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5.2.

1. Uvod

V roce 1980 objevil a popsal Robert Furchgott biologicky
ucinek endotelidlniho relaxacniho faktoru (EDRF). V roce
1987 bylo zjisténo, Ze EDRF je identicky s oxidem dusna-
tym!. Jeho biochemickou tvorbu objasnil Moncada v r. 1989.
Oxid dusnaty se stal jednou z nejsledovanéjsich molekul po-
slednich 10 let. Roku 1992 €asopis Science vyhlasil oxid dus-
naty molekulou roku, v roce 1998 Robert F. Furchgott, Louis
J. Ignarro a Ferid Murad ziskali Nobelovu cenu za fyziologii
a lékarstvi ,,za klicové objevy tykajici se NO jako signalni
molekuly v kardiovaskularnim systému* (cit.2).

Oxid dusnaty pusobi jako medidtor v imunitnim
systému, uplatiiuje se ve vazomotorice i pfi neurotrans-
misi’-. Nejvyznamngjsi odlisnosti NO od jinych mediatort
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je jeho schopnost difundovat volné a rychle pres membrany,
tzn. pusobit na okolni buné¢né elementy bez ohledu na ana-
tomické spojeni.

Intenzivni studium oxidu dusnatého a jeho metabolit
dalo vzniknout novému terminu: ,reaktivni formy dusiku‘
(reactive nitrogen species, RNS), cozZ jsou slouceniny pri-
marné odvozené od oxidu dusnatého®.

2. Chemické vlastnosti a reakce oxidu
dusnatého

Oxid dusnaty je v atmosférickych podminkach drazdi-
vym plynem, ktery pfispiva k zneCistovani ovzdusi. Za
standardnich podminek je koncentrace oxidu dusnatého
v nasyceném vodném roztoku asi 2 mM (cit.”).

Je relativn€ stabilnim radikdlem s 15 elektrony (jeden je
neparovy), a proto byva oznacovan t¢zZ NO®. Odstranénim an-
tivazebného elektronu z NO vznika nitrosoniovy ion NO*. Re-
dukci NO (pridanim elektronu) vznikd nitroxylovy ion NO.

S kyslikem reaguje NO podle rov. (/) za vzniku oxidu
dusic¢itého NO,, coz je hnédy jedovaty plyn, rovnéz radikal.
Reakce je 1. fadu vzhledem ke kysliku a 2. fadu vzhledem
k NO. Polocas této reakce neni konstantni, ale zavisi na po-
¢atedni koncentraci (2). Cim je koncentrace NO vysii, tim
rychleji reakce s kyslikem probihS.

2NO + 0, > 2NO, )

-d[NO] /dt = k[NOJ? [O,] 2)

Oxid dusicCity muze dimerizovat v bezbarvou formu
(N,O, — dimer NO,), kterd uZ nema charakter radikélu. Vy-
skytuje se predev§im v atmosféie jako polutant®. Pi vysta-
veni vy$$im davkdm oxidu dusicitého (nebo jeho dimeru)
dochazi k poskozeni epitelidlnich bun€k dychacich cest,
v&etné fibrozy, ktera miZe byt smrtelna®.

Oxid dusicity jako oxidacni ¢inidlo reaguje s nenasyce-
nymi mastnymi kyselinami za vzniku allylového radikalu
a kyseliny dusité, jakoZto mozného zdroje karcinogennich
nitrosamin®. Patologické nésledky ma i nitrace tyrosinu
v proteinech zpasobend NO,, kterd vede k destrukci tkani®.
Reakeci (3) oxidu dusicitého s oxidem dusnatym vznika oxid
dusity, ktery je vlastnim nitrosylacnim Ccinidlem. Jeho
tvorba je usnadnéna v hydrofobnim prostfedi proteindi mi-

celdrni katalyzou'°.

NO + NO, > N,O, )

Hlavnim rozkladnym produktem vodného roztoku
oxidu dusnatého jsou dusitany, které se v pritomnosti he-
moproteinll oxiduji aZ na dusi¢nany (4).

N,0; + H,0 - 2NO, + 2H* )

o
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Rychlost autooxidace zavisi na koncentraci NO a kys-
liku’. Oxid dusnaty nereaguje v anaerobnich podminkach.
Ve tkanich reaguje kyslik s oxidem dusnatym v hydrofob-
nim prostiedi membran, reakce zde probihd 300x rychleji
neZ ve vodé!!.

Patologicky vyznamna je reakce NO se superoxidem
(O," "), pfi niz vzniké toxicky peroxodusitan (OONO")!%13
(5). Za fyziologického pH existuje v protonované formé
jako kyselina peroxydusitd, kterd se rozklada na hydroxy-
lovy radikal a oxid dusicity (6).

NO + O,"~ — OONOr %)

OONO" + H* <> HOONO — HO® + NO, (6)

Toxicita peroxodusitanu prameni z oxidace SH skupin
bilkovin, atoma Zeleza a siry v biologickych molekuldch
a z peroxidace lipida. MuZze indukovat poSkozeni DNA
a apoptdzu®.

In vivo se oxid dusnaty v pfitomnosti akceptorl elek-
tront (pfechodné kovy, NO,) snadno sluCuje s fenoly, thioly
a se sekundarnimi aminy. Reaguje jako elektrofilni nebo
jako oxidac¢ni cinidlo. Reakci se Zelezem v erytrocytech
vznikd methemoglobin, vazbou na Zelezo enzymu guanylat-
cyklasy stimuluje syntézu cyklického guanosinmonofosfatu
vedouciho k vazodilataci'4.

Nitrosylace!? je jednou z rozsifenych modifikaci bilko-
vin, vyskytujici se za fyziologickych i patologickych pod-
minek. Nitrosyla¢nim c¢inidlem je oxid dusity. S-Nitroso-
slouceniny mohou slouZit jako zdroj oxidu dusnatého.

3. Biosyntéza oxidu dusnatého

Oxid dusnaty vznika'®!® oxidaci guanidinového dusiku
aminokyseliny L-argininu pusobenim NO-syntasy za vzniku
L-citrulinu. NO-syntasa (NOS) byla izolovana v nékolika for-
mach, které se mezi sebou lisi subcelularni lokalizaci, kineti-
kou, zplisobem aktivace, a tedy i funkci. Konstitutivni (stale
pritomné — cNOS ) se nachazi v buiikdch endotelu a v neuro-
nech. Aktivuji se vazbou vapenatych iontli na kalmodulin.
Dalsi dvé jsou induktivni (iNOS) a jsou obsazeny v makrofa-
zich, hepatocytech, srdecnich myocytech a dalSich burikach.
Aktivuji se jen po stimulaci téchto bunék. VSechny isoen-
zymy NOS obsahuji hemové Zelezo (protoporfyrin IX), fla-
vinmononukleotid (FMN), flavinadenindinukleotid (FAD),
jako kofaktor potfebuji nikotinamidadenindinukleotidfosfét
(NADPH) a tetrahydrobiopterin. Katalyticky ucinné jsou jen
ve formé dimerd a jsou stereospecifické.

NO-syntasy se téz klasifikuji podle svého zdroje na en-
dotelovou (eNOS), neuronovou (nNOS) a makrofigovou
nebo-li inducibilni NO-syntasu (iNOS).

4. Biologické ucinky oxidu dusnatého

NO je bunécny posel, ktery difuzi ovliviiuje fyziolo-
gicky i patofyziologicky razné typy savcich bunék.
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4.1. Fyziologicka funkce NO

Oxid dusnaty stimuluje aktivitu solubilni guanylatcy-
klasy, a tim reguluje syntézu cyklického guanosin-mono-
fosfatu (cGMP), ktery vyvolava prostfednictvim cGMP-de-
pendentni proteinkinasy vazodilataci!®. V imunitnim systé-
mu se Ucastni nespecifické obrany organismu hlavné proti
prvokiim, nékterym bakteriim, virim a nddoriim, zasahuje
do procesu fagocytézy a zanétu. Také indukuje tvorbu in-
terferonu 7, ktery ptisobi antivirové?0,

V kardiovaskularnim systému se oxid dusnaty podili na
udrZovani tonu cév a krevniho tlaku, inhibuje adhesi i agre-
gaci trombocytl, tlumi aktivaci leukocytl a mé antiprolife-
ra¢ni Géinek?!.

V centrdlnim nervovém systému ptisobi jako bunécny
posel. Hraje roli pfi morfogenezi mozku, reguluje tvorbu
synapsi, vybojovou aktivitu neuronil, vydej neurotransmi-
terd. NO je povazovan za jeden z mediator bolesti, mize
hrat urcitou roli pfi vzniku morfinové tolerance i pfi zdvis-
losti na kokain a alkohol?2.

Oxid dusnaty inhibuje apoptdzu (geneticky programovana
smrt bun€k) tim, Ze inhibuje (prostfednictvim cGMP a G ki-
nasy) apoptické fosforylacni signaly. Soucasné piimo inhibuje
kaspasy (specifické proteasy, které obsahuji v aktivnim misté
cystein, s moZnosti S-nitrosylace oxidem dusnatym)?3.

Oxid dusnaty relaxuje stfevni hladkou svalovinu vcetné
svéracl, prostednictvim vazodilatace zplsobuje erekci. Se-
lektivnim inhibitorem enzymu rozkladdajiciho cGMP (fosfo-
diesterasa typu 5) v corpus cavernosum je sildenafilcitrat
(ViagraR), 1é¢ivo pouZivané k terapii erektilni dysfunkce?*.

Oxid dusnaty vyznamné ovliviiuje rendlni hemodyna-
miku a tubuldrni funkce. ZvySend produkce NO v glomeru-
lech infiltrovanych leukocyty pfispiva k udrZeni perfuze
glomerulé a k inhibici trombézy??.

Oxid dusnaty ma klicovy vyznam pro obranné schop-
nosti mukdzni vrstvy gastrointestindlniho traktu. Ma
ochranny vliv na mukézu Zaludku, napodobuje nékteré
funkce prostaglandinti?®.

Inhalace NO jako selektivniho plicniho vazodilatancia
je uspésné pouzivana pro 1écbu akutnich i subakutnich plic-
nich hypertenznich stavi?’.

4.2. Patofyziologicka funkce NO

Oxid dusnaty se Géastni septického $oku?®, mize byt
kli¢ovou molekulou pfi migréné i jinych vaskuldrné podmi-
nénych bolestech hlavy?2,

SniZena koncentrace NO je jednim z faktor hypertenze
a erektilni dysfunkce?*.

Inhibitory inducibilni NOS maji pozitivni vliv u artritid,
zanétt??, bronchialniho astmatu. Pravidelné méfeni exhalo-
vaného NO je novou neinvazivni metodou umoziiujici kon-
trolu astmatu. Bylo potvrzeno, Ze hladina vydechovaného
NO je jednim z markerd stavu zdn&tu dychacich cest®.

Je pravdépodobny vliv NO pii rozvoji Alzheimerovy
choroby a epilepsie, kdy pfemira NO md neurotoxické
ti¢inky vyvolané hlavné jeho reakci se superoxidem3!.

o
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Vliv oxidu dusnatého se uplatiiuje i u o¢nich chorob,
kde se patologicky projevuje nejen jeho sniZend, ale i zvy-
$ena produkce (hlavné tvorba daliich RNS, cit.32).

Autooxidaci NO vznikl4 nitrosylacni ¢inidla mohou po-
$kozovat deaminaci baze DNA a tak vyvolat mutace3?.

Existuje i vztah mezi diabetem a volnymi radikaly.
U nemocnych s diabetem 1. typu (insulindependentni dia-
betes mellitus) jsou B-buiiky Langerhansovych ostravki ni-
Ceny autoimunitni reakci, zpisobenou antigen-specifickymi
protilatkami a reaktivnimi formami kysliku a dusiku —
hlavné peroxodusitanem34.

Oxid dusnaty je zapojen i v onemocnénich gastrointes-
tindlniho traktu, jako je porucha motility (NO je extrémné
dualezity u regulace prichodu trdveniny nebo pro tonus své-
racll), viedova choroba. Jeho nadmérnd tvorba je spojena se
zanétlivym onemocnénim stiev (kolitidou)3.

5. Analyza oxidu dusnatého a jeho metabolitu

Oxid dusnaty je in vivo tvofen v malém mnoZstvi a ry-
chle reaguje s kyslikem, thioly, hemoglobinem a jinymi l4t-
kami. Proto je jeho existence velice kratké (3-5 s). Stanovit
ho 1ze pfimo nebo nepiimo z jeho produkta.

5.1. Pfiméa stanoveni
5.1.1. Chemiluminiscence

Luminiscen¢ni analyza je zaloZena na méfeni luminis-
cen¢niho zafeni, které zkoumany vzorek emituje. Luminis-
cenci rozumime vlastni zafeni latky ve viditelné oblasti
spektra nebo blizko ni, které zpravidla vznikd po nebo pii
ozafeni této latky. Luminiscencni zafeni neni tepelnym za-
fenim, ma jinou vlnovou délku neZ zafeni primarni a trva
i po preruSeni primarniho zafeni. Zdrojem excitace u che-
miluminiscence je energie chemické reakce3®.

NO reaguje s ozonem (7) za tvorby oxidu dusicitého
v excitovaném stavu. Pfi ndvratu excitovanych molekul na
zédkladni hladinu je pfebytecné energie emitovana ve formé
svétla (8).

NO + O —» NO,* + O, )

NO,* — NO, + hv ()

Intenzita chemiluminiscence je pfimo imérna koncent-
raci NO. VInova délka emitovaného svétla lezi v Cervené
a infraCervené oblasti spektra (640-3000 nm). PfestoZe jsou
detektory emitovaného svétla citlivé jen v oblasti vinovych
délek pod 900 nm, patii metoda chemiluminiscence k nej-
citlivéj$im metoddm pro stanoveni NO — detekéni limit je
1-2 pM (cit.?737). Pro vysokou rychlost reakce NO s O,
a citlivost detekce emitovaného svétla je mozné méfit hla-
dinu NO v redlném Case, a to v plynné i v kapalné fazi. Lze
stanovovat i oxida¢ni produkty NO, ale az po prevedeni du-
si¢nand na dusitany (napf. bakteridlnimi reduktasami nebo
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kadmiem) a jejich redukci zpét na NO (v kyselém prostiedi
vznika z dusitanu nitrosoniovy ion, ktery je moZné reduko-
vat napf. jodidem nebo dvojmocnym vanadem na NO)3”.

Tato metoda je pouzitelnd napt. k méfeni NO ve vyde-
chovaném vzduchu béhem konstantniho vydechového
proudu’s,

5.1.2. Elektrochemickd (ampérometrickd)
detekce

Biologicky polocas oxidu dusnatého (fadové sekundy)
a jeho produkci jednotlivymi buiikami je mozné sledovat am-
perometricky3®. Referen¢ni elektroda je nejcastéji Ag/AgCl
ponoiend do roztoku NO. Na pracovni elektrod€ je odevzda-
van elektron za vzniku NO*. V pfitomnosti OH™ vznika
HNO, a dusitany mohou byt déle oxidovany na dusiCnany.
Mnozstvi oxidovaného NO je umérné proudu protékajicimu
mezi elektrodami. Pavodné€ pouzivana Clarkova platinova
elektroda je dnes nahrazovana uhlikovou elektrodou modifi-
kovanou porfyrinem, které je potaZzena vrstvou Nafionu (ka-
tionovy iontomeéni¢ odpuzujici negativné nabité ionty, napt.
NO,"). Vyuzivéna je i elektroda z polykrystalické platiny, vy-
kazujici vyssi ucinnost oxidace NO, potazend vrstvou Nafi-
onu a acetatem celulosy*?. Nejnové&jsi piistroje jsou zaloZeny
na mikrocipovém senzoru, jehoZ citlivost je 16 pA/nM NO
s detek&nim limitem priblizng 300 pM (cit.*!).

Byl ptipraven biosenzor selektivni na NO na bazi optic-
kych vldken zaloZzeny na méfeni zmén fluorescence zpuso-
bené cytochromem c, ktery je oznaCen fluorescencnim barvi-
vem a zabudovan do senzoru. Detekéni limit je 20 uM (cit.*2).

Kalibrace NO senzoru je zaloZena na vzniku oxidu dus-
natého z dusitanu nebo na rozkladu donoru NO N-acetyl-S-
-nitroso-DL-penicillaminu®3 & na uZiti standardniho NO
roztoku pfipraveného z plynného NO. Elektroda citlivad na
NO byla napft. pouzita k pfimému méfeni NO in vivo v Za-
lude¢ni mukézni vrstvé béhem ischemické reperfuze®*.

5.1.3. Elektronovd spinovd (paramagnetickd)
rezonance ESR (EPR)

Po vloZeni latky s neparovym elektronem (radikalu) do
vnéjSiho magnetického pole dochdzi k orientaci magnetic-
kého momentu elektronu do dvou povolenych orientaci,
které se liSi energii. Dodanim zéafeni o vhodné energii lze
zméfit hodnotu rozdilu mezi obéma spinovymi stavy elek-
tronu. Zaznamem méfeni je spektrum ESR (cit.*).

NO obsahuje v molekule 11 valencnich elektrontl, ale
ESR spektrum vznikd u volné molekuly NO, jen pokud je
v excitovaném stavu. Pro detekci NO se uzivd metoda za-
chytu spinu, kdy reakci radikalu s diamagnetickou latkou
nachylnou k tvorbé komplexu vznikéa radikal, ktery ma delsi
biologicky polocas, a tim i lepsi detegovatelnost. NO tvofi
komplex nejéastji s prechodnymi kovy (Fe2*), thioly nebo
s reaktivnimi kyslikovymi centry. Pro zachyceni NO se nej-
astéji pouzivda Fe?*— N-methyl-D-glukamin-dithiokarba-
mat*® nebo hemoglobin*’. Detekéni limit vzniklych nitro-

o
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sosloucenin nebo methemoglobinu je pfiblizné 1 nM
(cit.*8).

5.2. Nepfimé stanoveni
5.2.1. Griessova metoda

Je zaloZena na spektrofotometrickém stanoveni dusitanii
po diazotaci sulfanilamidu a kopulaci s N-(1-naftyl)ethylen-
diaminem* (viz obr. 1) s detekei v oblasti pfi 540 nm.
V biologickych vzorcich musi byt dusi¢nany (vzniklé re-
akci NO s hemoglobinem) zpét zredukovany na dusitany,
které podléhaji reakci, ¢imZ je zajiSté€no stanoveni celkové
hladiny oxida¢nich produktii NO.

NO;
7

ONOO- NADPH + H*
nitratreduktasa > G6PDH
NO, NADP*

NO, NH24©7302NH2

H+
diazotace

kopulace

S S

Obr. 1: Reakéni mechanismus NO pri Griessové reakci (8)

zhk_/NH_

Pri analyze séra musi byt pied stanovenim provedena
deproteinizace (napf. ultrafiltraci). K redukci nitratd se nej-
Castéji pouzivi NADPH-dependentni nitratreduktasa. Vyssi
koncentrace NADP* inhibuje Griessovu reakci. Proto se do
reak¢ni smési pfidava glukosa-6-fosfatdehydrogenasa a glu-
kosa-6-fosfat, které NADP* regeneruji na redukovanou
formu koenzymu.

Vyznamné je postupné piidavani obou sloZek Griessova
¢inidla pro dosaZeni maximadlni citlivosti testu. Pokud rea-
guje postupné kysely roztok sulfanilamidu a pak teprve
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N-(1-naftyl)ethylendiamin, je reakce témér trikrat citlivéjsi
nez v pfipadé, kdy se obé sloZky smichaji pfed pfidanim do
reakéni smé&si*®. Uskalim metody je moZnost interference
antikoagulant@i nebo hemoglobinu ve vzorcich plazmy>!
Kalibra¢ni kiivka s limitem citlivosti 5 uM (cit.*?) je se-
strojena pomoci vodného roztoku dusitanu sodného.

5.2.2. Oxidace hemoglobinu

Reakci oxyhemoglobinu (Fe2*) s NO vznika methemog-
lobin (Fe3*) a dusi¢nan (9).
HbO, + NO — metHb + NO; €2)

Vyhodou reakce je jeji vysoka rychlost (probiha 26X
rychleji neZ autooxidace NO), nendrocnost provedeni, moz-
nost méfeni in vivo i in vitro a vysoka citlivost a specific-
nost pro NO (cit.?2). Spektrum oxyhemoglobinu je charak-
terizovano intenzivnim absorpénim pisem s maximem prfi
415 nm a dvéma uZ8imi absorpénimi maximy pfi 542 nm
a 577 nm. Methemoglobin vykazuje hlavni absorpcni maxi-
mum pii 406 nm (cit.>?).

NO je detegovan diky charakteristické zmeéné absorpc-
niho maxima hemoglobinu z 415 nm (oxyHb) na 406 nm
(metHb). Méfit 1ze i konverzi oxyhemoglobinu na reduko-
vany methemoglobin jako rozdil absorbance pii 401 nm
a 411 nm (izosbesticky bod, cit.>3). Pfi mé&feni chalkoni
(prekurzory flavonoidii, u nichZ jesté nedoslo k tuplné cyk-
lizaci na flavonoidni skelet) jako inhibitorti NO (cit.>#) byla
sledovdna tvorba methemoglobinu pomoci poklesu absor-
bance oxyhemoglobinu pfi 576 nm.

Detekéni limit metody pro méfeni NO in vivo je 1-10 nM
(cit>?).

5.2.3. Fluorescencni detekce

Pro fluorescencni detekci NO se uZivaji rizné aroma-
tické diaminy, napf. naftalen-2,3-diamin (DAN, cit.) &
4,5-diaminofluorescein (DAF-2, cit.>®), které v piitomnosti
kysliku reaguji s NO za vzniku triazolii. Metoda neni selek-
tivni pro NO, nebot reaguji i dusitany. Schopnost DAF-2
detegovat NO je vySsi v pfitomnosti dvojmocnych kationi.
Vépnik zvySuje signdl NO uvolnéného z NO donoru 200x.
Soucasné bylo pozorovano zvySeni fluorescence s rostouci
dobou osvitu’’

ProtoZe DAN je maélo rozpustny ve vod€, neni prilis
vhodny pro méfeni biologickych vzorkld. Rozpustnéjsi je
5,6-diaminonaftalen-1,3-disulfonovd kyselina (DANDS)
s maximem absorbance pfi 267 nm (cit.’8). DANDS reaguje
s NO za vzniku 1H-naftotriazol-6,8-disulfonové kyseliny
(NTADS) s maximem absorbance pfi 415 nm. Pfirozena
fluorescence DANDS je velice nizkd a zvySuje se reakci
s NO. Intenzita fluorescence je méfena pti 428,8 nm s exci-
taci pfi 302,4 nm. Méfeni se provadi na fluorescencnim
spektrometru nebo metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci.
Detekéni limit je 0,6 nM (cit.?®).

o
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5.2.4. Chemiluminiscencni reakce NO
s luminolem

Luminol (5-aminoftalazin-1,4(2H,3H)-dion) je Siroce uzi-
vané chemiluminiscencni ¢inidlo pro detekci reaktivnich fo-
rem kysliku a dusiku v biologickém systému. Oxid dusnaty
reaguje s peroxidem vodiku za vzniku peroxodusitanu, ktery
oxiduje luminol a vyvola emisi chemiluminiscenc¢niho zafeni.

Metoda byla pouZita pri studiu patofyziologické role oxidu
dusnatého v ledvinidch potkan@i u hypertenze®®. Detegovana
koncentrace NO uvolnéného po priniku ledvinami byla 39 pM.

Yao a spol.%0 pouZivaji metodu pro méfeni NO in vivo,
kde je vzorek odebirdn mikrodialyzou a detekce NO probihd
chemiluminiscen¢n€ pomoci luminolu. Specidlni mikrodialy-
zacni sonda je vysoce selektivni pro NO. Systém byl uZit pro
meéreni NO v krvi a tkanich a je dostate¢né citlivy na zmény
koncentrace NO, zptisobené teplotou nebo efekty donortd
NO. Validovany linedrni rozsah metody je 5 nM az 1 uM s de-
tek¢nim limitem 1nM.

Je uzivdna i metoda zaloZend na spojeni chemiluminis-
centni detekce NO (peroxodusitanu) luminolem a prito-
kové injekéni analyzy (FIA, cit.1-02). NO vznik4 reakei jo-
didu s dusitanem, prochdazi selektivni membranou a reaguje
s peroxidasou za vzniku stabiln€jSiho komplexu. Ten po de-
naturaci uvolituje NO, ktery je detegovan technikou FIA na
zakladé chemiluminiscence vznikajici pfi reakci s lumino-
lem. Detekéni limit metody je 0,9 UM (cit.%").

Peroxodusitan mtze byt k chemiluminiscen¢nimu de-
tektoru ptivadén dialyzacni, vysoce selektivni membranou
z acetatu celulosy. Metoda ma vysokou citlivost, detek¢ni
limit je 10 pM (bez dialyza¢ni membrany) a 100 pM (s di-
alyza¢ni membrénou)®2.

5.2.5. Pfeména argininu na citrulin

Schopnost tkdni nebo bun€k vyuzivat generovany NO
miiZe byt sledovdna na zédkladé tvorby citrulinu z argininu
v pritomnosti NOS kofaktortt FAD, FMN, NADPH, tetra-
hydrobiopterinu, vipniku a kalmodulinu (v pfipadé¢ NOS
neuronové nebo endotelové). Reakci iniciuje radionuklidem
oznaCeny arginin, terminacni uc¢inek ma EDTA pfi pH 5,5,
kterd vaZze vapnik, coZ vede k inaktivaci enzymu. Vzorek pro-
chazi katexem. Za téchto podminek se arginin vaZe na ionto-
ménici, zatimco citrulin je eluovidn a méfen scintila¢nim po-
Sitatem®?,

Pfeména argininu na citrulin NO-syntasou a tvorba NO in
situ muze byt monitorovdna metodou FIA s chemiluminis-
cenéni detekci®. Imobilizovand NOS produkuje NO v mnoz-
stvi dmérném koncentraci L-argininu. Kalibra¢ni kfivka se
sestroji s argininem, mez detekce je 0,5 mM (cit.%%).

5.2.6. Analyza dusitanii a dusicnanii
metodou HPLC

Pro soucasné méreni dusitanti i dusi¢nanii v plazmé byla
vypracovdna metoda HPLC s detekci spektrofotometric-
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kou® nebo elektrochemickou (pfedeviim amperometrickou
nebo coulometrickou®®). V praci®’ je pro simultanni méfeni
dusitan® i dusi¢nanli uZivdna metoda HPLC se 2 detektory
. Prvnim je DAD detektor, detegujici dusitany a dusi¢nany
pfi 212 nm a druhym je citlivéjsi elektrochemicky detektor
s elektrodou ze skelného uhliku, monitorujici dusitanové
ionty. Detek¢ni limit pro dusitany je pii pouZziti UV-VIS de-
tektoru 0,1 UM a u elektrochemického detektoru 0,001 uM;
pro dusi¢nany s UV-VIS detekci je 0,2 uM.

Dusitany 1ze méfit také pomoci HPLC s fluorescen¢ni
detekci po jejich derivatizaci naftalen-2,3-diaminem za
tvorby 3,4-dihydro-1,2,4-triazaanthracenu (excitace pfi 375
nm a emise pii 415 nm). Detek¢ni limit metody je 10 nM
(cit.8).

Dalsi metoda HPLC je zaloZena na nitrosaci dusitanu
a N-acetyl-L-cysteinu na N-acetyl-S-nitroso-L-cystein, ktery
je detegovén pii 333 nm. Mez detekce je 50 nM (cit.%%).

Pro stanoveni dusitan a dusi¢nanti byla vypracovana
také metoda iontové chromatografie’®’! s detekci konduk-
tometrickou, spektrofotometrickou (214 nm) a elektroche-
mickou.

5.2.7. Ostatni metody

Pro detekci plynného NO se pouZivd hmotnostni spekt-
rometrie’2, pro detekci dusitanti plynova chromatografie’3,
pfipadné kombinace plynové a hmotnostni spektrometrie
(GC-MS)74. Pro analyzu a detekci vazeb NO se uZiva infra-
ervena spektrometrie’. Dusitany a dusi¢nany se daji sta-
novit také kapildrni elektroforézou’, p¥ipadné polarogra-
ficky’778.

6. Zavér

Oxid dusnaty je v pfitomnosti kysliku reaktivnim a ne-
stalym radikdlem s kratkym polocasem. Podléha snadno
oxidaci, reaguje se Zelezem hemoglobinu, pfipadné se su-
peroxidem. M4 funkci neurotransmiteru, ucastni se nespeci-
fické obrany organismu, napiiklad pfi chronickych zanétech
(revmatoidni artritida, bronchialni astma), pfi ateroskler6ze,
diabetu, epilepsii a septickém Soku. Vyzkum metod stano-
veni oxidu dusnatého a objev potencidlnich 1éCiv, kterd by
byla schopna zasahovat do procesu tvorby a ptsobeni NO,
patfi k novym pfistuptim v ovlivnéni zanétlivych, autoimu-
nitnich, neurodegenerativnich a dalSich civiliza¢nich cho-
rob.

Prdce byla realizovdna v rdmci feSeni Vyzkumného zd-
méru FaF VFU ¢&.1637 0003.
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Z. Kupkova and L. Bene§ (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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