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Oxid dusnaty ajeho role pri regulaci fyziologickych
procesu

Souhrn

Oxid dusnaty (NO) je anorganicka sloucenina, radikal, skladajici se z jednoho atomu dusiku a
jednoho atomu kysliku. Je fazen mezi deset nejnestabilngjSich molekul v piirodé€. Je velmi
reaktivni, reaguje s kyslikem za vzniku oxidu dusicitého, coz je rovnéz radikal. Za objevitele je
povazovan Joseph Priestley (1733 — 1804).

Oxid dusnaty je fazen mezi gasotransmitery, coz jsou plynné latky, které v organismu plni roli
intracelularnich pfenaSect. Vznik oxidu dusnatého je v organismu katalyzovan enzymem NO
— syntdzou (NOS) z L-argininu. NOS se v organismu savcil vyskytuje ve tfech zékladnich
izoforméch — nervové (nNOS), endotelialni (eNOS) a indukovatelné (iNOS).

V kardiovaskularnim systému se oxid dusnaty podili na udrzovani tonu cév a krevniho tlaku,
inhibuje adhesi i agregaci trombocytd, tlumi aktivaci leukocytli a ma antiprolifera¢ni ti¢inek.
Oxid dusnaty relaxuje stfevni hladkou svalovinu vcetné svéracu, prostfednictvim vazodilatace
zpusobuje erekci. SniZzena koncentrace NO je jednim z faktor hypertenze a erektilni dysfunkce.
Vyznamnou roli ma NO 1 v reprodukéni soustavé. Podili se na regulaci meiotického zrani
oocytll a motility spermii. Béhem t¢hotenstvi fyziologickd produkce NO tlumi stahy hladké
svaloviny déloZni stény.

NO se podili na funkci imunitniho systému, byly mu prokézany i protinadorové ucinky.
K prikazu oxidu dusnatého ve tkanich jsou vyuzivany pifimé metody jako je
chemiluminiscence, elektrochemicka detekce, elektronova spinovd rezonance a nepiimé
metody jako fluorescenéni detekce, Griessova metoda, oxidace hemoglobinu a metoda HPLC
(vysokotlaka kapalinova chromatografie).

Vyzkum oxidu dusnatého je cileny zejména na terapeutické vyuziti pfi 1é€bé chronickych
onemocnéni respiracniho a kardiovaskuldrniho systému. Dale k vyvoji 1ékt, které budou
zesilovat schopnost NO omezit vznik napfiklad mozkové mrtvice, viedd, vysokého krevniho

tlaku, Alzheimerovy choroby nebo mocové inkontinence.

Kli¢ova slova: Oxid dusnaty, gasotransmiter, syntaza oxidu dusnatého



Role of nitric oxide in the regulation of physiological
processes

Summary

Nitric oxide is an inorganic chemical compound, radical, consisted of one nitrogen atom and
oxygen atom. It is among the ten most unstable molecules in the nature. It is very reactive
compound reacting also with oxygen to produce nitrogen dioxide, which is also radical. Joseph
Priestley (1733 — 1804) is considered as a founder of NO.

Nitric oxide is classified as gasotransmitter (gaseous signaling molecules), which is gaseous
substance playing the key role in intracellular communication (intracellular carrier). The
formation of nitric oxide is catalyzed by the enzyme NO synthase (NOS) from L-arginine. NOS
occurs in the mammalian organism in three basic isoforms - nerve (nNOS), endothelial (eNOS)
and inducible (iNOS).

In the cardiovascular system, nitric oxide plays a role in maintaining blood vessel and blood
pressure, inhibiting platelet adhesion and aggregation, inhibiting leukocyte activation, and
having and antiproliferative effect.
Nitric oxide relaxes the intestinal smooth muscle, including sphincters, through vasodilation
causing erection. Decreased NO is one of the factors of hypertension and erectile dysfunction.
NO plays a significant role in the reproductive system as well. It participates in the regulation
of meiotic maturation of oocytes and sperm motility. Physiological production of NO dampens
the contractions of the smooth muscles of the uterine wall during the pregnancy.

NO participates in the function of the immune system and has been shown to have antitumor
effects. Direct methods such as chemiluminescence, electrochemical detection, electron spin
resonance and indirect methods such as fluorescence detection, Griess method, hemoglobin
oxidation, and HPLC (high pressure liquid chromatography) are used to detect nitric oxide in
tissues.

Nitric oxide research is primarily focused on therapeutic use in the treatment of chronic
respiratory and cardiovascular diseases. Furthermore, NO research also focuses on
development of drugs that increase the ability of NO to reduce the incidence of stroke, ulcers,

high blood pressure, Alzheimer's disease or urinary incontinence.

Keywords: nitric oxide, gasotransmitter, nitric oxide synthase
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2 Uvod

Oxid dusnaty (NO) byl do jisté doby zndm pouze jako nezadouci, toxicky a zdravi skodlivy
plyn. NO je ale uplatiiovan pii regulaci fady fyziologickych procesti. M4 roli neurotransmiteru,
ucastni se naptiklad nespecifické obrany organismu, podili se k udrzeni tonu cév a krevniho

tlaku, k regulaci erekce penisu, k relaxaci hladkého svalstva atd.

V roce 1992 byl oxid dusnaty oznacen Casopisem Science ,,Molekulou roku®. Po Sesti letech,
Vv roce 1998, dostali védci R. F. Furchgott, L. J. Ignarro a F. Murad Nobelovu cenu za fyziologii

a 1ékafstvi za praci ,,Oxid dusnaty jako signalni molekula v kardiovaskularnim systému*.

V této bakalai'ské praci jsem se zaméfila na vlastnosti NO, funkci v lidském téle a na moznosti
jeho detekce. Oxid dusnaty ma v lidském téle velmi dulezitou funkci a proto je mu vénovana

setrvald pozornost.

»Objev nitridu dusnatého Louisem Ignarrem a role, kterou hraje pri snizovani vyskytu

kardiovaskularniho onemocnéni, je stejné dilezity, jako byl objev penicilinu a inzulinu.*
David Heber, M.D. Ph.D.
feditel UCLA — Centra pro lidskou vyZivu



3 Cil prace

Cilem prace je shrnout soucasné informace o oxidu dusnatém formou literarni reSerSe. Dale

priblizit fyziologické procesy oxidu dusnatého v lidském téle, historii a moznosti detekce.



4 Literarni reSerse

4.1 Obecné vlastnosti oxidu dusnatého

Oxid dusnaty (NO) je dvouatomova molekula tvoiena 15 elektrony. Jeden elektron je neparovy
— radikal (oznacovan také -NO). V zavislosti na koncentraci, je v atmosférickych podminkach
oxid dusnaty drazdivym plynem, ktery pfispivé k znecistovani ovzdusi. Pii normalni teploté a
za piitomnosti molekul vody se jedna o bezbarvy, leptajici plyn. Cim je koncentrace NO vyssi,
tim rychleji probiha reakce s kyslikem (Blaire et al., 2005). S kyslikem reaguje NO podle

rovnice (1) za vzniku oxidu dusi¢itého NO2, coz je hnédy jedovaty plyn, rovnéz radikal.

V hydrofobnim prostfedi membran reaguje NO s kyslikem mnohem rychleji nez ve vodé (az
300x). Ve vodném roztoku (2) jsou hlavnim produktem oxidace NO dobie rozpustné dusitany
(nitrity; NO32-), které se v ptitomnosti hemoproteini (napf. oxyhemoglobinu) oxiduji az na

dusi¢nany (nitraty; NOs-) (Kupkova, 2004).

1. 2NO + O2— 2NO>
2. N20O3 + HO— 2NO; + 2H"*

Reakci oxidu dusicitého s oxidem dusnatym vznika oxid dusity (3), ktery vznika za teploty niZsi

nez -21°C. Pouziva se k vyrob¢ kyseliny dusité (HNO2).
3. NO+NO2-N203
Rychlost autooxidace zavisi na koncentraci NO a kysliku. Oxid dusnaty nereaguje v
anaerobnich podminkach. Patologicky vyznamna je reakce (4) NO se superoxidem
(O2-), pti niz vznika toxicky peroxodusitan (OONO-) (Kupkova, 2004).
4. NOz2+ 02— OONO
Toxicita peroxodusitanu prameni z oxidace SH skupin bilkovin, atomi Zeleza a siry

Vv biologickych molekulach a z peroxidace lipidi. Miize indukovat posSkozeni DNA a apoptozu

(regulovanou bunéénou smrt) (Kupkova, 2004).



4.2 Biosyntéza oxidu dusnatého

Ke vzniku NO v organismu je potieba tii izoenzymu — syntaz oxidu dusnatého (NOS), které
katalyzuji pfeménu L-argininu (obr.1) na L-citrulin a oxid dusnaty prostfednictvim dvou po

sob¢ jdoucich monooxygenasovych reakci (Blaire et al., 2005).

| S

eNOS
nNOS

iNOS
L - Arginin + Oz = L - Citrulin +
kofaktory

Obr.1. Regulace produkce oxidu dusnatého (Palmer, 1987)

NO-syntazy jsou homodimery obsahujici vazebna mista pro NADPH (nikotin-
amidadenindinukleotid fosfat), FMN (flavinmononukleotid), FAD (flavinadenindinukleotid) a
kalmodulin (CaM) (Hemmens a Mayer, 1998; Boggs et al., 2000). Kalmodulin aktivuje funkce
NOS a ovliviiuje prutok elektronti enzymem (Stuehr et al, 1999).
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4.3 Izoformy oxidu dusnatého

Enzym NO-syntaza se v buitkach vyskytuje ve tfech zakladnich izoformach — nervova NOS
(nNNOS), endotelova NOS (eNOS) a indukovatelna NOS (iNOS). V roce 1996 byla popsana i
ctvrtd izoforma — mitochondridlni NOS (mtNOS). Jednotlivé izoformy jsou produkty riznych
gend s rGznou lokalizaci, regulaci, katalytickymi G¢inky a riznou citlivosti k inhibitorim

(Murad, 1999; Furchgott, 1999; Ignarro, 1999).

Izoforma neuronalni (mozkova) Indukovatelna endothelialni
NOS nezavisla na zvys. Ca® Konstitutivni
Oznaceni | nNOS, ncNOS, bNOS, INOS, mNOS, macNOS, eNOS, ecNOS,
NOS-I NOS-II NOS-III
Distribuce | Rozpustna frakce Rozpustna frakce Vétsinou asociovana s
bunéénych nebo bunéénych nebo endothelialnimi
tkanovych homogenati | tkafiovych homogenati buné¢. membranami
Lokalizace | V neuronech CNS, ale i | Zfejmé kazda jaderna | Vyhradné ve
Vv periferii, svalech, ... buiika je schopna vaskularnim
exprese iNOS endotheliu

(upraveno podle Griffith, 1995)

Endotelialni NO - syntaza

Endotelidlni NO — synt4za (obr. €. 2) syntetizuje jen malé mnoZzstvi oxidu dusnatého po kratkou
dobu. Tato isoforma je u ¢lovéka kodovana genem umisténym na 7. chromozomu. Protein ma
velikost 133 kDa (Janssens et al., 1992). eNOS se exprimuje ve vaskularnich endotelialnich
bunkach a hraje dilezitou roli v angiogenezi a regulaci vaskularniho tonu. eNOS je také
exprimovana V celé fad¢ jinych typi bunék, jako jsou naptiklad priidusinky, epitelové bunky,

kardiomyocyty, a neutrofily (Su et al., 2005).
U samci savcl byla nalezena v Sertoliho, Leydigovych, endotelidlnich bunkéach a také ve

spermatidach (Ambrosino et al., 2003). eNOS byla zjisténa také ve folikulech vajecnikt savct
(Jablonka - Shariff a Olson, 1997).
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Membrinové receptorové Agonisty — acetyicholin, trombin,
systémy h sfingozin-1-fosfat apod.

it
Ul m—
Tyrozin: l' cytoplazma
kinazové S N
receptory
kaveolin

Jadro
HsP90 @B -prima exprese
gend pro eNOS
(aktivace SPI,

GATA!

Obr. 2 Endotelova syntaza a mechanismy jeji regulace
(SPI, GAT A=faktory nevyhnutelného pro bazalni transkripci v buikach endotelu, HsP 90=heat shock protein 90)
(zdroj: https://portal.jfmed.uniba.sk/download.php?fid=455)

Indukovatelna NO - syntaza

Indukovatelna izoforma NOS (iNOS) (obr. €. 3) produkuje stalé mnozstvi NO po dlouhou dobu
(Moncada et al., 1991; Nathan, 1992) a tato produkce neni zavisla na vapniku a kalmodulinu
(Murad, 2003), proto je aktivita iNOS oznacovana jako Ca®" independentni (Suschek et al.,
1993).

U cloveka je iNOS produkovana genem lokalizovaném na chromozomu 17. Protein ma
molekulovou hmotnost 133 kDa (Dixit a Parvizi, 2001). Aktivaci indukovatelné NOS (iNOS)
cytokiny nebo bakterialnimi produkty se hladina NO vyrazné zvysuje. iNOS je produkovana v
zévislosti na stimulu, jez ptredstavuji nejcastéji endotoxiny a proinflamacni cytokiny. iNOS
produkuje na rozdil od konstitutivnich izoforem vétsi mnozstvi oxidu dusnatého (Ignarro, 1999;

Hattori et al., 2000).
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Obr.3 Princip uvolnéni NO pomoci indukovatelné NO syntazy
(CaM=komplex kalcium/kalmodulin)
(zdroj: https://portal.jfmed.uniba.sk/download.php?fid=455)

Nervova NO - syntaza

Nervova NO-syntaza (obr. ¢. 4) byla poprvé nalezena v nervové tkani (Bredt et al., 1991). Je
ptitomna v nervovych buiikdch periferniho i centralniho nervového systému a v nékterych
epitelovych buiikdch. Gen pro nNOS je u ¢lovéka uloZzen na 12. chromozomu. Monomer
proteinu md hmotnost 131 kDa. Tato isoforma syntetizuje pouze malé mnoZzstvi oxidu
dusnatého. nNOS aktivuje komplex kalmodulin/Ca?*, ten vznika pomoci Ca?, ktery se vaze na

kalmodulin (Janssens et al., 1992).

Funkce nNOS zahrnuje regulaci synaptického ptenosu v centralnim nervovém systému,
centralni regulaci krevniho tlaku, relaxaci hladké svaloviny a vazodilataci prostfednictvim
perifernich nervii. Také je zapojena do neurondlni smrti pfi mozkové-cévnim infarktu (Viaro,
et. al., 2000). Predpoklada se, ze stimulace nervu piimo aktivuje uvolnéni NO z nitrergnich
nervi a ve skutecnosti se NO jevi jako dominantni neurotransmiter zodpovédny za nervem-

zprostiedkovanou, od endotelu nezavislou vazodilataci (Donald, 2005). Pozdé&ji byl jeji vyskyt
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prokéazan také v kosterni svaloving, beta bunikach Langerhansovych ostravkl slinivky bfisni,
hypofyze, dfeni nadledvin a ledvinovych nefronech, samcich pohlavnich organech a dalSich

tkanich (Dixit a Parvizi, 2001).

Membranové receptorové
systémy

glutamat

.......

NO
mozna vazba na
NMDA-R

Aktivni zoforma

estrogenoveé
receptory

neaktivni izoforma

Obr. 4 Nervova NO syntéza, mechanismy jeji regulace
(NMDA= N-methyl-D-asparagova kyselina, CaM=kalmodulin)
(zdroj: https://portal.jfmed.uniba.sk/download.php?fid=455)

Mitochondrialni NO - syntaza

Experimenty potvrdili existenci izoformy, ktera je v izkém kontaktu s mitochondridlni matrix,
je umisténa na vnitini strané mitochondrialni membrané a je zavisla na intracelularni hladiné
Ca?*. Existuje nazor, ze mtNOS je jednou z forem nervové NO syntazy, ktera vznikala jako jeji
posttranslacni modifikace v riznych buitkovych typech riiznych organti. Mitochondridlni NO

syntaza byla identifikovand v mitochondridlnich buikdch mozku, ledvin, jater a kosterniho

svalstva (Bates et al., 1996).
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4.4 Historie oxidu dusnatého

Za objevitele oxidu dusnatého je povazovany Joseph Priestley (1733 -1804), ktery v roce 1772

dokazal tuto molekulu identifikovat.

V roce 1980 Furchgott a Zawadzki oznacili tuto molekulu jako relaxac¢ni faktor uvoliiovany
endotelem.

Ferid Murad se zabyval prvnimi vyzkumy oxidu dusnatého. Murad a jeho kolegové napsali
prednasku, kterd prokazovala, Ze oxid dusnaty nejen aktivuje enzym, ktery produkuje cyklicky
guanosin-monofosfat (¢cGMP), ale muze také az 100krat zvysit koncentraci CGMP v lidskych
tkanich.

Ignarrovi se kolem roku 1986 opakované podatilo prokazat, ze t€lo je schopné vyrobit si svij
vlastni oxid dusnaty. Jeho hypotéza se ukazala jako pravdiva — endotelialni buniky cév mohou

produkovat oxid dusnaty za uc¢elem fizeni krevniho tlaku.

Kolem roku 1990 Ignarrovi pokusy naznacily, ze NO je také chemicky nositel informaci,

zodpovédny za erekci penisu. Tento objev brzy vedl k vyvoji a marketingu 1€ku Viagra.

Pielom v historii oxidu dusnatého nastal v 90. letech dvacatého stoleti. V roce 1992 byl
¢asopisem Science oznacen za "molekulu roku". Dne 10. prosince 1998 byla udélena 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),
(obr. ¢islo 5), Nobelova cena za fyziologii a 1ékafstvi za praci ,,Oxid dusnaty jako signalni

molekula v kardiovaskularnim systému(Ignarro, 1999).

Robert F. Furchgott Louis J. Ignarro Ferid Murad
Obr.5 Nositelé Nobelovy ceny za fyziologii a 1ékafstvi roku 1998 (http://sandwalk.blogspot.cz/2007/01/nobel-

laureates-furchgott-ignarro-and.html)
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4.5 Role oxidu dusnatého ve fyziologii

Dychaci soustava

Oxid dusnaty je molekula s vazodilatacnimi tc¢inky, ktera je v téle tvofena fadou bun¢k vcetné
cévniho endotelu. Na rozdil od cév velkého obéhu, kde stala syntéza oxidu dusnatého vyznamné
prispiva k nastaveni bazéalniho tonu, klidova tvorba oxidu dusnatého je ve zdravé plicni

cirkulaci minimalni (Himashree, 2003).

Je znamo, Ze oxid dusnaty produkovéan zejména konstitutivnimi izoformami ma svou roli 1 pfi
vyvinu plic. Zvysena aktivita téchto izoforem byla pomoci detekovana v bronchialnim epitelu
plodu. Predpoklada se, ze vzestup exprese predevsim eNOS muze prispivat k angiogenezi a tim
k ristu plic. Nekteti autofi také podporuji nazor, ze zvySeni aktivity obou konstitutivnich
izoforem bezprostfedné po porodu muze zlepsit funkci respiraéniho systému (Ricciardolo,
2004). Endogenni NO stimuluje aktivitu submukoéznich zlaz dychaciho systému s naslednym
zvysSenim tvorby hlenu. Tato zjiSténi byla potvrzena aplikaci donortit NO, po kterych se sekrece
hlenu vyrazné¢ zvysila a také pouZzitim inhibitord NO syntaz, které sekreci hlenu potlacili. Tim
se potvrdil nazor, Ze sekrece hlenu v dychacich cestach je zprostfedkovdna mechanismem
zahrnujicim intracelularni produkci NO. Tvorba a vlastnosti hlenu vyrazné ovliviuji

mukociliarni transport, na kontrole kterého se v dychacich cestach ucastni i NO (Kral, 1998).

V patogenezi onemocnéni respiracniho systému (vcetné alergickych) je dlileZité plisobeni oxidu
dusnatého na rovni imunitniho systému, konkrétné signalnich procesi mezi T-lymfocyty a
makrofagy spolu s modulaci produkce a funkce jimi produkovanych cytokind, chemokini a
rustovych faktort (Ricciardolo, 2004). Konecny efekt jeho plisobeni (protektivni nebo toxicky)
1 v tomto piipadé€ zavisi na typu aktivované izoformy NOS, jeho koncentraci, misté produkce,
ptipadné reakci s dal$imi substraty Pfi vdechnuti extrémné vysoké davky (5000 — 20000 ppm)
muze mit oxid dusnaty ptimy toxicky vliv na plice. Jeho schopnost vytvaret volné radikaly se
nasledné projevi v poSkozeni proteint surfaktantu a sniZzeni povrchového napéti v alveolach.
Jednim z vedlejsich toxickych produkti NO je oxid dusi¢ity (NO2) (Kral, 1998). Vyssi
koncentrace NO: nebo jeho dimeru zpusobuji poskozeni epitelidlnich bunék dychacich cest
(Kupkova a Benes, 2004).
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Vylucovaci soustava

Lékati potvrdili, ze nedostatecna produkce NO je nepochybné jednim z faktorti inkontinence.
Inkontinence, nebo-li nekontrolovatelné a mimovolni unikani mo¢i. Za normalnich okolnosti
NO skvéle uvoliiuje hladky sval mocového méchyie a umoznuje jeho normalni rozsifeni a
naplnéni moci. Pii nedostatecné hladiné NO se mocovy méchyt nemize dostatecné uvolnit a
mo¢ unika (Ignarro, 1999). Protektivni uUc¢inek v ledvindch se projevuje v ovlivnéni
glomeruldrni perfize a sekrece reninu. Na regulaci homeostazy tekutin a elektrolyti v ledvinach
se NO podili ovlivnénim vazokonstrikce renalnich cév. NO, ale i dal$i produkty metabolismu
L-argininu maji  dilezitou roli pfi zajiStovani fyziologick¢ funkce ledvin.
V imunohistochemickych studiich bylo prokazano, ze v urogenitalnim systému se nachazeji

vSechny tfi izoformy NO-syntaz (Kone, 1999).
Zdrojem eNOS jsou hlavné glomerularni endotelové bunky, buiiky proximalniho tubulu a
sbérnych kanalkti. nNOS se nachazi v hlavnich buiikach sbérnych kanalkti a panevnich nervech.

Funkéni studie potvrdily pfitomnost iNOS napf. v proximalnim tubulu ackoli pfesna lokalizace

INOS v podminkach in vivo je stale neznama (Sharma, 2004).

Pohlavni soustava

Samiéi pohlavni soustava

Ve vajecnicich reguluje NO zrani folikult a ovulaci. Hladina NO koreluje s hladinou estrogen.
Uvazuje se, ze oxid dusnaty ma dtlezitou funkéni roli pii podpoie oplodnéni ve vejcovodech.
Bazalni uvoliovani NO stimuluje pohyb spermii. Reguluje kontrakce vejcovodu a miize do
urcité miry ovlivnit i kinetiku fasinek vejcovodu. Oxid dusnaty mize také zvySovat vylu¢ovani

vaginalniho sekretu (Jaing, 1996).
Vyznamnou roli NO je nastup kontrakci délohy. Béhem téhotenstvi fyziologicka produkce NO

tlumi stahy hladké svaloviny délozni stény. Koncentrace se snizuje aZ okolo porodu, coz vede

k vyvolani déloznich kontrakci (Buhimschi et al., 1996).
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Vsechny izoformy NO syntdz byly také detekovany v zlazach epitelu délohy, endometridlnich
stromdlnich bunkach a bunikdch myometria. U prasat byly zjistény tfi izoformy ve vajecniku
behem vyvoje folikul. eNOS byla zjisténa v endotelidlnich, kumularnich buiikach, oocytech a
granuloznich buiikkach béhem utvareni folikulu s jednou vrstvou kumularnich bunék (Kim,
2005). U skotu byla iNOS nalezena rozptylené v cytoplazmé nezralych oocytl, naproti tomu u
zralych oocytl se vyskytovala vice ve shlucich (Tesfaye, 2006). Studiemi bylo dokazano, ze je
NO nezbytny pro meiotické zrani oocytt savcu (Jablonka Shariff, 2000).

Déloha je organem, ktery prekonava diilezité strukturalni zmény béhem menstruacniho cyklu i
béhem tehotenstvi. Vzhledem k tomu, ze NO reguluje kontraktilitu hladkého svalstva a tedy i
spontanni kontrakce a dilataci délohy béhem téhotenstvi, otazka ulohy NO v této oblasti si

postupné ziskava pozornost odbornikti v dané oblasti (Rosselli et al., 1998).

Samc¢i pohlavni soustava

Utinkem oxidu dusnatého v muzském pohlavnim systému je regulace erekce. Oxid dusnaty tak
muzeme povazovat za fyziologicky medidtor erekce, kterd je regulovdna pievazné
prostfednictvim cGMP. Také varlata obsahuji L-arginin a NO. Konstitutivni NO syntazy byly
detekovany v Leidigovych bunikach, Sertoliho bunikédch a endotelovych buiikach varlat (Zini,
1996). Tato zjisténi ukazuji na zapojeni cGMP signalni drahy do regulacni funkce varlat a
hlavné do spermatogeneze ve vSech jejich fazich. Kromé& spermatogeneze moduluje ve
varlatech pritok krve, bunéénou permeabilitu a kontraktilitu myofibroblasti. Oxid dusnaty
ovliviiuje 1 pohyb spermii. Nizka koncentrace NO zrychluje jejich pohyb, stfedni nebo vysoka
koncentrace oxidu dusnatého jejich pohyblivost snizuje, pfipadné zcela inhibuje (Rosselli et al.,
1995). Oxid dusnaty a superoxidovy anion také podporuji kapacitaci spermii a akrosomovou
reakci (Saleh a kol. 2002).
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Kardiovaskularni systém

Jednim ze zéakladnich fyziologickych vlastnosti oxidu dusnatého je vasodilata¢ni efekt. Oxid
dusnaty je v kardiovaskularnim systému tvoieny pifevazné endotelovou izoformou NOS.
Bazélni uvoliiovani oxidu dusnatého z L-argininu ma velky vyznam v regulaci krevniho
pratoku a krevniho tlaku. Oxid dusnaty je kontinudlné¢ uvolnovany v arterialni ¢asti
vaskularniho systému ¢lovéka a reguluje tonus v mikrocirkulaci. Stimuly pro vyrobu a uvolnéni
oxidu dusnatého jsou proudéni krve a tlak v cévach (Strijdom, 2009). Uloha oxidu dusnatého
V udrzeni cévni homeostazy je dobte definovand. Vychazi z plivodni teorie, ktera hovofi o tom,
ze po vytvoieni NO v endotelu cév se tento mediator jednoduchou difuzi nebo pomoci zatim
neznamého transportniho systému $ifi do bunék hladkého svalu cévy. Tam se navaze na ganylyl
cyklazu, zvysi hladinu cGMP v buiikich hladkého svalu, snizi intracelularni koncentraci Ca®* a
vysledkem je relaxace cévy. Kromé toho md NO 1 tcinek antitromboticky a protizanétlivy,
pficemz kombinace téchto ucinkll brani poskozeni endotelu. Zvysend produkce reaktivnich

forem dusiku, zejména peroxidusitanu, ma vliv na rozvoj arteriosklerozy (Ignarro, 2005).

Odbornici se shoduji, Ze oxid dusnaty je velmi silny a i€inny marker a proto ma tato molekula
velkou budoucnost v prevenci i v terapii riznych onemocnéni napf. ischemicka nemoc srdeéni.
U ischemie myokardu je patofyziologickym principem nedostate¢né zasobeni srdecniho svalu
kyslikem, coz je spojeno s nedostatecnym odstraiovanim metabolitd, v dusledku snizené

perfuze (Vacha, 2002).

K dalSim klicovym rolim NO patii jeho plisobeni na zpomalovani tvorby aterosklerotickych
plath v cévach. Ignarro (1999) tvrdi, ze platy se tvori usazovanim cholesterolu v koronarnich
tepnach a mohou zuzit nebo dokonce zablokovat tepny a tim omezit zdsobovani srdce krvi.
Vysoky krevni tlak znamend, Ze jsou cévy zuzené nebo zablokované. Jestlize krev nemiize
voln¢ proudit, diive nebo pozd¢ji dojde ke znacnému poskozeni endotelidlnich bun¢k. Jakmile
je produkce NO jednou omezena, riziko srdecniho infarktu nebo mozkové mrtvice se vyrazné
zvysi. Tim, ze NO udrzuje pravidelné Cerpani krve do cévniho systému, zajistuje dokonalou

prachodnost cév a tepen.
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Ateroskleroza

Ateroskleroza je kardiovaskuldrni onemocnéni — kornaténi tepen. Jde o postupny, dynamicky
zanétlivy proces. Béhem n¢j se zmensuje prameér tepen, coz brani normalnimu pratoku krve.
Ateroskleroza je také rizikovym faktorem onemocnéni perifernich tepen. Na sténach tepen se
hromadi tukové usazeniny — platy. Aterosklerotické platy se tvoii nékolik let. NO je schopen
do tohoto procesu vc€as zasahnout a zabranit ztluStovani tepennych stén a ukladdani tukd.
Chronicky zanétlivy proces, ktery postihne tepny, mize pfispét k rozvoji aterosklerozy.

V tomto pifipadé je dostate¢nd hladina NO velmi dilezita jako prevence (Ignarro, 2005).

Travici soustava

Oxid dusnaty ptisobi v travici soustavé jako neurotransmiter. Ve fyziologickych podminkach
je odpovédny za dilataci zaludku, regulaci peristaltiky a stimulaci sekrece hlenu ve stfevech.
Do ur€ité miry ovliviiuje tvorbu inzulinu, ale pfi nadmérné produkcei NO se tyto u¢inky mohou

zménit na poskozeni sliznice a slinivky bfisni (Dijkstra, 2004).

NO je zapojen do regulace priitbéhu onemocnéni diabetes mellitus. Diabetes mellitus je
metabolické onemocnéni, jehoZ dlouhodobé trvani vede k postiZeni jednotlivych tkani a organt,

k ¢emuz dochazi v disledku metabolickych zmén pii nedostatku inzulinu (Broulikova, 2011).

Byla zjiSténa tvorba zna¢ného mnoZstvi NO v travicim traktu a jeho nasledna difuze do
krevniho ob&hu. Oxid dusnaty vznika i v ischemické tkani bez ptistupu kysliku (NOS kyslik
potiebuje, nemtize byt tedy zdrojem NO). V obou ptipadech vznikd NO z nitratd, resp. nitritd.
Zdrojem nitrat v travicim traktu je pfedevsim zelenina. Bakterie ustni dutiny je redukuji na
nitrity (pomoci nitratreduktasy). V ischemické tkani jsou nitrity a nitraty produktem oxidace

NO. Mohou se vsak znovu stat zdrojem NO (Murad, 2009).

Kyselina listova

Kyselina listova je vitamin B a je to nesmirn¢ duleZita slozka exogennich antioxidanti.
Kyselina listova je diilezita pro silné antioxidacni vlastnosti, ale také je kofaktor, ktery musi byt

pfitomen, aby urcité enzymy byly schopné vykonévat Zivotné dulezité funkce véetné téch, které
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snizuji aktivitu volnych radikalti. Narusi-li se oxidacni stres, stabilizuje se NO v téle (Ignarro,
2005).

Kyselina L-askorbova

Kyselina L-askorbova, vitamin C, je soucasti citrusovych plodu, $ipki, Spenatu, rybizu, jahod
¢1 brokolice nebo papriky. Je povazovan za nejdiilezit¢jsi antioxidant, rozpustny ve vode a v
extracelularni tekutin€. Je schopen neutralizovat ROS (reaktivni formy kysliku) ve vodné fazi
jesté pred peroxidaci lipidi. Nadmérné uzivani (vice nez 2g / den) mize zvysit riziko vzniku

ledvinovych oxalatovych kamend (Mason, 2006).

PREHLED POTRAVINOVYCH DOPLNKU NA PODPORU TVORBY NO
L-arginin 4000 - 6000 mg denné
L-citrulin 200 - 1000 mg denn¢

Vitamin C 500 mg denné

Vitamin E (alfa-tokoferol) 400 m.j. denné

Kyselina listova (Vitamin B9) 400 - 800 mcg denné

Kyselina alfa-lipoidova 10 mg denné

(podle Ignarro, 2005)
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4.6 L-arginin

L-arginin je zakladnim substratem pro vznik oxidu dusnatého. Je to semiesencidlni
aminokyselina, které pfirozenym zdrojem jsou napfiklad mlé¢né vyrobky, hovézi maso,

pSeni¢né klicky, sdja nebo ofechy.

Normalni plazmatické koncentrace L-argininu jsou 80-120 uM a intracelularni koncentrace je
do 1 mM. Pii absenci pfijmu z potravy by tak méla intracelularni zasoba L-argininu stacit na

zachovani homeostazy NO (Weitzberg, 2005).

V roce 1988 britsky védec Salvador Moncada identifikoval latku, ktera se méni v endotelu na
NO — aminokyselinu L-arginin. Nasledné provedli védci, spolu s kardiologem Johnem P.
Cookem, klinické testy na lidech s pozitivnimi vysledky, které potvrdily pfiznivy tc¢inek L-

argininu na srdce a cévy.

L-arginin a L-citrullin hraji zésadni roli v produkci oxidu dusnatého v téle (obr. 5). Oxid
dusnaty je nepostradatelny pro zdravy kardiovaskularni systém a L-arginin, na jehoZ tvorb¢ se
podili L-citrullin, je dileZitou slozkou pfi stimulaci produkce oxidu dusnatého v téle. L-citrullin
je aminokyselina, kterou vyuzivaji endotelialni bunky a pfeménuji ji na L-arginin (Ignarro,
1999).

V roce 1999 byl na klinice Mayo provadén Sestimési¢ni vyzkum, ktery mél zjistit, zda
potravinové dopliky s L-argininem mohou odstranit endotelidlni dysfunkci u lidi
s onemocnénim koronarnich tepen. Vyzkum byl provadén u pacientii, kterym byl podavan
oralné potravinovy dopln€k s L-argininem, nebo placebo. Na konci vyzkumu se u pacienti
uzivajicich doplnék zlepsila jak endotelidlni funkce a krevni pratok, tak i onemocnéni

koronarnich tepen (Ignarro, 2005).

V soucasnosti se L-arginin hlavné v zahrani¢i vyuziva jako doplikova terapie u pacientl
s méstnavym srde¢nim selhavanim, s ischemickou chorobou srdecni, s erektilni dysfunkci,
neplodnosti, sexudlnimi problémy, po transplantaci ledviny, po chirurgickych zékrocich, se
zanétem mocového méchyte, s HIV/AIDS, pfedcasné narozenych déti, s neurodegenerativnimi
chorobami, s nadorovymi onemocnénimi prsu, hlavy a krku, s chronickymi ranami (Wu, 1998).

L-arginin je vyuzivan i u zdravych jedinct na zlepSeni sportovniho vykonu (podpora tvorby
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svalové hmoty), na zlepSeni sexualniho vykonu u muzi a zvyseni sexuélni vzrusivosti u Zen,

jako pomoc s hubnutim (Ignarro, 2005).

NH, NH,

| NO - syntaza I

C=NH, ———— (=0 +NO
I |

N-H N-H
H —C'— H H —CI— H
H —(li— H H —CI— H
H —(IZ- H H —(IZ— H
H -CI—NHZ H —CI—NH2
O=CI—OH 0=CI—0H
Arginin Citrulin

Obr. 5 Tvorba NO z L-argininu NO - sytazou (http://fblt.cz/skripta/ii-premena-latek-a-energie-v-bunce/12-
metabolismus-aminokyselin/
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4.7 Odbourani NO

Je fada zpusobd, jak NO zanika (obr. 6). Pii nékterych vznikaji netoxické produkty (NO2),
jindy siln¢ oxidujici a nitrosylujici latky (ONOO", N203). Pro zanik NO je rozhodujici vazba na
hemoglobin a myoglobin, mén¢ na jiné hem obsahujici proteiny. Dale vyznamnou roli hraje
reakce NO se superoxidem na ONOO™ . Mezi hlavni producenty superoxidu patii NADPH
oxiddza (NOX), xantinoxiddza (XO) a proces NOS uncoupling. Hlavnim likvidatorem

superoxidu je enzym superoxiddismutaza (SOD) (Racek, 2012).

ONOO-

+C Gzl _
+NO +2GSH

ONOOCOy —* —p GSSG

askorhat
urat On-

NOs + COa

Obr.6 Pfemény NO v organismu (ONOOCO; = nitrosoperoxokarbonat, GSSG = gama-glutamylcysteinylglycin,
N2Oz = oxid dusity, NO = oxid dusnaty, NO, = oxid dusi¢ity) (http://www.roche-
diagnostics.cz/content/dam/diagnostics _czechrepublic/cs_CZ/documents/Labor_Aktuell/L A2012/L A0312/Oxidd
usnaty profRacek.pdf)
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4.8 Detekce NO

Presnd detekce a kvantifikace oxidu dusnatého je rozhodujici pro pochopeni nékterych
souvislosti a regulacnich posloupnosti ve fyziologickych a patologickych procesech, na kterych

se NO podili (Bryan, 2007).

Diagnostické metody shrnuli v review Kupkova a Benes (2004). Oxid dusnaty je in vivo tvofen
v malém mnozstvi a rychle reaguje s kyslikem, thioly, hemoglobinem a jinymi latkami. Proto

je jeho existence velice kratka (3 — 5 s). Stanovit ho 1ze ptimo nebo neptimo z jeho produkta.

Pfima stanoveni

Chemiluminiscence

Luminiscenc¢ni analyza je zaloZena na métfeni luminiscenc¢niho zafeni, které zkoumany vzorek
emituje. Luminiscenci rozumime vlastni zafeni latky ve viditelné oblasti spektra nebo blizko
ni, které zpravidla vznika po nebo pii ozafeni této latky. Luminiscencni zafeni neni tepelnym
zafenim, ma jinou vlnovou délku neZ zatfeni primarni a trva 1 po preruseni primarniho zafeni.
Zdrojem excitace u chemiluminiscence je energie chemické reakce. NO reaguje s ozonem za
tvorby oxidu dusic¢itého v excitovaném stavu. Pfi navratu excitovanych molekul na zékladni

hladinu je pfebytecnd energie emitovana ve formé svétla.

Intenzita chemiluminiscence je pfimo Umérna koncentraci NO. VInova délka emitované¢ho
svétla lezi v Cervené a infraervené oblasti spektra (640 — 3000 nm). Piestoze jsou detektory
emitovan¢ho svétla citlivé jen v oblasti vinovych délek pod 900 nm, patii metoda
chemiluminiscence k nejcitlivéjsim metodam pro stanoveni NO, detekéni limit je 1 —2 pM. Pro
vysokou rychlost reakce NO s O3 a citlivost detekce emitovaného svétla je mozné méfit hladinu
NO v redlném case, a to v plynné i v kapalné fazi. L.ze stanovovat i oxida¢ni produkty NO, ale
az po prevedeni dusi¢nanti na dusitany (napf. bakteridlnimi reduktasami nebo kadmiem) a jejich

redukci zpét na NO (v kyselém prostiedi vznika z dusitanu nitrosoniovy ion, ktery je mozné
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redukovat napt. jodidem nebo dvojmocnym vanadem na NO). Tato metoda je pouzitelna napft.

k méfeni NO ve vydechovaném vzduchu béhem konstantniho vydechového proudu.

Elektrochemicka (ampérometrickd) detekce

Referencni elektroda je nejCastéji Ag/AgCl ponofend do NO. Na pracovni elektrodé je
odevzdavan elektron za vzniku NO™. V piitomnosti OH™ vznikd HNO; a dusitany mohou byt
dale oxidovany na dusi¢nany. Mnozstvi oxidovaného NO je umérné proudu protékajicimu mezi

elektrodami.

Pivodné pouzivana Clarkova platinova elektroda je dnes nahrazovana uhlikovou elektrodou
modifikovanou porfyrinem, ktera je potazena vrstvou Nafionu. Nafion je kationovy iontoménic¢
odpuzujici negativné nabité ionty, napt. NO2 ). Vyuzivana je i elektroda z polykrystalické
platiny. Nejnovéjsi ptistroje jsou zaloZzeny na mikro¢ipovém senzoru. Kalibrace NO senzoru je
zaloZena na vzniku oxidu dusnatého z dusitanu nebo na rozkladu donoru NO, ¢&i na uziti
standardniho NO roztoku piipravené¢ho z plynného NO. Elektroda citlivd na NO byla napf.

pouzita k pfimému méteni NO in vivo v Zalude¢ni mukdzni vrstvé béhem ischemické reperfuze.

Elektronova spinova (paramagneticka) rezonance ESR (EPR)

Tato metoda je schopna identifikovat komplexy volnych radikali (neparovych elektronit) jako
je naptiklad NO nebo superoxid. Po vloZeni latky s radikdlem do vnéj$iho magnetického pole
dochazi k orientaci magnetického momentu elektronu do dvou povolenych orientaci, které se
1181 energii. Dodanim zafeni o vhodné energii 1ze zmétit hodnotu rozdilu mezi obéma spinovymi
stavy elektronu. Zaznamem méfeni je spektrum ESR. NO obsahuje v molekule 11 valen¢nich
elektronti, ale ESR spektrum vznikd u volné molekuly NO, jen pokud je v excitovaném stavu.
Pro detekci NO se uziva metoda zachytu spinu, kdy reakci radikalu s diamagnetickou latkou
nachylnou k tvorbé komplexu vznika radikal, ktery ma delsi biologicky polocas, a tim 1 lepsi
detekovatelnost. NO tvoii komplex nejéastéji s prechodnymi kovy (Fez), thioly nebo s

reaktivnimi kyslikovymi centry. Pro zachyceni NO se nejéastéji pouziva Fe2" nebo hemoglobin.

EPR se vyuziva naptiklad na detekci NO v plynné fazi (napiiklad pfi méfeni NO v znecisténém

ovzdusi), vkapalné fazi je uz detekce problematickd. Pii rovnovdzném stavu (pfi

26



fyziologickych podminkach) je totiz mnozstvi NO v biologickych systémech pod métitelnou
hranici EPR (Bryan, 2007).

Neprima stanoveni

Griessova metoda

Griessova metoda ma hlavni princip v spektrofotometrickém stanoveni dusitani pomoci
nitratreduktazy a Griessova c¢inidla. Hlavni reakci je diazotace sulfanilamidu a kopulace s N-
(1-naftyl)ethylendiaminem, kdy se dusi¢nany zredukuji na dusitany. V biologickych vzorcich
musi byt dusi¢nany (vzniklé reakci NO s hemoglobinem) zpét zredukovany na dusitany, které
podléhaji reakci, kterou je zajiSténo stanoveni celkové hladiny oxidacnich produktid NO.

Detekce probiha pii 540 nm.

Pfi analyze séra musi byt pied stanovenim provedena deproteinizace (napt. ultrafiltraci). K
redukci nitratd se nejcastéji pouziva NADPH-dependentni nitratreduktasa. Vyssi koncentrace
NADP* inhibuje Griessovu reakci. Proto se do reakéni smési piidava glukosa-6-
fosfatdehydrogenasa a glukosa-6-fosfat, které NADP* regeneruji na redukovanou formu

koenzymu.
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Obr. 7 NO pii Griessové reakci (http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2004_03 01.pdf

Oxidace hemoglobinu

Reakci oxyhemoglobinu (Fe?*) s NO vznika methemoglobin (Fe**) a dusi¢nan.

HbO, + NO — metHb + NO3”

Vyhodou reakce je jeji vysokd rychlost (az 26x rychlejsi reakce nez u autooxidace NO),
nenaro¢nost provedeni, moznost méfeni in vivo i in vitro a vysoka citlivost a specificnost pro

NO (Feelish et al., 1996).
NO je detegovan diky charakteristické zmén¢ absorpcniho maxima hemoglobinu z 415 nm na
406 nm. MEéfit lze 1 konverzi oxhemoglobinu na redukovany methemoglobin jako rozdil

absorbance pfi 401 nm a 411 nm (Kupkova, Benes, 2004).

Pii méfeni chalkond (prekurzory flavonoiddi, u nichZ jeSt€¢ nedoSlo k uplné cyklizaci na

flavonoidni skelet) jako inhibitori NO byla sledovana tvorba methemoglobinu pomoci poklesu
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absorbance oxyhemoglobinu pii 576 nm. Detekéni limit metody pro méteni NO in vivo je 1-10
nm (Feelish et al., 1996).

Fluorescenéni detekce

Pro fluorescen¢ni detekci NO se uzivaji rizné aromatické diaminy, napf. naftalen-2,3-diamin
(DAN) nebo 4,5-diaminofluorescein (DAF-2), které v pfitomnosti kysliku s NO za vzniku
triazolti. Metoda neni selektivni pro NO, nebot reaguji i dusitany. Schopnost DAF-2 detegovat
NO je vyssi v pritomnosti dvojmocnych kationd. Vapnik zvysuje signal NO uvolnéného z NO

donoru 200x. Soucasn¢ bylo pozorovano zvyseni fluorescence s rostouci dobou osvitu.
Protoze DAN je malo rozpustny ve vod¢, neni ptili§ vhodny pro méteni biologickych vzorki.

Me¢éfeni se provadi na fluorescencnim spektrometru nebo metodou HPLC s fluorescencni

detekci. Detekéni limit je 0,6 nm.

Chemiluminiscen¢ni reakce NO s luminolem

Luminol je Siroce uzivané chemiluminiscenéni ¢inidlo pro detekci reaktivnich forem kysliku a
dusiku v biologickém systému. Oxid dusnaty reaguje s peroxidem vodiku za vzniku

peroxodusitanu, ktery oxiduje luminol a vyvol4 emisi chemiluminiscen¢niho zafeni.

Pouziva se metoda pro méteni NO in vivo, kde je vzorek odebiran mikrodialyzou a detekce NO
probihd chemiluminiscenéné pomoci luminolu. Specidlni mikrodialyza¢ni sonda je vysoce
selektivni pro NO. Systém byl uzit pro méfeni NO v krvi a tkanich a je dostate¢né citlivy na

zmény koncentrace NO, zptsobené teplotou nebo efekty donorti NO.

Je uzivana i metoda zaloZend na spojeni chemiluminiscen¢ni detekce NO (peroxodusitanu)
luminolem a prutokové injek¢ni analyzy (FIA). NO vznika reakci jodidu s dusitanem, prochazi
selektivni membranou a reaguje s peroxidasou za vzniku stabilnéj$iho komplexu. Ten po
denaturaci uvoliiuje NO, ktery je detegovan technikou FIA na zékladé chemiluminiscence

vznikajici pfi reakci s luminolem.
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Peroxodusitan muaze byt k chemiluminiscencnimu detektoru pfivadén dialyzacni, vysoce

selektivni membréanou z acetatu celulosy. Metoda ma vysokou citlivost.

Luminol pfed
plidénim H,0,

“hemilumini
po piidani H,0,

Obr. 8 Chemiluminiscenéni reakce luminolu a H,O0;

https://www.slideshare.net/kapildev0034/chemiluminescence-46544772

Pfeména argininu na citrulin

Schopnost tkani nebo bun&k vyuzivat generovany NO miiZe byt sledovana na zaklad€ tvorby
citrulinu z argininu v pfitomnosti NOS kofaktora FAD, FMN, NADPH, tetrahydrobiopterinu,
vapniku a kalmodulinu (v pfipadé NOS neuronové nebo endotelové). Reakci iniciuje
radionuklidem oznaceny arginin, terminacni u¢inek ma EDTA pfti pH 5,5, kterd vaZe véapnik,
coz vede k inaktivaci enzymil. Vzorek prochéazi katexem. Za téchto podminek se arginin vaze

na iontomenici, zatimco citrulin je eluovan a méfen scintilaénim pocitacem.
Pfeména argininu na citrulin NO-syntasou a tvorba NO in situ mtize byt monitorovana metodou

FIA s chemiluminiscen¢ni detekci. Imobilizovana NOS produkuje NO v mnozstvi umérném

koncentraci L-argininu. Kalibra¢ni kiivka se sestroji s argininem, mez detekce je 0,5 mM.

Analvza dusitant a dusi¢nanu metodou HPLC

Pro souCasné mefeni dusitanti i dusicnani v plazmé byla vypracovana metoda HPLC
(vysokotlakd  kapalinovd  chromatografie)  sdetekci  spektrofotometrickou  nebo

elektrochemickou. Chromatografie je separa¢ni a zaroven analyticka metoda, ktera dava
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kvalitativni 1 kvantitativni informace o vzorku. Jsou 2 typy HPLC metod. Jedna normalni
HPLC, ktera je charakteristickd tim, Ze stacionarni faze je pomalejs$i nez faze mobilni. Druha
reverzni HPLC, u kter¢ je pomalejsi naopak faze mobilni. Jsou vyuzivany 2 detektory. Prvnim
je DAD detektor, detegujici dusitany a dusi¢nany pifi 212 nm a druhym je citlivési

elektrochemicky detektor s elektrodou ze skelného uhliku, monitorujici dusitanové ionty.

Dusitany Ize métit také pomoci HPLC s fluorescencni detekei po jejich derivatizaci naftalen-

2,3-diaminem za tvorby 3,4-dihydro-1,2,4-triazaanthracenu.

Dalsi metoda HPLC je zalozena na nitrosaci dusitanu a N-acetyl-L-cysteinu na N-acetyl-S-

nitroso-L-cystein.

Pro stanoveni dusitanti a dusi¢nanii byla vypracovana také metoda iontové chromatografie s

detekci konduktometrickou, spektrofotometrickou (214 nm) a elektrochemickou.

Ostatni metody

Pro detekci plynného NO se pouziva hmotnostni spektrometrie, pro detekci dusitant plynova
chromatografie, ptipadné¢ kombinace plynové a hmotnostni spektrometriec (GC-MS). Pro
analyzu a detekci vazeb NO se uziva infracervena spektrometrie. Dusitany a dusi¢nany se daji

stanovit také kapilarni elektroforézou, ptipadné polarograficky (Kupkova, Benes, 2004).
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S5 Zavér

Oxid dusnaty je signalni molekula, kterd je dialezita ve fyziologickych procesech lidského
organismu. NO ma funkci neurotransmiteru, G¢astni se obrany organismu pii ateroskleroze,
vysokém krevnim tlaku, diabetu, septickém Soku, reguluje pritok krve v téle, ma protinadorové
ucinky a ucastni se témer ve vSech organovych systémech.

Ovsem oxid dusnaty musi byt vzdy ve spravné koncentraci a davce, jelikoz vysoka koncentrace
muze pusobit toxicky. Tyto procesy jsou velmi slozité regulovany. Existuje spousta faktort,
jejichz uloha neni dostate¢né objasnéna.

Vyzkum oxidu dusnatého je dilezité dale vyuzivat v 1é€bé, naptiklad chronickych onemocnéni
respiraéniho systému a kardiovaskularniho systému. Dale k vyvoji 1ékd, které budou zesilovat
schopnost NO omezit nebezpeci napiiklad vzniku mozkové mrtvice, Alzheimerovy choroby,
viedl, mocové inkontinence. To vSe naznacuje budoucnost ve vyzkumu této velmi zajimavé

molekuly.
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