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Oxid dusnaty v hypotalamo-hypofyzarni regulaci
— Il. Stres, zanét a apoptoza

Maruna P.
Ustav patologické fyziologie 1. LF UK Praha

SOUHRN

Cil studie: Charakterizovat ulohu oxidu dusnatého za fyziologickych a patologickych podminek hypotalamo-hypofyzarni
osy, zejména pfi stresové odpovedi, zanétu a apoptéze.

Typ studie: Souhrnny ¢lanek.

Pracovisté: Ustav patologické fyziologie 1. LF Univerzity Karlovy v Praze.

Zaver: Vedle role, kterou oxid dusnaty zaujima ve fyziologické regulaci hypotalamickych a hypofyzarnich hormont
v klidovém obdobi, pfibyva rovnéz poznatkll o jeho uloze jako modulatoru stresové hypothalamo-pituitarni osy. NO
ovliviiuje syntézu, centralni i periferni Uc€inky kortikoliberinu a ACTH. Zminit je tfeba i pfedpokladany vyznam NO
v procesu zanétu a apoptdzy v hypofyze. NovéjSi poznatky, ziskané vyzkumem na geneticky modifikovanych zvifatech
s vyfazenou tvorbou NO, poskytuji novy pohled na skute¢nou roli NO v hypotalamo-pituitarni regulaci.
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SUMMARY

Maruna P.: Nitric oxide in hypothalamic-pituitary regulation — Il. Stress, inflammation and apoptosis

Objective: To characterize an influence of nitric oxide in both physiological and pathological states involving hypothalamus
and pituitary gland — stress response, inflammation and apoptosis.

Design: Review.

Setting: Department of Pathological Physiology, 1% Faculty of Medicine, Charles University in Prague.

Conclusion: Except its physiological role in a hypothalamic-pituitary regulation in a rest phase, NO acts as a new
neuromediator of a hypothalamic-pituitary stress axis. NO modulates corticoliberine and ACTH synthesis and effects.
We discuss a potential role of NO in both inflammatory and apoptotic changes in pituitary gland, too. The recent
research on genetically modified animals with knockout NO synthesis gives a new insight into a role of NO in

hypothalamic-pituitary regulation.
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1. Uvod

Uloha oxidu dusnatého (NO) v regulaci stresové
hypotalamo-pituitarni osy a jeho mozné ucinky v re-
gulaci zanétu v mikroprostfedi adenohypofyzy presa-
huji fyziologicky ramec, do kterého NO zasadila pfed-
chozi ¢ast této souhrnné prace. NO je zanétlivym
mediatorem, zprostfedkovavajicim nékteré efekty cy-
tokinu, zejména faktoru nekrotizujiciho tumory (TNF),
interleukinu-1 (IL-1) a interferonu-y (IFN-y) v€etné ucin-
kl proapoptotickych. Pfedmétem spekulaci je zatim
vztah aktivity neuronalni NO syntazy (nNOS) k pro-
dukci ACTH, antidiuretického hormonu (ADH) a oxy-
tocinu v patogenezi endogennich psychéz.

2. Stresova osa — kortikotropin
uvolnujici hormon (CRH)
a adrenokortikotropni hormon (ACTH)

Konstitutivni varianta NOS se vyskytuje v rdznych
oblastech mozku, vyrazné je ale kumulovana v hypota-
lamickych strukturach zapojenych v regulaci neurohor-
monalni sekrece, pfedevsim v neuronech paraventriku-
larnich jader a ¢aste¢né i v jadrech supraoptickych [17].

Bazalni produkce CRH neni NO ovlivnéna. VétSina
autord vSak prokazala stimulaéni efekt NO na induko-
vanou produkci CRH [9]. Experimentalni aplikace do-
noru NO (3-morpholino-sydnoniminu) do nucleus supra-
opticus formou mikroinfuze signifikantné zvysila
produkci CRH, ale napfiklad také ADH [16]. NO zpro-
stfedkovava stimulaéni efekt cholinergnich neurond na
tvorbu NO: acetylcholin aktivuje muskarinové recepto-
ry interneurond, které aktivuji vliastni NOS. Uvolnény
NO v CRH neuronech cyklooxygenazovou cestou in-
dukuje exocytézu sekrec¢nich granuli CRH. Noradrena-
lin, ktery rovnéz stimuluje sekreci CRH v hypotalamu,
nevyzaduje pro svou akci NOS.

Tento stimulaéni efekt NO na syntézu CRH se uplat-
nuje i ve fyziologickych situacich. Byl potvrzen v expe-
rimentu s psychoemotivnimi stresovymi podnéty u pot-
kana[11], stejné tak jako pfi infek¢ni stresové stimulaci.

NO je zapojen do imuno-neuroendokrinniho oblouku
systémoveé zanétlivé reakce, kdy prozanétlivé cytoki-
ny — TNF, IL-1, IL-6, IFNy a dal$i — stimuluji sekreci
CRH a nasledné ACTH a glukokortikoidd. Dikaz, ze
cytokiny indukovana produkce CRH je mediovana NO,
byl podan v pfipadé IL-2. IL-2 (a zfejmé dalSi cytokiny)
nestimuluje sekreci CRH pfimo. Stimulaéni proces pro-
biha pres cytokinovou aktivaci cholinergnich neurond,
naslednou aktivaci nitrenergnich interneuron( a aktiva-
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ci CRH neuron(. Je pravdépodobné, ze podobny me-
chanismus se uplatiiuje i u dalSich cytokinud (nelze pfi-
tom vyloucit moznost, ze ucinek IL-2 je zprostfedko-
van jinym cytokinem, IFNy uvolfiovanym pusobenim
IL-2 v eminencia mediana — nucleus arcuatus).

Vztah NOS k modulaci syntézy ACTH v hypofyze
je ale komplexni povahy. Jestlize aplikace NO poten-
cuje stimula¢ni efekt CRH na syntézu ACTH, vede sou-
Casné k potlaceni stimulaéniho efektu ADH na jeho pro-
dukci [4, 5, 6]. Ani vztah NO k aktivaci CRH-ACTH osy
neni do soucasné doby jednoznacny a néektefi autofi
dochazeji k odliSnym zavéram [15].

Blokada NOS v adenohypofyze nema na bazaini
sekreci ACTH zadny vliv. Naopak aplikace donoru NO
do hypofyzy stimuluje sekreci ACTH. Sekrece ACTH
experimentalné stimulovana morfinem pres opioidni re-
ceptory [12] nebo histaminem pres H1 receptory [6] je
rovnéz mediovana NO.

Na periferni urovni se uplatriuje antagonismus ACTH
a NO. Aplikace NO donoru blokuje v experimentu na zvi-
feti hypertenzi navozenou ACTH. ACTH inhibuje aktivitu
indukovatelné NO syntazy (iNOS) v makrofazich [1].

Nové se ukazuje, ze NO se uplatiuje i v modulaci
efektd ACTH v kafe nadledvin. Imunohistochemickym
barvenim s vyuzitim protilatek proti NOS bylo prokaza-
no, Ze v klfe nadledvin je NOS exprimovana vyhradné
ve chromafinnich burikach. NO neovliviiuje bazalni se-
kreci kortizolu, ale signifikantné inhibuje ACTH stimu-
lovanou tvorbu kortizolu [8].

3. NO a cytokiny
v hypotalamo-pituitarni regulaci

Béhem infekce dochazi pod vlivem bakterialniho li-
popolysacharidu (endotoxinu) a dal$ich antigent k ak-
tivaci imunokompetentnich bunék a k vyplaveni fady
cytokin(. Mimo jiné se tyto cytokiny dostavaji riznymi
cestami i do mozku, pfedevSim do oblasti hypotalamu
a hypofyzy. Nékteré prozanétlivé cytokiny, jako napf.
IL-1, jsou v prabéhu infekéniho zanétu indukovany pfi-
mo v neuronech CNS. Vedle fady dalSich efekt( (ho-
recka, anorexie, behavioralni zmény) tyto cytokiny na-
vodi odpovéd stresové hypotalamo-pituitarni osy na
infekéni podnét. Pfibyva dlkaz(, Ze se v tomto proce-
su na nékolika urovnich ucastni i NO.

Pfima aplikace endotoxinu do nucleus paraventri-
cularis nebo nucleus supraopticus aktivuje v téchto ja-
drech tvorbu nNOS [19]. Indukci nebo naopak inhibici
jednotlivych izoforem NOS v hypofyze a v hypotalamu
Ize experimentalné navodit i aplikaci jednotlivych pro-
zanétlivych cytokin(.

IL-2 cestou stimulace cholinergnich neuront v hy-
potalamu aktivuje nNOS. Uvolnény NO difunduje para-
krinnim mechanismem do CRH sekre¢nich neuront
a stimuluje uvolnéni CRH. IL-2 plisobi rovnéz pfimo na
adenohypofyzu a zvySuje sekreci ACTH.

Naopak IL-1 blokuje v neuronech hypotalamu tvor-
bu luteoliberinu (LHRH) navozenou NO. Vysledkem je
alterace pulzni sekrece luteiniza¢niho hormonu (LH),
ale nikoli folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) v adeno-

hypofyze. IL-1 blokadou endotelové NO syntazy (eNOS)
inhibuje rovnéz syntézu somatoliberinu (GHRH) v hy-
potalamu. NO mj. inhibuje uvolnéni prolaktin inhibujici-
ho hormonu (tj. dopaminu), proto je vysledkem plisobe-
ni IL-1 zvySena produkce prolaktinu. Na urovni hypofyzy
IL-1 aktivaci INOS a zvySenou tvorbou NO alteruje tvor-
bu fady adenohypofyzarnich hormon.

TNFa, pleiotropni prozanétlivy cytokin s fadou neu-
roendokrinnich aktivit, je rovnéz silnym aktivatorem
iINOS. Recentni studie prokazaly, ze TNFo indukuje
iNOS ve folikularnich burikach adenohypofyzy a inhi-
bi¢ni efekt TNFo na tvorbu prolaktinu je zprostfedko-
van NO [18]. O uloze NO v interakci TNFo s dalSimi
hormony hypofyzy neni zatim dostatek informaci.

Rovnéz granulocyto-makrofagovy faktor stimulujici
kolonie (GM-CSF) inhibuje sekreci LHRH. Efekt GM-
-CSF je zprostfedkovan y-aminomaselnou kyselinou
(GABA). Je navozen aktivaci GABA-ergnich neuront
a uvolnénim GABA. Prostfednictvim GABA-A recepto-
r(i na synapsich neuron( je blokovana nitrenergni akti-
vace tvorby LHRH.

Uginky IL-6 na hypotalamus nejsou ovlivnény akti-
vitou NOS [23].

U dalSiho prozanétlivého cytokinu IFNy je fadu let
znam jeho inhibi¢ni vliv na sekreci hypofyzarnich hor-
monu. Supresivni efekt je zprostfedkovan pfedevsim
nesekrecnimi folikularnimi burikami hypofyzy. Tyto bun-
ky vystavené plsobeni IFNy zvySuji mnohonasobné
expresi iNOS a prodluzuji své vybézky mezi sekrec¢ni
buriky adenohypofyzy. Imunofluorescenénim barvenim
bylo prokazano, ze po zanétlivé stimulaci predstavuji
folikularni buriky 65 % elementd exprimujicich NOS.
Na druhou stranu se v8ak 80 % folikularnich bunék
tvorby NO neucastni. Pfesny mechanismus parakrin-
niho modulaéniho efektu navozeného iNOS pfes foli-
kularni bunky neni dosud znam [20]. Potvrdilo se, zZe
NO zprostifedkovava inhibi¢ni efekt IFNy na sekreci
prolaktinu [22].

Tyto zanétlivé a stresové UCinky NO jsou zCasti
zprostfedkovany aktivaci guanylatcyklazy s tvorbou
cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP), z&asti akti-
vaci cyklooxygenazy a lipooxygendazy s uvolnénim pro-
staglandinu E2, respektive leukotrien. NO tak hraje
vyznamnou modulacni roli v odpovédi hypotalamu
a hypofyzy na zanétlivou cytokinovou stimulaci [13].

4. NO v modulaci apoptozy
bunék adenohypofyzy

NO je vyznamnym faktorem v modulaci apoptozy
— programované bunécéné smrti. NO mGze bunku chra-
nit pfed apoptézou, za jinych podminek mize naopak
iniciovat bunécnou smrt, rozhoduje koncentrace NO,
typ bunék a soucasné plsobeni dalSich faktord [22].
Cytoprotektivni efekt NO byl experimentalné prokazan
u apoptdzy indukované kadmiem: pfidani NO ma na
buriky adenohypofyzy vystavené plisobeni Cd?* pro-
tektivni efekt [14]. NO reguluje apoptdzu nejen v ade-
nohypofyze, ale i v thymocytech, burikéch pankreatu,
hepatocytech, neuronech v fadé jinych tkani.
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Imunohistochemickymi metodami bylo zjisténo, ze
nejcitlivéjSi jsou na apoptoticky efekt NO laktotrofy. V&tsi-
na apoptotickych bunék vystavenych ptisobeni NO byla
totiz imunopozitivni na prolaktin. Jednim z prvnich proje-
v cytotoxicity NO je inhibice uvolnéni prolaktinu. Na dru-
hém misté v poradi citlivosti nasleduji gonadotrofy [22].

Aktivace kaspaz je hlavni cestou iniciujici apopto-
zu a uplatnuje se i pfi apoptoze indukované NO. Inhibi-
tory kaspazy-9 a kaspazy-3 ¢astecné tlumi efekt NO,
coz potvrzuje Ucast téchto enzym( na proapoptotic-
kych uc¢incich NO v adenohypofyze, ale soucasné uka-
zuje, ze se uplatni i jiné mechanismy na kaspazach
nezavislé [22]. NO m(ze indukovat apoptdzu také re-
akci se superoxidovym aniontem za vzniku peroxynit-
ritu, ktery se nasledné Stépi na vysoce reaktivni mole-
kuly, jako je hydroxylovy radikal (OH’), poSkozujici
lipidové membrany. Rada efektt NO, jak proapoptotic-
kych, tak i protiapoptotickych, mize byt zavisla na
schopnosti NO nitrosylovat proteiny.

NO zprostfedkovava apoptoticky efekt TNFo na buri-
ky adenohypofyzy a inhibi¢ni efekt TNFo. na produkci
prolaktinu [7]. Efekty TNFo v hypofyze pfitom interfe-
ruji s ucinkem estradiolu, ktery sam zvySuje eNOS
expresi v bufikach adenohypofyzy [21]. TNFa v hypo-
fyze zvySuje expresi INOS, kdezto down reguluje es-
trogenem indukovanou expresi eNOS [7].

Béhem zanétu se exprese NOS v adenohypofyze
zvySuje az 50nasobné. NO je tak produkovan ve vyso-
ké koncentraci a po dlouhou dobu. Experimentalné pro-
kazané apoptotické ucinky NO se tak zfejmé uplatriuji
i fyziologicky. Apopt6za navozena NO soucasné otevi-
rd nové moznosti v 1é¢bé tumord hypofyzy, zejména
prolaktinomd rezistentnich na dopaminergni preparaty.

5. Experimenty na geneticky
pozménénych mysich
s vyrfazenou syntézou nNOS

Vyzkumy provadeéné ve 2. poloviné 90. let vedly
k nazoru, ze NO je vyznamny mediator neuroendokrin-
nich regulaci zapojeny do genové exprese a uvolnéni fady
hypotalamickych a hypofyzarnich hormonu. Novy pohled
na skute¢ny vyznam NO v téchto regulacich pfinesly
experimenty na homozygotnich mysich s vyfazenou syn-
tézou jednotlivych izoforem NOS. NejCasnéji zastoupe-
nou formou NOS v hypotalamu je neurondlni izoenzym
(NNOS), proto se skupina dr. Bernsteina v roce 1998 sou-
stredila na mysi s vyfazenou syntézou pravé tohoto izoen-
zymu [4]. Studovana byla exprese genu a uvolnéni CRH,
LHRH, ADH, proopiomelanokortinu (POMC) a jeho deri-
vatl ACTH, B-endorfinu a a-melanocyty stimulujiciho hor-
monu (o-MSH). Pro porovnani byla sledovana i skute¢na
aktivita jednotlivych izoforem NOS. Prakticky v celém
vySetfovaném spekiru hormont se testované mysi neli-
Sily od zdravych kontrol. Alterovana byla tvorba jediného
plsobku — B-endorfinu. Bazalni tvorba ostatnich hormoni
véetné POMC a jeho dalSich derivatd nebyla narusena,
proto Bernstein usoudil, ze inhibice tvorby B-endorfinu se
odehrava na posttranslacni trovni v téch neuronech, kte-
ré za normalniho stavu exprimuji nNOS.

O 3 roky pozdéiji stejna skupina publikovala vysled-
ky dal$i studie na mySich s vyfazenou syntézou nNOS.
Prace se tentokrat zaméfila na tvorbu POMC v hypo-
fyze [10]. Pfedchozi zavéry bylo nutno revidovat, pro-
toZe u postizenych zvifat byla dramaticky snizena ex-
prese mMRNA POMC ve srovnani s kontrolami. Tento
pokles byl nejvyraznéjsi v bunkach intermedialniho la-
loku, zatimco predni lalok byl postizen jen minimalné.

Tyto a dalsi studie nicméné dokazaly, ze vyrazeni
nNOS nema pro postizené zvife fatalni nasledky, ne-
ovliviiuje kvalitu zivota, mnozeni ani dobu prezivani.
Z pohledu endokrinologa se ukazuje, ze nNOS neni ne-
zbytna pro bazalni sekreci vétSiny hypotalamickych a hy-
pofyzarnich hormon( a jeji nepfitomnost za klidovych pod-
minek nema zadné klinické projevy. Navazuijici prace by
mély odpovédét na otazku, nakolik se vyfazeni genu pro
nNOS projevi v zatézovych situacich, jakymi jsou infek-
ce, psychoemotivni stres nebo osmoticka zatéz.

6. NOS a otazky lidské patofyziologie

V roce 1998 Bernstein publikoval vysledky zatim oje-
dinélé klinické studie realizované na histologickém mate-
ridlu ziskaném z hypotalamu zemfrelych pacientd. Zamé-
fil se na pacienty, ktefi se pred smrti [€Cili s psychiatrickymi
diagndzami, a zjiStoval zastoupeni NOS v jednotlivych
strukturach hypotalamu — medialnim preoptickém regio-
nu, ve ventromedialnim, infundibularnim a suprachiasma-
tickém jadre a v lateralnim hypotalamu. U vSech vySetfo-
vanych skupin zemfelych osob bylo nejvétsi zastoupeni
nNOS nalezeno v paraventrikularnim jadrfe, a to jak
v magnocelularnich, tak i v parvocelularnich neuronech.
Naopak nucleus supraopticus neobsahoval (na rozdil od
hlodavcu) prakticky zadnou NOS. Hypotalamus a pfede-
v8im nucleus paraventricularis obsahoval ve skupiné schi-
zofrenik( a pacientd s endogenni depresi ve srovnani
s kontrolami signifikantné méné NOS [3].

Klinicky vyznam tohoto zjiSténi je nejasny. Autofi
predkladaji hypotézu, podle které snizena aktivita nNOS
vede k disregulaci tvorby ACTH, vazopresinu nebo oxy-
tocinu. U téchto tfi plisobkl je v jinych souvislostech
uvadéna zvySena tvorba pravé u pacientd s tzv. endo-
gennimi psychdzami, zejména u depresi.

7. Zavéer

NO je v postaveni modula¢niho faktoru, uplatriujiciho
se v feSeni zatézovych situaci, ale také v priibéhu zané-
tu a apoptdzy postihujici adenohypofyzu. Tuto roli NO je
nyni tfeba zasadit do SirSiho kontextu fyziologickych
a patofyziologickych vztaht — gravidity, syndromu systé-
mové zanétlivé reakce, hypoxie a dalSich. Na druhou stra-
nu geneticky pozménéné mysi s vyfazenou syntézou jed-
notlivych forem NOS svoji vitalitou a minimalnimi, pfipadné
naprosto chybéjicimi, zdravotnimi odchylkami ukazuii, ze
NO neni pro preziti organismu nezbytny. Tento urcity pa-
radox spolu s dalSimi otevienymi problémy kolem NO
udrzuje zajem neurologu, endokrinologi i dalSich vyzkum-
nikd a tim i nadéji na vyfeSeni téchto otazek.
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Prehled zkratek:

ACTH  —adrenokortikotropni hormon

o-MSH - a-melanocyty stimulujici hormon

cGMP - cyklicky guanosinmonofosfat

CRH — kortikotropin uvolfiujici hormon, kortikoliberin
eNOS - endotelidlni syntaza oxidu dusnatého

FSH — folikuly stimulujici hormon

GABA —1v-aminomaselna kyselina

GH — rastovy hormon, somatotropni hormon

GHRH  —hormon uvolfiujici ristovy hormon,
somatoliberin

GM-CSF - granulocyto-makrofagovy kolonie
stimulujici faktor

IFN —interferon

IL —interleukin

iNOS — indukovatelna syntaza oxidu dusnatého
LH — luteinizaéni hormon

LHRH  —luteiniza¢ni hormon uvolfujici hormon

NnNOS  —neuronalni syntaza oxidu dusnatého
NOS — syntaza oxidu dusnatého

POMC - proopiomelanokortin

TNF — faktor nekrotizujici tumory
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