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Beneficial effect of exogenous NO donors on morphological
changes evoked by long-term administration

of NO synthase inhibitor
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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-NG-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 februári 1847 predná�ku, poèas ktorej demon�troval lát-
ku schopnú i v malom mno�stve spôsobi� silnú detonáciu. Okrem
iného uviedol, �e látka je sladká, �tip¾avá a po podaní na jazyk,
i vo ve¾mi malom mno�stve, vyvoláva silné bolesti hlavy. Látka
patrí do skupiny nitrátov a bola neskôr známa predov�etkým pod
názvom nitroglycerín.

Nitráty pre potreby klinickej praxe sa pou�ívajú dlh�ie ako
150 rokov. Roku 1849 Hering po pokusoch na dobrovo¾níkoch
oznaèil nitroglycerín ako homeopatický liek. Brunton (1867)
a Murrel (1879) pou�ili nitritamyl pri lieèbe anginy pectoris. Je
iróniou osudu, �e Alfred Nobel, ktorého rodine nitroglycerín ako
výbu�nina priniesol bohatstvo a vede najprestí�nej�iu cenu, bol

na sklonku �ivota odkázaný pou�íva� nitroglycerín ako liek proti
intenzívnym bolestiam anginy pectoris.

Dlho sa nevedelo takmer niè o spôsobe, akým tieto látky vy-
volávajú úèinok v organizme. Po viac ako sto rokoch sa zaèal ob-
jasòova� mechanizmus pôsobenia nitrátov v organizme. Relaxaè-
né vlastnosti vlastného oxidu dusnatého (NO) sa zaèali zis�ova�
a� pribli�ne pred 20 rokmi.
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Roku 1977, keï sa e�te nevedelo, �e endotelové bunky produ-
kujú NO a uvo¾òujú ho do cievnej steny, Katsuki a spol. ukázali,
�e rozpustná guanylátcykláza (GC) v hladkosvalových bunkách
potkana bola stimulovaná látkami, ktoré obsahujú nitrity. To vied-
lo k zvý�eniu tvorby cyklického guanozínmonofosfátu (cGMP)
a k vaskulárnej relaxácii. Autori predpokladali, �e aktivácia cGMP
mô�e by� spojená s tvorbou NO, preto�e NO tie� zvy�oval GC
aktivitu a vyvolával výraznú relaxáciu. Roku 1979 (predtým ako
bol NO identifikovaný ako endogénny messenger) Gruetter a spol.
ukázali na hovädzej prekontrahovanej koronárnej artérii, �e apli-
kácia NO ako plynu z mikropipety vyvoláva výraznú relaxáciu.
Navy�e NO aktivovalo rozpustnú GC. Podobný farmakologický
úèinok NO a nitroglycerínu viedol k predpokladu, �e nitroglyce-
rín vyvoláva relaxáciu, na ktorej sa zúèastòuje NO. Roku 1980
Furchgott a Zavadski zistili, �e z endotelu cievy sa uvo¾òuje látka
spôsobujúca dilatáciu hladkosvalových buniek. Látka bola ozna-
èená EDRF (endothelium derived relaxing factor). Roku 1987 bola
táto látka v dvoch od seba nezávislých laboratóriách identifikova-
ná ako oxid dusnatý (Ignarro a spol., 1987; Palmer a spol., 1987).
Odvtedy sa rapídne zväè�uje poèet prác zaoberajúcich sa úlohou
NO v organizme. Schopnos� organických nitrátov priná�a� do or-
ganizmu a uvo¾òova� v òom oxid dusnatý a� roku 1991 zistili
Ahlner a spol.

Oxid dusnatý je anorganický vo¾ný radikál, ktorý pôsobí v or-
ganizme ako mnohostranný messenger. Endogénny NO je synteti-
zovaný z L-arginínu tromi izoformami NO-syntázy (NOS): endo-
telovou NOS, nervovou NOS a indukovanou NOS. NO syntázy
sú výrazne regulované viacerými kofaktormi. Vytvorené NO di-
funduje k okolitým bunkám, kde aktivuje rozpustnú GC s násled-
ným formovaním cyklického guanozín monofosfátu (cGMP).
V kardiovaskulárnom systéme NO syntetizovaný endotelovou NOS
sa pokladal predov�etkým za vazodilatátor hladkosvalových bu-
niek. Neskôr sa zistili jeho ïal�ie dôle�ité vlastnosti. Okrem iných
pôsobí protektívne proti trombózam, atherogenéze � inhibíciou
adhézie monocytov a krvných do�tièiek na cievnu stenu, má anti-
proliferaèný úèinok na hladkosvalové bunky cievnej steny. Dys-
funkcia tvorby NO sa pokladá za jednu z najdôle�itej�ích príèin
pri rozvoji kardiovaskulárnych chorôb (hypertenzia, koronárne
choroby, zlyhávanie srdca). Neprekvapuje preto, �e sa vynakladá
enormné úsilie na rie�enie problému, ako dopravi� NO do oblasti
cievneho rieèiska, kde je v dôsledku rôznych príèin hladina endo-
génneho NO nedostatoèná.

Nitráty sú metabolizované v cievnej stene mimo endotelových
buniek a uvo¾nené NO vyvoláva od endotelu nezávislú dilatáciu
hladkosvalových buniek. Takýto úèinok exogénnych donorov oxidu
dusnatého je pri nedostatoènej produkcii endogénneho NO z po-
�kodených endotelových buniek ve¾mi prospe�ný. Komplikáciou
a do znaènej miery limitujúcim faktorom benefièného úèinku nit-
rátov na hemodynamické a ischemické po�kodenie kardiovasku-
lárneho systému je vznik nitrátovej tolerancie. Nitrátová toleran-
cia je komplexný fenomén zlo�ený z mnohých faktorov, ktoré sú
pri niektorých nitrovazodilatátoroch indukované u� po 2�3 dòoch
nepreru�eného podávania. Navy�e je dlhodobé podávanie nitro-
glycerínu spojené so zvý�enou produkciou superoxidu v cievnej
stene (Münzel a spol., 1995). Predpokladalo sa, �e nitrátová tole-
rancia je spôsobená depléciou tiolov (Packer a spol., 1987; Horo-
witz a spol., 1983). Nov�ie nálezy v�ak prisudzujú väè�iu úlohu
oxidatívnemu stresu (Watanabe a spol., 1997; Bassenge a spol.,

1998; Watanabe a spol., 1998). Napriek týmto preká�kam význam
NO, a tým i jeho donorov pre kardiovaskulárny systém stimuluje
výskum v h¾adaní nových terapeutických mo�ností v nahradzo-
vaní nedostatku endogénneho NO exogénnymi donormi. Po�ia-
davka klinickej praxe je zameraná predov�etkým na získanie úèin-
nej látky uvo¾òujúcej NO, pri ktorej by ani po dlhodobom podávaní
neklesala úèinnos�.

Medzi látky, ktoré by mohli spåòa� uvedené po�iadavky, pat-
ria pentaerythrityltetranitrát (PETN) a molzidomín. PETN je exo-
génny NO donor s dlhodobým farmakodynamickým efektom. Ako
jediný nitrát nevyvoláva ani po dlhodobom podávaní nitrátovú
toleranciu a neindukuje oxidaèný stres (Dück a Richard, 1990; Fink
a Bassenge, 1997; Hinz a spol., 1998). PETN pôsobí aj ako antio-
xidant (Oberle a spol., 1999). Táto vlastnos� je dôle�itá obzvlá��
preto, lebo pozorovania ukázali, �e superoxidové radikály vedú
k inaktivácii NO a pri metabolizme nitrátov priamo úmerne kore-
lujú s nitrátovou toleranciou (Dikalov a spol., 1999). PETN má
pravdepodobne protektívny úèinok aj proti ateroskleróze a endo-
telovej dysfunkcii (Oberle a spol., 1999; Kojda a spol., 1995).
Navy�e v porovnaní s inými klinicky pou�ívanými organickými
nitrátmi je najväè�í aktivátor syntézy cGMP (Hinz a spol., 1998).
Za dlhodobý vazodilataèný a antiischemický efekt je zodpovedná
predov�etkým aktívna fáza I (Hinz a spol., 1998). Kompletná far-
makodynamika PETN v�ak nie je známa. Navy�e úplne chýbajú
poznatky, ako ovplyvòuje dlhodobé podávanie PETN poèas NO
deficitnej hypertenzie �truktúru cievnej steny.

Molzidomín patrí do skupiny donorov NO oznaèovaných ako
sydnonimíny. Predpokladá sa, �e nevyvoláva ani po dlhodobom
podávaní nitrátovú toleranciu. Metabolizuje sa v peèeni na 3-mor-
folinosydnonomín (SIN-1), z neho sa v organizme spontánne hyd-
roxyláciou cez SIN-1A a SIN-1C uvo¾òuje NO (Noack a Feelish,
1989; Bohn a Schonafinger, 1989). Benefièný efekt molzidomínu
sa zistil u� roku 1978. Molzidomín po podaní vyvoláva rovnako
ako PETN endotelovo nezávislú dilatáciu cievneho rieèiska a in-
hibuje aktiváciu trombocytov (Megson, 2000). Rovnako ako pri
PETN chýbajú údaje o vplyve molzidomínu na �truktúru cievnej
steny pri NO deficitnej hypertenzii.

V tejto práci sme sledovali dlhodobý úèinok PETN a molzi-
domínu na �truktúru cievnej steny pri zvieracom modeli NO defi-
citnej hypertenzie. Patofyziologický podklad NO deficitnej hyper-
tenzie je blokáda NOS, enzýmu, ktorý metabolizuje L-arginín na
L-citrulín s koprodukciou NO. Blokáda NOS spôsobuje zní�enie
endogénnej produkcie NO, èo má za následok popri znaènom zvý-
�ení krvného tlaku aj výrazný nárast hrúbky cievnej steny (Delac-
retaz a spol., 1994; Kristek a Gerová, 1996). S prihliadnutím na
Laplaceho zákon je zrejmé, �e zmeny v geometrii artérií majú vý-
razne negatívny vplyv na kardiovaskulárny systém. Okrem toho
zvý�ený tlak krvi spoloène so zväè�enou kontraktilitou hladkos-
valových buniek po blokáde NO-syntázy (Ribeiro a spol., 1995;
Holécyová a spol., 1996) pravdepodobne ïalej zosilòujú tento
nepriaznivý efekt.

V�eobecne sa akceptuje, �e NO inhibuje bunkovú proliferáciu
(Garg a Hassid, 1989; Nakaki a spol., 1990; Arnal a spol., 1994; Cor-
nwell a spol., 1994). Predpokladáme teda, �e NO uvo¾nený z exo-
génnych donorov NO bude ma� pri NO deficitnej hypertenzii anti-
proliferaèny úèinok na hladkosvalové bunky cievnej steny. Uvo¾nené
NO pravdepodobne ovplyvní hypertrofiu cievnej steny a celkovo zlep�í
hemodynamické parametre kardiovaskulárneho systému.
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Cie¾om tejto práce bolo: 1. sledova� základné hemodynamic-
ké parametre cievneho rieèiska, 2. sledova� morfologické zmeny
v kardiovaskulárnom systéme pri NO deficitnej hypertenzii a 3.
zisti�, èi spoloèné dlhodobé podávanie blokátora NOS�NG-nitro
L-arginínmetylesteru (L-NAME) s exogénnym donorom NO �
PETN, resp. exogénnym donorom NO � molzidomínom zabráni
vzniku hemodynamických a �truktúrnych zmien v cievnej stene
hrudnej aorty, krkavici a koronárnej artérii potkana.

Materiál a metódy

V�etky procedúry sa na experimentálnych zvieratách robili
pod¾a predpisu pre prácu s laboratórnymi zvieratami (Etická ko-
misia pre experimentálnu prácu SAV, 1995).

Potkany boli chované vo zverinci so �tandardným vybavením,
individuálne v klietkach pri teplote 22�24 °C a pri 12-hodino-
vom svetelnom re�ime. Boli pravidelne kàmené peletami. V po-
kuse sa pou�ili potkany � samce kmeòa Wistar s hmotnos�ou
310�320 g. Na zaèiatku pokusu mali potkany vek 10 tý�dòov.
Robili sa dva samostatné experimenty A a B. V ka�dom experi-
mente sme zvieratá rozdelili do troch skupín, ka�dá skupina mala
8 zvierat.

Experiment A: V prvej skupine boli kontrolné zvieratá. Podá-
vali sme im pitnú vodu. Druhej skupine zvierat sme podávali blo-
kátor NOS � L-NAME v pitnej vode v koncentrácii 50 mg/kg/
deò poèas 6 tý�dòov. Tretej skupine zvierat sme podávali blokátor
NO-syntázy 50 mg/kg/deò poèas 6 tý�dòov v pitnej vode a súèas-
ne sondou do �alúdka dvakrát denne PETN v dávke 50 mg/kg/deò
poèas 6 tý�dòov (ráno a veèer) � celková denná dávka PETN
bola 100 mg/kg.

Experiment B: Prvé dve skupiny boli rovnaké ako v experi-
mente A. Tretej skupine zvierat sme podávali blokátor NOS 50
mg/kg/deò poèas 6 tý�dòov v pitnej vode a súèasne sondou do
�alúdka dvakrát denne molzidomín v dávke 50 mg/kg/deò poèas 6
tý�dòov (ráno a veèer) � celková denná dávka molzidomínu bola
100 mg/kg. Vo v�etkých skupinách sme merali krvný tlak nepria-
mo pou�itím chvostovej pletyzmografickej metódy.

Po 6 tý�dòoch sme zvieratá usmrtili vy��ou dávkou pentobar-
bitalu (100 mg/kg i.p.), otvorili sme hrudník a kardiovaskulárny
systém sme cez ¾avú komoru perfundovali fixaènou látkou pod
kon�tantným tlakom 120 mmHg poèas 10 minút. Ako fixaènú lát-
ku sme pou�ili 300 mmol/l glutaraldehyd v 100 mmol/l fosfáto-
vom tlmivom roztoku. Strednú èas� hrudnej aorty, strednú èas�
krkavice a hornú èas� septálnej vetvy ¾avej descendentnej koro-
nárnej artérie sme vybrali a rozdelili na èasti dlhé pribli�ne 1 mm.
Vzorky sme ïalej spracovali �tandardným postupom pre trans-
misnú elektrónovú mikroskopiu (Kristek, 1998). Tri náhodne vy-
brané bloèky z ka�dej cievy sme krájali kolmo na pozd �nu os
cievy. Vnútorný obvod cievy a hrúbku cievnej steny (tunica inti-
ma + tunica media) sme merali vo svetelnom mikroskope. Vnú-
torný diameter a pomer hrúbky cievnej steny k vnútornému dia-
metru sme vypoèítali. Výsledky sme vyhodnotili pod¾a Anova
a Bonferroniho testu. Hodnoty sú uvedené ako ±SEM. Za signifi-
kantné rozdiely sa pova�ovali vtedy, keï rozdiel bol p<0,05.

Výsledky

Blood pressure
Dlhodobé podávanie blokátora NO-syntázy vyvolalo po 6 tý�-

dòoch signifikantné zvý�enie 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).
Spoloèné podávanie blokátora s PETN spôsobilo signifikantne ni��í
nárast tlaku krvi len na 128,35±0,55 % (p<0,01). Po podávaní molzi-
domínu len na 114,24±1,74 % (p<0,01), v porovnaní s kontrolnými
hodnotami bol v�ak signifikantne vy��í (p<0,01) (obr. 1).

Arteriálne parametre

Vnútorný diameter
Hrudná aorta. Podávanie blokátora NO-syntázy nevyvolalo

ani v experimente A signifikantný nárast vnútorného diametra cievy
� 107,90±1,41 %, kontrolná hodnota predstavovala 100±2,24 %
a ani v experimente B � 98,03±2,73 % kontrolnej hodnoty
100±3,07 %. Spoloèná aplikácia blokátora NOS s PETN spôsobi-
la nárast vnútorného diametra aorty 117,11±1,54 %. Hodnota bola
signifikantne vy��ia (p<0,01) v porovnaní s kontrolnými zvierata-
mi, ako aj s hodnotami zistenými u potkanov, ktorým bol apliko-
vaný samotný L-NAME. Spoloèné podávanie L-NAME s molzi-
domínom nevyvolalo �tatisticky významnú zmenu 88,16±3,22 %
(obr. 2A).

Krkavica. Samo podávanie blokátora NOS signifikantne ne-
ovplyvnilo vnútorný diameter cievy ani v experimente A �
105,14±2,48 % kontrolná hodnota bola 100±4,36 % ani v experi-
mente B � 92,41±3,07 %, kontrolná hodnota bola 100±4,65 %.
Vnútorný diameter cievy neovplyvnilo ani spoloèné podávanie
blokátora s PETN � 112,60±3,05 %, ani v kombinácii s molzi-
domínom 98,18±6,15 % (obr. 2B).

Koronárna artéria. Vnútorný diameter koronárnej artérie ne-
bol signifikantne zmenený po podávaní 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%.
Spoloèné podávanie inhibítora NOS s PETN nevyvolalo signifi-

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 percentách kontrolnej hodnoty
(prázdny ståpec). Dlhodobé podávanie: L-NAME (�rafovaný ståpec),
L-NAME + PETN (dvojito �rafovaný ståpec), L-NAME + molzido-
mín (tmavý ståpec). ** p<0,01 v porovnaní s kontrolnými hodnotami,
++ p<0,01 v porovnaní s L-NAME skupinou.
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kantnú zmenu 114,40±8,10 %, rovnako ako podávanie s molzido-
mínom 89,39±6,44 % (obr. 2C).

Hrúbka cievnej steny
Hrudná aorta. Aplikácia samotného blokátora NOS vyvolala

nárast hrúbky cievnej steny (tunica intima + tunica media) v expe-
rimente A � 133,12±1,62 % (kontrolná hodnota bola 100±3,84
%), ako aj v experimente B � 162,81±5,79 % (kontrolná hodnota
bola 100±3,64 %). Hrúbka cievnej steny bola po spoloènom po-
dávaní blokátora s PETN signifikantne men�ia 117,08±2,26 %
(p<0,01), bola v�ak signifikantne väè�ia ako v kontrolnej skupine
(p<0,01). Po spoloènom podávaní L-NAME s molzidomínom bola
hrúbka cievnej steny výrazne men�ia ako po samotnom podávaní
blokátora � 92,46±5,38 % (p<0,01), táto hodnota nebola výz-
namná v porovnaní s kontrolnou hodnotou (obr. 3A).

Krkavica. Podávanie blokátora spôsobilo výrazný nárast hrúb-
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
%. Spoloèné podávanie blokátora s PETN zamedzilo zhrubnutiu
arteriálnej steny 94,74±6,48 % (p<0,01), rovnako hrúbka cievnej
steny bola po spoloènom podávaní blokátora s molzidomínom len
97,08±9,40 % kontrolnej hodnoty. Tieto hodnoty neboli signifi-
kantné v porovnaní s kontrolnými hodnotami (obr. 3B).

Koronárna artéria. Blokátor NOS vyvolal nárast hrúbky ciev-
nej steny. Hodnota v experimente A bola � 174,49±7,62 %
(p<0,01) kontrolnej hodnoty 100±7,18 %, v experimente B bola
201,34±5,98 % kontrolnej hodnoty 100±13,08 %, (p<0,05). Spo-
loèné podávanie blokátora s PETN vyvolalo zní�enie nárastu
hrúbky arteriálnej steny na 136,76±6,19 % (p<0,05). Hrúbka ciev-
nej steny po spoloènom podávaní blokátora s molzidomínom
predstavovala 174,58±13,08 %. Hodnoty po spoloènom podá-
vaní blokátora s PETN, resp. molzidomínom sa �tatisticky neod-
li�ovali od kontrolných hodnôt (obr. 3C).

Pomer hrúbka cievnej steny/vnútorný diameter cievy

Hrudná aorta. Pomer hrúbky cievnej steny k vnútornému dia-
metru cievy sa po podávaní blokátora NOS v oboch experimen-
toch signifikantne zvý�il. V experimente A na 124,43±2,26 %
kontrolnej hodnoty (100±5,34 %) (p<0,01). V experimente B ná-
rast predstavoval 167,10±6,88 kontrolnej hodnoty (100±5,74 %),
(p<0,01). Spoloèné podávanie blokátora s PETN viedlo k signifi-
kantnému zní�eniu pomeru 104,21±4,04 % (p<0,01), spoloèné
podávanie s molzidomínom zní�ilo tento pomer na 104,44±8,00
%, (p<0,01). Tieto hodnoty v porovnaní s kontrolnými hodnota-
mi neboli významné (obr. 4A).

Krkavica. Samo podávanie blokátora spôsobilo zvý�enie 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). Spoloèné podávanie blokátora s PETN vyvolalo zní�e-
nie na 84,81±10,45 % (p<0,01), spoloèné podávanie s molzido-
mínom spôsobilo zní�enie na 113,33±12,94 % (p<0,01). Tieto
hodnoty sa signifikantne nelí�ili od kontrolných hodnôt (obr. 4B).

Koronárna artéria. Pomer hrúbky cievnej steny k vnútorné-
mu diametru po aplikácii samotného inhibítora NOS bol v experi-
mente A 140,27±7,90 % kontrolnej hodnoty 100±6,22 %. V ex-

perimente B bol 236,96±9,36 % kontrolnej hodnoty 100±7,17 %
(p<0,05). Tento pomer bol po spoloènom podávaní blokátora
s PETN 110,81±15,12 %. Po spoloènom podávaní blokátora s mol-
zidomínom bol 193,48±11,01 %. Hodnoty sa �tatisticky nelí�ili
ani od skupiny s podávaním samotného blokátora, ani od kontrol-
ných hodnôt (obr. 4C).

Diskusia

Dlhodobá blokáda NO-syntázy vyvolala u experimentálnych
zvierat stabilne zvý�ený krvný tlak. Tieto pozorovania sa zhodujú
s na�imi predchádzajúcimi pozorovaniami (Kristek a spol., 1995,

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 vnútorného diametra hrudnej aorty (A), krkavice (B)
a koronárnej artérie (C) vyjadrené v percentách kontrolnej hodnoty
(prázdny ståpec). Dlhodobé podávanie: L-NAME (�rafovaný ståpec),
L-NAME + PETN (dvojite �rafovaný ståpec), L-NAME + molzidomín
(tmavý ståpec). ** p<0,01 v porovnaní s kontrolnými hodnotami, ++
p<0,01 v porovnaní s L-NAME skupinou.
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1996; Kristek a Gerová, 1996; Kristek, 2000) ako aj s pozorova-
niami iných autorov, ktorí podávali pribli�ne rovnaké dávky blo-
kátora NO-syntázy (L-NAME) po pribli�ne rovnakú dobu (Baylis
a spol., 1992; Ribeiro a spol., 1992; Jover a spol., 1993).

Spoloèné nepreru�ované podávanie blokátora NO-syntázy
s PETN, resp. s molzidomínom spôsobilo signifikantne ni��í ná-
rast krvného tlaku v porovnaní s podávaním samotného blokáto-
ra. Zní�enie nárastu krvného tlaku je ve¾mi pravdepodobne spô-
sobené aktiváciou guanylátcyklázy oxidom dusnatým uvo¾neným
z exogénneho donora. Aktivácia tohto enzýmu spôsobuje preme-
nu guanozíntrifosfátu na cyklický guanozínmonofosfát (cGMP)
(Mittal a Murad, 1982). Aktivácia cGMP vedie k relaxácii hlad-

kosvalových buniek v cievnej stene (Mittal a Murad, 1982). Schultz
a spol. (1977) a Hinz a spol. (1998) zistili, �e PETN je v porovna-
ní s inými klinicky relevantnými organickými nitrátmi (glyceryl-
trinitrát, isosorbidedinitrát, isosorbid-5-mononitrát) najpotentnej-
�í v stimulácii tvorby cGMP. Napriek tomu zní�enie krvného tlaku
po spoloènom podávaní PETN a blokátora NO-syntázy bolo po-
merne málo výrazné. Po 6 tý�dòoch bol krvný tlak signifikantne
vy��í v porovnaní s kontrolnými zvieratami. Ani spoloèné podá-
vanie blokátora NO-syntázy s molzidomínom úplne nezabránilo
zvý�eniu krvného tlaku. Nevýrazné zmeny po podávaní donorov
NO podporujú nálezy iných autorov, �e vazodilataèná aktivita nit-
rátov sa preferenène uplatòuje vo venóznej èasti cievneho rieèis-

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 hrúbky steny (tunica intima + tunica media) hrudnej
aorty (A), krkavice (B) a koronárnej artérie (C) vyjadrené v percen-
tách kontrolnej hodnoty (prázdny ståpec). Dlhodobé podávanie: L-
NAME (�rafovaný ståpec), L-NAME + PETN (dvojite �rafovaný stå-
pec), L-NAME + molzidomín (tmavý ståpec). ** p<0,01 v porovnaní
s kontrolnými hodnotami, ++ p<0,01 v porovnaní s L-NAME
skupinou.

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 hrúbky steny (tunica intima + tunica media)
ku vnútornému diametru hrudnej aorty (A), krkavice (B) a koronár-
nej artérie (C) vyjadrené v percentách kontrolnej hodnoty (prázdny
ståpec). Dlhodobé podávanie: L-NAME (�rafovaný ståpec), L-NAME
+ PETN (dvojite �rafovaný ståpec), L-NAME + molzidomín (tmavý
ståpec). ** p<0,01 v porovnaní s kontrolnými hodnotami, ++ p<0,01
v porovnaní s L-NAME skupinou.
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ka, kde dilatujú hladkosvalové bunky a zni�ujú predov�etkým �pre-
load� (Ahlner a spol., 1991; Mülsch a spol., 1995; Gruetter a spol.,
1995). Je v�ak mo�né, �e exogénne donory NO nie sú schopné
úplne nahradi� zní�enú produkciu endogénneho NO. Táto otázka
zostáva nezodpovedaná predov�etkým preto, lebo sa s istotou ne-
doká�e urèi� presná hladina NO v organizme. Èasto sa vyskytujú
protichodné výsledky o hladine NO pri rôznych typoch hyperten-
zie. Hladina NO v organizme sa vo väè�ine prác urèuje len nepria-
mo, a to predov�etkým na základe zvý�enej hladiny cGMP, alebo
nitrátov, èi nitritov. Takéto stanovovanie má ve¾a úskalí. Hladinu
cGMP ovplyvòujú aj iné látky (ANP) a hladina nitrátov, resp. nit-
ritov mô�e závisie� aj od hypoxie v organizme. Rozrie�eniu otáz-
ky koncentrácie NO v organizme za normálnych a patologických
stavov by pomohlo vyvinutie spo¾ahlivej metódy na meranie hla-
diny NO in vivo.

Po spoloènom podávaní blokátora NO-syntázy s exogénnymi
donormi NO sme zistili prekvapujúco nevýrazné zväè�enie vnú-
torného diametra ciev. Predpokladali sme, �e uvo¾nené NO z do-
norov spôsobí mohutnej�iu dilatáciu cievnej steny. Signifikantný
nárast vnútorného diametra sme v�ak pozorovali len pri aorte a len
po podávaní PETN. Podobne malú dilatáciu pozorovali aj Fink
a Bassenge (1977). Po 6-dòovej kontinuálnej infúzii PETN zistili
nárast diametra koronárnej artérie psa len pribli�ne o 10 %. Aj
malá dilatácia artérií podporuje nálezy, �e vazodilataèná aktivita
sa pravdepodobne výraznej�ie uplatòuje vo venóznej èasti kardio-
vaskulárneho rieèiska.

Dlhodobé podávanie blokátora NO-syntázy ovplyvnilo ve¾mi
výrazne nárast hrúbky steny ve¾kých prívodných tepien. Tieto ná-
lezy sú v zhode s na�imi predchádzajúcimi pozorovaniami (Kris-
tek a Gerová, 1996; Kristek a spol., 1996; Kristek, 2000) na hrud-
nej aorte, krkavici a koronárnych cievach aj s pozorovaniami
Delacretaza a spol. (1994) na krkavici, Mortona a spol. (1993)
a Denga a spol. (1993) na mezenterických artériách. Dunn a Wil-
son (1993) nepozorovali pri tomto modeli hypertenzie hypertrofiu
cievnej steny ani pri prívodných, ani pri rezistentných mezenteric-
kých artériách.

Dlhodobé podávanie exogénnych donorov PETN a molzi-
domínu spolu s blokátorom NO-syntázy signifikantne zabránilo
nárastu hrúbky cievnej steny. Pod¾a na�ich vedomostí v literatú-
re nie sú okrem na�ich predchádzajúcich Kristek (2000) dáta pre
porovnanie prezentovaných výsledkov. Benefièný úèinok dono-
rov NO na cievnu stenu je v�ak v dobrej zhode s nálezmi Garga
a Hasida (1989), Nakakiho a spol. (1990), Arnala a spol. (1994)
a Cornwella a spol. (1994), ktorí zistili, �e NO inhibuje prolife-
ráciu a mitotickú aktivitu buniek. Je teda mo�né predpoklada�,
�e zvý�ená hladina NO uvo¾neného z exogénnych donorov bude
ma� za následok antiproliferaèný efekt na hladkosvalové bunky
cievnej steny. Napriek uvedeným vlastnostiam oxidu dusnatého
nepozorovali sme v skupine potkanov po samotnom podávaní
blokátora NO-syntázy (pri pravdepodobnom zní�ení hladiny NO)
mitotickú aktivitu hladkosvalových buniek. Nárast hrúbky ciev-
nej steny je pravdepodobne spôsobený hypertrofiou svalových
buniek a predov�etkým, ako sme ukázali Kristek a spol. (1996),
nárastom hmoty extracelulárneho matrixu. �Remodelling� (po-
jem remodelling cievnej steny nie je jednoznaèný � niektorí
autori uvádzajú len prestavbu existujúceho materiálu v cieve, iní
(aj my) prestavbu s mo�nou hypertrofiou, alebo hyperpláziou
hladkosvalových buniek) cievnej steny poèas hypertenzie je kom-

plexný dej, v ktorom viaceré podnety pôsobia synergicky. Otáz-
kou je, ktorý podnet má najdôle�itej�iu úlohu. Predpokladáme,
�e zvý�enie tlaku mô�e by� pre zhrubnutie cievnej steny ve¾mi
dôle�ité, naznaèuje to aj na�e pozorovanie. V experimente, v kto-
rom bol rozdiel v tlaku krvi medzi kontrolnou skupinou a L-
NAME skupinou vy��í, bol aj nárast hrúbky cievnej steny pri
v�etkých troch artériách podstatne väè�í. Dominantná úloha tla-
ku krvi nie je v�ak jednoznaèná. U spontánne hypertenzných
potkanov zhrubnutie cievnej steny predchádza zvý�enému krv-
nému tlaku, to znamená, �e u� v prehypertenznej fáze pri tomto
modeli je cievna stena zhrubnutá (Lee, 1985; Rizzoni a spol.,
1994). Tento predpoklad podporujú Krivo�íková a spol. (1999)
a Rizzoni a spol. (1995), ktorí zistili, �e ACE-inhibítory v dávke
neovplyvòujúcej tlak krvi spôsobujú zní�enú proliferáciu obli-
èiek, resp. stenèenie cievnej steny. Z týchto pozorovaní vyplýva,
�e tlak krvi nemusí ma� nevyhnutne dominantnú úlohu v patolo-
gickom remodelingu cievnej steny. Predpokladáme, �e pomerne
znaèný benefièný úèinok PETN a molzidomínu na hrúbku ciev-
nej steny pri relatívne malom vplyve na tlak krvi mô�e by� spô-
sobený aj inými regulaènými mechanizmami. NO ovplyvòuje
mno�stvo procesov v kardiovaskulárnom systéme, známych i do-
teraz neznámych. Medzi známe patria zmeny v aktivite reníno-
vo-angiotenzínovom systéme (Auch-Schwelk a spol., 1993; Le-
may a spol., 2000) zmeny v hladine bradykinínu (Grafe a spol.,
1993; Hecker a spol., 1994), zmeny v hladine endotelínov (Riz-
vi a Meyers, 1997), zmeny v apoptóze buniek cievnej steny
(Brüne a spol., 1998) a iné. Popri zmene v bunkových kompo-
nentoch � endotelových a hladkosvalových bunkách významnú
úlohu v remodelingu a v elasticite cievnej steny pri NO-deficit-
nej hypertenzii ve¾mi pravdepodobne má aj extracelulárny mat-
rix (Kristek a spol., 1996).

Pomer hrúbky cievnej steny ku vnútornému diametru cievy je
ve¾mi významným ukazovate¾om zmien v kardiovaskulárnom sys-
téme. Vo v�etkých troch cievach bol tento pomer po podávaní L-
NAME zvý�ený a po spoloènom podávaní blokátora s exogénny-
mi donormi zní�ený. Pri hrudnej aorte a krkavici boli zmeny
vysokosignifikantné. Pri septálnej vetve ¾avej descendentnej ko-
ronárnej artérie boli absolútne hodnoty zmenené, signifikantné
zmeny v�ak boli len v experimente B, a to len po podávaní L-
NAME. Predpokladáme v�ak, �e nesignifikantnos� zmien bola
spôsobená vetvením septálnej artérie. Vetvenie tejto cievy nie je
u jednotlivých zvierat rovnaká, èo spôsobuje vy��iu variabilitu
súboru, a tým i vy��ie nároky na signifikantnos�. Zvý�ený poèet
experimentálnych zvierat by ve¾mi pravdepodobne potvrdil tento
predpoklad.

Pod¾a Laplaceho zákona predpokladáme, �e zmeny v geo-
metrii ve¾kých prívodných tepien (vnútorný diameter, hrúbka
cievnej steny, pomer hrúbky cievnej steny k vnútornému dia-
metru) majú ve¾mi negatívny vplyv na fyziologické parametre
kardiovaskulárneho systému (transmurálny tlak, napätie ciev-
nej steny) vyús�ujúci predov�etkým do nedostatoèného vy�i-
vovania zásobovanej oblasti. Tieto cievy a obzvlá�� aorta pô-
sobia aj ako �windkessel� a prená�ajú rytmický výdaj srdca
smerom na perifériu. Sú miestom rôznych typov barorecepto-
rov (aj keï ich úloha pri dlhodobej hypertenzii sa zdá menej
významná (Mancia a Mark, 1983)). Predpokladáme preto, �e
akéko¾vek zlep�enie morfologických a funkèných parametrov
cievnej steny po podávaní exogénnych donorov NO má pri NO
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deficitnej hypertenzii výrazný benefièný úèinok na celý kar-
diovaskulárny systém.*
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Abstrakt

Kristek F., Varga I.:
Benefièný úèinok exogénnych donorov NO na morfologické zmeny vyvolané dlhodobým podávaním blokáto-
ra NO syntázy
Bratisl. lek. Listy, 102, 2001, è. 4, s. 200�208

Oxid dusnatý je dôle�itým mediátorom, ktorý ovplyvòuje mno�stvo kardiovaskulárnych funkcií. Cie¾om prá-
ce bolo sledova� efekt dlhodobého podávania blokátora NO-syntázy na �truktúru steny ve¾kých prívodných
tepien. Druhým cie¾om práce bolo urèi�, èi exogénne dodanie oxidu dusnatého (NO) mô�e predís� zmenám
vyvolaným dlhodobým podávaním blokátora NO-syntázy.
Boli vykonané dva od seba nezávislé experimenty (A, B). Oba pozostávali z troch skupín 10-tý�dòových
potkanov: 1. kontroly, 2. zvieratá, ktorým sa podával L-NG-nitroarginine methyl ester (L-NAME) vo vode (50
mg/kg), 3. v experimente A sa podával L-NAME (50 mg/kg vo vode) + PETN (2x50 mg/kg, sondou), v
experimente B sa podával L-NAME (50 mg/kg vo vode) + molsidomín (2x50 mg/kg, sondou).
Tlak krvi (BP) sa meral vo v�etkých skupinách chvostovou pletyzmografickou metódou.
Po 6 tý�dòoch sme potkany usmrtili a perfundovali glutaraldehydovým fixatívom pod tlakom rovným systo-
lickému tlaku kontrolných zvierat 120 mmHg. Hrudnú aortu, krkavicu a koronárnu artériu sme spracovali
metódou pre �tandardnú elektrónovú mikroskopiu. Hrúbku steny (WT), plochu steny na prieènom reze (CSA)
a vnútorný diameter (ID) sme merali vo svetelnom mikroskope.
Signifikantné zvý�enie BP, WT, CSA a WT/ID pomer (v�etko p<0,01) sme zistili po podávaní L-NAME pri
artériách okrem WT/ID v koronárnej artérii v experimente A, kde zvý�enie nebolo signifikantné. ID nebol
zmenený.
Spoloèné podávanie PETN, resp. molzidomínu potkanom, ktorým sme podávali L-NAME, spôsobilo zmen�e-
nie zmien v BP, WT, CSA a WT/ID, okrem WT/ID v koronárnych artériách v experimente A, kde zmen�enie
zmien nebolo signifikantné.
Vnútorný diameter bol signifikantne zväè�ený len v hrudnej aorte v experimente A.
Mo�no kon�tatova�, �e dlhodobá inhibícia NO-syntázy spôsobuje výrazné morfologické zmeny v stene prí-
vodných tepien. Nahradenie dlhodobého nedostatku endogénneho NO exogénnymi donormi NO vyvoláva
výrazný benefièný úèinok vo v�etkých sledovaných parametroch. (Obr. 4, lit. 54.)
K¾úèové slová: oxid dusnatý, L-NAME, pentaerythrityltetranitrát, molzidomín, morfometria, hypertenzia.
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