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Beneficial effect of exogenous NO donors on morphological

changes evoked by long-term administration
of NO synthase inhibitor

Kristek F, Varga I

Abstract

Nitric oxide represents an important mediator which is involved in a variety of cardiovascular functions.
The goal of this work was to study the effect of long term NO synthase inhibition on the structure of
conduit arteries. The second objective of this work was to determine whether changes in conduit arteries
evoked by long term NO synthase inhibition could be prevented by concomitant delivery of exogenous NO.
Two independent experiments (A, B) were performed. Both consisted of three groups of 10-week-old Wis-
tar rats: (1) controls, (2) treated by L-NC-nitroarginine methyl ester (L-NAME) in water (50 mg/kg), and
(3) in experiment A treated by L-NAME (50 mg/kg in water) + pentaerythrityetetranitrate (PETN) (2x50
mg/kg, using gavage), (3) in experiment B treated by L-NAME (50 mg/kg in water) + molsidomine (2x50
mg/kg, using gavage).

Blood pressure (BP) was measured in all groups by the tail plethysmographic method.

After 6 weeks the rats were killed and perfused by the glutaraldehyde fixative under the pressure equal
to the control systolic blood pressure of 120 mmHg. Thoracic aorta, carotid artery and coronary artery
were processed according to the standard electron microscopy procedure. Wall thickness (WT), cross
sectional area (CSA), and inner diameter (ID) of the arteries were measured in light microscopy.

A significant increase in BP, WT, CSA and WT/ID ratio (all p<0.01) were observed after L-NAME
administration in arteries, except of WT/ID in the coronary artery in experiment A where the increase
was not significant. ID changed not.

Administration of PETN or molsidomine to L-NAME treated rats resulted in a significant decrease in BP, WT,
and CSA. The decrease in WT/ID in coronary arteries was present however not significant in experiment A.
The inner diameter was significantly increased only in the thoracic aorta in experiment A.

In summary, long term NO synthase inhibition evoked considerable morphological changes in the arte-
rial wall of conduit arteries. The replacement of endogenous NO deficiency using exogenous NO donors
resulted in a considerably beneficial effect in all parameters studied. (Fig. 4, Ref. 54.)

Key words: nitric oxide, L-NAME, pentaerythrityl tetranitrate, molsidomine, morphometry,
hypertension.

Ascanio Sobrero na Academia delle Scienze di Torino pred-
niesol vo februari 1847 prednasku, pocas ktorej demonstroval lat-
ku schopnti i v malom mnozstve spdsobit’ silni detonaciu. Okrem
in¢ho uviedol, ze latka je sladka, Stipl'ava a po podani na jazyk,
i vo vel'mi malom mnozstve, vyvolava silné bolesti hlavy. Latka
patri do skupiny nitratov a bola neskor znama predovsetkym pod
nazvom nitroglycerin.

Nitraty pre potreby klinickej praxe sa pouzivaju dlhsie ako
150 rokov. Roku 1849 Hering po pokusoch na dobrovolnikoch
oznacil nitroglycerin ako homeopaticky liek. Brunton (1867)
a Murrel (1879) pouzili nitritamyl pri liecbe anginy pectoris. Je
iréniou osudu, ze Alfred Nobel, ktorého rodine nitroglycerin ako
vybusnina priniesol bohatstvo a vede najprestiznejSiu cenu, bol

na sklonku Zivota odkazany pouzivat nitroglycerin ako liek proti
intenzivnym bolestiam anginy pectoris.

Dlho sa nevedelo takmer ni¢ o spdsobe, akym tieto latky vy-
volavaju ic¢inok v organizme. Po viac ako sto rokoch sa zacal ob-
jasnovat’ mechanizmus pdsobenia nitratov v organizme. Relaxac-
né vlastnosti vlastného oxidu dusnatého (NO) sa zacali zistovat’
az priblizne pred 20 rokmi.

Slovakofarma, a.s., Hlohovec, Slovakia

Address for correspondence: F. Kristek, RND, PHD, Institute of Nor-
mal and Pathological Physiology, Sienkiewiczova 1, SK-813 71 Bratisla-
va 1, Slovakia.

Phone: +421.7.3292 6271, Fax: +421.7.5296 8516



Kristek F, Varga I: Beneficial effect of exogenous donors NO ...

201

Roku 1977, ked’ sa este nevedelo, Ze endotelové bunky produ-
kujt NO a uvoliiuji ho do cievnej steny, Katsuki a spol. ukazali,
ze rozpustna guanylatcyklaza (GC) v hladkosvalovych bunkéch
potkana bola stimulovana latkami, ktoré obsahuju nitrity. To vied-
lo k zvySeniu tvorby cyklického guanozinmonofosfatu (cGMP)
a k vaskularnej relaxacii. Autori predpokladali, Ze aktivacia cGMP
mdze byt spojend s tvorbou NO, pretoze NO tiez zvySoval GC
aktivitu a vyvolaval vyraznu relaxaciu. Roku 1979 (predtym ako
bol NO identifikovany ako endogénny messenger) Gruetter a spol.
ukazali na hovidzej prekontrahovanej koronarnej artérii, Ze apli-
kacia NO ako plynu z mikropipety vyvolava vyraznu relaxaciu.
Navyse NO aktivovalo rozpustnit GC. Podobny farmakologicky
ucinok NO a nitroglycerinu viedol k predpokladu, Ze nitroglyce-
rin vyvolava relaxaciu, na ktorej sa zucastituje NO. Roku 1980
Furchgott a Zavadski zistili, Ze z endotelu cievy sa uvolnuje latka
sposobujuca dilataciu hladkosvalovych buniek. Latka bola ozna-
¢ena EDRF (endothelium derived relaxing factor). Roku 1987 bola
tato latka v dvoch od seba nezavislych laboratériach identifikova-
na ako oxid dusnaty (Ignarro a spol., 1987; Palmer a spol., 1987).
Odvtedy sa rapidne zvacsuje pocet prac zaoberajucich sa tlohou
NO v organizme. Schopnost organickych nitratov prinasat’ do or-
ganizmu a uvolniovat’ v iom oxid dusnaty az roku 1991 zistili
Ahlner a spol.

Oxid dusnaty je anorganicky vol'ny radikal, ktory posobi v or-
ganizme ako mnohostranny messenger. Endogénny NO je synteti-
zovany z L-argininu tromi izoformami NO-syntazy (NOS): endo-
telovou NOS, nervovou NOS a indukovanou NOS. NO syntdzy
su vyrazne regulované viacerymi kofaktormi. Vytvorené NO di-
funduje k okolitym bunkam, kde aktivuje rozpustni GC s nasled-
nym formovanim cyklického guanozin monofosfatu (cGMP).
V kardiovaskularnom systéme NO syntetizovany endotelovou NOS
sa pokladal predovsetkym za vazodilatator hladkosvalovych bu-
niek. Neskor sa zistili jeho d’alSie dolezité vlastnosti. Okrem inych
posobi protektivne proti trombdzam, atherogenéze — inhibiciou
adhézie monocytov a krvnych dosti¢iek na cievnu stenu, ma anti-
proliferacny uc¢inok na hladkosvalové bunky cievnej steny. Dys-
funkcia tvorby NO sa poklada za jednu z najdolezitejSich pricin
pri rozvoji kardiovaskuldrnych chordb (hypertenzia, koronarne
choroby, zlyhavanie srdca). Neprekvapuje preto, Ze sa vynaklada
enormné usilie na rieSenie problému, ako dopravit' NO do oblasti
cievneho rieciska, kde je v dosledku réznych pri¢in hladina endo-
génneho NO nedostatocna.

Nitraty st metabolizované v cievnej stene mimo endotelovych
buniek a uvolnené NO vyvolava od endotelu nezavislu dilataciu
hladkosvalovych buniek. Takyto ti¢inok exogénnych donorov oxidu
dusnatého je pri nedostato¢nej produkcii endogénneho NO z po-
Skodenych endotelovych buniek vel'mi prospesny. Komplikaciou
a do znacnej miery limitujicim faktorom beneficného t€inku nit-
ratov na hemodynamické a ischemické poSkodenie kardiovasku-
larneho systému je vznik nitratovej tolerancie. Nitratova toleran-
cia je komplexny fenomén zlozeny z mnohych faktorov, ktoré st
pri niektorych nitrovazodilatatoroch indukované uz po 2—3 diioch
neprerusené¢ho podavania. Navyse je dlhodobé podévanie nitro-
glycerinu spojené so zvySenou produkciou superoxidu v cievnej
stene (Miinzel a spol., 1995). Predpokladalo sa, Ze nitratova tole-
rancia je sposobend depléciou tiolov (Packer a spol., 1987; Horo-
witz a spol., 1983). Novsie nalezy vsak prisudzuju vacsiu ulohu
oxidativnemu stresu (Watanabe a spol., 1997; Bassenge a spol.,

1998; Watanabe a spol., 1998). Napriek tymto prekazkam vyznam
NO, a tym i jeho donorov pre kardiovaskularny systém stimuluje
vyskum v hl'adani novych terapeutickych moznosti v nahradzo-
vani nedostatku endogénneho NO exogénnymi donormi. Pozia-
davka klinickej praxe je zamerana predovsetkym na ziskanie G¢in-
nej latky uvolniujicej NO, pri ktorej by ani po dlhodobom podavani
neklesala ti€innost’.

Medzi latky, ktoré by mohli spiiat’ uvedené poziadavky, pat-
ria pentaerythrityltetranitrat (PETN) a molzidomin. PETN je exo-
génny NO donor s dlhodobym farmakodynamickym efektom. Ako
jediny nitrat nevyvolava ani po dlhodobom podavani nitratova
toleranciu a neindukuje oxidac¢ny stres (Diick a Richard, 1990; Fink
a Bassenge, 1997; Hinz a spol., 1998). PETN posobi aj ako antio-
xidant (Oberle a spol., 1999). Tato vlastnost’ je dolezita obzvlast
preto, lebo pozorovania ukdzali, Ze superoxidové radikaly vedu
k inaktivacii NO a pri metabolizme nitratov priamo timerne kore-
luju s nitratovou toleranciou (Dikalov a spol., 1999). PETN ma
pravdepodobne protektivny ucinok aj proti aterosklerdze a endo-
telovej dysfunkcii (Oberle a spol., 1999; Kojda a spol., 1995).
Navyse v porovnani s inymi klinicky pouzivanymi organickymi
nitratmi je najvacsi aktivator syntézy cGMP (Hinz a spol., 1998).
Za dlhodoby vazodilata¢ny a antiischemicky efekt je zodpovedna
predovsetkym aktivna faza I (Hinz a spol., 1998). Kompletna far-
makodynamika PETN vsak nie je znama. Navyse Gplne chybaju
poznatky, ako ovplyviiuje dlhodobé podavanie PETN pocas NO
deficitnej hypertenzie Strukturu cievnej steny.

Molzidomin patri do skupiny donorov NO oznacovanych ako
sydnoniminy. Predpoklada sa, ze nevyvolava ani po dlhodobom
podavani nitratovu toleranciu. Metabolizuje sa v peceni na 3-mor-
folinosydnonomin (SIN-1), z neho sa v organizme spontanne hyd-
roxylaciou cez SIN-1A a SIN-1C uvol'iuje NO (Noack a Feelish,
1989; Bohn a Schonafinger, 1989). Benefi¢ny efekt molzidominu
sa zistil uz roku 1978. Molzidomin po podani vyvolava rovnako
ako PETN endotelovo nezavislu dilataciu cievneho rieciska a in-
hibuje aktivaciu trombocytov (Megson, 2000). Rovnako ako pri
PETN chybaju tdaje o vplyve molzidominu na Struktaru cievnej
steny pri NO deficitnej hypertenzii.

V tejto praci sme sledovali dlhodoby u¢inok PETN a molzi-
dominu na Strukturu cievnej steny pri zvieracom modeli NO defi-
citnej hypertenzie. Patofyziologicky podklad NO deficitnej hyper-
tenzie je blokada NOS, enzymu, ktory metabolizuje L-arginin na
L-citrulin s koprodukciou NO. Blokdda NOS spdsobuje znizenie
endogénnej produkcie NO, ¢o ma za nasledok popri znacnom zvy-
Seni krvného tlaku aj vyrazny narast hrabky cievnej steny (Delac-
retaz a spol., 1994; Kristek a Gerova, 1996). S prihliadnutim na
Laplaceho zakon je zrejmé, zZe zmeny v geometrii artérii maju vy-
razne negativny vplyv na kardiovaskularny systém. Okrem toho
zvyseny tlak krvi spolo¢ne so zvédcSenou kontraktilitou hladkos-
valovych buniek po blokade NO-syntazy (Ribeiro a spol., 1995;
Holécyova a spol., 1996) pravdepodobne d’alej zosiliiuju tento
nepriaznivy efekt.

Vseobecne sa akceptuje, ze NO inhibuje bunkovu proliferaciu
(Garg a Hassid, 1989; Nakaki a spol., 1990; Arnal a spol., 1994; Cor-
nwell a spol., 1994). Predpokladame teda, ze NO uvolneny z exo-
génnych donorov NO bude mat pri NO deficitnej hypertenzii anti-
proliferany ti¢inok na hladkosvalové bunky cievnej steny. Uvolnené
NO pravdepodobne ovplyvni hypertrofiu cievnej steny a celkovo zlepsi
hemodynamické parametre kardiovaskularneho systému.
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BP (%)

Experiment A Experiment B

Fig. 1. Changes in blood pressure evaluated as a percentage of con-
trol value (empty column). Long-term administration of: L-NAME
(hatched column), L-NAME + PETN (cross-hatched column), L-
NAME + molsidomine (black column). ** p<0.01 in comparison to
control value, ++ p<0.01 in comparison to L-NAME value.

Obr. 1. Zmeny tlaku krvi vyjadrené v percentich kontrolnej hodnoty
(prazdny stlpec). Dlhodobé podavanie: L-NAME (Srafovany stlpec),
L-NAME + PETN (dvojito Srafovany stlpec), L-NAME + molzido-
min (tmavy stlpec). ** p<0,01 v porovnani s kontrolnymi hodnotami,
++ p<0,01 v porovnani s L-NAME skupinou.

Ciel'om tejto prace bolo: 1. sledovat’ zakladné hemodynamic-
ké parametre cievneho rieciska, 2. sledovat’ morfologické zmeny
v kardiovaskularnom systéme pri NO deficitnej hypertenzii a 3.
zistit, ¢i spolo¢né dlhodobé podavanie blokatora NOS—NC-nitro
L-argininmetylesteru (L-NAME) s exogénnym donorom NO —
PETN, resp. exogénnym donorom NO — molzidominom zabrani
vzniku hemodynamickych a Struktarnych zmien v cievnej stene
hrudnej aorty, krkavici a koronarnej artérii potkana.

Material a metédy

Vsetky procediry sa na experimentalnych zvieratach robili
podla predpisu pre pracu s laboratérnymi zvieratami (Eticka ko-
misia pre experimentalnu pracu SAV, 1995).

Potkany boli chované vo zverinci so Standardnym vybavenim,
individualne v klietkach pri teplote 22—24 °C a pri 12-hodino-
vom svetelnom rezime. Boli pravidelne kimené peletami. V po-
kuse sa pouzili potkany — samce kmena Wistar s hmotnostou
310—320 g. Na zaciatku pokusu mali potkany vek 10 tyzdnov.
Robili sa dva samostatné experimenty A a B. V kazdom experi-
mente sme zvierata rozdelili do troch skupin, kazda skupina mala
8 zvierat.

Experiment A: V prvej skupine boli kontrolné zvierata. Poda-
vali sme im pitntl vodu. Druhej skupine zvierat sme podavali blo-
kator NOS — L-NAME v pitnej vode v koncentracii 50 mg/kg/
deni pocas 6 tyzdnov. Tretej skupine zvierat sme podavali blokator
NO-syntazy 50 mg/kg/den pocas 6 tyzdiov v pitnej vode a sucas-
ne sondou do zaltidka dvakrat denne PETN v davke 50 mg/kg/den
pocas 6 tyzdiov (rano a vecer) — celkova dennd davka PETN
bola 100 mg/kg.

Experiment B: Prvé dve skupiny boli rovnaké ako v experi-
mente A. Tretej skupine zvierat sme podavali blokator NOS 50
mg/kg/den pocas 6 tyzdiiov v pitnej vode a sucasne sondou do
zaltdka dvakrat denne molzidomin v davke 50 mg/kg/den pocas 6
tyzdnov (rano a vecer) — celkova denna davka molzidominu bola
100 mg/kg. Vo vsetkych skupinach sme merali krvny tlak nepria-
mo pouzitim chvostovej pletyzmografickej metody.

Po 6 tyzdiioch sme zvierata usmrtili vy$Sou davkou pentobar-
bitalu (100 mg/kg i.p.), otvorili sme hrudnik a kardiovaskularny
systém sme cez I'ava komoru perfundovali fixa¢nou latkou pod
konstantnym tlakom 120 mmHg poc¢as 10 minut. Ako fixa¢nu lat-
ku sme pouzili 300 mmol/l glutaraldehyd v 100 mmol/l fosfato-
vom tlmivom roztoku. Strednu ¢ast’ hrudnej aorty, strednu cast’
krkavice a hornu Cast’ septalnej vetvy l'avej descendentnej koro-
narnej artérie sme vybrali a rozdelili na ¢asti dlhé priblizne 1 mm.
Vzorky sme d’alej spracovali Standardnym postupom pre trans-
misn’ elektronovi mikroskopiu (Kristek, 1998). Tri nahodne vy-
brané blocky z kazdej cievy sme krajali kolmo na pozd znu os
cievy. Vnutorny obvod cievy a hriibku cievnej steny (tunica inti-
ma + tunica media) sme merali vo svetelnom mikroskope. Vni-
torny diameter a pomer hribky cievnej steny k vniitornému dia-
metru sme vypocitali. Vysledky sme vyhodnotili podl'a Anova
a Bonferroniho testu. Hodnoty st uvedené ako +SEM. Za signifi-
kantné rozdiely sa povazovali vtedy, ked’ rozdiel bol p<0,05.

Vysledky

Blood pressure

Dlhodobé podavanie blokatora NO-syntazy vyvolalo po 6 tyz-
dnoch signifikantné zvySenie tlaku krvi. V experimente A bol tlak krvi
135,43+0,99 % kontrolnej hodnoty (100+1,10 %) (p<0,01); v expe-
rimente B 156,08+2,24 % kontrolnej hodnoty (100+6,62 %), (p<0,01).
Spolo¢né podavanie blokatora s PETN sposobilo signifikantne nizsi
narast tlaku krvi len na 128,35+0,55 % (p<0,01). Po podavani molzi-
dominu len na 114,24+1,74 % (p<0,01), v porovnani s kontrolnymi
hodnotami bol vSak signifikantne vyssi (p<0,01) (obr. 1).

Arteridalne parametre

Vnutorny diameter

Hrudna aorta. Podavanie blokatora NO-syntazy nevyvolalo
ani v experimente A signifikantny narast vnitorného diametra cievy
—107,90+1,41 %, kontrolna hodnota predstavovala 100+2,24 %
a ani v experimente B — 98,03+2,73 % kontrolnej hodnoty
100+3,07 %. Spolo¢na aplikacia blokatora NOS s PETN sposobi-
la néarast vnutorného diametra aorty 117,11£1,54 %. Hodnota bola
signifikantne vyssia (p<0,01) v porovnani s kontrolnymi zvierata-
mi, ako aj s hodnotami zistenymi u potkanov, ktorym bol apliko-
vany samotny L-NAME. Spolo¢né podavanie L-NAME s molzi-
dominom nevyvolalo Statisticky vyznamnt zmenu 88,16+3,22 %
(obr. 2A).

Krkavica. Samo podavanie blokatora NOS signifikantne ne-
ovplyvnilo vnitorny diameter cievy ani v experimente A —
105,14+2,48 % kontrolna hodnota bola 100+4,36 % ani v experi-
mente B — 92,41+£3,07 %, kontrolna hodnota bola 100+4,65 %.
Vnutorny diameter cievy neovplyvnilo ani spoloéné podavanie
blokatora s PETN — 112,60+3,05 %, ani v kombinacii s molzi-
dominom 98,18+6,15 % (obr. 2B).

Koronarna artéria. Vnutorny diameter koronarnej artérie ne-
bol signifikantne zmeneny po podavani samotného L-NAME. V ex-
perimente A bol — 118,00+3,09 % kontrolnej hodnoty 100+4,80
%, v experimente B 86,36+6,38 % kontrolnej hodnoty 100+7,31%.
Spolo¢né podavanie inhibitora NOS s PETN nevyvolalo signifi-



Kristek F, Varga I: Beneficial effect of exogenous donors NO ... 203

kantnu zmenu 114,40+8,10 %, rovnako ako podavanie s molzido-
minom 89,39+6,44 % (obr. 2C).

Hrubka cievnej steny

Hrudna aorta. Aplikéacia samotného blokatora NOS vyvolala
narast hriibky cievnej steny (tunica intima + tunica media) v expe-
rimente A— 133,12+1,62 % (kontrolna hodnota bola 100+3,84
%), ako aj v experimente B— 162,81+5,79 % (kontrolna hodnota
bola 100+3,64 %). Hrubka cievnej steny bola po spolo¢nom po-
davani blokatora s PETN signifikantne mensia 117,08+2,26 %
(p<0,01), bola vsak signifikantne vicsia ako v kontrolnej skupine
(p<0,01). Po spolo¢nom podavani L-NAME s molzidominom bola
hrubka cievnej steny vyrazne mensia ako po samotnom podavani
blokatora — 92,46+5,38 % (p<0,01), tato hodnota nebola vyz-
namna v porovnani s kontrolnou hodnotou (obr. 3A).

Krkavica. Podavanie blokatora sposobilo vyrazny narast hrib-
ky cievnej steny v oboch experimentoch. V experimente A bol
152,07+3,52 % kontrolnej hodnoty 100+7,35 % (p<0,01), v ex-
perimente B 197,92+7,12 % (p<0,01) kontrolnej hodnoty 100+3,20
%. Spolo¢né podavanie blokatora s PETN zamedzilo zhrubnutiu
arterialnej steny 94,74+6,48 % (p<0,01), rovnako hrubka cievnej
steny bola po spolo¢nom podévani blokatora s molzidominom len
97,08+9,40 % kontrolnej hodnoty. Tieto hodnoty neboli signifi-
kantné v porovnani s kontrolnymi hodnotami (obr. 3B).

Koronarna artéria. Blokator NOS vyvolal narast hrubky ciev-
nej steny. Hodnota v experimente A bola — 174,49+7,62 %
(p<0,01) kontrolnej hodnoty 100+7,18 %, v experimente B bola
201,3445,98 % kontrolnej hodnoty 100+13,08 %, (p<0,05). Spo-
loéné podavanie blokatora s PETN vyvolalo znizenie narastu
hrubky arteridlnej steny na 136,76+6,19 % (p<0,05). Hribka ciev-
nej steny po spolo¢nom podavani blokatora s molzidominom
predstavovala 174,58+13,08 %. Hodnoty po spolo¢nom poda-
vani blokatora s PETN, resp. molzidominom sa §tatisticky neod-
lisovali od kontrolnych hodnoét (obr. 3C).

Pomer hribka cievnej steny/vnutorny diameter cievy

Hrudna aorta. Pomer hribky cievnej steny k vnutornému dia-
metru cievy sa po podavani blokatora NOS v oboch experimen-
toch signifikantne zvysil. V experimente A na 124,43+£2,26 %
kontrolnej hodnoty (100+5,34 %) (p<0,01). V experimente B na-
rast predstavoval 167,10+6,88 kontrolnej hodnoty (100+5,74 %),
(p<0,01). Spolo¢né podavanie blokatora s PETN viedlo k signifi-
kantnému znizeniu pomeru 104,21+4,04 % (p<0,01), spolo¢né
podavanie s molzidominom zniZzilo tento pomer na 104,44+8,00
%, (p<0,01). Tieto hodnoty v porovnani s kontrolnymi hodnota-
mi neboli vyznamné (obr. 4A).

Krkavica. Samo podavanie blokatora spdsobilo zvySenie po-
meru v oboch experimentoch. V experimente A bol pomer
143,35+4,86 % kontrolnej hodnoty (100+10,44), (p<0,01), v ex-
perimente B 210,67+6,33 % kontrolnej hodnoty (100+7,00 %)
(p<0,01). Spolo¢né podavanie blokéatora s PETN vyvolalo znize-
nie na 84,81+£10,45 % (p<0,01), spolo¢né podavanie s molzido-
minom spdsobilo znizenie na 113,33+12,94 % (p<0,01). Tieto
hodnoty sa signifikantne nelisili od kontrolnych hodnét (obr. 4B).

Korondrna artéria. Pomer hrubky cievnej steny k vnutorné-
mu diametru po aplikacii samotného inhibitora NOS bol v experi-
mente A 140,27+7,90 % kontrolnej hodnoty 100+6,22 %. V ex-
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Fig. 2. Changes in inner diameter of thoracic aorta (A), carotid arte-
ry (B), and coronary artery (C) evaluated as a percentage of control
value (empty column). Long-term administration of: L-NAME (hat-
ched column), L-NAME + PETN (cross-hatched column), L-NAME
+ molsidomine (black column). ** p<0.01 in comparison to control
value, ++ p<0.01 in comparison to L-NAME value.

Obr. 2. Zmeny vnitorného diametra hrudnej aorty (A), krkavice (B)
a korondrnej artérie (C) vyjadrené v percentich kontrolnej hodnoty
(prazdny stlpec). Dlhodobé podavanie: L-NAME (Srafovany stlpec),
L-NAME + PETN (dvojite Srafovany stlpec), L-NAME + molzidomin
(tmavy stlpec). ** p<0,01 v porovnani s kontrolnymi hodnotami, ++
p<0,01 v porovnani s L-NAME skupinou.

perimente B bol 236,96+9,36 % kontrolnej hodnoty 100+7,17 %
(p<0,05). Tento pomer bol po spolo¢nom podéavani blokatora
s PETN 110,81+15,12 %. Po spolo¢nom podéavani blokatora s mol-
zidominom bol 193,48+11,01 %. Hodnoty sa Statisticky nelisili
ani od skupiny s podavanim samotného blokétora, ani od kontrol-
nych hodndt (obr. 4C).

Diskusia

Dlhodoba blokdda NO-syntdzy vyvolala u experimentalnych
zvierat stabilne zvySeny krvny tlak. Tieto pozorovania sa zhoduju
s naSimi predchadzajiucimi pozorovaniami (Kristek a spol., 1995,
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Fig. 3. Changes in wall thickness (tunica intima + tunica media) of tho-
racic aorta (A), carotid artery (B), and coronary artery (C) evaluated
as a percentage of control value (empty column). Long-term adminis-
tration of: L-NAME (hatched column), L-NAME + PETN (cross-hat-
ched column), L-NAME + molsidomine (black column). ** p<0.01 in
comparison to control value, ++ p<0.01 in comparison to L-NAME
value.

Obr. 3. Zmeny hrubky steny (tunica intima + tunica media) hrudne;j
aorty (A), krkavice (B) a koronarnej artérie (C) vyjadrené v percen-
tach kontrolnej hodnoty (prazdny stipec). Dlhodobé podavanie: L-
NAME (Srafovany stlpec), L-NAME + PETN (dvojite Srafovany stl-
pec), L-NAME + molzidomin (tmavy stlpec). ** p<0,01 v porovnani
s kontrolnymi hodnotami, ++ p<0,01 v porovnani s L-NAME
skupinou.

1996; Kristek a Gerova, 1996; Kristek, 2000) ako aj s pozorova-
niami inych autorov, ktori podavali priblizne rovnaké davky blo-
katora NO-syntdzy (L-NAME) po priblizne rovnakt dobu (Baylis
a spol., 1992; Ribeiro a spol., 1992; Jover a spol., 1993).
Spolo¢né neprerusované podavanie blokatora NO-syntdzy
s PETN, resp. s molzidominom spdsobilo signifikantne nizsi na-
rast krvného tlaku v porovnani s podavanim samotného blokato-
ra. Znizenie narastu krvného tlaku je vel'mi pravdepodobne spo-
sobené aktivaciou guanylatcyklazy oxidom dusnatym uvolnenym
z exogénneho donora. Aktivacia tohto enzymu spdsobuje preme-
nu guanozintrifosfatu na cyklicky guanozinmonofosfat (cGMP)
(Mittal a Murad, 1982). Aktivacia cGMP vedie k relaxacii hlad-
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Fig. 4. Changes in the ratio of wall thickness (tunica intima + tunica
media) to inner diameter of thoracic aorta (A), carotid artery (B),
and coronary artery (C) evaluated as a percentage of control value
(empty column). Long-term administration of: L-NAME (hatched
column), L-NAME + PETN (cross-hatched column), L-NAME + mol-
sidomine (black column). ** p<0.01 in comparison to control value,
++ p<0.01 in comparison to L-NAME value.

Obr. 4. Zmeny pomeru hrubky steny (tunica intima + tunica media)
ku vnitornému diametru hrudnej aorty (A), krkavice (B) a koronar-
nej artérie (C) vyjadrené v percentich kontrolnej hodnoty (priazdny
stlpec). DIhodobé podavanie: L-NAME (Srafovany stipec), L-NAME
+ PETN (dvojite Srafovany stlpec), L-NAME + molzidomin (tmavy
stlpec). ** p<0,01 v porovnani s kontrolnymi hodnotami, ++ p<0,01
v porovnani s L-NAME skupinou.

kosvalovych buniek v cievnej stene (Mittal a Murad, 1982). Schultz
a spol. (1977) a Hinz a spol. (1998) zistili, ze PETN je v porovna-
ni s inymi klinicky relevantnymi organickymi nitratmi (glyceryl-
trinitrat, isosorbidedinitrat, isosorbid-5-mononitrat) najpotentnej-
§i v stimulacii tvorby cGMP. Napriek tomu znizenie krvného tlaku
po spolo¢nom podavani PETN a blokatora NO-syntazy bolo po-
merne malo vyrazné. Po 6 tyzdnoch bol krvny tlak signifikantne
vy$§i v porovnani s kontrolnymi zvieratami. Ani spolo¢né poda-
vanie blokatora NO-syntazy s molzidominom uplne nezabranilo
zvyseniu krvného tlaku. Nevyrazné zmeny po podavani donorov
NO podporuji nalezy inych autorov, ze vazodilata¢na aktivita nit-
ratov sa preferencne uplatiiuje vo venodznej Casti cievneho riecis-
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ka, kde dilatuju hladkosvalové bunky a znizujt predovsetkym ,,pre-
load* (Ahlner a spol., 1991; Miilsch a spol., 1995; Gruetter a spol.,
1995). Je vSsak mozné, ze exogénne donory NO nie su schopné
uplne nahradit’ znizenti produkciu endogénneho NO. Tato otazka
zostava nezodpovedana predovsetkym preto, lebo sa s istotou ne-
dokéze uréit presna hladina NO v organizme. Casto sa vyskytuju
protichodné vysledky o hladine NO pri roznych typoch hyperten-
zie. Hladina NO v organizme sa vo vacSine prac urcuje len nepria-
mo, a to predovsetkym na zaklade zvysenej hladiny cGMP, alebo
nitratov, ¢i nitritov. Takéto stanovovanie ma vela uskali. Hladinu
cGMP ovplyviuju aj iné latky (ANP) a hladina nitratov, resp. nit-
ritov moze zavisiet’ aj od hypoxie v organizme. RozrieSeniu otaz-
ky koncentracie NO v organizme za normalnych a patologickych
stavov by pomohlo vyvinutie spol'ahlivej metddy na meranie hla-
diny NO in vivo.

Po spolo¢nom podavani blokatora NO-syntazy s exogénnymi
donormi NO sme zistili prekvapujico nevyrazné zvicsenie vnu-
torného diametra ciev. Predpokladali sme, ze uvol'nené NO z do-
norov spdsobi mohutnejsiu dilataciu cievnej steny. Signifikantny
narast vnutorného diametra sme v$ak pozorovali len pri aorte a len
po podavani PETN. Podobne malu dilataciu pozorovali aj Fink
a Bassenge (1977). Po 6-diovej kontinualnej infazii PETN zistili
narast diametra koronarnej artérie psa len priblizne o 10 %. Aj
mala dilatacia artérii podporuje nalezy, ze vazodilataéna aktivita
sa pravdepodobne vyraznejSie uplatituje vo vendznej Casti kardio-
vaskularneho rieciska.

Dlhodobé podavanie blokatora NO-syntazy ovplyvnilo vel'mi
vyrazne narast hrubky steny velkych privodnych tepien. Tieto na-
lezy st v zhode s nasimi predchadzajicimi pozorovaniami (Kris-
tek a Gerova, 1996; Kristek a spol., 1996; Kristek, 2000) na hrud-
nej aorte, krkavici a korondrnych cievach aj s pozorovaniami
Delacretaza a spol. (1994) na krkavici, Mortona a spol. (1993)
a Denga a spol. (1993) na mezenterickych artériach. Dunn a Wil-
son (1993) nepozorovali pri tomto modeli hypertenzie hypertrofiu
cievnej steny ani pri privodnych, ani pri rezistentnych mezenteric-
kych artéridch.

Dlhodobé podavanie exogénnych donorov PETN a molzi-
dominu spolu s blokatorom NO-syntazy signifikantne zabranilo
narastu hrubky cievnej steny. Podl'a nasich vedomosti v literatu-
re nie st okrem nasich predchadzajucich Kristek (2000) data pre
porovnanie prezentovanych vysledkov. Benefi¢ny uc¢inok dono-
rov NO na cievnu stenu je vSak v dobrej zhode s nalezmi Garga
a Hasida (1989), Nakakiho a spol. (1990), Arnala a spol. (1994)
a Cornwella a spol. (1994), ktori zistili, Ze NO inhibuje prolife-
raciu a mitoticku aktivitu buniek. Je teda mozné predpokladat’,
ze zvySena hladina NO uvol'neného z exogénnych donorov bude
mat’ za nasledok antiproliferaény efekt na hladkosvalové bunky
cievnej steny. Napriek uvedenym vlastnostiam oxidu dusnatého
nepozorovali sme v skupine potkanov po samotnom podéavani
blokatora NO-syntazy (pri pravdepodobnom znizeni hladiny NO)
mitotickl aktivitu hladkosvalovych buniek. Narast hrabky ciev-
nej steny je pravdepodobne sposobeny hypertrofiou svalovych
buniek a predovsetkym, ako sme ukazali Kristek a spol. (1996),
narastom hmoty extracelularneho matrixu. ,,Remodelling* (po-
jem remodelling cievnej steny nie je jednozna¢ny — niektori
autori uvadzaju len prestavbu existujiceho materidlu v cieve, ini
(aj my) prestavbu s moznou hypertrofiou, alebo hyperplaziou
hladkosvalovych buniek) cievnej steny poc¢as hypertenzie je kom-

plexny dej, v ktorom viaceré podnety posobia synergicky. Otaz-
kou je, ktory podnet ma najdélezitejSiu ulohu. Predpokladdme,
ze zvySenie tlaku mdze byt pre zhrubnutie cievnej steny vel'mi
dolezité, naznacuje to aj nase pozorovanie. V experimente, v kto-
rom bol rozdiel v tlaku krvi medzi kontrolnou skupinou a L-
NAME skupinou vyssi, bol aj narast hrubky cievnej steny pri
vSetkych troch artériach podstatne vac¢si. Dominantna uloha tla-
ku krvi nie je vSak jednoznac¢na. U spontanne hypertenznych
potkanov zhrubnutie cievnej steny predchddza zvysenému krv-
nému tlaku, to znamena, ze uz v prehypertenznej faze pri tomto
modeli je cievna stena zhrubnuta (Lee, 1985; Rizzoni a spol.,
1994). Tento predpoklad podporuju Krivosikova a spol. (1999)
a Rizzoni a spol. (1995), ktori zistili, ze ACE-inhibitory v davke
neovplyviujucej tlak krvi spdsobuji znizenu proliferaciu obli-
Ciek, resp. stenCenie cievnej steny. Z tychto pozorovani vyplyva,
ze tlak krvi nemusi mat’ nevyhnutne dominantna tlohu v patolo-
gickom remodelingu cievnej steny. Predpokladame, ze pomerne
znacny benefiény uc¢inok PETN a molzidominu na hribku ciev-
nej steny pri relativne malom vplyve na tlak krvi moze byt spo-
sobeny aj inymi regulaénymi mechanizmami. NO ovplyviiuje
mnozstvo procesov v kardiovaskularnom systéme, znamych i do-
teraz neznamych. Medzi zname patria zmeny v aktivite renino-
vo-angiotenzinovom systéme (Auch-Schwelk a spol., 1993; Le-
may a spol., 2000) zmeny v hladine bradykininu (Grafe a spol.,
1993; Hecker a spol., 1994), zmeny v hladine endotelinov (Riz-
vi a Meyers, 1997), zmeny v apoptéze buniek cievnej steny
(Briine a spol., 1998) a iné. Popri zmene v bunkovych kompo-
nentoch — endotelovych a hladkosvalovych bunkach vyznamnu
ulohu v remodelingu a v elasticite cievnej steny pri NO-deficit-
nej hypertenzii vel'mi pravdepodobne ma aj extracelularny mat-
rix (Kristek a spol., 1996).

Pomer hrubky cievnej steny ku vnitornému diametru cievy je
vel'mi vyznamnym ukazovatel'om zmien v kardiovaskularnom sys-
téme. Vo vsetkych troch cievach bol tento pomer po podavani L-
NAME zvys$eny a po spolo¢nom podéavani blokatora s exogénny-
mi donormi znizeny. Pri hrudnej aorte a krkavici boli zmeny
vysokosignifikantné. Pri septalnej vetve l'avej descendentnej ko-
ronarnej artérie boli absolitne hodnoty zmenené, signifikantné
zmeny vsak boli len v experimente B, ato len po podavani L-
NAME. Predpokladame vsak, ze nesignifikantnost’ zmien bola
sposobena vetvenim septalnej artérie. Vetvenie tejto cievy nie je
u jednotlivych zvierat rovnaka, ¢o spdsobuje vyssiu variabilitu
suboru, a tym i vysSie ndroky na signifikantnost’. Zvyseny pocet
experimentalnych zvierat by vel'mi pravdepodobne potvrdil tento
predpoklad.

Podl'a Laplaceho zékona predpokladame, ze zmeny v geo-
metrii vel'kych privodnych tepien (vnutorny diameter, hriibka
cievnej steny, pomer hrubky cievnej steny k vnitornému dia-
metru) maju vel'mi negativny vplyv na fyziologické parametre
kardiovaskularneho systému (transmuralny tlak, napétie ciev-
nej steny) vyustujuci predovsetkym do nedostatoéného vyzi-
vovania zasobovanej oblasti. Tieto cievy a obzvlast aorta po-
sobia aj ako ,,windkessel“ a prendsaji rytmicky vydaj srdca
smerom na perifériu. St miestom rdznych typov barorecepto-
rov (aj ked ich tloha pri dlhodobej hypertenzii sa zdd mene;j
vyznamnd (Mancia a Mark, 1983)). Predpokladdme preto, ze
akékol'vek zlepsenie morfologickych a funkénych parametrov
cievnej steny po podavani exogénnych donorov NO ma pri NO
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deficitnej hypertenzii vyrazny beneficny Gc¢inok na cely kar-
diovaskularny systém.”
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Abstrakt

Kristek F., Varga I.:

Benefi¢ny ucinok exogénnych donorov NO na morfologické zmeny vyvolané dlhodobym podavanim blokato-
ra NO syntazy

Bratisl. lek. Listy, 102, 2001, ¢. 4, s. 200-208

Oxid dusnaty je dolezitym mediatorom, ktory ovplyviiuje mnozstvo kardiovaskularnych funkcii. Cielom pra-
ce bolo sledovat’ efekt dlhodobého podavania blokatora NO-syntazy na Struktaru steny velkych privodnych
tepien. Druhym cielom prace bolo ur¢it, ¢i exogénne dodanie oxidu dusnatého (NO) moze predist’ zmendm
vyvolanym dlhodobym podévanim blokatora NO-syntazy.

Boli vykonané dva od seba nezavislé experimenty (A, B). Oba pozostavali z troch skupin 10-tyzdiovych
potkanov: 1. kontroly, 2. zvieratd, ktorym sa podaval L-N¢-nitroarginine methyl ester (L-NAME) vo vode (50
mg/kg), 3. v experimente A sa poddval L-NAME (50 mg/kg vo vode) + PETN (2x50 mg/kg, sondou), v
experimente B sa podaval L-NAME (50 mg/kg vo vode) + molsidomin (2x50 mg/kg, sondou).

Tlak krvi (BP) sa meral vo vSetkych skupinach chvostovou pletyzmografickou metddou.

Po 6 tyzdiioch sme potkany usmrtili a perfundovali glutaraldehydovym fixativom pod tlakom rovnym systo-
lickému tlaku kontrolnych zvierat 120 mmHg. Hrudnu aortu, krkavicu a koronarnu artériu sme spracovali
metddou pre Standardnt elektronovi mikroskopiu. Hribku steny (WT), plochu steny na prie¢nom reze (CSA)
a vnutorny diameter (ID) sme merali vo svetelnom mikroskope.

Signifikantné zvysenie BP, WT, CSA a WT/ID pomer (vSetko p<0,01) sme zistili po podavani L-NAME pri
artériach okrem WT/ID v korondrnej artérii v experimente A, kde zvySenie nebolo signifikantné. ID nebol
zmeneny.

Spolo¢né podavanie PETN, resp. molzidominu potkanom, ktorym sme podavali L-NAME, spdsobilo zmen3e-
nie zmien v BP, WT, CSA a WT/ID, okrem WT/ID v korondrnych artéridch v experimente A, kde zmensenie
zmien nebolo signifikantné.

Vnutorny diameter bol signifikantne zvacSeny len v hrudnej aorte v experimente A.

Mozno konstatovat’, ze dlhodoba inhibicia NO-syntazy spdsobuje vyrazné morfologické zmeny v stene pri-
vodnych tepien. Nahradenie dlhodobého nedostatku endogénneho NO exogénnymi donormi NO vyvolava
vyrazny benefi¢ny ucinok vo vsetkych sledovanych parametroch. (Obr: 4, lit. 54.)

Klacové slova: oxid dusnaty, L-NAME, pentaerythrityltetranitrat, molzidomin, morfometria, hypertenzia.
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