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Poslednjih godina molekul azot-monoksida (NO)
identifikovan je kao vazan fiziolo8ki, intracelularni posred-
nik u mnogim organskim sistemima. Noviji podaci ukazuju
da skeletni misi¢i stvaraju NO koji ima ulogu endogenog
modulatora kontraktilnosti skeletnih migi¢a (1--3). Deo svo-
jih efekata na kontraktilnost skeletne muskulature NO os-
tvaruje indirektnim putem — preko sistema gvanilatne cikla-
ze i cGMP.

U na$oj laboratoriji izu¢avana je farmakoloska modu-
lacija kontraktilnosti izolovanih skeletnih miSi¢a pacova i
zamoraca. Posebna paZnja posvecena je dejstvu modulatora
adrenergickog sistema (agonisti i antagonisti adrenergickih
receptora, forskolin, metilksantini}, kao i intracelularnih po-
srednika (¢cGMP, cAMP, kalcijum) na kontrakciju izolovane
hemidijafragme pacova stimulisane direktnom i indirektnom
elektriénom stimulacijom (4-9).

Opravdana je hipoteza da se dejstva adrenergickih le-
kova i NO ukritaju na nivou pomenutih intracelularnih pos-
rednika, kao i da bi interakcija izmedu ovih supstanci mogla
imati veliki klini¢ki znacaj (npr. u respiratornim oboljenji-
ma, neurolo§kim poremecajima).

Sinteza azot-monoksida u skeletnom miSié¢u

Biosinteza azot-monoksida iz L-arginina, pod dejs-
tvom enzima sintaze azot-monoksida (NOS), odigrava se u
gotovo svim ¢elijama sisara. Enzim se javlja u tri glavne
izoforme (10):

— nervna konstitutivna (tip I),
— endotelna konstitutivna (tip III), kao i
~ inducibilna (tip II).

azot monoksid; mifi¢i, skeletni; miSi¢i, kontrakcija.

nitric oxide; muscle, skeletal; muscle contraction.

Nervna konstitutivna sintaza azot-monoksida (NOS tip
I).- Prisustvo nervne konstitutivne izoforme enzima doka-
zano je u centralnom i perifernom nervnom sistemu, ali i u
¢elijama skeletne muskulature ljudi, pacova i zamoraca (1).
U skelethom miSicu glodara dokazano je prisustvo tipa I
izoforme enzima u brzim crvenim vlaknima (npr. dijafrag-
ma), sa glavnom lokalizacijom u blizini sarkoleme. Aktiv-
nost enzima regulisana je fizioloskim promenama u intra-
celularnoj koncentraciji jona kalcijuma (11).

Endotelna konstitutivna sintaza azot- monoksida (NOS
tip 11I).- Ova izoforma enzima takode je zavisna od kalci-
juma (calcium-dependent) sa glavnom lokalizacijom u vas-
kularnim endotelnim ¢elijama. Prisustvo NOS tip III poka-
zano je, takode, i u mitohondrijama skeletnog mi$ica (1).
Misiéne Celije su prve kod kojih je pokazana konstitutivna
koekspresija obe izoforme NOS.

Inducibilna sintaza azot-monoksida (NOS tip 1I).- Za
razliku od obe konstitutivne, ova izoforma enzima poseduje
aktivnost nezavisnu od koncentracije jona kalcijuma. Sinte-
tiSe se de novo u razli¢itim i brojnim ¢elijama, ukljuéujuéi
¢elije skeletnih misica, makrofage, glatke misi¢ne celije,
kardiomiocite i mikrogliju kao reakcija na inflamatorne
promene. Najznacajniji induktori sinteze su citokini i en-
dotoksin. Svaka izoforma enzima NOS sintetiSe azot-
monoksid iz L-arginina. Reakcija zahteva molekulski kise-
onik i NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) kao
kosupstrat; citrulin se stvara kao krajnji produkt; kofaktori
su FAD (flavin adenin dinukleotid), tetrahidrobiopterin,
hem i kalmodulin (slika 1).Vezivanje kalmodulina proteina
koji vezuje kalcijum za obe konstitutivne izoforme enzima
NOS zavisno je od kalcijuma i odigrava se samo u uslovima

Stojanovi¢ R, et al. Vojnosanit Pregl 2004; 61(3): 299-304.
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SI. 1 — Biosinteza azot-monoksida (NO). Molekulski kiseonik (O,) se inkorpori$e u NO i
L-citrulin, preko intermedijarnog molekula N®-hidroksi-L-arginina, posredstvom enzima
NO sintaze. NADPH je esencijalni kofaktor za tu reakciju. Prema Christopoulosu (12).

njegove visoke intracelularne koncentracije (0,3 pmola).
Suprotno, vezivanje kalmodulina za inducibilnu NOS neza-
visno je od koncentracije kalcijuma (3).

Prema tome, u skeletnom misicu prisutne su sve tri
izoforme enzima.

Stvoreni NO je mali, elektriéno neutralan molekul,
koji zahvaljujuéi visokoj lipofilnosti lako difunduje kroz
membrane. Tako azot-monoksid moZe da ispolji autokrine i
parakrine efekte. Pod bazalnim uslovima skeletni miSici
sintetisu NO u maloj kolidini (2), a misi¢na vlakna sadrZe
mnogo ,.ciljeva® sa kojima NO mozZe stupiti u interakeiju,
tako da se u pasivnom misi¢u mogu oCekivati uglavnom
autokrini efekti NO. Medutim, u uslovima stimulacije sinte-
ze NO (npr. veZbanje, zapaljenje i dr.) dolazi do vece difu-
zije NO i poveéanja mogucénosti za ispoljavanje parakrinog
dejstva (3).

Sinteza NO pod dejstvom konstitutivnih izoformi en-
zima NOS, poveéana je tokom miSiéne aktivnosti, kao i os-
tali procesi zavisni od kalcijuma. Pokazano je da se osloba-
danje NO povecava za 50-200% tokom uzastopnih misic-
nih kontrakcija (2).

Procesi stvaranja i distribucije slobodnih kiseoni¢nih
radikala u skeletnom migi¢u sli¢ni su procesima koji vaze za
NO. Njihovo prisustvo pokazano je, kako u citozolu, tako i
u ekstracelularnom prostoru pasivnih miiénih vlakana (13,
14 ). Takode, tokom uzastopnih migi¢nih kontrakeija pove-
¢ava se sinteza slobodnih kiseonigkih radikala. Veruje se da
ovi produkti oksidacije nastaju u mitohondrijama prilikom
transporta elektrona i da prolaze éelijske membrane kroz
anjonske kanale (15). Znadajna je njihova interakcija sa NO
jer uestvuju u reakcijama zamene elektrona, a takode kon-
kurisu za iste redoks-senzitivne ,,ciljeve u misi¢u. Veruje
se da pod normalnim uslovima mogu imati bitnu ulogu u
kontroli fiziologkih procesa u misiéu, a takode indukuju i
stvaranje endogenih antioksidansa.

Medutim, u toku perioda snazne mi§iéne aktivnosti
slobodni kiseoni¢ki radikali mogu oksidisati polinezasi¢ene
masne kiseline i dovesti do gubitka integriteta celijske
membrane i poveéane mikrovaskularne permeabilnosti (13).

Efekti azot-monoksida na kontraktilnost skeletnog
misica ™

Efekti NO ma kontraktilnost skeletnog miSi¢a mogu
biti posledica njegovog dircktnog i indirektnog dejstva.

Direktno dejstvo NO - podrazumeva interakciju azot-
monoksida sa rijanodinskim receptorom koji deluje kao put
za oslobadanje Ca®* jona iz sarkoplazmatskog retikuluma u
citoplazmu. U skeletnom migi¢u postoji direktna korelacija
izmedu kontraktilnosti i koli¢ine kalcijuma oslobo denog iz
sarkoplazmatskog retikuluma kroz kalcijumske kanale
,,Ca2+- release channels*.

Oksidacija kanala (rijanodinskog receptora) povecava
njegovu aktivnost dovodeéi do stvaranja disulfidnih veza
izmedu susednih subjedinica rijanodinskog tetramera, dok
alkilacija hiperreaktivnih sulfidrilnih grupa kanala inhibise
funkciju kanala i blokira stvaranje veza izmedu subjedinica
(16). Nije poznato da li su iste sulfhidrilne grupe uklju¢ene
u procese oksidacije i alkilacije. Sposobnost oksidansa da
povecaju aktivnost rijanodinskog receptora moze objasniti
njihove efekte na kontraktilnost skeletnog miSica.

Efekti NO na rijanodinskom tetrameru su kontroverzni.
U bazalnim uslovima, kada se sinteti$e u manjoj koli€ini (2),
NO ispoljava depresivno dejstvo na kontraktilnost skeletnog
misica: pretpostavlja se da spredava oksidaciju regulatornih
sulfhidrilnih grupa rijanodinskog receptora. S druge strane,
NO u vis§im koncentracijama ispoljava stimulantne efekte
(17). Pokazano je da NO donori inhibiSu aktivnost kanala
(18), ali je takode nadeno i da NO donori mogu aktivirati ka-
nal (19). Mogucée je da su divergentni efekti NO uslovljeni ra-
zlikama u uslovima pod kojima se odvija reakcija, koli€ini
stvorenog NO i krajnjim produktima reakcije (20).

Takode je bitna i interakcija NO sa reaktivnim kiseo-
nickim radikalima koja se odigrava na nivou rijanodinskog
receptora.

Postoje podaci koji ukazuju da NO moZe stupiti u inte-
rakciju i sa drugim ,ciljevima® u skeletnom miSicu (npr.
Ca’*-ATP-aza sarkoplazmatskog retikuluma) i na taj nadin
modifikovati proces ekscitacija-kontrakcija.
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Indirektno dejstvo - podrazumeva interakcije NO i
na, otkrivena solubilna gvanilatna ciklaza osetljiva na NO
(21), iako je njena aktivnost u skeletnim misi¢ima manja
nego u vecini drugih tkiva. Azot-monoksid je vrlo snazan
aktivator solubilne gvanilatne ciklaze. Aktivacija enzima
nastaje kao rezultat vezivanja NO za hem grupu enzima.
Stvoreni cGMP ima ulogu drugog glasnika koji reguli$e tri
glavne grupe efektornih proteina:

— ¢GMP- zavisne protein kinaze,

— ¢GMP- stimulisane/inhibisane fosfodiesteraze, kao 1

— ¢GMP- zavisne jonske kanale.

Efektorni proteini, dalje, imaju ulogu u fosforilaciji
proteina, metabolizmu cikliénih nukleotida, odnosno reguli-
$u ulazak katjona kroz éelijske membrane (22).

Lau i saradnici (23) potvrdili su funkcionalnu poveza-
nost izmedu cGMP 1 miSiéne aktivnosti. Takode su pokusali
da dovedu u vezu stvaranje cGMP 1 aktivnost NOS. Poka-
zali su porast nivoa cGMP za 250% posle elektriéno izaz-
vanih kontrakcija m. extensor digitorum longus. Pri tome
NOS inhibitori nisu menjali koncentraciju cGMP u pasiv-
nom miSiéu, ali su blokirali porast koncentracije izazvan
elektriénom stimulacijom miica.

Vige koncentracije NO, sintetisanog od strane induci-
bilne izoforme NOS, mogu imati pro-oksidantna dejstva.

Modulatori sinteze azot-monoksida

Razne supstance mogu se koristiti za ispitivanje de-
lovanja razli¢itih izoformi enzima NOS. Veéina lekova
kori§¢enih u ranijim studijama nije posedovala znatniju
selektivnost prema pojedinim izoformama enzima. Novije,
selektivnije supstance omogucéuju proucavanje uloge raz-
li¢itih formi izoenzima NOS u fiziologkim i patoloskim
procesima.

N-metil-L-arginin (L-NMA) je prdtotip neselektivnog
inhibitora NOS (24). Poseduje deset puta vgci afinitet za
vezivanje za supstratsko mesto na NOS od L-arginina i iza-
ziva ireverzibilnu inaktivaciju inducibilne (tip II) i neuralne
(tip I) NOS (25-27).

N-nitro-L-arginin (L-NNA) nastaje enzimskom ili ne-
enzimskom hidrolizom neaktivnog proleka, N-nitro-L-
arginin metil-estra (L-NAME) (28). L-NNA ispoljava znat-
nu selektivnost prema konstitutivnim formama izoenzima.
Sposobnost nitroderivata je veca, jer blokiraju i sintezu NO
i stvaranje superoksidnih anjona (29). Disocijacija komple-
ksa koji ¢ine enzim i inhibitor je spora, §to €ini ovu sup-
stancu visokopotentnim inhibitorom konstitutivnih izoformi
NOS.

L-tiocitrulin (L-TC) je snaZan inhibitor nervne kon-
stitutivne (tip 1) i inducibilne (tip II) izoforme NOS (30).
Kao i L-NNA inhibi$e sintezu NO i stvaranje superoksidnih
anjona, ali za krace vreme.

7-nitroindazol je selektivni inhibitor nervne (tip I) izo-
forme NOS. Medutim, u in vitro studijama ispoljava skoro
jednaku sposobnost za sve tri izoforme enzima (31).

Aminoganidin pokazuje veliku selektivnost prema in-
ducibilnoj izoformi enzima NOS (32).

Efekat inhibitora sintaze azot-monoksida na
kontraktilnost skeletnih misi¢a

U nagoj laboratoriji posebno su ispitivani efekti inhi-
bitora NOS na kontraktilnost dijafragme pacova pri direkt-
noj (DES) i indirektnoj (IES) elektriénoj stimulaciji. Poka-
zano je da L-NAME, neselektivni inhibitor NOS u bazalnim
uslovima (netretiran migi¢), ne menja znacajno kontraktil-
nost izolovane hemidijafragme pacova. Medutim, pretret-
man mifi¢a aminofilinom kvalitativno menja efekte ovog
inhibitora. Sa druge strane, natrijum-nitroprusid (donor NO)
znaGajno smanjuje parametre izometrijske kontrakcije izo-
lovane dijafragme pacova pri DES i IES. (33—36). Ovi re-
zultati, od posebnog znacaja za farmakoterapiju respirator-
nih oboljenja, mogu doprineti boljem obja$njenju uloge en-
dogenog NO u modulaciji kontraktilnosti respiratorne mus-
kulature.

Prema Kobziku i sar. (1), inhibitori NOS potenciraju
kontraktilnost izolovane dijafragme pacova. Ovo dejstvo je
verovatno specifiéno i posledica je inhibicije sinteze NO.
Balon i Nadler (2) potvrdili su da L-NMMA (10" mol/l),
jedan od NOS inhibitora, znacajno smanjuje oslobadanje
NO iz m. extensor digitorum longus pacova u uslovima in
vitro. Oc¢igledno je da endogeni NO smanjuje snagu mi§i¢ne
kontrakceije (1, 3). Sposobnost NO da inhibie kontraktilnost
skeletnih migica eksperimentno je potvrdena od strane vise
autora: Abraham i sar.(37) (dijafragma pacova), Amnbiel i
sar. (38) (izolovana dijafragma pacova), el-Dwairi i sar.
(39) (dijafragma mladunaca i odraslih pacova).

L-NAME, neselektivni inhibitor NOS, u milimolarnim
koncentracijama pod na$im eksperimentnim uslovima (40)
znagajno potencira parametre izometrijske kontrakcije izo-
lovane hemidijafragme pacova pri direktnoj suptetanickoj
elektri¢noj stimulaciji (slika 2).

Pretretman mi§ica kumulativnim koncentracijama
aminofilina (0,36—3,60 mmol/l) verovatno je izazvao akti-
vaciju sistema azot monoksida. Poznato je da aminofilin u
milimolarnim koncentracijama dovodi do pojatanog ulaska
kalcijuma u mi8i¢ 1 porasta njegove intracelularne koncen-
tracije (7, 8). Kako je NOS tip I izoforma enzima zavisna od
kalcijuma i lokalizovana postsinapticki, vezana za sarkole-
mu dijafragme pacova, pojacan ulaz kalcijuma, izazvan
aminofilinom, dovodi do njene aktivacije i, verovatno, po-
jaCanog stvaranja NO. Stvoreni NO verovatno moZe inhibi-
sati kontraktilnost vaZnog respiratornog midi¢a (dijafrag-
ma).

Poznato je da aminofilin povoljno deluje na kontrak-
ciju zamorenih respiratornih migica (dijafragme i interkos-
talnih miSica) (8). Medutim, prema nasim rezultatima mo-
guce je da duza primena aminofilina (koncentracija amino-
filina primenjenog u na$im eksperimentima odgovara tera-
pijskim koncentracijama) (41) izaziva aktivaciju konstituti-
vnih izoformi sintaze NO. To je i razlog da blokada sinteze
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S1. 2 — Efekti L-NAME na Td (tenzija) izometrijske kontrakcije izolovane hemidijafragme pacova tokom direktne elektri¢ne
subtetanitke stimulacije. Dijafragma je prethodno tretirana kumulativnim koncentracijama aminofilina (0,36, 1,08, 2,16 1 3,60
mmol/l), a zatim je migi¢ 30 min bio inkubiran Tyrodovim rastvorom (C-30 min) ili L-NAME u koncentracijama od 0,3, 1, 3, ili
10 mmol/l. Ordinata: Td (%). Svaki stubi¢ predstavlja srednju vrednost +S.E. (broj eksperimenata oznacen je u stubi¢ima).
Prema Stojanoviéu (40).

NO znadajno potencira parametre izometrijske kontrakcije
izolovane hemidijafragme pacova pri direktnoj suptetanic-
koj elektri€noj stimulaciji.

S druge strane, pod istim eksperimentalnim uslovima
L-NAME je znagajno potencirala efekat aminofilina na pa-
rametre izometrijske kontrakcije. Pretpostavljamo da je ovaj
porast kontraktilnosti rezultat gubitka inhibitornog uticaja
NO kao posledica blokade njegove sinteze.

Uloga azot-monoksida u bolestima respiratornog i
mifi¢nog sistema

Azot monoksid ima veliki znadaj u patofiziologiji 1 te-
rapiji respiratornih bolesti. Dokazano je njegovo prisustvo u
gornjim vazdugnim putevima gde, izgleda da povecana ko-
li¢ina ima ulogu u regulaciji sterilnosti paranazalnih sinusa,
a dokazano je prisustvo i u donjim vazdu$nim putevima.
Azot-monoksid se, takode, stvara u endotelu krvnih sudova
pluéa, epitelu vazdudnih puteva i u razli¢itim inflamatornim
éelijama. Kao snaZan vazodilatator zna¢ajan je u odrZavanju
pluénog vaskularnog tonusa. Danas se NO putem inhalacije
primenjuje u terapiji akutnog respiratornog distres sindroma
(ARDS), perzistentne plucne hipertenzije kod novoroden-
¢adi i hroni¢noj opstruktivnoj bolesti pluca (42).

U terapiji akutnih stanja, kao §to je ARDS, inhalaciona
primena NO korisna je zbog njegove sposobnosti izazivanja

selektivne vazodilatcije krvnih sudova koji snabdevaju re-
gione pluéa koji su dobro ventilirani (popravlja se odnos
ventilacija/perfuzija, tj. bolja je oksigenacija), kao i sposob-
nosti izazivanja bronhodilatacije. Medutim, kontrolisanih,
prospektivnih studija o inhalacionoj primeni NO kod ARDS
za sada nema dovoljno.

Takode, inhalaciona primena NO u maloj dozi poka-
zala se korisnom i u sluéaju perzistentne pluéne hipertenzije
neonatusa, jer su klini¢ke studije pokazale da dovodi do po-
vedane saturacije krvi kiseonikom i smanjuje pluéni arterij-
ski pritisak (43).

Pored terapijske primene, pokazano je da NO predsta-
vlja vaZan marker alergijskih i zapaljenjskih bolesti respi-
ratornih puteva. Kako merenje koncentracije NO u izdah-
nutom vazduhu predstavlja neinvazivnu metodu, verovatno
&e naéi §iru primenu u dijagnostici i praéenju osoba sa pluc-
nim oboljenjima. Prisustvo NO u izdahnutom vazduhu ljudi
i Zivotinja prvi put je opisano 1991. godine (44). Povecana
koncentracija NO u izdahnutom vazduhu javlja se kod za-
paljenjskih stanja kao §to su astma, virusne respiratorne in-
fekcije i dr. Ovaj povideni nivo smanjuje se posle antiinfla-
matorne terapije.

Takode, funkcionisanje NO sistema izmenjeno je kod
razligitih migiénih bolesti. Duchenneova miSi¢na distrofija
je oboljenje koje karakteriSe gubitak nNOS u nivou sarko-
leme misiéa i njena redistribucija u citoplazmu (45, 46).
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Gubitak nNOS iz sarkoleme posledica je odsustva distrofina
(citoskeletni protein lokalizovan na sarkolemi) usled muta-
cije odgovarajuéeg gena (47). Medutim, nNOS ne vezuje
distrofin direktno veé preko veze sa alfa, sintrofinom (48).
Redistribucija nNOS u citoplazmu skeletnog misiéa di-
rektno je povezana sa oftecenjima mi§i¢nih vlakana koja ka-
rakteriSu ovu distrofiju. Poznato je da NOS moZe da stvara i
superoksidne anjone, posebno u nedostatku L-arginina, kao
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