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Proc je NO zajimave?

* Mald anorg. molekula, velky biol. vyznam
o Ucast na funkci viech hl. organovych systém
e 2 tvare: signalizace x toxicita

e Béhem par let od zakladniho
objevu k fundamentalnim
pokrokdm klinické praxe

e >30 védeckych ¢lankd denné
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Z historie: 1620

Prvni priprava NO:

Jan Baptista van Helmont
(VIdm, 1577-1644)
Cu + HNO;3 -> Cu** + NO +
H,O

(t.j. drive nez treba kyslik - 1774)

1772

Chemicka charakterizace:

Joseph Priestley

(objevitel kysliku)
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1800

Toxicita:

Sir Humphry Davy

(malem umfrel, kdyz se toho
nadychal)

1867

Amylnitrit (C;H,,ONO) sniZuje krevni tlak pfi
hypertenzi

(dnes vime, Ze to déla tim, Ze uvolriuje NO)
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1977

NO aktivuje guanylat cykldzu a tak zvysuje
intracelularni koncentraci cGMP:

Ferid Murad
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1980
Endotelidlni relaxacni faktor (EDRF):
Robert Furchgott

pe

~

il
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1987
Eukaryotické bunky umi tvorit NO:

Louis Ignarro, Salvador Moncada
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Nobelova cena za fysiologii a I€karstvi

“Za klicové objevy tykajici se NO jako signal
molekuly v kardiovaskularnim systému"

1998

ni

RN LTI T
tg!luuhm“"-“.llli ‘
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Chemie NO

m NO je plyn (bezbarvy)
(kapalni pri-152°C, tuhne pri-164°C)
* NO je radikal
[=7tj. lichy pocet valencnich elektron(
[=Tmadjich11 (N, ma10; O, ma 12)
e Z N, a O, vznika jen za zvlastnich podminek
(napr. blesk)
e Taky spalovaci motory, elektrarny

15

Rozpustnost NO

m Malo rozpustny ve vodé
m ~1.7 mmol/l pfi 25°C
m t.j. podobnéjako O, Ci N,

e Lipofilita -> snadny prichod membranami

16
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Samovolny rozpad NO

m Pouze za vysokého tlaku

m Pozvolna vznika toxicky oxid dusicity (NO,)

(pozor na skladovani v bombach!)
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Oxidace NO

m V pfitomnosti O,:
2NO + 0O, ->2NO,
m  Oxid dusicity (NO,) je jedovaty radikal
(hnédy plyn)
m Rychla (nékolik sec),
je-liNOi 0, hodné
m Pomalg, je-li NO mélo ..
m toje vétSinou 9

o

V tka,nIICh 0.;)1 011 1 10 100 1000
(NO < 10 uM) [NO] (uM)

Polo¢as NO (min)
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Oxidace NO

m ~200x rychlejsi v roztoku nez v plynné fazi

m Vroztoku jsou produktem autooxidace
nitrity (dusitany, NO,), resp. kyselina dusita
(HNO,)

m Pouze v pfitomnosti hemoprotein(
probéhne oxidace az na nitraty (dusi¢nany,
NO5)

19

Fyziologicka role NO,~
m ‘“Sklad” NO v krvi a tkanich

m Snadna redukce na bioaktivni NO
m neenzymaticky

m XORs, NOS, cytochromy, deoxyhemoglobin,
deoxymyoglobin

m tredukce NO,  na NO pri nedostatku O, (napomaha
hypoxické vazodilataci)

20
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Nitraty (NO,) v jidle

m hodné v listové a nékteré korenové zeleniné

m redukovany na NO," komensalnimi baktériemi na
jazyce

m NO, v Zaludku dale redukovany nizkym pH na NO
— zabiji skoro vSechny baktérie spolknuté s jidlem

m podobné ochrana kiiZe pfed houbami: NO, v potu
redukovan na NO,” komensalnimi organismy kize a
dale na NO lehce kyselym povrchem kiize

m NOj; pfispivaji k + i¢inkdim zeleniny (prevence
kardiovaskularnich nemoci a diabetu 2. typu)

21

Reakce NO se superoxidem

m O, jereaktivni kyslikovy radikal
m vznikad trochu v respiracnim retézci
m hodné v mistech zdnétu (NADPH oxidaza)

m S NO tvori extrémné rychle peroxynitrit:

NO + O,, — OONO"

m OONO neniradikal, ale je vysoce reaktivni
(vic nez O,) a cytotoxicky (taky nitrosyluje)
a v biol. systémech déle vydrzi

22
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Inaktivace NO hemoglobinem

m Velkd afinita NO k hemu

m Rychla inaktivace NO oxidaci s Fe
oxyhemoglobinu za vzniku NO;’

nitrosoHb — metHb —
Hb reduktaza — oxyHb

23

S-nitrosylace proteint

m reverzibilni vazba NO skupin k sulfydrylovym
skupindm proteinl (posttransla¢ni modifikace)

m ovliviiuje
m receptory vazané na G proteiny
m mitochondridlni metabolismus
m [Ca™]

m bunécnou obranu proti oxidativnimu stresu a apoptdze

24
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Mereni NO

m Chemiluminescence (NO + O;— NO," + O, — NO, + hv)
m plynna faze
m kapalnd faze (stripping)
m oxidac¢ni produkty NO (predsazena redukéni komora)

m Elektroanalyza (amperometrie) - NO reaguje s
elektrodou — A proudu nebo napéti

m Spin trap: NO + Fe-dithiokarbamatové komlexy, pak
detekce mono-nitrosyl-Fe komplext elektronovou
paramagnetickou resonanci (EPR)

m Fluorescencni indikdtory (4,5-diaminofluorescein - DAF-
2): intraceluldrni mérenf

25

Meéreni NO

26
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Biosynteéza NO

m 5-elektronova oxidace terminalniho
guanidino dusiku L-argininu molekularnim
kyslikem:

L-arg + O, --> NO + L-cit
m Stereospecificita

m Celou reakci katalyzuje jediny enzym, NO
syntaza (NOS, EC 1.14.13.39)

27

O, HzNﬁgN—OH @(NHZ

ilomom \ 0.5 NADPH i "N=0

0 1 .

COO HsN CO0
Nitric
L-Citrulline Oxide

L-Arginine NS-Hydroxy-L-Arginine

28
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NO syntazy

m 3izoformy: |, II, Il
m obsahuji v aktivnim
centru hem
m aktivnijako
homodimery
m nutné kofaktory:
e NADPH
* 6(R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin
e FAD
* FMN
* kalmodulin

29
Aktivita NOS
S zw» ..
50
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Aktivita NOS
e @

02
L-Citrulin

N°-OH-L-Arg
<)
NH, - L— R <% c |.cooH

Hem CAl
Al Hem
COOH- | e == —) . NH
(o)X ’
NZOH-L-Arg
NADPH NADP* + H* o .
Dimerirace

L-Arginin
+

0:
L-Citrulin

31

Rozprazeni (uncoupling) NOS

m Rozprazeni dimeru eNOS (napf. pfi | BH,, tfeba pfi
stresu) — sporeba NADPH a redukce O, odpojena
od tvorby NO
— | tvorby NO, Ttvorby O,

m jeden z hlavnich mechanismi endotelidlni dysfunkce

m Vitamin C recykluje radikal BH; (vznikly napf.
plisobenim ONOO") zpét na BH,, navic brani
oxidaci BH, — pUsobi proti rozpfazeni NOS

32
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n (neurondlnf)

m ~160 kDa
Gen na lidském chromosomu 12

m Vyzaduje Ca**
(nutné pro vazbu kalmodulinu)

m Rozpusténa v cytosolu

NOS |

33

m Konstitutivné exprimovana:
m centrdlni a periferni neurony
m néktery epitel, cévni hladky sval
m kosterni sval

m Regulace aktivity:
m Ca*
m ser/tyr fosforylace
m NO (zpétnovazebniinhibice)

NOS |

34
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NOS |
Hlavni uplatnéni:
B neurotransmise
® neuromodulace
35
NOS Il
n (inducibilni)
~130 kDa

m Gen na lidském chromosomu 17

m Nepotfebuje Ca**
(vaze kalmodulin trvale i bez Ca**)

m Rozpusténa v cytosolu

36
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NOS I

m Exprese je inducibilni (cytokiny...):
= makrofagy
m glie, hepatocyty
m endotel, epitel
m srdecni myocyty, hladky sval,...

m Regulace aktivity:
m indukce exprese
m NO (zpétnovazebni inhibice)

37

NOS I

Hlavni uplatnént:

m boj s infekci

m zabijeni nadorovych bunék

38
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NOS Il

m (endotelidlni)

m ~133 kDa
Gen na lidském chromosomu 7

m Vyzaduje Ca**
(nutné pro vazbu kalmodulinu)

m Vazand na bunéc¢nou membrdanu (kaveoly)

39

NOS Il

m Konstitutivné exprimovana:
endotel

plicni a rendlni epitel; trombocyty
srde¢ni myocyty

hipokampus

m  Regulace aktivity:

Ca2+

ser/tyr fosforylace

modulace exprese

inhibice S-nitrosylaci (thiolové skupiny cystein()

40
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NOS Il

Hlavni uplatnéni:

m regulace cévniho tonu

m regulace krevniho zasobeni organt

41

Ucinky NO na cilovou tkar

1. Cytotoxicita:
m pri vysoké koncentraci (iNOS)
m poskozeni bilkovin, DNA, lipid(
m oxidace (0O,, O,)
—> reaktivni, toxické produkty (NO,, ONOO")
m inhibice respirace
m boj s infekci a tumory

43
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U¢inky NO na cilovou tkar

2. Prostrednictvim cGMP:

m Pri nizSich koncentracich
(eNOS, nNOS)
Oxidace jen pomala
m Prevlada vazba NO na hem
solubilni isoformy guanylatcyklazy
m T cyklicky guanosin-3',5°
monofosfat (cGMP)
m cGMP aktivuje cGMP-depende
protein kindzu (G-kindzu)

E—{ T quanylat evkliza TeGMP %
\ : ;f[ i K
\‘ T cGMP-dependentni kindza
3
} [
! EERVENE POUZE
L HLADKY SYAL
Plasmaticka |
membréna: §
T Na/Ca exchanger
¥
TCa ATPaza T SERCA
¥
T Ca efflux T wychytévani Ca
YOCC = nap&tim Fizené Ca kandly b [Caz+li
ROCC = receptorem Fizené Ca kanily
SERCA = Ca ATPiza endoplasmatického retikula
CERVENE POUZE HLADKY SYAL

11/25/20
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NO aktivuje K, kanaly

kontrola

WWWLW1 " [WJw

i

il

W

!

Circ. Res. 1996;78:431

46

Dalsi osud cGMP

Inaktivace cGMP:

m  zejménatyp V.
m  vznikda 5'-GMP

47
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Farmakologie NO

m Donory NO
(nitroglycerin, nitroprusid, NOaty)
m Inhibitory NOS
(L-NMMA, L-NAME, ADMA,
aminoguadinin, 7-nitro-indazole)
m Aktivatory eNOS
(endotel-dependentni vazodilatancia)
m Inhibitory fosfodiesterazy
(sildenafil, zaprinast)

48

Funkce NO: Neurotransmise

m Difusni modulace
m NANC

m Retrogradni messenger
(zpétné potvrzeni prijmu zpravy)

m Dlouhodoba potenciace
presynapticka burika pristé vysle silnéjsi signal -
podklad paméti

NO z neuront v hipokampu tam stimuluji
glutamatové NMDA receptory

m Bdéni, uceni, pamét, spanek, bolest, deprese

49
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NO = mediator periferni nocicepce

100
Intenzita go
bolesti 80

(%)
70

60

50 ==Perivascular NO
40 —i.v. NO

30 ==Intracutaneous NO
20

10

0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Koncentrace NO (mM)

Holthusen & Arndt: J Physiol 1995

50
NO neni jediny plynny mediator
m DalSi gasotransmittery:
m H,S
= CO
51
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00 7

Aololuy

Funkce NO: Cytotoxicita

Baktérie/100 makrofégi

=

Boj s infekci a tumory:

m baktérie
(i jinak obtizné
zlikvidovatelné, napr.
Mycobacterium
tuberculosis)

m houby
| ey m parasiti
m LPS
m LPS+L-NMMA I tumory
0 . . . . . (]
1] A A inhibice replikace virt
52
NO v dechu
NejVI'C NOS je \ NO v dechu (ppm)
nose a 50
paranasalnich
] 40
dutinach
e Dezinfekce? 30
e Bronchodilatace
* Regulace plicnich
cév? 10
* Méni se pri d | ' | ' —
nékterych Nos Usta Carina  PrGiduska
nemocech (astma)
Dillon et al, Chest 1996
53
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NO v dych. cestach snizuje jejich
odpor

0.5
Odpor 0.4 i [
dychacich
cest
0.3 -
(ecmH,0 £
/ml/s)
0.2
0.1 -
0

Kontroly 1iNOS v plicich 1iNOS + 1400W

Hjoberg et al: J Appl Physiol 2004

54
NO v dych. cestach roste pred
narozenim
120
Il |
Aktivita NOS
(mol/mg 80
protein/min)
60
40
i n
UL 1
125 140 160 175
Den gestace (term = 180)
Shaul: Am J Physiol Lung 2002
55
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Vazodilatace zavisld na endotelu

5 [ |

Ach 108 M l

3 -

Tension —S endotelem
2 —Bez endotelu

—S endotelem + L-NAME
1
i s (i (i (o
0 5 10 15
Minuty
58

Hladky sval

Vazodilatace zavisla na endotelu

Acetylcholin Cholinesterdza

Y

Endotel = — -

Relaxace

59

11/25/20

27



Vazodilatace zavisld na endotelu

Acetylcholin
Endotel C =0
Hladky sval
\ Kontrakce
Relaxace

60
° 7 [ 7
Vazodilatace zavisla na endotelu
Potencuiji ji:
m estrogen % pfirGstek koronarniho priitoku
e Zeny pred I
menopauzou ¥ riziko 7
kardiovaskularnich 5o
chorob 25 -
* po menopauze o | ,
doienou muie ACE(Q/{[::)O“T\ EStra’giCOr:(E)# L-NM/’\Vg;-P E+
o T v t&hotenstvi, zejména v déloze (naruseno pfi
preeklampsii)
m insulin
o T nabidka glukézy tkanim dikv T prokrveni
61
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Funkce NO:
regulace cév

Priitokem indukovana vazodilatace:
vazodilatace v perifernich organech

-> T rychlost proudu krve v proximalnéjsich cévach
-> T stfiZzné napéti (shear stress)

-> T aktivita (a exprese) eNOS

-> vazodilatace proximalné;jSich cév

NO je v tomto nenahraditelny
(porucha vede k hypertenzi)

62
. L6¢
,,Tonicka* tvorba NO
Stredni arteridlni 200 -
tlak
(mmHg) 150

100 -

50 I

o0 -

Kontroly L-NAME
Isaacson: J Appl Physiol 1993

63
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(o] 7 o Ve 7
Prutok krve plicemi pfi narozeni
350 1
300 -
250
ml/min
Pl = Kontroly
2l HL-NA
100
50 1
o || < |
60 40 20 ) 20 40 60
minuty
65
NO a termoregulace
I I I I I I I N NN NN NN NN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESR
Pratok krve kazi
5 Tvorba potu (g/min/m2)
30
4 25 = Klid
| 20 B Trysk
3 15
10 -
b
5
0y =—Kontrola 0 -
~—L-NAME Kontrola L-NAME
0
340C 41Oc
LokalIni kozni teplota

66
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NO v ledvinach

Zprostredkuje tlakovou

diurézu: LI
Renalni funkéni krivka
800
13} =
T arterialni tlak E
Ll R 2 600
— mechanické 5o
namahani endotelu ;Fé 3] |
! orma <
— T syntéza NO 5 1330
] 1L z R diuréza
— difuse k distalnim g
o >
tubuliim T
— | reabsorbce Na* 0 50 100 150 200
Arteridlni tlak (mmHg)
67
NO z terminal n. pelvici relaxuje kaverndzni hladky sval
Prirdstek intrakaverndézniho tlaku (cmH,0)
60
40 Kontrola
N L-NAME
20 A
11
5 10 15 20
Frekvence elektrostimulace n. pelvicus (Hz)
68
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NO a fertilizace

Vstup spermie do vajicka aktivuje NOS v jeho
akrosomu

— TNO ve vajicku, to je esencialni pro dalsi
kroky:

m zablokovani vstupu dalSich spermii

m orientace projader pro fuzi

70

Funkce NO

m Snizuje srazlivost krve
m Inhibice adhese, agregace a sekrece
trombocyti
m Aktivované trombocyty také tvori NO -
zpétnovazebniinhibice agregace

Fylogeneticky staré - krabi pred 500
miliény let (hodné dlouho pred savci)

72
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NO inhibuje apoptdzu

m Apoptdza: "fysiologicky" zplisob smrti
m Na rozdil od nekrdzy neplsobi zanét

m NO (— cGMP — G kinaza) inhibuje
apoptotické fosforylacni signaly
m NO primo inhibuje kaspazy
(specifické protedzy apoptdzy)

73

NO podporuje angiogenesi

Endotelidlni buriky in

[Non Lol =

4
. "',
e
iy
7> s
N NS

Saeid Babaei et al: Circ. Res. 1998.

75
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NO v kosternim svalu
u Sval ma’ VgeChny 100 inhibitor iNOS
izoformy NOS (v<. pro
sval specifické splice

D
o O

Relative force (%)
H
o

m NO ovlivriuje autoregulaci pritoku krve,
respiraci a glukdzovou homeostazu

m NO moduluje diferenciaci myocyt(

Kontrola

varianty nNOS) 20
m NO tlumi kontrakci VT T !
(E_C Coupling) Stimulation frequency (Hz)

78

Duchennovy muskularni dystrofie

zdravi nemocni

Absence nNOS v sarkolemé svalu u

Stamler & Meissne: Physiol Rev 2001

79
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NO a sekrece insulinu

m glokdza stimuluje nNOS v ostriivcich

m tento NO inhibuje glukézou-stimulované
uvolriovani insulinu (negativi zpétné vazba)

m Taktivita NOS navozena
hyperglykémii maze
prispivat k narusenf l

Wb

N

Insulin release
(ngllslet/hr)

glukozou stimulovaného
uvolnovani insulinu
u diabetu 2. typu Control nNOS  NO

block donor

80
NO inhibuje steroidogenesi
7
Serum
aldosterone 6
(ng/dL) g
4
3
2
1
0
Control L-NAME L-arg
Muldowney et al, 2004
81
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NO a dlouhovékost

1 v., 100 —C57BL/6
NOS-/- mysi: 2 o oo
Py nNOS -
S 60t # ---iNOS’j’
v v 7 7 e © = eNOS ™~
mpredcasné starnuti < 4ot g
@ 20} — n/eNOS -
2l — i/eNOS
lldOiitll T —n/i/eNOS ™
Months
mkaloricka restrikce jim neprodlouzi zivot

83

Dalsi funkce NO

m NO z endokardu moduluje srdecni kontraktilitu
m Esencidlni negativni regulator proliferace pfi vyvoiji
(bez zastaveni rlistu neni diferenciace)
m Kost:
= Hodné NO (napr. estrogenem, namdhanim):
¢ inhibice resorpce (inhibici tvorby a aktivity osteoklast()
= Malo NO:

 potenciace resorpce indukované cytokiny
e asi esencialni pro normalni funkci osteoklast

m Podil na regulaci laktace (?)

84
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Patofysiologie NO

m septicky Sok

m hypertenze (?)

m atherosklerdza

m angina pectoris

m zanéty, autoimunita
m erektilni dysfunkce
m diabetes mellitus (?)

m mozkova mrtvice, roztrousena sklerdza,
Alzheimer (?), Parkinson (?)

85
Septicky sok
m Infekce (endotoxin) indukuje expresi iNOS
Control LPS
t%"gsgf%gﬁ % vy
INOS &5
m Vysokd tvorba NO: o
m |ikvidace infekce
m ale i vazodilatace — masivni hypotenze
m indukce iNOS i v myokardu — | kontraktilita
86
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NO a hypertenze

m J eNOS — hypertenze

Arteridlni tlak krve (mmH
Ale: 'ITiE

120

e syntéza NO
nebyva pfi 80 |
hypertenzi{ © |
(nékdyjeT) *

20

0

o
Wwild type  eNOS -/- nNOS-/- AdCMV
eNOS

88
NO a hypertenze
m NO v mozku inhibuje sympatickou aktivitu
m [okalni inhibice NOS v mozku
— 7T systémovy tlak krve
(aktivace sympatiku se kriticky podili na vzniku
hypertenze )
89
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NO a hypertenze: 2.

m Dysfunkce NO neni prvotni pricinou
hypertenze

m Poskozeni endotelu vysokym tlakem ovSem
muze sekundarné narusit tvorbu NO

m To pak hypertenzi dale zhorsuje

90
Ve 7 LX)
NO pri hypercholesterolémii
Vasodilata¢ni odpovéd (%)
11l HE Cholesterol < 4 mM
25 - B Cholesterol > 5mM
_50 .
_75 .
100 -
r r 1 i ¥ Lidské koronarni
Acetylcholin (log M) arterioly in vitro
91
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NO a atherosklerdza

Atheroskleroticky plat
— endotelidlni dysfunkce
— | tvorba NO

— paradoxni vazokonstrikce
(napr. korondrni cévy pri namaze - angina pectoris)

— | ochrana proti tvorbé tromb(i
— napr. az infarkt

92

NO a diabetes

m porucha NO-dependentni vazodilatace

150 Zdravi

120

Diabetes
Priatok krve 90
predloktim
(ml/min/kg) 60

30

0
0 2 4 6 8 10

Methacholin (pg/min)
Circulation 88: 2510, 1993

93
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Patologie CNS

(napr. ictus , roztrousena sklerosa,...)

m zanétliva aktivace glie
mindukce iNOS

m NO inhibuje respiraci neuront
m uvolnéni glutamatu

m excitotoxicka smrt

94

NO v diagnostice

m Exhalovany NO:
m Z3néty dychacich cest

m NOx v plasmé
m Polytrauma

95
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NOx v plasmé pri polytraumatech

4.5
4 1.
x normal 35

T ® Plasma [NOx]
3 |

2.5

5 |2 Plasma
[lactate]/[NOx]

15 ks

1,7 |l | 1N = 5 |

=3 OB UK °§ 0§ &

0 T T T T T 1

S & Vs >

NS s & \/é&

@O

Degree of injury

Beitl et al: Nitric oxide as an indicator for severity of injury in polytrauma, 2016

96

NO v terapii

m Inhalace plynného NO:
= PPHN
m ARDS
m Sok - pokusnd terapie inhibitory NOS
(aminoguanidin)
(vysledky zatim nejednoznacné)
m Erektilni dysfunkce — Viagra (inhibitor PDE V.)
m NOaty

97
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Selektivita inhalovaného NO
pro plicni cirkulaci

98
Inhalace NO pri ARDS
Zména (%)
100 —PAP
—PO2
50 ~
o |
50 |
-100
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Inhalace NO pri PPHN
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NOaty v terapii plicni hypertenze

Plicni cévni odpor Systémovy cévni odpor
(mmHg/ml/min) (mmHg/ml/min)
L
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