit antioxidaént aktivitu. Daldim faktorom, ktory
nepriamo ovplyviuje aktivitu endogénnych mechanizmov je vek, pricom u starSich l'udi

je antioxidacnd aktivita znacne zniZena. K endogénnym antioxidantom patri napr.
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bilirubin, tioly (glutation, cystein), NADPH a NADH, koenzym Q10, HsP a niektoré
enzymy, napr. superoxiddismutaza, katalaza, glutation-peroxidaza a pod.

K najznamej$im endogénnym antioxida¢nym systémom nepochybne kKoenzym
Q10- (2, 3 dimetoxy-5-6-pervitin decaprenyl benzochinon), ktory vznika z mevalonovej
kyseliny a fenylalaninu. Jeho uCinok spociva v znizeni mitochondridlnej tvorby
superoxidového radikdlu aznizeni peroxidacie lipidov na trovni plazmatickej
membrany.

V experimentalnych ~ podmienkach  deaktivoval  produkty  oxidaéného
a nitroza¢ného stresu v biochemickych reakciach sprostredkovanych oxidom dusnatym

tiez heat shock protein, ktory moze stimulovat’ aktivitu endotelovej NO syntazy.

7.5.2 Exogénne antioxidanty

Vitaminy

e Vitamin A — patri medzi retinoidy. K potravinam s jeho vysokym obsahom patria
napr. mrkva, tekvica, brokolica. Obsahuji ho tiez vnutornosti, napr. pecen.
Antioxida¢né ucinky vykazuji hlavne jeho prekurzor beta-karotén a lykopén. Beta
karotén posobi synergicky s vitaminom E.

e Vitamin C — Kys. L-askorbova je sucastou citrusovych plodov, jahod ¢i niektorych
druhov zeleniny ako napr. brokolice alebo papriky. Je povazovany za najdolezitejsi
antioxidant, rozpustny vo vode a v extracelularnej tekutine. Je schopny neutralizovat
ROS vo vodnej faze este pred peroxidaciou lipidov. Nadmerné uZivanie (viac ako
2g/den) moze zvysit riziko vzniku oblickovych oxalatovych kamenov.

e Vitamin E — je genericky ndzov pre skupinu latok klasifikovanych ako tokoferoly
alebo tokotrienoly. Potravinovym zdrojom vitaminu E su rastlinné oleje, orechy,
listova zelenina, avokado a Spargla. Tento vitamin je silnym antioxidantom, ktory
zabranuje oxidacii LDL a membranovych fosfolipidov. Je rozpustny v tukoch, preto

je ucinny hlavne vnutri bunkovej membrany.
Fytonutrienty — flavonoidy

Flavonoidy st fenolové zliceniny pritomné v rastlinach, ktoré pdsobia ako

»~modifikatory biologickych reakcii®. Ich zdrojom pre ¢loveka je hlavne Cerstvé ovocie
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(jablka, jahody, hrozno, granatové jablko), zelenina (cibul'a) a napoje (¢aj, kakao, horka
Cokolada, Cervené vino). Zlozenie flavonoidov je mozné menit' na zaklade spdsobu
pripravy jedla. Flavonoidy maja protizapalové, antialergické, antivirusové
a antikarcinogénne ucinky, ktoré je mozné pripisat ich antioxidacnej aktivite. Ich
antioxida¢ny uc¢inok vSak bol pozorovany najmé v suvislosti s kardiovaskularnymi
ochoreniami (znizenie krvného tlaku), kedy flavonoidy stimulovali hlavne eNOS s
naslednym rychlym uvol'nenim oxidu dusnatého z buniek endotelu.

Kurkumin, kys. ferulovda a karnozin boli vo vztahu k oxidu dusnatému
testované¢ v experimentdlnych podmienkach. VSetky mali silné antioxida¢né a
protizapalové vlastnosti a znizovali nitrozativne poskodenie centrdlneho nervového
Systému vyvolané nadprodukciou NO.

Ucinok acetyl-L-karnitinu, ktory zlepSuje energeticky metabolizmus bunky
a participuje na reparacnych procesoch prebiehajicich v neurénoch je vo vztahu
k oxidu dusnatému popisany tiez. Ako doplnkova terapia moze byt vyuzitelny pri
ochoreniach nervového systému vratane Alzheimerovej demencie, sklerézy multiplex,
chronického tinavového syndrému, depresie, ischemickych poskodeni, neuropatii (napr.

diabetickych), na zlepsenie kognitivnych funkcii a pod.

7.5.3 Proteiny viaZuce kovy

Tieto latky st u¢inné antioxidanty voci organickym a anorganickym kyslikovym
radikédlom. Ich koncentracia sa meni vplyvom niektorych ochoreni alebo gravidity. Patri
sem albumin (med’), ceruloplazmin (med’), metalotionein (med’), feritin (Zelezo),
myoglobin (Zelezo) a transferin (Zelezo).

Kontrolné otazky:

Ktoré skupiny farmék ovplyviiuju hladinu oxid dusnatého v organizme?

Ktoré farmaka sa vyuzivaju v klinickej praxi?

Aké su neziaduce uc¢inky inhalacie NO?

Aky je mechanizmus G¢inu nitrovazodilatatorov?

Poznate niektoré hybridné latky obsahujiice NO? Aky je ich terapeuticky vyznam?

Co viete o aminoguanidine?

N o g s~ w D Pe

AKy je vzt'ah antioxidacnej terapie k ochoreniam spojenym s poruchou tvorby NO?
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ZAVER

Oxid dusnaty je ,univerzalna messengerova molekula® ktora je dolezita vo
fyziologickych a patofyziologickych procesoch T'udského organizmu. Reguluje prietok
krvi  vroznych oblastiach Tudského tela, ovplyviiuje imunitny systém
a obranyschopnost, ma protinadorové ucinky a svoje nezastupitelné miesto takmer vo
vSetkych organovych systémoch. Dysbalancia v homeostaze NO vedie k endotelovej
dysfunkcii, hypertenzii, diabetu, neurodegenerativnym ochoreniam a mnohym d’alSim
ochoreniam. Zakladna stratégia modulacie homeostazy NO so zameranim na klinické
vyuzitie zahfiia hlavne kardiovaskularne indikacie, sexualnu dysfunkciu, ovplyvnenie
respiratného a imunitného systému. Zaujimava je aj regulacia tvorby NO v terapii
nadorovych ochoreni.

Na zaklade dostupnych informadcii je zrejmé, ze v budtcnosti sa farmakologia
zameria tak na endogénny ako aj na exogénny NO. Nové moznosti podania, od
inhala¢ného, cez transdermalne, peroralne, az po inkorporaciu do polymerickych
zlucenim predstavuji naozaj Siroké pole pdsobnosti. Zvysi sa snaha Vv oblasti vyskumu
zosilnenia uc¢inku jednotlivych donorov atiez na selektivite inhibitorov jednotlivych
izoforiem NO syntaz. Nepochybne dolezitou cestou je aj ovplyvnenie druhého
posla kaskady NO/GC-S, proteinkinaz, fosfodiesteraz a kanalov aktivovanych NO.
Nové informécie o patogenéze viacerych ochoreni stile viac poukazuji na oxidaény
stres. Preto sa bude vyskum orientovat’ nielen na lepsie zadefinovanie enzymatickych
a bunkovych zdrojov oxidantov, ale predovSetkym na vyvoji novych antioxida¢nych
lieciv.

Zaujimavou je stale aj mozZnost’ pouzitia inhalovaného NO, hladanie mene;j
invazivnych ciest jeho aplikacie (nosové kanyly, CPAP) ¢&i pozorovanie jeho
extrapulmonalnych ucinkov.

Vsetky tieto oblasti predstavuju d’alSiu, vzruSujicu cestu pre budicnost

vyskumu V oblasti farmakologie tejto nesmierne zaujimavej molekuly.
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