










Něco málo chemie o NO

NO je radikál (lichý počet valenčních elektronů, konkrétně 11 - o 1 víc než N2, o 1 míň než O2) 
to, že je to radikál, se někdy zdůrazňuje tečkou (.NO), to ale není nutné, "radikálovost" je implicitní v 
označení NO 
z N2 a O2 se tvoří jen za specifických podmínek při vysokých teplotách, např. při blesku; taky vzniká 
ve spalovacích motorech a tepelných elektrárnách
samovolně se nerozkládá, jen za vyššího tlaku - při něm pozvolna vzniká 2-3 % toxického NO2 za 
měsíc (pozor na skladování v bombách!) 
poměrně málo rozpustný ve vodě (~1.7 mmol/l při 25oC), t.j. řádově podobně jako O2 či N2



v přítomnosti kyslíku podléhá autooxidaci za vzniku NO2: 2 NO + O2 → 2 NO2
autooxidace je asi 200x rychlejší v roztoku než v plynné fázi 
autooxidace je rychlá (několik sec), je-li NO i O2 hodně, ale celkem pomalá, je-li NO 
málo - jako je tomu většinou v tkáních, kde je NO méně než 10 μM (poločas NO tam 
může být až 500 sec) 
ve vodném roztoku jsou produktem autooxidace nitrity (NO2

-), pouze v přítomnosti 
hemoproteinů proběhne oxidace až na nitráty (NO3

-)
v přítomnosti superoxidu vzniká extrémně rychle peroxynitrit:
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- není radikál, ale je velmi reaktivní a cytotoxický
NO je velmi rychle inaktivován oxidací s železem oxyhemoglobinu za vzniku NO3
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All NO-synthases required for its activation to be bound to a calcium regulatory 
protein: calmodulin. 
iNOS tightly binds calmodulin even at resting calcium concentrations, and then it is 
active once it is synthetized. 
Constitutive enzymes, eNOS and nNOS, only bind calmodulin when the intracellular 
calcium concentration increase up to a certain value. Agents that increase intracellular 
calcium concentration, either by allowing calcium entrance from the outside or by 
stimulating calcium mobilization from intracellular stores, can activate these 
constitutive enzymes.
In endothelial cells various substances increase intracellular calcium and in 
consequence NO synthesis: bradykinin, histamine, serotonin.





factors that regulate the transcription of eNOS gene (shear stress, estrogen and 
hypoxia)

factors that modulate the stability of its mRNA (tumor necrosis factor alfa or TNF-alfa, 
lipopolysacharide or LPS, and vascular endothelial group factor or VEGF)

permanent changes of the eNOS protein e.g. myristoylation, palmitoylation, 
myristoylation seems a critical factor to allow the final location of the enzyme at certain 
specific domains of the membrane.

non-permanent changes of eNOS protein e.g. phosphorylation and specific 
interactions with another proteins. After those modifications the eNOS protein is active 
and synthetizes NO or in some cases superoxide ion (this later circunstance can take 
place when the substrate, L-arginine, or tetrahydrobiopterin are deficient and has 
pathophysiological consequences). Then, all these non-permanent modifications of eNOS 
revert and eNOS is deactivated. A cycle of activation-deactivation occurs in parallel with a 
cycle of association and dissociation from the caveoale at the plasma membrane. [Based 
on Govers and Rabelink, Am J Physiol 2001, 280:F193]
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Indukcia iNOS: 
nešpecifická (oxidatívny stres, UV-žiarenie)
Pomocou špecifických receptorov (ligandy TNF-α, IL-1, CD-40L, LPS)

Regulácia iNOS sa uskutočnuje na BUNEČNEJ a MOLEKULÁRNEJ úrovni
Kľúčovým faktor pre syntézu NO je zvýšenie expresie génu pre iNOS a regulácia transkripcie
tohoto génu (väzobné miesta pre transkripčné faktory, ktoré sa nachádzajú na iNOS promótore)

→Miesta určené pre špecifické transkripčné faktory: jadrové faktory-kappaB (NF-κB), 
aktivačný proteín-1 (AP-1),  CCAAT/enhancer-binding protein C/EBP a cyklický-AMP-
responzívny element viažúci proteín (CREB)

Makrofágy (tkanivová forma monocytov) - veľmi dôležitú úlohu v zápalových procesoch (LPS, 
IFN-γ, TNF... ). Odpoveď na stimuláciu → produkcia prozápalových mediátorov (IL-1, IL-2,TNF-
α, NO...)





Regulácia iNOS sprostredkovaná NF-κB
štrukturálne a evolučne konzervovaná rodina proteínov pozostáva z piatich členov: NF-κB1 
(p105/p50), NF-κB2 (p100/p52), RelA (p65), RelB a c-Rel 

Transkripčné faktory NF-κB sa v nestimulovaných bunkách nachádzajú v inaktívnej forme
(diméry) a nevyznačujú sa žiadnym účinkom na transkripciu príslušných génov

Ich aktivácia je kontrolovavaná inhibičnou podjednotkou zo skupiny inhibítorov kappaB (IκB)

K aktivácii NF-κB dochádza pod vplyvom rôznych faktorov:
Nešpecificky
Špecificky pomocou ligandov TNF-α, IL-1, CD-40L a LPS → aktivujú transkripčné faktory NF-
κB prostredníctvom špecifických receptorov
aktivácia IκB kináz (IKK) (fosforylujú IκB zložku inaktívneho komlexu NFκB-IκB)
Uvoľnením inhibítoru sa NF-κB stávajú aktívnymi a sú translokované do jadra
Vazba na svoj responzívny element a spustenie expresie cieľových génov

NF-κB reguluje expresiu génov, ktoré hrajú veľmi dôležitú úlohu v nešpecifickej 
imunite: cytokíny (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-α, Ltα, Ltβ a GM-CSF), adhezívne 
molekuly (ICAM, VCAM), proteíny akútnej fázy (SAA) a inducibilné enzýmy (iNOS a 
COX-2). Väzbou NF-κB na DNA dochádza zároveň k spätnej indukcii transkripcie 
IκB. Inhibítor sa znova viaže na aktívne proteíny NF-κB. 

Aktivácia NF-κB je nevyhnutná pre LPS indukovanú expresiu iNOS, a 
používaním NF-κB inhibítorov dochádza k blokovaniu iNOS expresie a 
produkcie oxidu dusnatého v makrofágoch.











http://watcut.uwaterloo.ca/webnotes/Pharm

 

acology/noNosInhibitors_ws.png














	Snímek číslo 1
	Snímek číslo 2
	Snímek číslo 3
	Snímek číslo 4
	Snímek číslo 5
	Snímek číslo 6
	Snímek číslo 7
	Snímek číslo 8
	Snímek číslo 9
	Snímek číslo 10
	Snímek číslo 11
	Snímek číslo 12
	Snímek číslo 13
	Snímek číslo 14
	Snímek číslo 15
	Snímek číslo 16
	Snímek číslo 17
	Snímek číslo 18
	Snímek číslo 19
	Snímek číslo 20
	Snímek číslo 21
	Snímek číslo 22
	Snímek číslo 23
	Snímek číslo 24
	Snímek číslo 25
	Snímek číslo 26
	Snímek číslo 27
	Snímek číslo 28
	Snímek číslo 29
	Snímek číslo 30
	Snímek číslo 31
	Snímek číslo 32
	Snímek číslo 33
	Snímek číslo 34
	Snímek číslo 35

