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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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NO má dôle�itú úlohu pri fyziologických pochodoch v mno-
hých systémoch organizmu. Predlo�ená práca hovorí o súèas-
ných molekulových, fyziologických a patofyziologických po-
znatkoch vo vz�ahu k NO a o vyvolaných klinických dôsled-
koch.
Úloha NO v patofyziológii chorôb e�te stále nie je úplne objas-
nená. Nie je známe, èi zmeny v tvorbe NO, jeho uvo¾òovaní
a rozpade sú prvotnými príèinami patologického procesu. Táto
práca sa zaoberá aj neurode�truktívnymi a neuroprotektívnymi
úèinkami NO. Z uvedeného mo�no kon�tatova�, �e pri fyziolo-
gických podmienkach úèinkuje NO ako neurotransmiter, ale pri
patologických podmienkach sa NO správa ako cytotoxická mo-
lekula, ktorej prítomnos� sa potvrdila pri mnohých neurodegene-
ratívnych ochoreniach. Najdôle�itej�ou úlohou stále ostáva ob-
jasnenie tých bunkových a molekulových mechanizmov, ktoré
sprostredkúvajú úèinok NO. (Obr. 2, lit. 32.)
K¾úèové slová: NO, neuroprotekcia, neurode�trukcia.
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Oxid dusnatý (nitric oxide � NO) je jedným z najmen�ích
biologicky aktívnych messengerových molekúl. Zároveò je to je-
den z prvých známych biologických messengerov, ktorý má plyn-
nú �truktúru (Dawson a Snyder, 1994). Objav NO ako messenge-
rovej molekuly v nervovom systéme viedol k zmenám v poníma-
ní tradièných konceptov neurónovej komunikácie.

NO je nekonvenèný neurotransmiter. Väè�ina klasických neu-
rotransmiterov vzniká v predstihu, uskladòuje sa v presynaptic-
kých zakonèeniach neurónu a uvo¾òuje sa exocytózou v dôsled-
ku membránovej depolarizácie (Schulman, 1997). Takéto neurot-
ransmitery pôsobia na svoje cie¾ové bunky cez membránovo via-
zané receptory. Na rozdiel od týchto klasických neurotransmiterov
vzniká NO v bunke pod¾a potreby a ihneï sa vyu�íva (Bredt a Sny-
der, 1994). Preto�e jeho molekula je malá a elektricky neutrálna,
mô�e NO vo¾ne difundova� cez bunkové membrány a priamo pô-
sobi� na jednotlivé komponenty vo vnútri cie¾ovej bunky (Gar-

thwaite a Boulton, 1994). Jeho úèinok je intracelulárny i transce-
lulárny (Garthwaite, 1995). Receptorom NO je enzým guanylát-
cykláza, ktorý sprostredkuje syntézu cyklického guanozínmono-
fosfátu (cGMP), vyvolávajúcemu bunkovú odpoveï (Schulman,
1997). Táto nová forma nervového prenosu nám umo�òuje pocho-
pi� funkciu celej skupiny plynných transmiterov (Dawson a Sny-
der, 1994).

Syntázy oxidu dusnatého (NOS)

NO je produkovaný urèitým typom izoenzýmov NO (nitric
oxide synthase � NOS). Existuje jedna, alebo viac induktívnych
NOS (iNOS), ktoré sa vyskytujú v makrofágoch, neutrofiloch,
hepatocytoch a v gliových bunkách, a potom najmenej dve odli�-
né kon�titutívne formy (cNOS) vyskytujúce sa v endotelových
bunkách a v neurónoch (Kluchová a spol., 1994). Kon�titutívne
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NOS sú pod¾a svojej lokalizácie nazvané aj eNOS (endotelová)
a nNOS (neurónová). Kým eNOS a nNOS sa v bunke obvykle
nachádzajú za fyziologických podmienok, sú Ca2+-závislé a pro-
dukujú malé mno�stvá NO, iNOS sa objavuje ako odozva na imu-
nologické podnety, nie je Ca2+-závislá a produkuje cytotoxické
koncentrácie NO (Nathan a Xie, 1994; Yun a spol., 1996).

Aj krátkodobá produkcia NO (100 ms) s jeho krátkym polèasom
rozpadu (do 5 s), zapríèiní fyziologické úèinkovanie NO a� do vzdia-
lenosti 100 µm od miesta vzniku (Kelm a spol., 1988). Za tento èas
uvo¾nený NO pôsobí asi na 2 milióny synáps (Wood a Garthwaite,
1994). Pri takejto sfére vplyvu NO neprekvapuje, �e u neho zazna-
menávame �irokú �kálu fyziologických úèinkov. Mnohé z nich sa �tu-
dovali v niektorých periférnych systémoch (Belai a spol., 1995),
sprostredkované tzv. NANC (nonadrenergic noncholinergic) neurot-
ransmisiou. Okrem toho sú známe úèinky NO v kontrole regulácie
krvného prietoku mozgom (Nyary, 1994) a v kontrole synaptickej
plasticity (Dawson a Snyder, 1994; Garthwaite a Boulton, 1995).

Vznik NO

V nervovom systéme sú mo�né dve odli�né regulácie vzniku
NO: v periférnom nervovom systéme (PNS) a v centrálnom ner-
vovom systéme (CNS) (Garthwaite, 1991). V PNS, kde úèinkuje
ako neadrenergický, necholínergický (NANC) neurotransmiter, sa
predpokladá jeho vznik v presynaptickej èasti ako odpoveï na
inváziu akèných potenciálov a príliv Ca2+. NO potom difunduje
k svojim cie¾ovým bunkám (Garthwaite, 1991).

V centrálnych glutamátergických synapsách sa ukazuje roz-
dielne fungovanie NO systému (obr. 1). Z presynaptických za-
konèení sa uvo¾òuje glutamát a pôsobí na NMDA (N-metyl-D-
aspartát) receptory postsynaptickej èasti, ktoré dovo¾ujú influx Ca2+

a aktiváciu NOS. Utvorený NO difunduje z bunky a aktivuje so-
lubilnú guanylátcyklázu v najbli��ích anatomických �truktúrach
(Schuman a Madison, 1994).

Intercelulárny úèinok NO vyplýva z lokalizácie NOS a gua-
nylátcyklázy v odli�ných neurónoch (Southam a Garthwaite,
1991). Túto skutoènos� potvrdzuje aj zistenie, �e niektoré neuróny
mô�u pri vhodných podmienkach buï produkova� NO, alebo od-
poveda� na jeho úèinok zvý�ením hladiny cGMP (Southam a Gar-
thwaite, 1991). Vysvetlenie sa ponúka na základe hladiny cytop-
lazmatického Ca2+.

Tvorba NO v intaktných neurónoch je strikne závislá od Ca2+.
Experimenty s izolovanou NOS ukázali, �e kým tento enzým je
prakticky neaktívny pri normálnej hladine cytoplazmatického Ca2+,
t.j. 50 nM, maximálne aktívny je pri hladine Ca2+ pribli�ne 0,5 µM
(Bredt a Snyder, 1990). Receptor NO � solubilná guanylátcyklá-
za (sGC), je tie� Ca2+-senzitívny enzým, ale je inhibovaný týmto
iónom pri takom vysokom rozsahu koncentrácie, ktorý ativuje NOS
(Southam a Garthwaite, 1991). Vzostup hladiny Ca2+ na úroveò,
ktorá aktivuje NOS, bude zároveò inhibova� sGC. Táto dômyselná
schéma je dôle�itá pre zabezpeèenie produkcie NO na jednom
mieste a jeho pôsobenie na mieste inom.

NO ako neurotoxín

Aj keï za normálnych okolností NO sprostredkúva synaptic-
ký prenos, v podmienkach nadmernej produkcie mô�e by� neuro-
toxický.

Glutamát tvorený v nadbytku úèinkuje predov�etkým cez
NMDA receptory a spôsobuje neurotoxicitu (obr. 2). Aktivácia
NMDA receptorov a následné zvý�enie hladiny intracelulárneho
Ca2+ má za následok spustenie väè�iny foriem glutamátovej neu-
rotoxicity (Meldrum a Garthwaite, 1990). NMDA aplikovaný
v bunkových kultúrach mozgovej kôry len celkom krátko (5 min)
dáva do pohybu ireverzibilné procesy konèiace sa smr�ou bunky
po 12�24 hodinách (Dawson a spol., 1991). Tento typ toxicity
súvisí s hladinou Ca2+ v bunke. Keï�e NOS je Ca2+-závislý en-
zým, vynára sa otázka, èi aktivácia NOS súvisí s NMDA neuroto-
xicitou. Po pridaní inhibítorov NOS je toxicita markantne oslabe-
ná (Dawson a spol., 1991, 1993). Podobne sa blokáda toxicity
pozoruje v bunkových kultúrach nucleus caudatus a v hipokam-
pe (Dawson a spol., 1993). Ak NO sprostredkúva NMDA neuro-
toxicitu, potom by aj zlo�ka uvo¾òujúca NO mala by� neurotoxic-
ká. V bunkových kultúrach mozgovej kôry vystavenej donorom
NO sa potvrdila oneskorená neurotoxicita, ktorá mala rovnaký
èasový priebeh ako NMDA neurotoxicita (Dawson a spol., 1993).
Spojitos� medzi neurónmi s aktívnou NOS a NMDA neurotoxici-
tou poukazuje na skutoènos�, �e v uvedenej bunkovej kultúre sú
tieto neuróny zdrojom neurotoxického NO (Dawson a spol., 1993).

Neurode�trukcia èi neuroprotekcia NO?

Úèas� NO v glutamátovej neurotoxicite sa potvrdila v rôznych
modelových systémoch, prièom pou�itie inhibítorov NOS po pred-
chádzajúcom pôsobení excitaèných aminokyselín viedlo k zvý�e-

Fig. 1. Schematic illustration of NO production in synapses. Ca2+ 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 synapsách. Kalciový podnet (Ca2+)
prichádzajúci cez NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptory (NMDA-
R) pôsobí na kalmodulín (Kalm.) a spolu s NADPH aktivuje NOS.
Aktivovaná NOS produkuje z L-arginínu (Arg.) NO a citrulín (Citr.).
Vzniknutý NO potom difunduje z miesta svojho vzniku a ovplyvòuje
v�etky okolité synapsy. NO ako signálna molekula pôsobí na solubil-
nú guanylátcyklázu (sGC), ktorá katalyzuje vznik cyklického guano-
zínmonofosfátu (cGMP) z guanozíntrifosfátu (GTP). Po nasledujú-
cej kaskáde biochemických reakcií je výsledkom bunková odpoveï
(upravené pod¾a Schumana a Madisona, 1994).
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nej neuroprotekcii (Dawson a spol., 1992). NO mô�e chráni� neu-
róny aj pred glutamátovou neurotoxicitou, keï sú bunky vystave-
né úèinku NO pred pôsobením glutamátu. Nedávne práce pouka-
zujú na to, �e NO mô�e ma� aj neurode�trukèné aj neuroprotekèné
vlastnosti v závislosti od jeho oxidaèno-redukèného stavu (redox-
ného mileau). NO radikál (NO.) je neurode�trukèný, kým NO+ je
neuroprotekèný (Lipton a spol., 1993). Pre poznanie neuropro-
tekèných faktorov je dôle�ité urèi� miesta úèinku NO. Cytoplaz-
mová guanylátcykláza (sGC) je známa ako cie¾ové miesto NO
a sprostredkúva mnoho fyziologických úèinkov NO (Szabo, 1996;
Garthwaite a Boulton, 1995). Ani inhibítory sGC, ani analógy
cGMP v�ak neovplyvòujú NMDA, alebo NO neurotoxicitu (Daw-
son a spol., 1993). Je málo pravdepodobné, �e aktivácia sGC
a vzostup hladiny intracelulárneho cGMP má úlohu v genéze ne-
urotoxicity. Skôr je mo�né, �e toxickým èinite¾om je tu peroxynit-
rit (ONOO-), ktorý vzniká reakciou NO so superoxidovým anió-
nom (.O

2
-) (Beckman, 1991) (obr. 2). Peroxynitrit je vysoko reak-

tívna molekula s potenciálnymi oxidaènými vlastnos�ami (Radi
a spol., 1991).

Toxicitu v�ak mô�u spôsobi� aj iné mechanizmy. Oba radiká-
ly, NO aj peroxynitrit mô�u reagova� s DNA a zapríèini� jej po-
�kodenie (Zhang a spol., 1994). Úèinky vo¾ných radikálov vplý-
vajú aj na funkciu mitochondrií, èo má za následok pokles energe-
tickej produkcie. V koneènom dôsledku zlyhávajú energeticky
závislé procesy a bunka zomiera (Dawson a spol., 1992).

Keï�e glutamát svojím úèinkom cez NMDA receptory stimu-
luje tvorbu NO, bolo by mo�né logicky odvodi�, �e neuróny s ak-
tívnou NOS budú patri� medzi prvé, ktoré pod¾ahnú NMDA re-
ceptorovej stimulácii. Tieto neuróny sú v�ak dokázate¾ne rezis-
tentné voèi NMDA a NO neurotoxicite (Koh a Choi, 1988; Mar-
�ala a spol., 1997). Doteraz nie je známe, èo je príèinou tejto
rezistencie. Neuróny s aktívnou NOS pravdepodobne majú pro-
tektívne faktory, ktoré im poskytujú relatívnu rezistenciu voèi to-
xickému NO prostrediu, ktoré samy vytvárajú (Wink a spol., 1996).
Jedným z nich mô�e by� aj prítomnos� NADPH-diaforázy (NAD-
PH-d). Aj mangánová superoxiddismutáza (Mn-SOD), ktorá pô-
sobí preventívne pri tvorbe toxického peroxynitritu, mô�e spôso-
bova� rezistenciu neurónov s aktívnou NOS voèi úèinkom NO (Ina-
gaki a spol., 1991). Inou mo�nos�ou je, �e NO rýchle difunduje
z takýchto neurónov do okolia pozdlll� koncentraèného gradien-
tu, a týmto spôsobom chráni neurón pred toxickými úèinkami jeho
vlastného produktu � NO. Okrem týchto uvedených mo�ností sa
v�ak zdá, �e neuróny s aktívnou NOS majú e�te aj iné ochranné
mechanizmy, ktoré doteraz nie sú známe (Yun a spol., 1996).

Experimenty, ktorých cie¾om je urèi� úlohu NO v neurotoxi-
cite, poskytujú dôkazy siahajúce od jeho protektívnych úèinkov,
cez �iadne úèinky, a� k úèinkom toxickým. Takýto nesúlad mô�e
vzniknú� v dôsledku nieko¾kých príèin.

1. Závery mô�u by� výsledkom ne�tandardných techník a prí-
pravy experimentov. Odli�né populácie buniek mô�u by� odli�ne
senzitívne voèi NO. Aj odli�ný pomer rôznych typov buniek (neu-
rónov a glie) v rôznych skúmaných vzorkách mô�e prispieva�
k spomenutým nezrovnalostiam. Aj metódy a doba aplikácie do-
norov NO a inhibítorov NOS mô�e ma� nemalý význam.

2. Existuje viac mechanizmov, ktoré mô�u sprostredkúva� glu-
tamátom vyvolanú toxicitu. NO sa mô�e zúèastòova� na neurotoxi-
cite, ale neurodegenerácia mô�e postupova� aj v neprítomnosti NO,
cestou iných paralelných mechanizmov (Schuman a Madison, 1994).

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 Ca2+, calmoduline (Kalm.) and
NADPH, NO freely diffuses to the neighbouring target neurons.
There it reacts with the superoxide anion (.O2

-), produced by xan-
thine oxidase (XO). 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 (.NO2). 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 neurotoxín. Nadmerná tvorba NO je sprostred-
kovaná glutamátovou (GLU) stimuláciou NMDA receptorov
(NMDA-R). NO po svojom vzniku za prítomnosti Ca2+, kalmodu-
línu (Kalm.) a NADPH, vo¾ne difunduje k pri¾ahlým cie¾ovým
neurónom. Tam reaguje so superoxidovým aniónom (.O2

-) vznik-
nutým prostredníctvom xantínoxidázy (XO). Vzniká tak peroxy-
nitritový anión (ONOO-), silne toxický oxidant. ONOO- po reak-
cii s H+ dáva vznik nitrátu (ONOOH), ktorý sa rozkladá na hyd-
roxylový vo¾ný radikál (.OH) a na nitrogén dioxidový (.NO2) vo¾-
ný radikál. Aj keï sám NO mô�e úèinkova� ako toxín (napr.
inhibovaním mitochondriálnej respirácie), reakcia peroxynitritu
mô�e by� významnej�ou cestou k smrti bunky, preto�e supero-
xiddismutáza (SOD) zmieròuje NMDA neurotoxicitu. Neuróny
s aktívnou NOS (donorové) plnia funkciu �vra�edných neurónov�,
prièom majú urèité faktory, ktoré im dovo¾ujú pre�i� v NO pros-
tredí. Protektívnu úlohu mô�e plni� aj diaforázová èas� enzýmu,
t.j. tá èas�, ktorá je zodpovedná za identitu enzýmu NOS a NAD-
PH-diaforázy pri jeho histochemickom dokazovaní (Hope a spol.,
1991). Neuróny, ktoré majú NOS, sú obohatené o mangánovú su-
peroxiddismutázu (Mn-SOD), ktorá zabraòuje tvorbe ONOO-,
a teda umo�òuje týmto bunkám pre�i� (upravené pod¾a Dawsona
a spol., 1992).
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3. Sám NO mô�e preukazova� viaceré èasto protichodné úèin-
ky, ktoré závisia od dlll�ky jeho pôsobenia, alebo od jeho kon-
centrácie pri aplikácii. Presnej�ia definícia úlohy NO v cytoto-
xicite sprostredkovanej glutamátom, alebo inými faktormi, si
vy�iada ïal�ie experimenty, pri ktorých sa zvá�ia aj uvedené
dôvody.

Úlohy NO pri neurodegenerácii

NO nepochybne má významnú úlohu pri neurodegeneratív-
nych ochoreniach a iných formách neurotoxicity. Svoju úèas� po-
tvrdzuje pri patogenéze AIDS demencie, preto�e neurotoxicita
indukovaná HIV-proteínom je spôsobená aktiváciou NOS (Lip-
ton, 1992). Patogenetickú úlohu má NO aj pri multiplexnej skle-
róze (DeGroot a spol., 1997). Podobne sa zistila úèas� NOS
v CNS poèas ochorení rôznymi vírusovými infekciami, ako sú
toxoplazmóza (Gazzinelli a spol., 1993), besnota, aj pri experi-
mentálnej alergickej encefalomyelitíde (Van Dam a spol., 1995;
Okuda a spol., 1997) a pneumokokovej meningitíde (Koedel
a spol., 1995). Zvý�ená senzitivita na NO sa potvrdila aj u pa-
cientov s migrénami (Thomsen a spol., 1993). Úèas� NO pri
bolesti potvrdili Meller a spol. (1992). Vzostup NOS sa pozoro-
val aj po po�kodení CNS (Vizzard a spol., 1995, 1997). Práce
mnohých autorov potvrdzujú produkciu NO v priebehu isché-
mie, alebo po ischémii CNS (Shibata a spol., 1996; Nakashima
a spol., 1995).

Na zapojenie NO do iných chorobných procesov poukazuje aj
rezistencia neurónov s aktívnou NOS, ktoré ukazujú NADPH-d
pozitivitu, ako napríklad pri Huntingtonovej chorobe (Ferrante
a spol., 1985), po po�kodení kyselinou chinolínovou (Beal a spol.,
1986; Koh a spol., 1986), pri Alzheimerovej chorobe (Hyman
a spol., 1992) a pri ischémii (Mar�ala a spol., 1997). Úèas� NO
pri usmrcovaní buniek (Wu, 1993) svedèí o zapojení NO do pro-
cesu glutamátom navodenej toxicity (Hibbs a spol., 1988). Rezis-
tencia neurónov s aktívnou NOS a úèas� NO pri usmrcovaní bu-
niek sú v�ak odli�né skutoènosti. Tieto rozdielne zistenia vedú
autorov k rozdielnym záverom: niektoré výsledky potvrdzujú, �e
NO je neuroprotektívny èinite¾, kým iné dokazujú, �e je to neuro-
toxický faktor.

Vyrie�i� túto dilemu by pomohla hypotéza, pod¾a ktorej:
� pri fyziologických podmienkach neuróny s aktívnou NOS

produkujú NO ako neurotransmiter, ktorý v pri¾ahlých bunkách
zvy�uje hladinu cGMP bez toxicity,

� pri patologických podmienkach, v prítomnosti vysokých,
toxických hladín glutamátu neuróny s aktívnou NOS produkujú
také ve¾ké mno�stvo NO, ktoré usmrcuje okolité neuróny.

Záver

NO spôsobil prevratné zmeny v na�om myslení o neurotran-
smisii a neurónovom vysielaní signálov. NO vystupuje ako dôle-
�itý regulátor v celej �kále fyziologických procesov. V podmien-
kach nadmernej, alebo nevhodnej tvorby je NO dôle�itým mediá-
torom po�kodenia nervového tkaniva. Poznanie a pochopenie tých
úèinkov NO, ktoré prispievajú k neuropatologickým procesom,
dáva nádej na objavenie selektívnych terapeutických prípravkov
a na dôkladnej�ie porozumenie základných procesov fyziologic-
kých a patologických funkcií neurónov.
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