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Tlenek azotu (NO) odgrywa ważną rolę jako cząsteczka syg-
nałowa w regulacji wielu procesów życiowych, jak również
jako cytotoksyczna cząsteczka efektorowa niespecyficznej
odpowiedzi immunologicznej. Choć posiada on bardzo
ważne znaczenie fizjologiczne, jego właściwości fizyko-
chemiczne sprawiają, iż nadmierna ekspozycja żywych
komórek na jego duże stężenia prowadzi do różnorakich efek-
tów szkodliwych. Źródło narażenia organizmu na NO może
mieć charakter egzogenny (droga inhalacyjna) lub endogenny
(np. miejscowa nadmierna produkcja w obszarze ogniska
zapalnego). Endogenny tlenek azotu wytwarzany jest przez
enzymy syntazy tlenku azotu w drodze utleniania L-argininy:

L-Arginina + NADPH + O2 → L-Cytrulina + Tlenek
azotu + NADP+

Do tej pory zidentyfikowano dwie podstawowe formy
syntaz NO: konstytucjonalną cNOS (tu wyróżnia się formy:
neuronalną (nNOS) i śródbłonkową (eNOS), obie zależne
od wapnia) i indukowalną (iNOS, niezależną od wapnia)
(1). Główne różnice pomiędzy aktywnościami cNOS i iNOS
nie polegają na ilościach NO wytwarzanych przez dany
enzym, ale raczej na czasie trwania produkcji NO.
Właściwości przekaźnikowe polegają na uwalnianiu tlenku
azotu w krótkich (sekundy, minuty), kontrolowanych
ilościach (aktywność cNOS), podczas gdy właściwości
cytotoksyczne ujawniają się w warunkach długotrwałej
(godziny, dni) jego produkcji (aktywność iNOS).

�RÓD£A NARA¯ENIA NA EGZOGENNY TLENEK
AZOTU

W związkach chemicznych azot może występować na
siedmiu stopniach utlenienia -3 (NH3), -1, +l, +2, +3, +4 i +5.

Daje to możliwość występowania w powietrzu atmosfe-
rycznym kilku różnych tlenków azotu: podtlenku azotu
(N2O), tlenku azotu (NO), trójtlenku dwuazotu (N2O3),
dwutlenku azotu (NO2), czterotlenku dwuazotu (N2O4),
trójtlenku azotu (NO3), pięciotlenku dwuazotu (N2O5).
Spośród tych związków NO, NO2 and NO3 są wolnymi
rodnikami. W powietrzu w największych ilościach występują
NO i NO2, a narażenie inhalacyjne na nie stanowi obecnie
jedno z najważniejszych zagrożeń zdrowotnych dla
człowieka zarówno w środowisku zawodowym, jak
i bytowania. Zazwyczaj ekspozycję na tlenki azotu uważa się
za ekspozycję mieszaną ze względu na spontaniczną reakcję
NO z tlenem powietrza i wytwarzanie NO2 (2NO + O2 →
2NO2). Wartość stałej szybkości tworzenia NO2 oszaco-
wano na ok. (1,2 ± 0,1) x 1011 ppm-2s-1 (2). Mieszaninę NO
i NO2 często określa się jako NOx.

U ludzi w układzie oddechowym około 80–90% ilości
tlenku azotu ulega absorbcji do krwi, głównie w formie
niezmienionej (3). Badania in vitro wykazały wzrost
powinowactwa do hemoglobiny kolejno dla tlenu, tlenku
węgla i tlenku azotu. In vitro NO w reakcji z hemoglobiną
tworzy nitrozohemoglobinę (NOHb) w nieobecności tlenu
i methemoglobinę (MetHb) w obecności tlenu. NOHb ulega
utlenieniu do MetHb w obecności tlenu. W surowicy
zdrowych ochotników NO ulega przekształceniu do NO2

-

i NO3
- w stosunku ilościowym 5:1.

Głównymi przemysłowymi źródłami narażenia na NO są
m.in. procesy technologiczne związane z produkcją kwasu
azotowego, nawozów azotowych, materiałów wybuchowych,
jak również związane z procesami spawania łukowego
i gazowego oraz trawienia metali. Szczególnym źródłem
narażenia na NO są silosy do przechowywania produktów
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rolniczych, w których chwilowe stężenia NO mogą osiągać
wyjątkowo wysokie wartości.

Głównym źródłem narażenia na NO w środowisku
zewnętrznym w rejonach miejskich stanowi ruch komunika-
cyjny (z charakterystycznym zwiększaniem się stężeń pod-
czas godzin rannych i popołudniowych) oraz spalanie mate-
riałów opałowych (NO stanowi ok. 85–95% NOx powstają-
cych w normalnym procesie spalania). W środowisku
mieszkalnym najważniejszym źródłem narażenia na NOx są
otwarte palniki gazowe (maksymalne stężenia 1-godzinne
NO2 mierzone 1 metr od palnika wynosiły 230–2055
µg/m3, a 1-minutowe 400–3808 µg/m3 (3). Palenie tytoniu
również może stanowić ogromne źródło ekspozycji na tlenek
azotu. Stężenia tego związku w dymie tytoniowym osiągają
wartości 100–1350 mg/m3 (4).

W ostatnich latach tlenek azotu znajduje coraz większe
zastosowanie terapeutyczne u pacjentów ze zmianami
chorobowymi układu krwionośnego płuc. Noworodki z nie-
wydolnością układu oddechowego związaną z przetrwałym
nadciśnieniem płucnym, wydają się odnosić największe
korzyści z takiej terapii. Obserwowano u nich polepszenie
parametrów natlenowania krwi, zmniejszenie potrzeby
stosowania natleniania pozaustrojowego (Extracorporeal
Membrane Oxygenation; ECMO) oraz spadek śmiertelności
(5). Większość współczesnych zaleceń sugeruje kliniczne
stosowanie stężeń nieprzekraczających 50 mg/m3. Choć
w takich warunkach tlenek azotu wykazuje niewielką
toksyczność krótkoterminową, wydaje się jednak, na
podstawie obszernej literatury na temat jego właściwości
biologicznych i chemicznych w różnych układach
doświadczalnych, iż niektóre efekty niepożądane tego
związku po narażeniu inhalacyjnym są nieuniknione.

PODSTAWOWE MECHANIZMY MOLEKULARNE
DZIA£ANIA TOKSYCZNEGO TLENKU AZOTU

Działanie pro- i antyoksydacyjne
Od czasów odkrycia właściwości tlenku azotu, jako cząstecz-
ki przekazującej informację, jego udziału dowiedziono
w wielu procesach biologicznych, włączając w to np. roz-
szerzanie układu naczyniowego i oskrzelowego, neuro-
przekaźnictwo, hamowanie działania fagocytów i agregacji
płytek, czy też działanie bakteriobójcze (6,7,8). Nasilona
produkcja endogennego tlenku azotu podczas procesów
immunologiczno-zapalnych układu oddechowego stanowi
mechanizm obronny gospodarza przeciw różnym pato-
genom. Choć takie działanie jest niewątpliwie pożądane,
może stanowić jednak dość poważne niebezpieczeństwo.
Badania na myszach transgenicznych, pozbawionych formy
indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) i w ten sposób
możliwości endogennego wytwarzania NO, wykazywały
mniejszą śmiertelność w przebiegu zapalenia płuc
w następstwie zakażenia wirusem grypy, jak również były
mniej wrażliwe od myszy kontrolnych na uszkodzenie płuc
po iniekcji endotoksyny (9). Badania te wskazują, iż

nadmierna produkcja endogennego NO podczas chorób
zapalnych układu oddechowego może być dodatkową
przyczyną uszkodzenia tego układu.

Również narażenie na egzogenny NO stanowi poważne
zagrożenie zdrowotne. Jak się wydaje, bardzo czułym para-
metrem działania toksycznego tego związku jest spadek
odporności eksponowanego organizmu na infekcje. Efekt
taki obserwowano u myszy narażanych na aerozol bak-
teryjny po uprzedniej ekspozycji na NO w stężeniu 2 ppm
(10). Również Holt (11) wykazał, iż ekspozycja inhalacyjna
myszy na NO (10 ppm, 2 h/dzień przez 30 tygodni) wywołu-
je zahamowanie czynności układu immunologicznego oraz
zmniejszenie zdolności do odrzucania nowotworów
indukowanych wirusami.

Większość efektów biologicznych oddziaływania NO
z białkami komórkowymi zależy od (12):

- interakcji z paramagnetycznymi centrami efektorowymi
białek, do których należą m.in. zawierające ugrupowania
hemowe: cyklaza adenylanowa, hemoglobina i oksydaza
cytochromowa c,

- interakcji z ugrupowaniami sulfhydrylowymi (–SH) na
drodze S-nitrozowania,

- uwalniania przez niego Fe2+ z komórek i niszczenia
wiązań Fe-S w enzymach (np. akonitazie biorącej udział
w cyklu kwasu cytrynowego czy ferrochelatazie katalizującej
wbudowywanie jonu Fe2+ do protoporfiryny),

- oddziaływania z białkami zawierającymi tzw. palce
cynkowe, czyli specyficzne struktury umożliwiające wiązanie
się białek z odpowiednimi sekwencjami DNA czy RNA.
Białka zawierające palce cynkowe biorą udział m.in. w proce-
sach transkrypcji, replikacji, czy rekombinacji. Wykazano, iż
NO uwalnia in vitro Zn2+ z metalotioneiny wiążącej cynk,
hamuje wiązanie się czynników transkrypcyjnych LAC9 i NF-
κB z DNA, hamuje aktywność kinazy białkowej C (również
zawierającej palec cynkowy w domenie regulatorowej)
i enzymu Fpg, biorącego udział w procesie naprawy DNA.

Nieprawidłowe produkty nitrozowania białek błonowych
komórek mogą być przyczyną zaburzeń czynności recep-

Wzór Nazwa Stopień utlenienia

NO- Anion nitroksylowy +1

N2O Podtlenek azotu +1

NO· Tlenek azotu +2

NO+ Kation nitrozylowy +3

NO2
- Azotyn +3

N2O3 Trójtlenek dwuazotu +3

NO2
· Dwutlenek azotu +4

N2O4 Czterotlenek dwuazotue +4

ONOO- Nadtlenoazotyn +5

NO2
+ Kation nitrylowy (nitroniowy) +5

NO3
+ Azotan +5

Tabela I. Reaktywne formy azotu o właściwościach biologicznych (15)
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torów powierzchniowych komórek (13) oraz aktywności
kanałów jonowych (14). S-nitrozotiole w białkach (albuminy)
lub w niskocząsteczkowych tiolach (glutation), powstające
w następstwie inhalacji tlenków azotu wykryto w układzie
krążenia, jak również w płynie pokrywającym powierzchnię
układu oddechowego (7).

Ostatecznymi produktami metabolizmu tlenku azotu są
azotyny (NO2

-) i azotany (NO3
-), związki szybko

rozmieszczane w organizmie i wydalane z moczem.
Metabolizm NO obejmuje tworzenie wielu pośrednich pro-
duktów o dużej reaktywności, w których azot występuje na
kilku różnych stopniach utlenienia od +1 do +5 (tabela I).
Bardzo duże znaczenie w mechanizmach toksycznego od-
działywania tlenku azotu przypisuje się nadtlenoazotynowi
będącemu produktem jego reakcji z rodnikoanionem
ponadtlenkowym:

O2
•- + NO• ⇔ OONO- ⇔ OONOH ⇔ NO2

- + H+.
Powstający nadtlenoazotyn jak i kwas nadtlenoazotawy są

silnymi czynnikami utleniającymi i wykazują właściwości bak-
teriobójcze i cytotoksyczne. Nadtlenoazotyn inicjuje procesy
peroksydacji lipidów i oksydacji tioli z wydajnością przynaj-
mniej 1000-krotnie większą aniżeli H2O2, jak również
zaburza mitochondrialny łańcuch transportu elektronów
(16). Dodatkowo, nitruje on ugrupowania fenolowe, m.in.
tyrozyny i tryptofanu w niektórych białkach, co może
zaburzać wewnątrzkomórkowe procesy transdukcji sygnału
(17). Aminokwas tyrozyna wydaje się szczególnie wrażliwy
na nitrowanie, a zjawisko tworzenia wolnej lub związanej
z białkami 3-nitrotyrozyny w ostatnich latach cieszy się du-
żym zainteresowaniem jako potencjalny marker tworzenia re-
aktywnych form azotu in vivo. Poprzez reakcję z rodniko-
anionem ponadtlenkowym, tlenek azotu efektywnie konkuru-
je z dysmutazą nadtlenkową (SOD), która, jak wiadomo, ka-
talizuje reakcję dysmutacji rodnikoanionu ponadtlenkowego
do nadtlenku wodoru. Ponieważ SOD obecna jest
wewnątrzkomórkowo we względnie wysokich stężeniach
mikromolowych, tworzenie nadtlenoazotynu promowane jest
w warunkach nadprodukcji NO lub też O2

•-, co ma miejsce
w obszarze aktywnie toczącego się ogniska zapalnego.

Oprócz badań wskazujących na potencjalne działanie
uszkadzające NO wytwarzanego w nadmiarze, istnieją prace
wykazujące jego działanie ochronne w warunkach stresu
oksydacyjnego. Ostateczna odpowiedź w tkance zależy
najprawdopodobniej od ilości obecnego NO oraz obecności
innych reaktywnych form cząsteczkowych. Ogólnie biorąc,
właściwości antyoksydacyjne NO dominują w warunkach
jego małego stężenia lub krótkotrwałego oddziaływania.

Tlenek azotu hamuje proces peroksydacji lipidów przez
układ związki żelaza/H2O2, przez reaktywne fromy tlenu
lub związki azowe (12). Hamuje on również peroksydację
lipidów lipoprotein małej gęstości (LDL) przez aktywowane
makrofagi lub katalizowaną przez jony Cu2+. Niskie stężenia
NO chronią komórki przed krótkoterminowym działaniem
H2O2 lub nadtlenków alkilowych. Powyższe właściwości
wydają się uzależnione m.in. od „wymiatania” silnie

reaktywnych form tlenu. Reagując z rodnikoanionem
ponadtlenkowym NO może efektywnie konkurować z jona-
mi Fe3+ i zmniejszać wytwarzanie rodników hydroksylowych
na drodze reakcji Habera-Weissa (ryc. 1).

Tlenek azotu bezpośrednio reguluje zużycie tlenu
i fosforylację oksydacyjną w mitochondriach poprzez odwra-
calne hamowanie oksydazy cytochromowej (18). Dodat-
kowo, niskie stężenia NO mogą działać antyoksydacyjnie po-
przez zwiększanie stężeń wewnątrzkomórkowego zreduko-
wanego glutationu (19).

DZIA£ANIE GENOTOKSYCZNE I MUTAGENNE

Badania ostatnich dziesięciu lat wskazują na tlenek azotu
jako na potencjalny czynnik genotoksyczny i mutagenny.
Obserwowano, iż NO prowadzi do deaminacji zasad nuk-
leotydowych i DNA izolowanego z cielęcej grasicy (przeksz-
tałcanie ugrupowań cytozyny, 5-metylocytozyny, guaniny
i adeniny, odpowiednio do alternatywnych zasad: uracylu,
tyminy, ksantyny i hipoksantyny) (20), wywołuje efekt
mutagenny w testach in vitro z użyciem Salmonella
typhimurium (21), izolowanego DNA plazmidu pSP189 (22)
i ludzkich komórek limfoblastycznych TK6 (23) oraz in vivo
w tkance płucnej szczura (24).

Uważa się, że uszkodzenie DNA może powstawać
w wyniku reakcji produktów autooksydacji NO z niskoczą-
steczkowymi aminami lub amidami i wytwarzania związków
N-nitrozowych alkilujących zasady DNA (25). Na przykład,
nitrozowanie dimetyloaminy prowadzi do powstania silnego
kancerogenu, N-nitrozodimetyloaminy, która po aktywacji
metabolicznej przekształca guaninę do O6-metyloguaniny. Ta
z kolei, parując się preferencyjnie z tyminą podczas
replikacji DNA powoduje tranzycje G:C→A:T w komórkach
potomnych, co uważa się za ważny etap w inicjacji procesu
kancerogenezy.

Działanie prokancerogenne tlenku azotu może wynikać
również z zaburzania czynności enzymów (S-nitrozowanie)
odpowiedzialnych za naprawę uszkodzonego DNA, np. O6-
alkiloguanino DNA-alkilotransferazy przekształcającej
ugrupowania O6-alkiloguaniny do guaniny, glikozylazy
naprawiającej uszkodzenia polegające na oksydacyjnym
otwarciu pierścienia purynowego do formamidopirymi-
dynowego, czy też ligazy usuwającej pęknięcia pojedynczych
nici DNA (26,27).

Wykazano iż, tlenek azotu oraz nadtlenoazotyn mogą
indukować pęknięcia nici DNA. Pęknięcia pojedynczych nici
(rozcinanie przy każdym nukleotydzie, z niewielką tylko

Ryc. 1. Działanie jonów żelaza w reakcji Habera-Weissa.
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preferencją dla guaniny) obserwowano w komórkach nie-
naruszonych, poddanych działaniu nadtlenoazotynu, co
świadczy o tym, iż związek ten może przenikać przez błonę
do wnętrza komórki i indukować zmiany genetyczne (28).
Wydaje się, że mechanizm rozcinania nici DNA pod wpły-
wem NO w pierwszym etapie polega na tworzeniu miejsc
pozbawionych zasad, co z kolei prowadzi do pęknięć nici
pojedynczych i następnie podwójnych. W przypadku
nadtlenozotynu mamy do czynienia raczej z bezpośrednim
cięciem wiązań cukier/fosforan (25). Istnieją dowody świad-
czące, iż indukowane nadtlenoazotynem pęknięcia nici
prowadzą do aktywacji syntetazy poli(ADP)rybozowej
(PARS) zwanej również polimerazą poli(ADP)rybozową.
Enzym ten wykorzystuje dinukleotyd nikotynoamidoadeni-
nowy (formę utlenioną), NAD+, jako substrat do
przenoszenia adduktów poli(ADP)-rybozy na różne jądrowe
białka akceptorowe, jak histony H1, topoizomerazy I i II,
polimerazy DNA i ligazy. Konsekwencją masywnej ADP-
rybozylacji białek jądrowych jest wyczerpanie potencjału
energetycznego komórki (NAD+ i ATP) oraz jej nieod-
wracalne uszkodzenie (29).

Tlenek azotu wykazuje wielostronne oddziaływanie na
gen i białko p53. W komórkach ssaków eksponowanych na
NO obserwowano stymulację ekspresji genu p53 (30).
Z drugiej strony wiadomo, iż produkt tego genu może
hamować ekspresję iNOS (31). Wskazuje to na istnienie
ujemnego sprzężenia zwrotnego pomiędzy tymi dwoma
genami. Poprzez akumulację białka p53 w komórce, NO
może prowadzić do indukcji procesu apoptozy (32).
Stwierdzono, że NO wywołuje zmiany konformacji białka
p53, jak również znacząco zmniejsza jego specyficzne
wiązanie z DNA (33). Nadmiar endogennego NO może
indukować mutacje genu p53 polegające głównie na tran-
swersjach G:C→T:A (34).

Wiele uwagi poświęcono rodzajowi mutacji
powstających pod wpływem ekspozycji na NO, ale ponieważ
jak do tej pory, komórki ssaków okazały się mniej wrażliwe
niż komórki prokariotyczne na działanie genotoksyczne NO,
uzyskane wyniki nie dają jednoznacznego poglądu w tej
sprawie. Badania, w których plazmid zawierający gen
o znanej sekwencji (supF) poddawno działaniu NO in vitro
i następnie umieszczano w komórkach ludzkich lub
bakteryjnych dla naprawy i replikacji wykazały istnienie
przynajmniej trzech różnych spektrów mutacji: tranzycje
G:C→A:T w roztworze wodnym NO w obecności tlenu (35);
transwersje G:C→T:A po ekspozycji na nadtlenoazotyn (36);
oraz tranzycje A:T→G:C po ekspozycji roztworu plazmidu
na mieszaninę gazowego NO i O2 (37).

Coraz więcej danych sugeruje, że NO po ekspozycji
inhalacyjnej może wywierać ogólnoustrojowe efekty toksy-
czne, włączając w to efekty genotoksyczne. Tlenek azotu
związany z albuminą (S-nitrozoalbumina) posiada aktyw-
ność biologiczną i wykazano, że powoduje rozszerzenie
naczyń tętniczych, żylnych jak również wieńcowych (38).
NO może także wiązać się z wolnymi grupami hemowymi

hemoglobiny i nitrozylować tiole bez utraty swej aktywności
(39). Z powyższych danych wynika, iż albumina i hemoglo-
bina może niejako transportować NO w aktywnej formie
w obrębie układu krążenia. W zgodzie z tymi danymi są
obserwacje Yadav i Seth (40), którzy badając efekty geno-
toksyczne narażenia na NOx (średnie stężenie 1770,5
µg/m3) w limfocytach krwi obwodowej u jubilerów trawią-
cych złoto mieszaniną królewską wykazali m.in. zwiększenie
indeksu mitotycznego, nasilenie częstości aberracji chromo-
somowych oraz wymian chromatyd siostrzanych w porów-
naniu z wartościami kontrolnymi. Badanie to stanowi
pewien dowód na działanie genotoksyczne NOx u ludzi.

WP£YW TLENKU AZOTU NA PROLIFERACJÊ

Tlenek azotu wykazuje działanie antyproliferacyjne wobec
komórek na drodze mechanizmów cGMP-zależnych i cGMP-
niezależnych. W warunkach fizjologicznych NO zwiększa
aktywność wewnątrzkomórkowej rozpuszczalnej cyklazy
guanylanowej, co prowadzi do tworzenia cyklicznego GMP,
odgrywającego rolę drugiego przekaźnika. Regulacja
procesów komórkowych przez cGMP odbywa się dzięki jego
interakcji ze specyficzną klasą białek zwanych kinazami
zależnymi od cGMP lub kinazami G. Ważne znaczenie tych
białek w hamowaniu proliferacji komórek przez NO
wykazano np. w przypadku komórek mięśni gładkich naczyń
krwionośnych (41). Wyniki badań wskazują na hamowanie
przez tlenek azotu aktywności tzw. kinazy białkowej akty-
wowanej mitogenem (MAPK). Jest to prawdopodobnie uza-
leżnione od fosforylowania przez kinazy-G białek Raf, które
znajdują się wcześniej w ciągu transdukcji sygnału, pośred-
nicząc pomiędzy kinazami związanymi z receptorami
błonowymi dla czynników wzrostu (np. naskórkowy czynnik
wzrostu EGF) a kaskadą kinazy MAPK.

Do poznanych mechanizmów antyproliferacyjnego dzia-
łania NO na drodze cGMP-niezależnej należy hamowanie
aktywności kinazy zależnej od cyklin Cdk2 i transkrypcji
genu cykliny A (42). Kinaza Cdk2 w kompleksie z cykliną E
reguluje progresję cyklu komórkowego z fazy G1 do fazy S
(syntezy DNA) poprzez fosforylację białka Rb (retinoblas-
toma) i uwolnienie czynnika transkrypcyjnego E2F. Cyklina
A łączy się dwiema kinazami, Cdk2 i Cdc2 (lub Cdk1).
Przyjmuje się, że aktywność kompleksu cyklina A/Cdk2 jest
niezbędna dla progresji fazy S, podczas gdy kompleks cyklina
A/Cdc2 dla progresji G2→M (43). Innymi mechanizmami
antyproliferacyjnego działania NO na drodze cGMP-nieza-
leżnej są: aktywowanie białka p21CIP1/WAF1 (32, 44), które
wiążąc się bezpośrednio z kompleksami cyklina E/Cdk2, cyk-
lina D/Cdk4 i cyklina A/Cdk2 hamuje ich aktywność kina-
zową oraz hamowanie aktywności reduktazy rybonukleoty-
dowej, enzymu odgrywającego rolę w syntezie DNA (45).
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DANE WSKAZUJ¥CE NA DZIA£ANIE HAMUJ¥CE
EGZOGENNEGO NO I JEGO DONATORÓW
NA SYNTAZY TLENKU AZOTU

Badania in vitro z wykorzystaniem egzogennego NO lub jego
donatorów dowodzą istnienia zwrotnego hamowania przez
NO indukowalnej formy syntazy tlenku azotu (iNOS), enzy-
mu odgrywającego bardzo ważną rolę w nieswoistej
odpowiedzi obronnej makrofagów i limfocytów NK (Natural
Killer) przeciw obcym komórkom nowotworowym, bak-
teryjnym i pasożytom (1,46). W związku z tym nie wyklu-
czone jest, iż osłabienie parametrów czynnościowych
komórek eksponowanych na NO może osłabiać zdolności
obronne organizmu wobec rozwijających się komórek
nowotworowych.

Do tej pory istnieje niewiele danych dokumentujących
hamujący wpływ egzogennego NO na aktywność obu form
syntaz. Wśród tych danych dominują wyniki badań in vitro,
gdzie efekt taki obserwowany był zarówno w odniesieniu do
formy indukowalnej NOS zawartej w: komórkach
makrofagów linii NR8383 (47); J774 (48); ANA-1 (49);
RAW264.7 (50); w komórkach mikrogleju (51), jak i formy
konstytucyjnej NOS: oczyszczonej nNOS ze szczurzego
móżdżku (52); pochodzącej z nieoczyszczonego preparatu
szczurzego móżdżku (53); komórek śródbłonka tętnicy płuc-
nej owcy (54) i aorty wołu (55).

Wykonane do tej pory badania in vivo są badaniami
krótkoterminowymi, zaś uzyskane wyniki nie są jedno-
znaczne. Wyraźne zahamowanie aktywności NOS w płucach
owiec po 6 godzinach inhalacji NO (40 ppm) obserwowali
Black i in. (56). Aktywność enzymu po jednej godzinie od
przerwania narażenia wynosiła ok. 70% aktywności wyjś-
ciowej. Brady i in. po narażaniu szczurów na NO (6 ppm/1h,
1 dz., 1 tydz.) obserwowali w płucach wzrost ekspresji iNOS
po  godzinie, która jednak już po dobie powróciła do wartoś-
ci kontrolnych (57). Podobny efekt zwiększenia wytwarzania
NO i ekspresji iNOS mRNA w makrofagach pęcherzyko-
wych u myszy krótkotrwale narażanych inhalacyjnie na NO
(20-100 ppm, 5 h) obserwowali Weinberger i in. (58).

Niektóre badania in vitro wskazują na dwufazowość
wpływu egzogennego NO na syntazę. Jego niskie stężenia
mogą nasilać ekspresję iNOS mRNA w makrofagach stymu-
lowanych IFN-gamma i LPS, podczas gdy wysokie stężenia
hamują tę ekspresję (49). Prawdopodobnym mechanizmem
hamowania NOS przez NO może być tworzenie połączenia
nitrozowego z hemem syntazy (59). Zasugerowano również,
iż NO indukuje aktywność oksydazy NADPH-zależnej.
Prowadzi to do zwiększenia stężenia wewnątrzkomórko-
wego anionu nadtlenkowego reagującego z NO z wytworze-
niem nadtlenoazotynu bezpośrednio nitrozylującego kryty-
czne ugrupowania aminokwasowe eNOS (54).
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