144

NEURODEGENERATION AND NO

KLUCHOVA D

NEURODEGENERACIA A NO

Abstract

Kluchova D:
Neurodegeneration and NO
Bratisl Lek Listy 1999; 100 (3): 144-148

NO appears to play a significant role in the physiological
processes of many of the body’s systems. This review exami-
nes the present molecular, physiological and pathological
knowledge related to NO and its clinical implications.

The role of NO in pathophysiology of diseases is not yet fully
elucidated. It is still unclear whether alterations in NO pro-
duction, release and degradation are primary events in pat-
hological processes. The presented work deals with neuro-
destructive and neuroprotective effects of NO. The hypothe-
sis suggests that under physiological conditions NO acts as
a neuronal messenger molecule. In pathological conditions,
with excessive NO release, NO may function as a cytotoxic
molecule being involved in several neurodegenerative proces-
ses. The most important issue associated with NO research
will be to elucidate the cellular and molecular mechanisms
of NO action. (Fig. 2, Ref. 32.)
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Oxid dusnaty (nitric oxide — NO) je jednym z najmensich
biologicky aktivnych messengerovych molekul. Zaroven je to je-
den z prvych zndmych biologickych messengerov, ktory ma plyn-
nu Strukturu (Dawson a Snyder, 1994). Objav NO ako messenge-
rovej molekuly v nervovom systéme viedol k zmenam v ponima-
ni tradi¢nych konceptov neurdnovej komunikacie.

NO je nekonvenc¢ny neurotransmiter. Vic¢sina klasickych neu-
rotransmiterov vznika v predstihu, uskladiuje sa v presynaptic-
kych zakonceniach neurdnu a uvoliiuje sa exocytézou v dosled-
ku membranovej depolarizacie (Schulman, 1997). Takéto neurot-
ransmitery pdsobia na svoje cielové bunky cez membranovo via-
zané receptory. Na rozdiel od tychto klasickych neurotransmiterov
vznikd NO v bunke podla potreby a ihned sa vyuziva (Bredta Sny-
der, 1994). Pretoze jeho molekula je mald a elektricky neutralna,
méze NO volne difundovat cez bunkové membrany a priamo po-
sobif na jednotlivé komponenty vo vnutri cielovej bunky (Gar-
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NO ma doélezitu alohu pri fyziologickych pochodoch v mno-
hych systémoch organizmu. Predlozend praca hovori o sucas-
nych molekulovych, fyziologickych a patofyziologickych po-
znatkoch vo vztahu k NO a o vyvolanych klinickych dosled-
koch.

Uloha NO v patofyzioldgii chordb eite stile nie je tplne objas-
nena. Nie je zname, ¢i zmeny v tvorbe NO, jeho uvolhovani
a rozpade su prvotnymi pri¢inami patologického procesu. Tato
praca sa zaobera aj neurodestruktivnymi a neuroprotektivnymi
ucinkami NO. Z uvedeného mozno konstatovat, ze pri fyziolo-
gickych podmienkach uéinkuje NO ako neurotransmiter, ale pri
patologickych podmienkach sa NO sprava ako cytotoxickd mo-
lekula, ktorej pritomnost sa potvrdila pri mnohych neurodegene-
rativnych ochoreniach. NajddlezitejSou tlohou stale ostava ob-
jasnenie tych bunkovych a molekulovych mechanizmov, ktoré
sprostredkuvaju uc¢inok NO. (Obr. 2, lit. 32.)

KIucové slova: NO, neuroprotekcia, neurodestrukcia.

thwaite a Boulton, 1994). Jeho G¢inok je intracelularny i transce-
lularny (Garthwaite, 1995). Receptorom NO je enzym guanylat-
cyklaza, ktory sprostredkuje syntézu cyklického guanozinmono-
fosfatu (¢cGMP), vyvolavajucemu bunkovi odpoved (Schulman,
1997). Tato nova forma nervového prenosu nam umoziuje pocho-
pit funkciu celej skupiny plynnych transmiterov (Dawson a Sny-
der, 1994).

Syntazy oxidu dusnatého (NOS)

NO je produkovany urcitym typom izoenzymov NO (nitric
oxide synthase — NOS). Existuje jedna, alebo viac induktivnych
NOS (iNOS), ktoré¢ sa vyskytuju v makrofagoch, neutrofiloch,
hepatocytoch a v gliovych bunkach, a potom najmenej dve odlis-
né konstitutivne formy (cNOS) vyskytujuce sa v endotelovych
bunkach a v neurénoch (Kluchova a spol., 1994). Konstitutivne
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NOS st podla svojej lokalizacie nazvané aj eNOS (endotelova)
a nNOS (neurdnovad). Kym eNOS a nNOS sa v bunke obvykle
nachadzaju za fyziologickych podmienok, si Ca**-zavislé a pro-
dukuju malé mnozstva NO, iNOS sa objavuje ako odozva na imu-
nologické podnety, nie je Ca**-zavisla a produkuje cytotoxické
koncentracie NO (Nathan a Xie, 1994; Yun a spol., 1996).

Aj kratkodoba produkcia NO (100 ms) s jeho kratkym polc¢asom
rozpadu (do 5 s), zapricini fyziologické Gicinkovanie NO az do vzdia-
lenosti 100 um od miesta vzniku (Kelm a spol., 1988). Za tento Cas
uvolneny NO po6sobi asi na 2 milidny synaps (Wood a Garthwaite,
1994). Pri takejto sfére vplyvu NO neprekvapuje, Ze u neho zazna-
menavame Siroku skalu fyziologickych G¢inkov. Mnohé z nich sa Stu-
dovali v niektorych periférnych systémoch (Belai a spol., 1995),
sprostredkované tzv. NANC (nonadrenergic noncholinergic) neurot-
ransmisiou. Okrem toho su zname uéinky NO v kontrole regulacie
krvného prietoku mozgom (Nyary, 1994) a v kontrole synaptickej
plasticity (Dawson a Snyder, 1994; Garthwaite a Boulton, 1995).

Vznik NO

V nervovom systéme st mozné dve odlisné regulacie vzniku
NO: v periférnom nervovom systéme (PNS) a v centrdlnom ner-
vovom systéme (CNS) (Garthwaite, 1991). V PNS, kde tc¢inkuje
ako neadrenergicky, necholinergicky (NANC) neurotransmiter, sa
predpoklada jeho vznik v presynaptickej casti ako odpoved na
invaziu akénych potencialov a priliv Ca®". NO potom difunduje
k svojim cielovym bunkam (Garthwaite, 1991).

V centralnych glutamatergickych synapsach sa ukazuje roz-
dielne fungovanie NO systému (obr. 1). Z presynaptickych za-
konceni sa uvolituje glutamat a pésobi na NMDA (N-metyl-D-
aspartat) receptory postsynaptickej Casti, ktoré dovoluja influx Ca*
a aktivaciu NOS. Utvoreny NO difunduje z bunky a aktivuje so-
lubilni guanylatcykldazu v najbliz§ich anatomickych Strukturach
(Schuman a Madison, 1994).

Intercelularny uc¢inok NO vyplyva z lokalizacie NOS a gua-
nylatcyklazy v odliSnych neurénoch (Southam a Garthwaite,
1991). Tuto skuto¢nost potvrdzuje aj zistenie, Ze niektoré neurdny
mozu pri vhodnych podmienkach bud produkovat NO, alebo od-
povedat na jeho G¢inok zvySenim hladiny cGMP (Southam a Gar-
thwaite, 1991). Vysvetlenie sa pontka na zaklade hladiny cytop-
lazmatického Ca”".

Tvorba NO v intaktnych neurénoch je strikne zavisla od Ca**.
Experimenty s izolovanou NOS ukazali, ze kym tento enzym je
prakticky neaktivny pri normalnej hladine cytoplazmatického Ca?*,
t.j. 50 nM, maximalne aktivny je pri hladine Ca* priblizne 0,5 uM
(Bredt a Snyder, 1990). Receptor NO — solubilna guanylatcykla-
za (sGC), je tiez Ca**-senzitivny enzym, ale je inhibovany tymto
i6nom pri takom vysokom rozsahu koncentracie, ktory ativuje NOS
(Southam a Garthwaite, 1991). Vzostup hladiny Ca*" na Groven,
ktora aktivuje NOS, bude zaroven inhibovat sGC. Tato domyselna
schéma je dolezita pre zabezpecenie produkcie NO na jednom
mieste a jeho posobenie na mieste inom.

NO ako neurotoxin

Aj ked za normalnych okolnosti NO sprostredkuva synaptic-
ky prenos, v podmienkach nadmernej produkcie méze byt neuro-
toxicky.

NO «
NO
Citr. $~—__\
sGC Ca™ _»NOS
GTP —% ¢GMP —_— Ca™* Arg.
NMDA-R Kalm.
NADPH

Fig. 1. Schematic illustration of NO production in synapses. Ca*" sti-
mulus exerted through NMDA receptors (NMDA-R) effects calmodu-
line (Kalm.) and together with NADPH activates NOS. Activated NOS
produces NO and citrulline (Citr.) from L-arginine (Arg.). The newly
formed NO then diffuses and acts on the neighbouring synapses. NO
as a signal molecule acts on soluble guanylatcyclase (sGC), which
catalyses the formation of cyclic guanosinemonophosphate (cGMP)
from guanosinetriphosphate (GTP). The results of the following cas-
cade of biochemical reactions is the cell response (modified accor-
ding to Schuman and Madison, 1994).

Obr. 1. Schéma produkcie NO v synapsach. Kalciovy podnet (Ca?")
prichadzajici cez NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptory (NMDA-
R) posobi na kalmodulin (Kalm.) a spolu s NADPH aktivuje NOS.
Aktivovana NOS produkuje z L-argininu (Arg.) NO a citrulin (Citr.).
Vzniknuty NO potom difunduje z miesta svojho vzniku a ovplyviiuje
vSetky okolité synapsy. NO ako signalna molekula posobi na solubil-
nu guanylateyklazu (sGC), ktora katalyzuje vznik cyklického guano-
zinmonofosfatu (¢cGMP) z guanozintrifosfatu (GTP). Po nasleduju-
cej kaskade biochemickych reakcii je vysledkom bunkova odpoved
(upravené podla Schumana a Madisona, 1994).

Glutamat tvoreny v nadbytku uéinkuje predovsetkym cez
NMDA receptory a sposobuje neurotoxicitu (obr. 2). Aktivacia
NMDA receptorov a ndsledné zvySenie hladiny intracelularneho
Ca’*ma za nasledok spustenie vd¢Siny foriem glutamatovej neu-
rotoxicity (Meldrum a Garthwaite, 1990). NMDA aplikovany
v bunkovych kultirach mozgovej kory len celkom kratko (5 min)
dava do pohybu ireverzibilné procesy konciace sa smrtou bunky
po 12—24 hodinach (Dawson a spol., 1991). Tento typ toxicity
stvisi s hladinou Ca** v bunke. Kedze NOS je Ca**-zavisly en-
zym, vyndra sa otazka, ¢i aktivdcia NOS suvisi s NMDA neuroto-
xicitou. Po pridani inhibitorov NOS je toxicita markantne oslabe-
na (Dawson a spol., 1991, 1993). Podobne sa blokada toxicity
pozoruje v bunkovych kultirach nucleus caudatus a v hipokam-
pe (Dawson a spol., 1993). Ak NO sprostredkuva NMDA neuro-
toxicitu, potom by aj zlozka uvoliiujica NO mala byt neurotoxic-
k4. V bunkovych kultirach mozgovej kory vystavenej donorom
NO sa potvrdila oneskorend neurotoxicita, ktora mala rovnaky
Casovy priebeh ako NMDA neurotoxicita (Dawson a spol., 1993).
Spojitost medzi neurénmi s aktivnou NOS a NMDA neurotoxici-
tou poukazuje na skuto¢nost, ze v uvedenej bunkovej kultire st
tieto neurony zdrojom neurotoxického NO (Dawson a spol., 1993).

Neurodestrukcia ¢i neuroprotekcia NO?

Ucast NO v glutamatovej neurotoxicite sa potvrdila v réznych
modelovych systémoch, pri¢om pouzitie inhibitorov NOS po pred-
chadzajicom pdsobeni excitaénych aminokyselin viedlo k zvyse-
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Fig. 2. NO as a neurotoxin. Overproduction of NO is mediated by
glutamate (GLU) stimulation of NMDA receptors (NMDA-R). Be-
ing formed during the presence of Ca**, calmoduline (Kalm.) and
NADPH, NO freely diffuses to the neighbouring target neurons.
There it reacts with the superoxide anion (‘O,), produced by xan-
thine oxidase (X0O).As a result, peroxinitrite anion (ONOO"), strong
toxic oxidant is formed. ONOO" being protonated gives rise to nit-
rate (ONOOH), which decomposes to hydroxyl free radical (OH)
and nitrogen dioxide free radical (NO,). Even though NO itself
can act as a toxin (e.g. by inhibiting mitochondrial respiration),
the reaction of peroxinitrite may be more substantial for cell de-
ath because superoxide dismutase (SOD) reduces the NMDA neu-
rotoxicity. NOS (donor) neurons work as “killers” for their neig-
hbour cells, but they possess some factors allowing them to survive
in NO environment. Protective function can have also diaphorase
part of the enzyme, i. e. the part responsible for the identity of
NOS and NADPH-diaphorase visible after histochemical staining
(Hope et al., 1991). NOS neurons are enriched with manganese
superoxide dismutase (Mn SOD) which inhibits formation of
ONOO-" and in that way allows these cells to survive (modified ac-
cording to Dawson et al., 1992).

Obr. 2. NO ako neurotoxin. Nadmerna tvorba NO je sprostred-
kovana glutamatovou (GLU) stimuldciou NMDA receptorov
(NMDA-R). NO po svojom vzniku za pritomnosti Ca’>", kalmodu-
linu (Kalm.) a NADPH, volne difunduje k prilahlym cielovym
neurénom. Tam reaguje so superoxidovym aniénom (0,) vznik-
nutym prostrednictvom xantinoxidazy (XO). Vznika tak peroxy-
nitritovy aniéon (ONOO"), silne toxicky oxidant. ONOO" po reak-
cii s H" dava vznik nitratu (ONOOH), ktory sa rozklada na hyd-
roxylovy volny radikal (OH) a na nitrogén dioxidovy (NO,) vol-
ny radikal. Aj ked sam NO méze icinkovat ako toxin (napr.
inhibovanim mitochondridlnej respiracie), reakcia peroxynitritu
méze byt vyznamnejSou cestou k smrti bunky, pretoZe supero-
xiddismutaza (SOD) zmierfiuje NMDA neurotoxicitu. Neurény
s aktivnou NOS (donorové) plnia funkciu ,vrazednych neuréonov,
pri¢om maji urcité faktory, ktoré im dovoluju prezit v NO pros-
tredi. Protektivnu ulohu méze plnit aj diaforazova ¢ast enzymu,
t.j. ta cast, ktora je zodpovedna za identitu enzymu NOS a NAD-
PH-diaforazy pri jeho histochemickom dokazovani (Hope a spol.,
1991). Neurony, ktoré maju NOS, si obohatené o manganovu su-
peroxiddismutazu (Mn-SOD), ktora zabraiuje tvorbe ONOO-,
a teda umoziuje tymto bunkam prezit (upravené podla Dawsona
a spol., 1992).

nej neuroprotekeii (Dawson a spol., 1992). NO mdze chranit neu-
rony aj pred glutamatovou neurotoxicitou, ked su bunky vystave-
né ucinku NO pred pésobenim glutamatu. Nedavne prace pouka-
Zujl na to, ze NO méze mat aj neurodestrukéné aj neuroprotekéné
vlastnosti v zavislosti od jeho oxida¢no-reduk¢éného stavu (redox-
ného mileau). NO radikal (NO') je neurodestrukény, kym NO™je
neuroprotekény (Lipton a spol., 1993). Pre poznanie neuropro-
tekénych faktorov je dolezité urcif miesta u¢inku NO. Cytoplaz-
mova guanylatcyklaza (sGC) je znama ako cielové miesto NO
a sprostredkuva mnoho fyziologickych ucinkov NO (Szabo, 1996;
Garthwaite a Boulton, 1995). Ani inhibitory sGC, ani analégy
c¢GMP vsak neovplyviiujit NMDA, alebo NO neurotoxicitu (Daw-
son a spol., 1993). Je malo pravdepodobné, ze aktivacia sGC
a vzostup hladiny intracelularneho cGMP ma ulohu v genéze ne-
urotoxicity. Skor je mozné, ze toxickym ¢initelom je tu peroxynit-
rit (ONOO"), ktory vznikd reakciou NO so superoxidovym anid-
nom (0,’) (Beckman, 1991) (obr. 2). Peroxynitrit je vysoko reak-
tivna molekula s potencidlnymi oxida¢nymi vlastnostami (Radi
a spol., 1991).

Toxicitu v§ak mézu spdsobit aj iné mechanizmy. Oba radika-
ly, NO aj peroxynitrit m6zu reagovat s DNA a zapricinit jej po-
skodenie (Zhang a spol., 1994). Uginky volnych radikalov vply-
vaju aj na funkciu mitochondrii, o ma za nasledok pokles energe-
tickej produkcie. V konec¢nom doésledku zlyhavaju energeticky
zavislé procesy a bunka zomiera (Dawson a spol., 1992).

Kedze glutamat svojim G¢inkom cez NMDA receptory stimu-
Iuje tvorbu NO, bolo by mozné logicky odvodit, Ze neurény s ak-
tivnou NOS budu patrif medzi prvé, ktoré podlahna NMDA re-
ceptorovej stimulécii. Tieto neurdény su vSak dokazatelne rezis-
tentné vo¢i NMDA a NO neurotoxicite (Koh a Choi, 1988; Mar-
Sala a spol., 1997). Doteraz nie je zname, ¢o je pri¢inou tejto
rezistencie. Neurony s aktivnou NOS pravdepodobne maju pro-
tektivne faktory, ktoré im poskytuji relativnu rezistenciu vo¢i to-
xickému NO prostrediu, ktoré samy vytvaraju (Wink a spol., 1996).
Jednym z nich moze byt aj pritomnost NADPH-diaforazy (NAD-
PH-d). Aj mangédnova superoxiddismutaza (Mn-SOD), ktora po-
sobi preventivne pri tvorbe toxického peroxynitritu, méze sposo-
bovat rezistenciu neurénov s aktivnou NOS voci u¢inkom NO (Ina-
gaki a spol., 1991). Inou moznostou je, ze NO rychle difunduje
z takychto neuronov do okolia pozdlllz koncentraéného gradien-
tu, a tymto spésobom chrani neurén pred toxickymi u¢inkami jeho
vlastného produktu — NO. Okrem tychto uvedenych moznosti sa
vsak zda, zZe neurdny s aktivnou NOS maju este aj iné ochranné
mechanizmy, ktoré doteraz nie si zname (Yun a spol., 1996).

Experimenty, ktorych ciefom je uréit tilohu NO v neurotoxi-
cite, poskytuju dokazy siahajtice od jeho protektivnych ucinkov,
cez ziadne ucinky, az k uc¢inkom toxickym. Takyto nestlad moze
vzniknuf v désledku niekolkych pricin.

1. Zavery mo6zu byt vysledkom nestandardnych technik a pri-
pravy experimentov. Odlisné populacie buniek mézu byt odlisne
senzitivne vo¢i NO. Aj odlisny pomer roznych typov buniek (neu-
ronov a glie) v roznych skumanych vzorkdch mdéze prispievat
k spomenutym nezrovnalostiam. Aj metody a doba aplikacie do-
norov NO a inhibitorov NOS mdze mat nemaly vyznam.

2. Existuje viac mechanizmov, ktoré mézu sprostredkuvat glu-
tamatom vyvolanu toxicitu. NO sa mdze zucastnovat na neurotoxi-
cite, ale neurodegeneracia moze postupovat aj v nepritomnosti NO,
cestou inych paralelnych mechanizmov (Schuman a Madison, 1994).
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3. Sam NO moze preukazovat viaceré ¢asto protichodné ucin-
ky, ktoré zavisia od dlllzky jeho pdsobenia, alebo od jeho kon-
centracie pri aplikacii. Presnejsia definicia ilohy NO v cytoto-
xicite sprostredkovanej glutamatom, alebo inymi faktormi, si
vyziada dalSie experimenty, pri ktorych sa zvdzia aj uvedené
dévody.

Ulohy NO pri neurodegeneracii

NO nepochybne ma vyznamnu ulohu pri neurodegenerativ-
nych ochoreniach a inych formach neurotoxicity. Svoju tcast po-
tvrdzuje pri patogenéze AIDS demencie, pretoZe neurotoxicita
indukovana HIV-proteinom je spdsobena aktivaciou NOS (Lip-
ton, 1992). Patogeneticku ulohu ma NO aj pri multiplexnej skle-
roze (DeGroot a spol., 1997). Podobne sa zistila ucast NOS
v CNS pocas ochoreni réznymi virusovymi infekciami, ako st
toxoplazmoéza (Gazzinelli a spol., 1993), besnota, aj pri experi-
mentalnej alergickej encefalomyelitide (Van Dam a spol., 1995;
Okuda a spol., 1997) a pneumokokovej meningitide (Koedel
a spol., 1995). Zvysena senzitivita na NO sa potvrdila aj u pa-
cientov s migrénami (Thomsen a spol., 1993). Ugast NO pri
bolesti potvrdili Meller a spol. (1992). Vzostup NOS sa pozoro-
val aj po poskodeni CNS (Vizzard a spol., 1995, 1997). Prace
mnohych autorov potvrdzuju produkciu NO v priebehu isché-
mie, alebo po ischémii CNS (Shibata a spol., 1996; Nakashima
a spol., 1995).

Na zapojenie NO do inych chorobnych procesov poukazuje aj
rezistencia neurénov s aktivnou NOS, ktoré ukazuji NADPH-d
pozitivitu, ako napriklad pri Huntingtonovej chorobe (Ferrante
a spol., 1985), po poskodeni kyselinou chinolinovou (Beal a spol.,
1986; Koh a spol., 1986), pri Alzheimerovej chorobe (Hyman
a spol., 1992) a pri ischémii (Marala a spol., 1997). Ugast NO
pri usmrcovani buniek (Wu, 1993) sved¢i o zapojeni NO do pro-
cesu glutamatom navodenej toxicity (Hibbs a spol., 1988). Rezis-
tencia neurdénov s aktivnou NOS a ucast NO pri usmrcovani bu-
niek st vSak odlisné skuto¢nosti. Tieto rozdielne zistenia vedu
autorov k rozdielnym zaverom: niektoré vysledky potvrdzuju, ze
NO je neuroprotektivny ¢initel, kym iné dokazuju, Ze je to neuro-
toxicky faktor.

Vyriesit tato dilemu by pomohla hypotéza, podla ktorej:

— pri fyziologickych podmienkach neurdny s aktivnhou NOS
produkuju NO ako neurotransmiter, ktory v prilahlych bunkach
zvySuje hladinu cGMP bez toxicity,

— pri patologickych podmienkach, v pritomnosti vysokych,
toxickych hladin glutamatu neurdny s aktivnou NOS produkuju
také velké mnozstvo NO, ktoré usmrcuje okolité neurdny.

Zaver

NO sposobil prevratné zmeny v nasom mysleni o neurotran-
smisii a neurénovom vysielani signalov. NO vystupuje ako dole-
zity regulator v celej skale fyziologickych procesov. V podmien-
kach nadmernej, alebo nevhodnej tvorby je NO délezitym media-
torom poskodenia nervového tkaniva. Poznanie a pochopenie tych
ucinkov NO, ktoré prispievaju k neuropatologickym procesom,
dava nadej na objavenie selektivnych terapeutickych pripravkov
a na dokladnejsie porozumenie zakladnych procesov fyziologic-
kych a patologickych funkcii neurénov.
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