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Abstract. Aim: The long-term decrease of nitric oxide (NO) production evokes serious alterations in the car-
diovascular system. The aim of this study was to investigate the long-term effect of neuronal NO-synthase
(nNOS) inhibition with 7-nitroindazole (7-NI) on blood pressure, heart, kidneys, thoracic aorta and carotid
artery of normotensive Wistar rats from the prenatal period to early adulthood.

Methods: In the experimental group 4-week-old males (n=10) were treated with 7-NI (10 mg/kg/day, in drink-
ing water) for six weeks. The animals were offspring of mothers who had been administered 7-NI (10 mg/kg/
day) in drinking water from two weeks before pregnancy until end of weaning. Age-matched animals (n=10)
were taken into control group. Blood pressure was measured weekly noninvasively by the plethysmographic
method on the tail artery. After perfusion with a glutaraldehyde fixative (120 mmHg), the heart and kidneys
were weighed and the thoracic aorta and carotid arteries were processed for morphological investigation.
Results: Long-term administration of 7-NI resulted, in spite of unchanged blood pressure and body weight
compared with the control group, in decrease of heart and kidney weight. Morphological investigation of
the vessel wall (tunica intima+media) of experimental rats revealed a decrease of the wall thickness, cross
sectional area and wall thickness/inner diameter ratio, without affecting the inner diameter in the both
conduit arteries. Circumferential tension of thoracic aorta and carotid artery was increased.

Conclusion: Chronic NO deficiency due to the inhibition of NNOS from prenatal period to adulthood resulted
in pressure-independent hypotrophy of the heart, kidney and arterial wall of conduit arteries in normotensive
Wistar rats. Fig. 3, Tab. 1, Ref. 28, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Ciel: Dlhodobé znizenie produkcie oxidu dusnatého (NO) vyvoléva zdvazné zmeny v kardiovas-
kuldrnom systéme. Cielom tejto $tudie bolo sledovat ucinok dlhodobej inhibicie neurondlnej NO-syntazy
(NNOS) na tlak krvi, srdce, oblicky a Struktiru hrudnej aorty a karotickej artérie od zaciatku prenatalneho
obdobia do dospelosti u Wistar potkanov.

Metddy: Do experimentélnej skupiny boli zaradené Stvortyzdrové samce (n = 10), ktoré dostavali pocas
Siestich tyzdnov $pecificky inhibitor nNOS, 7-nitroindazol (7-NI) (10 mg/kg/den) v pitnej vode. Potkany boli
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od matiek, ktorym sa podaval 7-NI (10 mg/kg/den) v pitnej vode od dvoch tyzdnov pred graviditou az do
odstavu mladat. Kontrolna skupina bola vytvorend z rovnako starych zvierat (n = 10). V oboch skupinach
sa tlak krvi meral tyzdenne neinvazivnou pletysmografickou metédou na chvostovej artérii. Po perfuznej
fixacii s glutaraldehydom (120 mmHg) sa srdce a oblicky odvazili a hrudna aorta a karoticka artéria boli
spracované na morfologické vysetrenia.

Vysledky: Podavanim 7-NI sa napriek nezmenenému tlaku krvi a hmotnosti tela v porovnani s kontrolnou
skupinou znizila hmotnost srdca a obli¢iek. Morfologické vysetrenie cievnej steny (tunica intima + media)
u oboch privodnych artérii odhalilo v experimentélnej skupine zmensenu hribku steny, plochu steny na
prie¢nom prireze a zmenseny pomer hribky steny k vnitornému diametru bez zmeny vnutorného diametra.
Z nameranych hodnét sme zitili zvysenu cirkumferenénu tenziu v hrudnej aorte a karotickej artérii.

Zdver: Deficit produkcie NO inhibiciou nNOS, od prenatalneho stadia vyvinu do dospelosti, ma za nasledok
vznik tlakovo nezavislej hypotrofie srdca, obliciek a cievnej steny privodnych artérii u normotenznych Wistar

potkanov. Obr. 3, Tab. 1, Lit. 28, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
Klucové slova: 7-nitroindazol - oxid dusnaty - privodné artérie — Struktura

Jednym z najdélezitejsich rizikovych faktorov rozvoja kardio-
vaskularnych chordb je vysoky krvny tlak (TK). Chronicky
zvy$eny TK vyvolava funk¢né a $trukturdlne zmeny v ciev-
nej stene a sucasne je tymito zmenami spatne modulovany.
Prvotna pri¢ina vzniku esencidlnej hypertenzie v$ak nie je
objasnena. V regulacii TK su zapojené mnohé mechanizmy,
ktoré svojimi vazokonstriktorickymi alebo vazodilata¢nymi
ucinkami zabezpecuju optimalnu funkciu kardiovaskuldrne-
ho systému. K vazorelaxacii vyznamnou mierou prispieva aj
oxid dusnaty (NO), ktory je pri fyziologickych podmienkach
konstitutivne tvoreny endotelovou (eNOS) a neuronilnou
(nNOS) izoformou NO-syntazy (NOS). Deficit NO vyvola-
va v kardiovaskuldrnom systéme (1, 2) patologické zmeny
podobné zmendm zistenim pri esencidlnej hypertenzii.
V experimentoch sa na vyvolanie NO deficiencie najcastejsie
pouziva blokator NS-nitro-L-arginin metylester (L-NAME).
Aj ked u¢inok L-NAME nie je $pecificky, pre opakovane
potvrdené zniZenie od endotelu zavislej relaxacie na acetyl-
cholin (3, 4), plni predovsetkym funkciu blokatora eNOS.
Viaceri autori vo svojich $tadiach preukazali, ze trvalo zvy-
$eny TK vyvolany dlhodobym podévanim L-NAME (5 - 8)
sprevadza hypertrofia srdca a hypertrofia steny privodnych
aj rezistentnych artéri{. Ulohu NO pri udrziavani optimélnej
funkcie kardiovaskularneho systému potvrdzuje aj podavanie
exogénnych donorov NO potkanom s L-NAME vyvolanou
NO deficitnou hypertenziou. Beneficny tGc¢inok donorov sa
prejavil na znizeni TK, zniZenej trofike srdca a cievnej steny,
$truktare privodnych artérii a na zlep$eni funk¢nych vlastnosti
kardiovaskuldrneho systému (9, 10).

Na rozdiel od jednozna¢ného ucinku inhibicie eNOS,
ucinok inhibicie nNOS na kardiovaskularny systém nie je
jednoznacny. Dlhodobé podavanie $pecifického blokatora
nNOS, 7-nitroindazolu (7-NI), dospelym normotenznym
(10 - 15) a dospelym spontanne hypertenznym potkanom
(16, 17) nevyvolava zmenu TK. Predchadzajuce prace z nasho
laboratéria preukézali, ze dlhodobé podavanie 7-NI vyvolava od
TK nezavisla hypotrofiu srdca a hypotrofiu steny privodnych
artérii (15, 18, 19).
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Podrobnejsie studie venované ultrastrukture cievnej steny
u 7-NI vyvolanej hypotrofie odhalili v privodnych artériach
znizenie masy hladkosvalovych a endotelovych buniek, kym
extraceluldrna matrix v tunica intima a media sa vyznamne
nezmenila. V sulade so zistenymi $trukturdlnymi zmenami
sme zistili oslabenie kontraktilnej odpovede hrudnej aorty na
noradrenalin (14). Uvedené vysledky naznacuju odlisnu, az
protichodnu tlohu eNOS a nNOS pri regulacii kardiovasku-
larneho systému u normotenznych Wistar potkanoch.

Cielom tejto prace bolo sledovat vplyv podavania 7-NI
na kardiovaskuldrne funkcie Wistar potkanov, ktoré boli po-
tomkami matiek liecenych so 7-NI pocas gravidity a dojéenia.
Sledovali sme, ¢i inhibicia nNOS pocas skorého prenatalneho
vyvoja a nasledne do obdobia pohlavnej dospelosti (do veku
10 tyzdnov) vyvola podobné zmeny, ako sme zistili u dospe-
lych Wistar potkanov, ktorym bol 7-NI podéavany od 10. do
16. tyzdna veku.

Stadie regula¢nych systémov, osobitne v skorych vyvojo-
vych $tadidch, by mohli viest k lepsiemu pochopeniu tlohy
nNOS v organizme a predovsetkym mozu poskytnut vhodna
prilezitost preventivne posobit proti rozvoju patologickych
zmien v kardiovaskularnom systéme.

Metodika

Experimenty na zvieratach sa uskuto¢nili v sulade s tstav-
nymi smernicami odsihlasenymi Statnou veterindrnou a po-
travinovou spravou SR a Etickou komisou podla Eurdpskej
dohody na ochranu zvierat pouzitych na experimentalne
a iné vedecké ucely (smernica 2010/63/EU Eurdpskeho
parlamentu). Zvierata boli chované pri teplote 22 - 24 °C,
12-hodinovom cykle svetlo/tma a kfmené peletami pre la-
boratérne potkany.

V experimentalnej skupine boli tri samice Wistar
potkanov. Od veku 10 tyzdnov dostavali inhibitor nNOS,
7-NIL, v pitnej vode (10 - 12 mg/kg/den). V druhom tyzdni
podavania 7-NI doslo k oplodneniu samiciek. V podavani
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Obrazok 1 A) Hribka (WT) a plocha (CSA) cievnej steny (tunica intima + media) na prie¢nom priereze, B) vnttorny diameter (ID)
a pomer hrubka cievnej steny/vnitorny diameter (WT/ID) hrudnej aorty u kontrolnych Wistar potkanov (Kontrola, n = 10) a Wistar

potkanov, ktorym sa podaval 7-nitroindazol (7-NI, n = 10). *p < 0,05, **p < 0,01 vs. kontrolné Wistar potkany
Figure 1 A) Wall thickness (WT) and cross sectional area (CSA) of arterial wall (tunica intima+media), B) inner diameter (ID) and wall thickness/inner diameter ratio (WT/

ID) of thoracic aorta in control Wistar rats (Control, n=10) and Wistar rats treated with 7-nitroindazole (7-NI, n=10). *p<0,05, **p<0,01 vs. control Wistar rats

7-NI sa pokracovalo pocas gravidity a dojcenia. V $tvrtom
tyzdni veku mladat bolo desat samcov odstavenych od
matiek a zaradenych do experimentdlnej skupiny. Tymto
mladatdm sa nadalej podaval 7-NI v pitnej vode (10 -
12 mg/kg/den) az do veku 10 tyzdiov. Kontrolna skupina
bola vytvorena z rovnakého poc¢tu mladat od troch matiek
rovnakého veku chovanych v rovnakych podmienkach ako
matky experimentalnej skupiny.

Mladata boli od 28. dia po narodeni kazdy tyzden vazené
a bol im merany TK neinvazivnou pletyzmografickou meto-
dou na chvostovej artérii. Desat tyzdnov starym zvieratdm
bola i.p. podana zmes zoletil + xylazin a nasledne sa pouzili
pre morfologicku $tidiu. Cez kanylu zavedenu do lavej ko-
mory srdca bol fixativom (300 mmol/l glutaraldehydu v 100
mmol/l fosfatového pufru) pod tlakom 120 mmHg pocas 10
minat perfundovany kardiovaskularny systém. Po perfuzii
boli odobraté obe oblicky, srdce, hrudna aorta a stredna
Cast karotickej artérie. Oblicky a srdcia sa odvazili, ich
vzorky a vzorky ciev boli po odisteni spracované metdédou
pre elektronovi mikroskopiu. Dva nahodne vybrané blocky
z kazdej cievy sa krajali kolmo na pozdlznu os cievy. Vnitorny
obvod a hribka cievnej steny (tunica intima a media) (WT)

sa merali vo svetelnom mikroskope, z nameranych hodnét
bol vypocitany vnutorny diameter (ID) a plocha cievnej
steny (CSA) (tunica intima a media) na priecnom priereze
CSA=n[(ID/2+WT)?-(ID/2)?]. Z hodnét TK, vnitorného dia-
metra a hrabky cievnej steny bola vypocitana cirkumferen¢na
tenzia (TK x ID/WT).

Ziskané udaje boli vyjadrené ako priemernd hodnota
+S.E.M. Statisticka vyznamnost sa hodnotila analyzou Anova
a ndslene Bonferroniho testom pre neparovi premennu. Vysled-
ky na drovni p < 0,05 sa povazovali za $tatisticky vyznamné.

Vysledky

Zakladné kardiovaskularne parametre

Podavanie 7-NI nevyvolalo pocas experimentu zmenu TK
v porovnani s kontrolnou skupinou (TK sa meral od 4. do
10. tyzdna veku zvierat). Na konci experimentu sa u desat
tyzdnov starych zvierat hmotnost tela a hmotnost srdca me-
dzi oboma skupinami neodliSovala. Pomer hmotnosti srdca
k hmotnosti tela (HW/BW) sa vSak po podavani 7-NI v po-

Tabulkal Vplyvdlhodobého podavania 7-nitroindazolu na tlak krvi (TK), hmotnost tela (BW), hmotnost srdca (HW), pomer hmotnosti
srdca k hmotnosti tela (HW/BW) a pomer hmotnosti oblicky k hmotnosti tela (KW/BW) u Wistar potkanov (7-NI, n = 10). **p < 0,01 vs.

kontrolné Wistar potkany (Kontrola, n = 10)
Table 1 'The long-term effect of 7-nitroindazole administration on blood pressure (TK), body weight (BW), heart weight (HW), heart weight/body weight ratio (HW/BW), and
kidney weight/body weight ratio (KW/BW) of Wistar rats (7-NI, n=10). **p<0,01 vs. control Wistar rats (Control, n=10)

TK (mmHg) BW (g) HW (mg) HW/BW KW/BW
Kontrola (Control) 114 £ 3,19 231 £9,06 768 + 27,46 3,33+£0,13 9,55 + 0,44
7-NI 112 +£2,81 254 + 11,79 738 + 36,16 2,90 + 0,05** 7,72 £ 0,18**
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Obrazok 2 A) Hribka (WT) a plocha (CSA) cievnej steny (tunica intima + media) na priecnom priereze, B) vnutorny diameter (ID)
a pomer hribka cievnej steny/vnitorny diameter (WT/ID) karotickej artérie u kontrolnych Wistar potkanov (Kontrola, n = 10) a Wistar

potkanov, ktorym sa podaval 7-nitroindazol (7-NI, n = 10). *p < 0,05, **p < 0,01 vs. kontrolné Wistar potkany
Figure 2 A) Wall thickness (WT) and cross sectional area (CSA) of arterial wall (tunica intima+media), B) inner diameter (ID) and wall thickness/inner diameter ratio
(WT/ID) of carotid artery in control Wistar rats (Control, n=10) and Wistar rats treated with 7-nitroindazole (7-NI, n=10). *p<0,05, **p<0,01 vs. control Wistar rats

rovnani s kontrolnou skupinou znizil. Rovnako sa vyznamne
znizil pomer hmotnosti oblicky k hmotnosti tela (KW/BW)
v experimentalnej skupine v porovnani s kontrolnou skupi-
nou. Hodnoty zakladnych kardiovaskuldrnych parametrov su
uvedené v tabulke 1.

Geometria hrudnej aorty a karotickej artérie

Hrubka cievnej steny (intima + média) oboch artérii
sa po podavani 7-NI oproti kontrolnej skupine zmensila,
hrudnej aorty priblizne o 9 % (55,58 = 1,13 um vs. 60,77
+ 1,60 um, p < 0,05) a karotickej artérie priblizne o 12 %
(21,69 * 0,54 pm vs. 24,59 + 0,68 um, p < 0,01) (obrazok
1A, obrazok 2A).

Dlhodobé podavanie 7-NI vyvolalo pokles CSA hrudnej
aorty priblizne o 12 % (250130 + 8407 pm?®vs. 281890 *
8180 um?, p < 0,01), karotickej artérie priblizne o 9 % (50494
+ 1665 um? vs. 55252 + 1141 pm?, p < 0,05) (obrazok 1A,
obrazok 2A).

Po podavani 7-NI sa pri porovnani s kontrolnou
skupinou nezistili vyznamné zmeny v ID ani pri hrudnej
aorte (1382 + 29 pum vs. 1394 + 38 pm) ani pri karotic-
kej artérii (721 £ 15 pym vs. 695 + 25 um) (obrazok 1B,
obrazok 2B).

Podavanie 7-NI vyvolalo signifikantné znizenie pomeru
WT/ID cievy, pri hrudnej aorte priblizne o 14 % (3,917
+ 0,118 vs. 4,563 + 0,207, p < 0,01), pri karotickej artérii
priblizne o 16 % (3,025 + 0,094 vs. 3,62 + 0,271, p < 0,01)
(obrazok 1B, obrazok 2B).

Hodnota cirkumferencnej tenzie sa po podavani 7-NI
zvadsila pri hrudnej aorte priblizne o 13 % (1241 * 49 vs.
1398 + 41 mmHg, p < 0,01) a pri karotickej artérii pribliz-
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Obrazok 3 Cirkumferenc¢na tenzia v stene hrudnej aorty (TA)
a karotickej artérie (CA) kontrolnych Wistar potkanov (Kontro-
la, n = 10) a Wistar potkanov, ktorym sa podaval 7-nitroindazol
(7-NL n = 10). *p < 0,05 vs. kontrolné Wistar potkany

Figure 3 Circumferential wall tension in wall of the thoracic aorta (TA) and carotid
artery (CA) in control Wistar rats (Control, n=10) and rats treated with 7-nitroindazole
(7-NL n=10). *p<0,05 vs. control Wistar rats

ne o 15 % (1633 + 109 vs. 1872 + 60 mmHg, p < 0,01)
(obrazok 3).

Diskusia
Hlavnym nalezom tejto $tudie je, ze podavanie 7-NI

normotenznym Wistar potkanom pocas fetalneho obdobia,
dojc¢enia a nasledne do 10. tyzdna veku vyvolava od tlaku



nezavisli hypotrofiu srdca a obli¢iek a hypotrofiu steny
privodnych artérii.

Tlak krvi merany tyzdenne od $tvrtého tyzdna veku
zvierat do konca experimentu sa po poddvani 7-NI ne-
odlisoval od kontrolnej skupiny. V literatire nie su udaje
inych autorov o ué¢inku 7-NI poddvaného od skorého
prenatalneho vyvoja do dospelosti pre porovnanie nasich
vysledkov. Nezmeneny krvny tlak po podavani 7-NI je
v dobrej zhode s vysledkami experimentov, v ktorych sa
inhibitor podaval pocas niekolkych dni, alebo niekolkych
tyzdnov dospelym normotenznym potkanom (11 - 15).

Aj ked podavanie 7-NI v experimentalnej skupine nevy-
volalo signifikantnii zmenu hmotnosti tela a ani hmotnosti
srdca (zistil sa mierny ndrast telesnej hmotnosti a naopak
mierny pokles hmotnosti srdca), pomer hmotnosti srdca
k hmotnosti tela bol oproti kontrolnej skupine signifikantne
znizeny, ¢o poukazuje na hypotrofiu srdca. Otazkou zostava,
¢i hypotrofia srdca (abytok masy myokardu) bez adekvatneho
znizenia TK je benefi¢ny cinok, alebo ¢i bude postupne viest
az k srdcovému zlyhavaniu.

Po podavani 7-NI sa zistila hypotrofia nielen myokardu,
ale aj cievnej steny tak hrudnej aorty, ako aj karotickej arté-
rie. V oboch cievach doslo po podavani 7-NI k zmens$eniu
hribky a plochy steny bez zmeny vnutorného diametra. Tieto
zmeny st podobné zmenam zistenym v stene privodnych
artérii po Sesttyzdiiovom podavani 7-NI dospelym Wistar
potkanom (14, 15). Pre porovnanie, podavanie L-NAME
dospelym Wistar potkanom bolo naopak spojené so zvy-
$enim TK, hypertrofiou srdca a steny privodnych artérii
(3, 4, 20).

Pri¢iny vzniku hypotrofie srdca, oblic¢iek (znizeny pomer
hmotnosti obli¢iek k hmotnosti tela) a cievnej steny privod-
nych artérii po 7-NI bez zmeny tlaku krvi nie st zname.
Ako ukazuju nase vysledky a vysledky inych autorov, Speci-
ficka inhibicia nNOS so 7-NI a nespecificka inhibicia eNOS
s L-NAME nema identicky tc¢inok na kardiovaskularny
systém dospelych normotenznych potkanov. Protichodné
uc¢inky mozu suvisiet s odlisnou tlohou NO syntetizované-
ho roznymi izoformami NOS, mozu tiez zavisiet od miesta
syntézy, koncentracie NO a jeho t¢inku na lokalne regula¢né
systémy. Obe izoformy NOS st pritomné v réznych tkanivach
v odli$nych koncentraciach (21). Kym eNOS je lokalizovana
predovsetkym v endotelovych bunkach, nNOS bola primar-
ne najdend v nervovom systéme (22). Za miesto vysokej
koncentracie nNOS boli oznacené aj oblicky, predovsetkym
bunky macula denza juxtaglomerularneho aparatu (23, 24).
Viaceré vlastnosti 7-NI, ako organova selektivita a schopnost
prestupovat cez placentu a do materského mlieka, nie su
zname. 7-NI sa javi ako vhodny inhibitor nNOS pri objas-
novani tc¢inkov NO v centrdlnom nervovom systéme vdaka
jeho pasivnemu transportu cez mozgovu bariéru (25). 7-NI
je povazovany za selektivny blokator nNOS, pri vysokych
koncentraciach (25 - 100 mg/kg) moze ¢iastoéne blokovat aj
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eNOS (26). Zistilo sa, ze NO produkované nNOS sa podiela
na stimuldcii syntézy reninu a nNOS je hlavnym reguldtorom
renalnej hemodynamiky (11). Predpokladame, Ze NO deficien-
cia vyvolana inhibiciou nNOS vedie k poklesu syntézy reninu
a tym k poklesu produkcie angiotenzinu II. Silny proliferativny
a troficky ucinok angiotenzinu II na kardiovaskuldrny systém
moze byt znizenou tvorbou reninu vyrazne oslabeny. Znizeny
ucinok renin-angiotenzinového systému moze zaroven tlmit
nérast tlaku krvi po deficite NO. Silnejsi troficky uc¢inok
angiotenzinu II v porovnani s NO by mohol byt pri¢inou
vzniku hypotrofie tak srdca, ako aj obli¢iek a cievnej steny
privodnych artérii po inhibicii nNOS.

Zasobovanie tkaniv krvou pre aktudlne metabolické
potreby zavisi od vzdjomného vztahu medzi tlakom krvi,
cievnou stenou a diametrom cievy. Ich vzdjomny pomer ur-
¢uje cirkumferencnt tenziu (TK x ID/WT) v cievnej stene.
Zmena jedného z parametrov bez kompenzaénych zmien
ostatnych parametrov ma za nasledok zmenu cirkumferen¢nej
tenzie v cievnej stene a mdze vyrazne ovplyvilovat funkciu
a Struktdru kardiovaskuldarneho systému. Znizenie hrubky
cievnej steny bez zmien TK a diametra cievy po 7-NI vyvo-
lalo narast cirkumferencnej tenzie. Zvysend cirkumferen¢na
tenzia sa poklada za primarny faktor, ktory prispieva k vzniku
patologickych zmien v cievnej stene (27, 28).

Zaver

Vysledky experimentu naznacuju, Ze odpovede kardiovas-
kularneho systému st vyrazne odli$né v zavislosti od inhibicie
NO-syntaz so 7-NI a L-NAME. Mechanizmy rozdielnych
uc¢inkov nie st zndme. St potrebné dal$ie experimenty na
objasnenie réznych tloh NO v kardiovaskularnom systéme
a na preukazanie presnej ulohy NO v jednotlivych fyziolo-
gickych procesoch. Lepsie pochopenie vztahu medzi faktor-
mi kontrolujicimi kardiovaskularne funkcie moze pomdct
presnejsie vysvetlit funkéné odlisnosti prebiehajice v cievach
v odlisnych typoch hypertenzie.
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