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Oxid dusnaty ( = nitric oxide = NO)

'N=0):

NO je molekulou sloZzenou z 1 atomu kysliku a 1 atomu dusiku
Tyto atomy jsou vazany dvojnou vazbou
Na atomu kysliku se nachazeji 2 pary elektronu (nevazebnych)
Na atomu dusiku se nachazi 1 par nevazebnych elektronu a jeden elektron
neparovy



HISTORIE

1620 - NO prvné pripraven belgicanem Janem Baptistou van
Helmontem (t.j. drive nez treba kyslik - 1774)

1772 - chemicky charakterizovan Josephem Priestleyem (objevitel
kysliku)

1800 - toxicita (Sir Humphry Davy se malem zahubil, kdyz to zkousel
dychat)

1867 - amylnitrit snizuje krevni tlak pri hypertenzi (dnes vime, ze to
dela tim, ze uvolnuje NO)

1914-1918 - delnici plnici za prvni svetové valky nitroglycerin do
délostreleckych granata méli velmi nizky krevni tlak, coz vedlo k
zavedeni nitroglycerinovych tablet pro ulevu pri angineé pectoris;
dnes vime, ze ucinek amyilnitritu i nitroglycerinu je
zprostredkovan oxidem dusnatym uvolnovanym z téchto latek



1977 - NO aktivuje guanylatcyklasu a tak zvysuje intracelularni koncentraci
cGMP (Ferid Murad)

1980 - objev endotelialniho relaxacniho faktoru (EDRF, Robert Furchgott).
Snaha identifikovat EDRF vedla bezprostredné k nasledujicimu objevu

1987 - schopnost eukaryotickych bunek tvorit NO: Louis Ignarro, Salvador
Moncada

1998 - Nobelova cena za fysiologii a |€karstvi:

Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro, Ferid Murad

("za klicove objevy tykajici se NO jako signalni molekuly v kardiovaskular-
nim systému"), (Moncada cenu nedostal, prestoze to mnozi cekali)

(Alfred Nobel vydélal na Nobelovy ceny tim, ze vynalezl dynamit, zalozeny
na nitroglycerinu, sam trpel ICHS, predepsali mu nitroglycerin, Nobel to
povazoval za ironické)

1999 — inhalaéni terapie NO u PPHN a ARDS (schvaleno FDA jako
pripravek Inomax, za 10 let — 300 000 |éenych pacientl)
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Oxid dusnaty
« jesté pred par lety pouze nepiijemné a nebezpecné znecisténi
ovzdusi prispivajici ke smogu a kyselym destum,
dnes nejstudovanéjsi endogenni molekula poslednich 30 let

« explozivni rozvoj znalosti (vice nez 500 novych publikaci mésic¢né)
« nové téma, ve starSich ucebnicich chybi

« "Molekula roku" 1992 prestiZzniho védeckého ¢asopisu Science

- Ucastni se funkce vSech hlavnich organovych systému

« béhem nekolika let postup od zakladniho objevu k vyznamnym
klinickym pokrokum (Persistent Pulmonary Hypertension of the
Newborn, Acute Respiratory Disteress Syndrome, Sok, impotence)



Furchgottuv sandwich

Furchgott prokazal, ze relaxace cév indukovana acetylcholinem je zavisla na

endotelu.

Pouzil dva kousky aorty, u jednoho odstranil endotel
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Ignarrova spektralni analyza
Ignarro pomoci spektralni analyzy prokazal, ze EDRF je totozny s NO.
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Muradova enzymaticka aktivace
Murad védél, Ze nitroglycerin pusobi relaxaci hladké svaloviny.

Enzym guanylatcyklasa byla aktivovana a indukovala zvyseni cGMP s naslednou
ralaxaci svalu.

Pusobi nitroglycerin cestou uvolfiovani NO ?77?
Probublaval NO pres tkan obsahujici enzym — cGMP se zvySoval.
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Neéco malo chemie o NO

* NO je radikal (lichy pocet valen¢nich elektronu, konkrétne 11 - o 1
vic nez N,, o 1 min nez O,)

* to, z¢ je to radikal, se nekdy zduraznuje teckou (‘(NO), to ale neni
nutne, "radikalovost" je implicitni v oznaceni NO

* z N, a O, se tvori jen za specifickych podminek pri1 vysokych
teplotach, napi. pi1 blesku;
taky vznika ve spalovacich motorech a tepelnych elektrarnach

» samovolIné se nerozklada, jen za vyssiho tlaku - pfi ném pozvolna
vznika 2-3 % toxického NO, za mésic (pozor na skladovani v
bombach!)

» pomérné malo rozpustny ve vode (~1.7 mmol/l pr1 25°C), t.3. fadove
podobne¢ jako O, ¢1 N,



» v pritomnosti kysliku podleha autooxidaci za vzniku NO,: 2 NO +
O, --> 2 NO,

» autooxidace je as1 200x rychlejsi v roztoku nez v plynne fazi

» autooxidace je rychla (n€kolik sec), je-1i NO 1 O, hodng, ale celkem
pomala, je-l1 NO malo - jako je tomu vétSinou v tkanich, kde je
NO meéne nez 10 uM (polo¢as NO tam muze byt az 500 sec)

* v¢ vodnem roztoku jsou produktem autooxidace nitrity (NO,"),
pouze v pritomnosti hemoprotemnu probéhne oxidace az na nitraty
(NO,)

e v pritomnosti superoxidu vznika extrémne rychle peroxynitrit:
NO + O, -->"OONO
"OONO neni radikal, ale je velmi reaktivni a cytotoxicky

* NO je velmi rychle inaktivovan oxidaci s zelezem

oxyhemoglobinu za vzniku NO," | @




Diagram vzniku molekulovych orbitalt u NO
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Biosynteza NO

HzoN o
NH
NADF’H 11’2 NADPH
+ N=0
+
HEN Coo HaN Coo~

‘ NW-hydroxy-L-arginine L-citrulline Nitric oxide

Celou komplexni reakci katalyzuje jediny enzym, NO-syntasa, ktera
existuje ve 3 1soformach



Syntasy oxidu dusnatého

. neuronalni syntasa oxidu dusnatého (NOS1 = nNOS)

. inducibilni syntasa oxidu dusnatého (NOS2 = iNOS)

. endothelialni syntasa oxidu dusnatého (NOS3 = eNOS)

Kazda z téchto syntas:
. ma rozdilnou tkanovou distribuci
. lokalizovana na ruznych chromozomech

. ‘ nitric oxide
\ | NOS1/nNOS | /

NADPH === | NOS2/iNOS ]=:>NADP

el

0O,



Vsechny 3 1soformy NO syntasy:

jsou aktivni jako homodimery
obsahuji v aktivnim centru hem

jsou stereospecificke (D-arginin neni substratem)

jako kofaktory vyzaduji:
NADPH, 6(R)-5,6,7.8-tetrahydrobiopterin, FAD, FMN a

kalmodulin a NADP*
n Ca*/calmodulin argi n ine H20

biopterin-H,

citrulline O,

NO- NADPH

modified from Griffith and S 1 efir (7995)



UCINKY NO NA CILOVOU TKAN

- pii velkych mnozstvich obvykle previada oxidace (O,, O,) za
tvorby vysoce reaktivnich, cytotoxickych produktt (ONOQO-)
- zabijeni i jinak obtiZzné zlikvidovatelnych baktérii (napf.
Mycobacterium tuberculosis), hub, parasitu a tumord,
inhibice replikace viru

* v niz8ich koncentracich je oxidace pomala, vétsinou previada
regulaéni pusobeni prostiednictvim aktivace solubilni
isoformy enzymu guanylat cyklazy (heterodimer obsahujici
hem, s kterym pravé NO interaguje)

- aktivace guanylat cyklazy zvysuje v cilové burice koncentraci
cyklického guanosin-3',5'-monofosfatu (cGMP), ten

zprostiedkuje ucinky NO /

- snizuje intracelularni koncentraci Ca%*, v hladkém svalu
primo inhibuje kontraktilni aparat




Vyznam NO

« Zabiji viry, baktérie, parazity, tumory (INOS; indukci inhibuji
kortikosteroidy)
* Inhibuje mitochondrialni respiraci

* Nejvic NO se syntetizuje v nose a paranasalnich dutinach
- Pravdépodobné dulezité pro jejich dezinfekci (NOSCN)
- NO |ze dobfe méfrit ve vydechovaném vzduchu
- Mala cast vydechovaného NO pochazi z dolnich
dychacich cest (Ize mérit odebiranim vzorka z ust) - meni
se pii hekterych nemocech, napr. astma)



- Vazodilatace zavisla na endotelu (ACh, eNOS)

NO
Reduced

leukocyte
adhesion

Ca*t influx and
eNOS activation

vasodilatace

. Endothelial Platelets
| stimulation
|

Endothelium

e ———

NO + OFf = OH' + NOO\



NO jako signalni molekula
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Fyziologicky vyznam NO

Komunikace mezi nervovymi buitkami v mozku

.. NO muze zlepSovat ¢ich

NO iiciyje erekei penisu
roztazenim krewvnich cév



NO jako antioxidant
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FARMAKOLOGIE NO

* Donory NO (mitroglycerm, nitroprusid, organicke nitraty)
e Inhibitory NOS (L-NMMA, L-NAME, aminoguadinin,

@ck}'f dimethylar@

« Aktivatory eNOS (endotel-dependentni vazodilatancia)

» Inhibitory fosfodiesterasy 5 (sildenafil [Viagra], tadalatil,
verdenatil, udenatil, avanafil) o
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Donory NO

-’ ‘~ O
,-" "n
\—/ i C=N—C—O0OH,H; molsidomin
o/
/\
0 N— N CH
N ¥ C—NH SIN-1
hod
N J[\J—C;Hz
N = CN SIN-1A
hod



Inhibitory NOS

blood

L-ARGININE

AMINOGUANIDINE

DEXAMETASONE
=

endothelinm

cell

; Smooth muscle

cell




Aktivatory NOS

Many agonists AT -
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Detekce NO - ESR
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