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1. Úvod

V roce 1980 objevil a popsal Robert Furchgott biologický
účinek endoteliálního relaxačního faktoru (EDRF). V roce
1987 bylo zjištěno, že EDRF je identický s oxidem dusna-
tým1. Jeho biochemickou tvorbu objasnil Moncada v r. 1989.
Oxid dusnatý se stal jednou z nejsledovanějších molekul po-
sledních 10 let. Roku 1992 časopis Science vyhlásil oxid dus-
natý molekulou roku, v roce 1998 Robert F. Furchgott, Louis
J. Ignarro a Ferid Murad získali Nobelovu cenu za fyziologii
a lékařství „za klíčové objevy týkající se NO jako signální
molekuly v kardiovaskulárním systému“ (cit.2).

Oxid dusnatý působí jako mediátor v imunitním
systému, uplatňuje se ve vazomotorice i při neurotrans-
misi3-5. Nejvýznamnější odlišností NO od jiných mediátorů

je jeho schopnost difundovat volně a rychle přes membrány,
tzn. působit na okolní buněčné elementy bez ohledu na ana-
tomické spojení. 

Intenzivní studium oxidu dusnatého a jeho metabolitů
dalo vzniknout novému termínu: „reaktivní formy dusíku“
(reactive nitrogen species, RNS), což jsou sloučeniny pri-
márně odvozené od oxidu dusnatého6. 

2. Chemické vlastnosti a reakce oxidu 
dusnatého

Oxid dusnatý je v atmosférických podmínkách dráždi-
vým plynem, který přispívá k znečisťování ovzduší. Za
standardních podmínek je koncentrace oxidu dusnatého
v nasyceném vodném roztoku asi 2 mM (cit.7).

Je relativně stabilním radikálem s 15 elektrony (jeden je
nepárový), a proto bývá označován též NO•. Odstraněním an-
tivazebného elektronu z NO vzniká nitrosoniový ion NO+. Re-
dukcí NO (přidáním elektronu) vzniká nitroxylový ion NO-.

S kyslíkem reaguje NO podle rov. (1) za vzniku oxidu
dusičitého NO2, což je hnědý jedovatý plyn, rovněž radikál.
Reakce je 1. řádu vzhledem ke kyslíku a 2. řádu vzhledem
k NO. Poločas této reakce není konstantní, ale závisí na po-
čáteční koncentraci (2). Čím je koncentrace NO vyšší, tím
rychleji reakce s kyslíkem probíhá8.

2NO + O2 → 2NO2 (1)

-d[NO] /dt = k[NO]2 [O2] (2)

Oxid dusičitý může dimerizovat v bezbarvou formu
(N2O4 – dimer NO2), která už nemá charakter radikálu. Vy-
skytuje se především v atmosféře jako polutant8. Při vysta-
vení vyšším dávkám oxidu dusičitého (nebo jeho dimeru)
dochází k poškození epiteliálních buněk dýchacích cest,
včetně fibrózy, která může být smrtelná9. 

Oxid dusičitý jako oxidační činidlo reaguje s nenasyce-
nými mastnými kyselinami za vzniku allylového radikálu
a kyseliny dusité, jakožto možného zdroje karcinogenních
nitrosaminů. Patologické následky má i nitrace tyrosinu
v proteinech způsobená NO2, která vede k destrukci tkání8.
Reakcí (3) oxidu dusičitého s oxidem dusnatým vzniká oxid
dusitý, který je vlastním nitrosylačním činidlem. Jeho
tvorba je usnadněna v hydrofobním prostředí proteinů mi-
celární katalýzou10.

NO + NO2 → N2O3 (3)

Hlavním rozkladným produktem vodného roztoku
oxidu dusnatého jsou dusitany, které se v přítomnosti he-
moproteinů oxidují až na dusičnany (4).

N2O3 + H2O → 2NO2
- + 2H+ (4)

CHEMICKÉ VLASTNOSTI, BIOLOGICKÉ ÚČINKY 
A METODY DETEKCE BIOLOGICKÉHO OXIDU DUSNATÉHO
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Rychlost autooxidace závisí na koncentraci NO a kys-
líku7. Oxid dusnatý nereaguje v anaerobních podmínkách.
Ve tkáních reaguje kyslík s oxidem dusnatým v hydrofob-
ním prostředí membrán, reakce zde probíhá 300× rychleji
než ve vodě11.

Patologicky významná je reakce NO se superoxidem
(O2

• -), při níž vzniká toxický peroxodusitan (OONO-)12,13

(5). Za fyziologického pH existuje v protonované formě
jako kyselina peroxydusitá, která se rozkládá na hydroxy-
lový radikál a oxid dusičitý (6).

NO + O2
• – → OONO- (5)

OONO- + H+ ↔ HOONO → HO• + NO2 (6)

Toxicita peroxodusitanu pramení z oxidace SH skupin
bílkovin, atomů železa a síry v biologických molekulách
a z peroxidace lipidů. Může indukovat poškození DNA
a apoptózu6. 

In vivo se oxid dusnatý v přítomnosti akceptorů elek-
tronů (přechodné kovy, NO2) snadno slučuje s fenoly, thioly
a se sekundárními aminy. Reaguje jako elektrofilní nebo
jako oxidační činidlo. Reakcí se železem v erytrocytech
vzniká methemoglobin, vazbou na železo enzymu guanylát-
cyklasy stimuluje syntézu cyklického guanosinmonofosfátu
vedoucího k vazodilataci14. 

Nitrosylace15 je jednou z rozšířených modifikací bílko-
vin, vyskytující se za fyziologických i patologických pod-
mínek. Nitrosylačním činidlem je oxid dusitý. S-Nitroso-
sloučeniny mohou sloužit jako zdroj oxidu dusnatého. 

3. Biosyntéza oxidu dusnatého 

Oxid dusnatý vzniká16-18 oxidací guanidinového dusíku
aminokyseliny L-argininu působením NO-syntasy za vzniku
L-citrulinu. NO-syntasa (NOS) byla izolována v několika for-
mách, které se mezi sebou liší subcelulární lokalizací, kineti-
kou, způsobem aktivace, a tedy i funkcí. Konstitutivní (stále
přítomné – cNOS ) se nachází v buňkách endotelu a v neuro-
nech. Aktivují se vazbou vápenatých iontů na kalmodulin.
Další dvě jsou induktivní (iNOS) a jsou obsaženy v makrofá-
zích, hepatocytech, srdečních myocytech a dalších buňkách.
Aktivují se jen po stimulaci těchto buněk. Všechny isoen-
zymy NOS obsahují hemové železo (protoporfyrin IX), fla-
vinmononukleotid (FMN), flavinadenindinukleotid (FAD),
jako kofaktor potřebují nikotinamidadenindinukleotidfosfát
(NADPH) a tetrahydrobiopterin. Katalyticky účinné jsou jen
ve formě dimerů a jsou stereospecifické.

NO-syntasy se též klasifikují podle svého zdroje na en-
dotelovou (eNOS), neuronovou (nNOS) a makrofágovou
nebo-li inducibilní NO-syntasu (iNOS). 

4. Biologické účinky oxidu dusnatého

NO je buněčný posel, který difuzí ovlivňuje fyziolo-
gicky i patofyziologicky různé typy savčích buněk. 

4 .1 .  Fyz io log ická  funkce  NO 

Oxid dusnatý stimuluje aktivitu solubilní guanylátcy-
klasy, a tím reguluje syntézu cyklického guanosin-mono-
fosfátu (cGMP), který vyvolává prostřednictvím cGMP-de-
pendentní proteinkinasy vazodilataci19. V imunitním systé-
mu se účastní nespecifické obrany organismu hlavně proti
prvokům, některým bakteriím, virům a nádorům, zasahuje
do procesu fagocytózy a zánětu. Také indukuje tvorbu in-
terferonu γ, který působí antivirově20.

V kardiovaskulárním systému se oxid dusnatý podílí na
udržování tonu cév a krevního tlaku, inhibuje adhesi i agre-
gaci trombocytů, tlumí aktivaci leukocytů a má antiprolife-
rační účinek21.

V centrálním nervovém systému působí jako buněčný
posel. Hraje roli při morfogenezi mozku, reguluje tvorbu
synapsí, výbojovou aktivitu neuronů, výdej neurotransmi-
terů. NO je považován za jeden z mediátorů bolesti, může
hrát určitou roli při vzniku morfinové tolerance i při závis-
losti na kokain a alkohol22.

Oxid dusnatý inhibuje apoptózu (geneticky programovaná
smrt buněk) tím, že inhibuje (prostřednictvím cGMP a G ki-
nasy) apoptické fosforylační signály. Současně přímo inhibuje
kaspasy (specifické proteasy, které obsahují v aktivním místě
cystein, s možností S-nitrosylace oxidem dusnatým)23.

Oxid dusnatý relaxuje střevní hladkou svalovinu včetně
svěračů, prostřednictvím vazodilatace způsobuje erekci. Se-
lektivním inhibitorem enzymu rozkládajícího cGMP (fosfo-
diesterasa typu 5) v corpus cavernosum je sildenafilcitrát
(ViagraR), léčivo používané k terapii erektilní dysfunkce24. 

Oxid dusnatý významně ovlivňuje renální hemodyna-
miku a tubulární funkce. Zvýšená produkce NO v glomeru-
lech infiltrovaných leukocyty přispívá k udržení perfuze
glomerulů a k inhibici trombózy25. 

Oxid dusnatý má klíčový význam pro obranné schop-
nosti mukózní vrstvy gastrointestinálního traktu. Má
ochranný vliv na mukózu žaludku, napodobuje některé
funkce prostaglandinů26.

Inhalace NO jako selektivního plicního vazodilatancia
je úspěšně používána pro léčbu akutních i subakutních plic-
ních hypertenzních stavů27.

4 .2 .  Pa to fyz io log ická  funkce  NO 

Oxid dusnatý se účastní septického šoku28, může být
klíčovou molekulou při migréně i jiných vaskulárně podmí-
něných bolestech hlavy22. 

Snížená koncentrace NO je jedním z faktorů hypertenze
a erektilní dysfunkce24. 

Inhibitory inducibilní NOS mají pozitivní vliv u artritíd,
zánětů29, bronchiálního astmatu. Pravidelné měření exhalo-
vaného NO je novou neinvazivní metodou umožňující kon-
trolu astmatu. Bylo potvrzeno, že hladina vydechovaného
NO je jedním z markerů stavu zánětu dýchacích cest30. 

Je pravděpodobný vliv NO při rozvoji Alzheimerovy
choroby a epilepsie, kdy přemíra NO má neurotoxické
účinky vyvolané hlavně jeho reakcí se superoxidem31.
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Vliv oxidu dusnatého se uplatňuje i u očních chorob,
kde se patologicky projevuje nejen jeho snížená, ale i zvý-
šená produkce (hlavně tvorba dalších RNS, cit.32). 

Autooxidací NO vzniklá nitrosylační činidla mohou po-
škozovat deaminací báze DNA a tak vyvolat mutace33.

Existuje i vztah mezi diabetem a volnými radikály.
U nemocných s diabetem 1. typu (insulindependentní dia-
betes mellitus) jsou β-buňky Langerhansových ostrůvků ni-
čeny autoimunitní reakcí, způsobenou antigen-specifickými
protilátkami a reaktivními formami kyslíku a dusíku –
hlavně peroxodusitanem34. 

Oxid dusnatý je zapojen i v onemocněních gastrointes-
tinálního traktu, jako je porucha motility (NO je extrémně
důležitý u regulace průchodu tráveniny nebo pro tonus svě-
račů), vředová choroba. Jeho nadměrná tvorba je spojena se
zánětlivým onemocněním střev (kolitidou)35. 

5. Analýza oxidu dusnatého a jeho metabolitů

Oxid dusnatý je in vivo tvořen v malém množství a ry-
chle reaguje s kyslíkem, thioly, hemoglobinem a jinými lát-
kami. Proto je jeho existence velice krátká (3–5 s). Stanovit
ho lze přímo nebo nepřímo z jeho produktů.

5 .1 .  P ř ímá  s tanoven í

5 .1 .1 .  Chemi lumin i scence

Luminiscenční analýza je založena na měření luminis-
cenčního záření, které zkoumaný vzorek emituje. Luminis-
cencí rozumíme vlastní záření látky ve viditelné oblasti
spektra nebo blízko ní, které zpravidla vzniká po nebo při
ozáření této látky. Luminiscenční záření není tepelným zá-
řením, má jinou vlnovou délku než záření primární a trvá
i po přerušení primárního záření. Zdrojem excitace u che-
miluminiscence je energie chemické reakce36. 

NO reaguje s ozonem (7) za tvorby oxidu dusičitého
v excitovaném stavu. Při návratu excitovaných molekul na
základní hladinu je přebytečná energie emitována ve formě
světla (8).

NO + O3 → NO2* + O2 (7)

NO2* → NO2 + hv (8)

Intenzita chemiluminiscence je přímo úměrná koncent-
raci NO. Vlnová délka emitovaného světla leží v červené
a infračervené oblasti spektra (640–3000 nm). Přestože jsou
detektory emitovaného světla citlivé jen v oblasti vlnových
délek pod 900 nm, patří metoda chemiluminiscence k nej-
citlivějším metodám pro stanovení NO – detekční limit je
1–2 pM (cit.27,37). Pro vysokou rychlost reakce NO s O3
a citlivost detekce emitovaného světla je možné měřit hla-
dinu NO v reálném čase, a to v plynné i v kapalné fázi. Lze
stanovovat i oxidační produkty NO, ale až po převedení du-
sičnanů na dusitany (např. bakteriálními reduktasami nebo

kadmiem) a jejich redukci zpět na NO (v kyselém prostředí
vzniká z dusitanu nitrosoniový ion, který je možné reduko-
vat např. jodidem nebo dvojmocným vanadem na NO)37.

Tato metoda je použitelná např. k měření NO ve vyde-
chovaném vzduchu během konstantního výdechového
proudu38.

5 .1 .2 .  E lek t rochemická  (ampérometr ická)  
de tekce

Biologický poločas oxidu dusnatého (řádově sekundy)
a jeho produkci jednotlivými buňkami je možné sledovat am-
perometricky39. Referenční elektroda je nejčastěji Ag/AgCl
ponořená do roztoku NO. Na pracovní elektrodě je odevzdá-
ván elektron za vzniku NO+. V přítomnosti OH- vzniká
HNO2 a dusitany mohou být dále oxidovány na dusičnany.
Množství oxidovaného NO je úměrné proudu protékajícímu
mezi elektrodami. Původně používaná Clarkova platinová
elektroda je dnes nahrazována uhlíkovou elektrodou modifi-
kovanou porfyrinem, která je potažená vrstvou Nafionu (ka-
tionový iontoměnič odpuzující negativně nabité ionty, např.
NO2

-). Využívána je i elektroda z polykrystalické platiny, vy-
kazující vyšší účinnost oxidace NO, potažená vrstvou Nafi-
onu a acetátem celulosy40. Nejnovější přístroje jsou založeny
na mikročipovém senzoru, jehož citlivost je 16 pA/nM NO
s detekčním limitem přibližně 300 pM (cit.41).

Byl připraven biosenzor selektivní na NO na bázi optic-
kých vláken založený na měření změn fluorescence způso-
bené cytochromem c, který je označen fluorescenčním barvi-
vem a zabudován do senzoru. Detekční limit je 20 µM (cit.42).

Kalibrace NO senzoru je založena na vzniku oxidu dus-
natého z dusitanu nebo na rozkladu donoru NO N-acetyl-S-
-nitroso-DL-penicillaminu43 či na užití standardního NO
roztoku připraveného z plynného NO. Elektroda citlivá na
NO byla např. použita k přímému měření NO in vivo v ža-
ludeční mukózní vrstvě během ischemické reperfuze44.

5 .1 .3 .  E lek t ronová  sp inová  (paramagne t ická)  
rezonance  ESR (EPR)

Po vložení látky s nepárovým elektronem (radikálu) do
vnějšího magnetického pole dochází k orientaci magnetic-
kého momentu elektronu do dvou povolených orientací,
které se liší energií. Dodáním záření o vhodné energii lze
změřit hodnotu rozdílu mezi oběma spinovými stavy elek-
tronu. Záznamem měření je spektrum ESR (cit.45). 

NO obsahuje v molekule 11 valenčních elektronů, ale
ESR spektrum vzniká u volné molekuly NO, jen pokud je
v excitovaném stavu. Pro detekci NO se užívá metoda zá-
chytu spinu, kdy reakcí radikálu s diamagnetickou látkou
náchylnou k tvorbě komplexu vzniká radikál, který má delší
biologický poločas, a tím i lepší detegovatelnost. NO tvoří
komplex nejčastěji s přechodnými kovy (Fe2+), thioly nebo
s reaktivními kyslíkovými centry. Pro zachycení NO se nej-
častěji používá Fe2+– N-methyl-D-glukamin-dithiokarba-
mát46 nebo hemoglobin47. Detekční limit vzniklých nitro-
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sosloučenin nebo methemoglobinu je přibližně 1 nM
(cit.48).

5 .2 .  Nepř ímá  s tanoven í  

5 .2 .1 .  Gr iessova  metoda

Je založena na spektrofotometrickém stanovení dusitanů
po diazotaci sulfanilamidu a kopulaci s N-(1-naftyl)ethylen-
diaminem49 (viz obr. 1) s detekcí v oblasti při 540 nm.
V biologických vzorcích musí být dusičnany (vzniklé re-
akcí NO s hemoglobinem) zpět zredukovány na dusitany,
které podléhají reakci, čímž je zajištěno stanovení celkové
hladiny oxidačních produktů NO. 

N-(1-naftyl)ethylendiamin, je reakce téměř třikrát citlivější
než v případě, kdy se obě složky smíchají před přidáním do
reakční směsi50. Úskalím metody je možnost interference
antikoagulantů nebo hemoglobinu ve vzorcích plazmy51.
Kalibrační křivka s limitem citlivosti 5 µM (cit.50) je se-
strojena pomocí vodného roztoku dusitanu sodného. 

5 .2 .2 .  Ox idace  hemoglob inu  

Reakcí oxyhemoglobinu (Fe2+) s NO vzniká methemog-
lobin (Fe3+) a dusičnan (9).

HbO2 + NO → metHb + NO3
- (9)

Výhodou reakce je její vysoká rychlost (probíhá 26×
rychleji než autooxidace NO), nenáročnost provedení, mož-
nost měření in vivo i in vitro a vysoká citlivost a specifič-
nost pro NO (cit.52). Spektrum oxyhemoglobinu je charak-
terizováno intenzivním absorpčním pásem s maximem při
415 nm a dvěma užšími absorpčními maximy při 542 nm
a 577 nm. Methemoglobin vykazuje hlavní absorpční maxi-
mum při 406 nm (cit.53). 

NO je detegován díky charakteristické změně absorpč-
ního maxima hemoglobinu z 415 nm (oxyHb) na 406 nm
(metHb). Měřit lze i konverzi oxyhemoglobinu na reduko-
vaný methemoglobin jako rozdíl absorbance při 401 nm
a 411 nm (izosbestický bod, cit.53). Při měření chalkonů
(prekurzory flavonoidů, u nichž ještě nedošlo k úplné cyk-
lizaci na flavonoidní skelet) jako inhibitorů NO (cit.54) byla
sledována tvorba methemoglobinu pomocí poklesu absor-
bance oxyhemoglobinu při 576 nm. 

Detekční limit metody pro měření NO in vivo je 1–10 nM
(cit.52).

5 .2 .3 .  F luorescenčn í  de tekce

Pro fluorescenční detekci NO se užívají různé aroma-
tické diaminy, např. naftalen-2,3-diamin (DAN, cit.55) či
4,5-diaminofluorescein (DAF-2, cit.56), které v přítomnosti
kyslíku reagují s NO za vzniku triazolů. Metoda není selek-
tivní pro NO, neboť reagují i dusitany. Schopnost DAF-2
detegovat NO je vyšší v přítomnosti dvojmocných kationů.
Vápník zvyšuje signál NO uvolněného z NO donoru 200×.
Současně bylo pozorováno zvýšení fluorescence s rostoucí
dobou osvitu57. 

Protože DAN je málo rozpustný ve vodě, není příliš
vhodný pro měření biologických vzorků. Rozpustnější je
5,6-diaminonaftalen-1,3-disulfonová kyselina (DANDS)
s maximem absorbance při 267 nm (cit.58). DANDS reaguje
s NO za vzniku 1H-naftotriazol-6,8-disulfonové kyseliny
(NTADS) s maximem absorbance při 415 nm. Přirozená
fluorescence DANDS je velice nízká a zvyšuje se reakcí
s NO. Intenzita fluorescence je měřena při 428,8 nm s exci-
tací při 302,4 nm. Měření se provádí na fluorescenčním
spektrometru nebo metodou HPLC s fluorescenční detekcí.
Detekční limit je 0,6 nM (cit.58). 

Obr. 1: Reakční mechanismus NO při Griessově reakci (8)

Při analýze séra musí být před stanovením provedena
deproteinizace (např. ultrafiltrací). K redukci nitrátů se nej-
častěji používá NADPH-dependentní nitrátreduktasa. Vyšší
koncentrace NADP+ inhibuje Griessovu reakci. Proto se do
reakční směsi přidává glukosa-6-fosfátdehydrogenasa a glu-
kosa-6-fosfát, které NADP+ regenerují na redukovanou
formu koenzymu. 

Významné je postupné přidávání obou složek Griessova
činidla pro dosažení maximální citlivosti testu. Pokud rea-
guje postupně kyselý roztok sulfanilamidu a pak teprve 
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5 .2 .4 .  Chemi lumin i scenčn í  reakce  NO 
s lumino lem

Luminol (5-aminoftalazin-1,4(2H,3H)-dion) je široce uží-
vané chemiluminiscenční činidlo pro detekci reaktivních fo-
rem kyslíku a dusíku v biologickém systému. Oxid dusnatý
reaguje s peroxidem vodíku za vzniku peroxodusitanu, který
oxiduje luminol a vyvolá emisi chemiluminiscenčního záření.

Metoda byla použita při studiu patofyziologické role oxidu
dusnatého v ledvinách potkanů u hypertenze59. Detegovaná
koncentrace NO uvolněného po průniku ledvinami byla 39 pM. 

Yao a spol.60 používají metodu pro měření NO in vivo,
kde je vzorek odebírán mikrodialýzou a detekce NO probíhá
chemiluminiscenčně pomocí luminolu. Speciální mikrodialy-
zační sonda je vysoce selektivní pro NO. Systém byl užit pro
měření NO v krvi a tkáních a je dostatečně citlivý na změny
koncentrace NO, způsobené teplotou nebo efekty donorů
NO. Validovaný lineární rozsah metody je 5 nM až 1 µM s de-
tekčním limitem 1nM.

Je užívána i metoda založená na spojení chemiluminis-
cenční detekce NO (peroxodusitanu) luminolem a průto-
kové injekční analýzy (FIA, cit.61,62). NO vzniká reakcí jo-
didu s dusitanem, prochází selektivní membránou a reaguje
s peroxidasou za vzniku stabilnějšího komplexu. Ten po de-
naturaci uvolňuje NO, který je detegován technikou FIA na
základě chemiluminiscence vznikající při reakci s lumino-
lem. Detekční limit metody je 0,9 µM (cit.61). 

Peroxodusitan může být k chemiluminiscenčnímu de-
tektoru přiváděn dialyzační, vysoce selektivní membránou
z acetátu celulosy. Metoda má vysokou citlivost, detekční
limit je 10 pM (bez dialyzační membrány) a 100 pM (s di-
alyzační membránou)62.

5 .2 .5 .  Přeměna  arg in inu  na  c i t ru l in

Schopnost tkání nebo buněk využívat generovaný NO
může být sledována na základě tvorby citrulinu z argininu
v přítomnosti NOS kofaktorů FAD, FMN, NADPH, tetra-
hydrobiopterinu, vápníku a kalmodulinu (v případě NOS
neuronové nebo endotelové). Reakci iniciuje radionuklidem
označený arginin, terminační účinek má EDTA při pH 5,5,
která váže vápník, což vede k inaktivaci enzymů. Vzorek pro-
chází katexem. Za těchto podmínek se arginin váže na ionto-
měniči, zatímco citrulin je eluován a měřen scintilačním po-
čítačem63. 

Přeměna argininu na citrulin NO-syntasou a tvorba NO in
situ může být monitorována metodou FIA s chemiluminis-
cenční detekcí64. Imobilizovaná NOS produkuje NO v množ-
ství úměrném koncentraci L-argininu. Kalibrační křivka se
sestrojí s argininem, mez detekce je 0,5 mM (cit.64).

5 .2 .6 .  Analýza  dus i tanů  a dus ičnanů  
metodou  HPLC

Pro současné měření dusitanů i dusičnanů v plazmě byla
vypracována metoda HPLC s detekcí spektrofotometric-

kou65 nebo elektrochemickou (především amperometrickou
nebo coulometrickou66). V práci67 je pro simultánní měření
dusitanů i dusičnanů užívána metoda HPLC se 2 detektory
. Prvním je DAD detektor, detegující dusitany a dusičnany
při 212 nm a druhým je citlivější elektrochemický detektor
s elektrodou ze skelného uhlíku, monitorující dusitanové
ionty. Detekční limit pro dusitany je při použití UV-VIS de-
tektoru 0,1 µM a u elektrochemického detektoru 0,001 µM;
pro dusičnany s UV-VIS detekcí je 0,2 µM. 

Dusitany lze měřit také pomocí HPLC s fluorescenční
detekcí po jejich derivatizaci naftalen-2,3-diaminem za
tvorby 3,4-dihydro-1,2,4-triazaanthracenu (excitace při 375
nm a emise při 415 nm). Detekční limit metody je 10 nM
(cit.68). 

Další metoda HPLC je založena na nitrosaci dusitanu
a N-acetyl-L-cysteinu na N-acetyl-S-nitroso-L-cystein, který
je detegován při 333 nm. Mez detekce je 50 nM (cit.69). 

Pro stanovení dusitanů a dusičnanů byla vypracována
také metoda iontové chromatografie70,71 s detekcí konduk-
tometrickou, spektrofotometrickou (214 nm) a elektroche-
mickou. 

5 .2 .7 .  Os ta tn í  me tody  

Pro detekci plynného NO se používá hmotnostní spekt-
rometrie72, pro detekci dusitanů plynová chromatografie73,
případně kombinace plynové a hmotnostní spektrometrie
(GC-MS)74. Pro analýzu a detekci vazeb NO se užívá infra-
červená spektrometrie75. Dusitany a dusičnany se dají sta-
novit také kapilární elektroforézou76, případně polarogra-
ficky77,78.

6. Závěr

Oxid dusnatý je v přítomnosti kyslíku reaktivním a ne-
stálým radikálem s krátkým poločasem. Podléhá snadno
oxidaci, reaguje se železem hemoglobinu, případně se su-
peroxidem. Má funkci neurotransmiteru, účastní se nespeci-
fické obrany organismu, například při chronických zánětech
(revmatoidní artritida, bronchiální astma), při ateroskleróze,
diabetu, epilepsii a septickém šoku. Výzkum metod stano-
vení oxidu dusnatého a objev potenciálních léčiv, která by
byla schopná zasahovat do procesu tvorby a působení NO,
patří k novým přístupům v ovlivnění zánětlivých, autoimu-
nitních, neurodegenerativních a dalších civilizačních cho-
rob.

Práce byla realizována v rámci řešení Výzkumného zá-
měru FaF VFU č.1637 0003.
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Z. Kupková and L. Beneš (Department of Chemical
Drugs, Faculty of Pharmacy, University of Veterinary and
Pharmaceutical Sciences, Brno): Chemical Properties, Bi-
ological Effects and Methods of Detection of Nitric
Oxide

Nitric oxide (NO) produced by the action of NO synt-
hase on arginine plays many important roles in physiologi-
cal and pathophysiological processes as well as in the ma-
intenance of neurotransmission, vascular regulation and im-
munity systems. NO is formed in small amounts in vivo and
is rapidly decomposed by interaction with oxygen, making
its measurement difficult.  NO is usually determined by
chemiluminescence, EPR, electrochemically and by the
Griess  assay.
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