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Abstrakt:

Oxid dusnaty (NO) je vyznamny mezibunéény posel, Siroce vyuZivany v nervové
soustavé. Moduluje velké mnozstvi fyziologickych funkci, ucéastni se imunitnich
odpovédi, ale zaroven pti patologickém stavu mlze byt odpovédny za Siroké mnozstvi
Skodlivych ucinkd. Cilem této prace je priblizit formou literarni reSerSe Siroké téma
oxidu dusnatého pti patologii CNS. Prvni c¢ast této prace priblizuje tvorbu NO,
fyziologické funkce modulované NO, popisuje vyznamnou signaliza¢ni drdhu NO-cGMP
a zabyva se osudem produkovaného NO. Druhd ¢ast této prace je stru¢né zamérena na
metody vyzkumu: pouziti a rozdéleni inhibitord NOS, geneticky modifikované mysi,
detekce NO a jeho produktll. Posledni ¢ast je vénovana vybranym konkrétnim

patologickym stavim v CNS.

Klicova slova: oxid dusnaty, syntaza oxidu dusnatého, ischemie, epilepsie, neurodegenerace

Abstract:

Nitric oxide (NO) is significant intercellular messenger, widely used in nervous system.
It is used to modulate large number of physiological functions and participates in
immunity responses; however in pathological state it can be responsible for wide
variety of harmful effects. The goal of my bachelor thesis is to illustrate the topic of
nitric oxide in CNS pathology in the form of literature research. First part of this thesis
shows the formation of NO, physiological functions influenced by NO, describes the
main signaling pathway NO-cGMP and deals with the use of produced NO. Second part
of this thesis briefly shows the research methods: the use and distribution of NOS
inhibitors, genetically modified mice and detection of NO and its products. The last

part is dedicated to selected pathological states in CNS.
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Uvod

Oxid dusnaty je jednou z nejmensich biologicky aktivnich molekul. NO je schopny
prochazet bunéénymi membranami. Je tvofeny pomoci oxid dusnaté syntazy, ktera se
vyskytuje ve tfech hlavnich izoformach a to epitelidni NOS, inducibilni NOS a
neurondlni NOS. K tvorbé NO dochazi pomoci konverze L-argininu na citrulin a NO.
Poloc¢as NO in vivo je velmi kratky z divodu vychytavani NO oxyhemoglobinem. NO
funguje jako parakrinni hormon, neurotransmiter, neuroprotektivni molekula i
sGC/cGMP kaskada, kde tvorba cGMP funguje jako druhy posel. Nadmérna aktivita
NOS, mizZe mit za nasledek poskozeni bunék NO a jeho reaktivnimi dusikatymi
odvozeninami. Tim mda oxid dusnaty znacny vliv i na patologii rdznych
neurodegenerativnich onemocnéni. Oxid dusnaty velmi ochotné reaguje se
superoxidem a tvofi snim peroxinitrit. Reaktivni dusikaté slouceniny poskozuji
proteiny, lipidy a DNA. Mezi primarni reakce poskozujici proteiny patfi S-nitrosylace a
tvorba nitrotyrosinovych skupin.

Cilem mé bakalarské prace je shrnout zakladni poznatky o vyznamu NO pfi
patologiich CNS. V Uvodni casti bakalarské prace je shrnuti zakladnich informaci o
tvorbé NO pomoci oxid dusnaty syntdzy, fyziologickych vlastnostech NO vCNS a o
odstranovani NO a jeho produkt( z CNS. Ve druhé ¢asti jsem se pokusil pfiblizit nékteré
metody vyzkumu fyziologického a patofyziologického vlivu NO. Posledni cast je

zamérena na roli NO ve vybranych onemocnéni CNS.



1 Vznik, vlastnosti a funkce NO v organismu

1.1 Bunécnd syntéza NO

Pfi popisu tvorby oxidu dusnatého se zaméfim na vznik NO (oxid dusnaty)
pomoci NOS (syntdza oxidu dusnatého) z L- argininu. V organismu muze NO vznikat
také pomoci dalSich enzymatickych reakci, které vedou ktvorbé NO zjinych NO
donort, jakymi jsou napfiklad nitroglycerin, nitroprusid sodny, isosorbid dinitrat i
dusitan amylnaty.

Pro tvorbu oxidu dusnatého pomoci NOS katalyzované reakce je potieba, mimo
jiz zminovaného L- argininu, také molekularni kyslik a NADPH (nikotinamid dinukleotid
difosfat). Oxid dusnaty je generovan pomoci NOS enzymatickou konverzi L-argininu
pres NG-hydroxy-L-arginin na citrulin a NO. K vytvofeni 1molu NO se spotiebuje navic
1,5 molu NADPH a 2 moly O,. Citrulin mGze byt bud odstrafiovan, nebo u nékterych
neuronl zpétné preveden na L-arginin. K preméné citrulinu dochdazi pomoci enzymu
argininsuccinat syntdzy na argininosuccinat. Ten je ddle pomoci argininosuccinatlydzy
pfeménén na L-arginin. NO syntaza je tvofena homodimerem, jehoZ kazdy monomer
ma N-koncovou oxidaéni doménu obsahujici hemovou skupinu a 5,6,7,8-
tetrahydrobiopterin jako kofaktor a vazebné misto pro L-arginin. Tato N-koncova
oxidacni doména je spojena s C-koncovou reduktdazovou doménou pomoci kalmodulin
vazebné sekvence. C-koncovd reduktdzovd doména obsahuje FAD (flavin adenin
dinukleotid) a FMN (flavin mononukleotid) jako kofaktory a vazebné misto pro NADPH.
Dodavéani substratu L-argininu je zajisStovano pomoci usnadnéné difuze pro

(kationaktivni) aminokyseliny (pfehledné shrnuto v (Alderton et al., 2001)).

Arginine
o2

Citrulline
NO (or NO")

Obr.1.: schéma tvorby NO katalyzovana NOS (Alderton et al., 2001)
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1.2 Vyskyt a izomerie NOS v organismu

V organismu rozliSujeme tti zakladni typy NOS s rozdilnou lokalizaci v tkanich, tzv.
neuronalni, epitelidlni a inducibilni NOS. Epitelidlni NOS a neurondlni NOS jsou
aktivované pomoci Ca**/kalmodulin vazebné domény a oznatuji se jako Ca** senzitivni.
Navazanim Ca”* na kalmodulin se pozméni u eNOS a nNOS vazba kalmodulinu a tim je
umoznén pohyb elektrond z flavinu na hemovou skupinu (Abusoud et al., 1994). U
inducibilni NOS je kalmodulin pevné navéazan i za nizké fyziologické koncentrace Ca”*.
Dalsim rozdilem mezi NO syntazami je na N-koncové ¢asti kotranslaéni myristoylace a
post-traslaéni palmitoylace eNOS a diky této modifikaci je N-koncovou ¢asti zanorena
do lipidové dvojvrstvy, na rozdil od iNOS a nNOS, které jsou cytosolické. Neuronadlni
NOS se od ostatnich NOS lisi také pfipojenou N-koncovou PDZ doménou (viz. Obr2.)
(Alderton et al., 2001; Brenman et al.,, 1996), eNOS a nNOS generuji nanomolarni
koncentrace NO a vyskytuji se v burikach nepretrzité. Jejich regulace v burice probiha
pomoci koncentraci substratu, fosforylaci, vazbou rlznych kofaktord a u eNOS také
negativni zpétnou vazbou. Vyprodukovany NO reversibilné inhibuje eNOS pomoci S-
nitrosylace. Regulace iNOS je fizena na Urovni transkripce a k jeji funkce neni zavisla na
zméndch koncentrace Ca?*. Produkuje mikromolarni koncentrace NO pii odpovédi na
zanétlivé cytokininy. Tyto rozdilné zpUsoby fizeni tvorby NO se projevi v dynamice
kontroly. 1zoformy eNOS a nNOs poskytuji velmi dynamickou odpovéd, zatimco iNOS,
ktera je fizend na Urovni transkripce je pomalejsi, ale po jeji aktivaci ma mnohem delsi

dobu trvani.
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Obr.2: doménova struktura lidského nNOS, eNOS a iNOS (Alderton et al., 2001)



V centrdlnim nervovém systému se vyskytuji vSechny tfi izomerie NOS. Vyskyt
iNOS v CNS je zplsoben v nejvyssi mite gliovymi burikami (astrocyty, mikrogliemi), ddle
se také mulze iNOS v CNS objevit pfi poruseni hematoencefalitické bariery jako
infiltrace makrofagy (Bachschmid et al., 2003). Dalsi NOS vyskytujici se v mozku je
eNOS exprimujici se v endotelidlnich bunkach cév, maji nejvétsi vliv na fizeni pritoku
krve, pomoci vazodilatace cév fizené pomoci NO-sGC kaskady (Endres et al., 2004). Pfi
cévni mozkové prihodé zajistuji vyssi prokrveni zasaieného mista a maji
neuroprotektivni Ucinek. Nejvice rozSifenou izomerii NOS v CNS je nNOS, vazana
v neuronech. Exprese nNOS v CNS je rozloZzena nerovnomeérné. Jejich lokalizace v CNS
se provadi imunohistochemicky nebo pomoci NADPH-diaphorazy, kde expresy nNOS
odpovidaji NADPH-diaphordzy pozitivni neurony, nejvice nNOS se vyskytuje
NNOS v CNS se vyskytuje v prodlouzené mise. nNOS se vyskytuje v subpopulaci
GABAergnich interneuront mozkové klry a striata, aminergnich neuronech nucleus
dorsalis raphe, cholinergnich neuronech septa, mesopontinniho tegmenta a
pregangliovych sympatickych neuronech, v neurosekrec¢nich neuronech hypotalamu
(nucleus supraopticus a paraventricularis) a v glutamatergnich neuronech mozecku

(Vincent, 1994).

1.3 Chemické a fyziologické vlastnosti NO

Oxid dusnaty je velmi mald molekula s rozmérem 0,115 nm. Pronikd
membranami stejné snadno jako kyslik. NO je velmi reaktivni a velmi ochotné reaguje
s molekularnim kyslikem a jeho dalSimi reaktivnimi formami. NO se také velmi
ochotné vaZze na hemovou skupinu. Jeho afinita k hemu je vyssi nez afinita kysliku
k hemu. Jeho fyziologické funkce nejsou zavislé pfimo na druhu NOS, ale na
koncentraci NO a jeho lokalizaci v tkdnich, kterd ovsem odpovida rozsiteni jednotlivych
izoforem.

Prvni velmi ¢asto zminovanou vlastnosti NO je jeho schopnost vazodilatace cév.
Furchgott a Zawadski objevili zajimavy uUkaz pfi izolaci pasu kralici aorty a jeho
vystaveni acetylcholinu dochazi krelaxaci svalu, ale pouze pokud obsahuje mimo

hladky sval i vrstvu endotelu. Z toho dlivodu zacali hledat EDRF — na endotelu zavisly



relaxaéni faktor. Pokud se pokus zopakuje v jedné nddobé s obéma pasy, z nichz jeden
ma endotel a druhy ma endotel odstranény kolagendzou nebo mechanickym trenim,
tak se efekt relaxace projevi i na pasku bez endotelu. Ztéchto vysledk(l odvodili
Furgott s Zawadskim solubilitu EDRF (Furchgott and Zawadzki, 1980). Urceni EDRF jako
NO bylo zpocatku dano neprimymi dikazy, jako spolec¢nou vazbou na hemoglobin a
tim inaktivaci EDRF. NO plsobi pfi vazodilataci cév pomoci solubilni guanylat cyklazy,
tvofici ¢cGMP aktivujici protein kindzu 1, oznaCovanou jako PKG. Konstrikce a
vazodilatace hladkého svalu je dana fosforylacnim stavem lehkého retézce myozinu.
Fosforylovany stav lehkého fetézce myozinu je zavisly na regula¢nim poméru kinazy a
fosfatazy lehkého myozinového retézce. Dalsi efektrovou drdhou po cGMP/ PKG je IP3
kandl endoplazmatického retikula uvolfiujici Ca*.

Tvorba velkého mnozZstvi mikromolarniho NO pomoci iNOS ma u makrofagl
velky baktericidni ucinek. NO muzZe velmi dobre prochazet bunéénymi membranami do
bakterii, kde mimo jiné vazbou na hemovou skupinu cytochrom c oxidazy inhibuje
kompetitivné bakteridlni dychaci fetézec (Bolanos et al., 1994). Hlavni baktericidni
vyznam je v oxidativnim vzplanuti makrofagl. Pfi vzplanuti dochazi k velké tvorbé
kyslikovych radikald a soucasné k produkci vétsiho mnozstvi NO. Jejich spolecnou
reakci se velmi ochotné tvori peroxinitrit, prochazejici membranami a poskozujici
proteiny S-nitrosylaci, ¢imz ovliviiuje enzymatické vlastnosti proteint a inaktivuje je.

V CNS md, mimo jiz zmifované vazodilatacni aktivity a NO zprostfedkované
imunitni reakce, funkce ovliviujici morfogenezi béhem vyvoje CNS, kde muze ovlivnit
tvorbu synapsi, vratné inhibovat rist neurondlnich vybézka (Hess et al., 1993). NO také
u ovliviuje elektrickou aktivitu v neuronech. Samotnd produkce cGMP pomoci NO
fizenou sGC, neumoznuje predikci aktivacniho nebo inhibi¢niho vlivu (Pehl and Schmid,
1997). NO ddle ovlivhuje schopnosti uceni a paméti synaptickou modulaci LTP v
hipokampu a LTD v mozecku. MUzZe branit zpétnému vstfebavani dopaminu a tim
prodluZzovat jeho ucinek. NO ma také funkci neuroprotektivni, kdy sniZuje vydej
neurotransmiteri (acetylcholinu, glutamatu a dopaminu) ve striatu desenzibilaci
NMDA receptorll (Kendrick et al., 1996). NO ve spolupraci s glutamatem fidi nastaveni
biologickych hodin v nukleus suprachiasmaticus (Ding et al., 1997). NO hraje

pravdépodobné roli také pfi zavislosti na alkoholu, kde se zvySuje aktivita nNOS ve
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frontalni kdre a striatu, ale i na tvorbé zavislosti na morfinu. Podavani inhibitord NOS
spolecné s morfinem vyrazné zpomaluje tvorbu zavislosti. Podobny jev byl pozorovan u
potkant zavislych na kokainu, kde podavani NOS inhibitor( snizuje spotfebu kokainu
(Kolesnikov et al., 1993; Pulvirenti et al., 1996). Mezi dalsi vlastnosti NO patfi fizeni
vydeje hypotalamo-hypofyzadrnich hormont a zvyseni permeability hematoencefalické
bariery (Maneen et al., 2006). nNOS se podili na signalizaci bolesti tvorbou NO a tim i
nasledné peroxinitritu, ktery moduluje vyvoj stfedni precitlivélosti (hyperalgezie)
nitrosylovanim dulezitych gliovych proteind, které maji za Ukol odstrarovat glutamat
ze synaptické Stérbiny. Az 90% glutamatu je odstrafiovano gliovymi transportery
GLAST, GLT-1. Nitrosylaci je aktivita téchto prenasecl snizena a koncentrace glutamatu
v synapsi stoupa (Chen et al.,, 2010). Nitrosylaci je také poskozena a inaktivovana
mitochondridlni superoxiddismutaza, ¢imz dale stoupa koncentrace peroxinitritu a
zvétsuje se pocatecni poskozeni (Chen et al., 2010). NO ve vysokych davkach muze
také aktivovat neurotoxickou kaskadu, kdy nadmérnou aktivaci NMDA receptoru
dochazi k aktivaci NOS a nadmérné tvorbé NO, ktery inhibuje mitochodridlni dychaci
fetézec vazbou na cytochrom c oxidazu (Bolanos et al., 1994), ¢imZ zpUsobuje dalsi
tvorbu volnych radikald, které poskozuji DNA. Naslednad oprava DNA spotiebovava

velké mnozstvi bunécné energie, coz vede k bunécné smrti.

1.4 Celularni model NO-cGMP signalizace

NO se tvofi pomoci NOS enzymatickou konverzi L-argininu na L-citrulin
v cytosolu. Diky jeho schopnosti prostupovat membranami prochazi NO i do okolnich
bunék. Mezi hlavni cile NO patfi sGC, ktera po navazani NO na svoji hemovou skupinu
katalyzuje pfreménu GTP na cyklicky guanosin 3°’5'monofosfat a difosfat. cGMP funguje
v burikdch jako druhy posel s Sirokou Skalou Gcinku.

In vivo byly ve formé bilkovin prokazany dva druhy GC, které jsou si funkéné
velmi podobné. Jedna se o dva heterodimery, které se oznacuji alfl a a2B1, ktery
obsahuje PDZ doménu. Heterodimer GC alf1l je v organismu Siroce rozsifen oproti
heterodimeru a2B1, ktery obsahuje PDZ doménu a byl prokazan na lidské placenté a
pozdéji také v mozku potkana (Russwurm et al., 2001). Nejvyssi koncentrace sGC se

objevuje v mozku v oblasti striata, nucleus accumbens, a substantia nigra. Na Urovni



exprese mRNA byla a2 podjednotka exprimovana v mozku, nejvice v oblasti mozecku a
hippocampu.

Signal aktivujici tvorbu cGMP zacind navazanim NO na hemovou skupinu, kterd
je spojend s b podjednotkou pres histidin 105 s sGC. Vazba NO na hemovou skupinu
prerusi vazbu trojmocného Zeleza k histidinu a tim zplsobi zménu konformace, ktera
aktivuje sGC a dojde k syntéze cyklického guanosin monofosfatu (Russwurm et al.,
1998). Vytvoreny cGMP mizZe aktivovat protein kindzy, fosfodiesterdzy a pomoci
cGMP jsou také fizeny ligandem ovladdané iontové kandly a v neposledni fadé cGMP
funguje jako antagonista cAMP tim, Ze aktivuje fosfodiesterazu, ktera odstrarfiuje cAMP

Stépenim na AMP (Garthwaite, 2010).

1.5 Degradace a tvorba NO reaktivnich sloucenin

Ve vétsiné fyziologickych pripadl je tvoreny NO velmi rychle vychytavan
¢ervenymi krvinkami a reakci s oxyhemoglobinem, ptipadné oxymyoglobinem a touto
reakci vznikne NO; a metmyoglobin nebo methemoglobin. Tato reakce snizuje in vivo
polocas Zivota NO na dobu kratSi nez jedna sekunda. SNO nemusi reagovat jen
oxyhemoglobin nebo oxymyoglobin, ale také mGze NO reagovat s metmyoglobinem
nebo methemoglobinem, kdy NO redukuje Fe* na Fe* a wvznikd NO, a
deoxyhemoglobin nebo deoxymyoglobin (lgnarra, 2000a). Ktvorbé reaktivnich
slou¢enin NO a to konkrétné peroxinitritu dochazi pfi soucasné vyrobé NO a
superoxidu. Za fyziologickych podminek se da tvorba peroxinitritu povaZovat za
inaktivaci NO. Pfi produkci velkého mnoiZstvi superoxidu je tvorba peroxinitritu
patogenni a dochazi k poSkozeni proteind, lipidi, DNA, k S-nitrosylaci thiolovych skupin
proteini a nitraci tyrosinu. Superoxid za fyziologickych podminek je velmi rychle
odstrafiovdn pomoci superoxiddismutazy (SOD), jejiz vysoké koncentrace se nachazi
v mitochondriich, ale i v cytoplasmé a extracelularnim prostoru. K tvorbé peroxinitritu
mUze dochazet i pfi reakci NO s kyslikem, ale tato reakce ma mnohem mensi vytéZznost
oproti reakci se superoxidem, ktery tvori peroxinitrit prakticky pfi kazdé srazice s NO.
Peroxinitrit vznikajici za fyziologického pH je z velké ¢asti protonovan a tvofi kyselinu
peroxinitritovou (HOONO). Kyselina peroxynitritovd se rozkladd homolytickym

Stépenim na hydroxylovy radikal a dusitanovy ion. Pfi jejich vzajemné reakci dochazi
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k tvorbé NOs3 a H. Peroxinitrit mGze byt odstranovan také reakci s CO,. Peroxinitrit
s CO, tvofi nitroperoxykarbonat a diky vysoké koncentraci CO, v krevni plazmé je to
velmi casty zplsob odstranovani peroxinitritu. Nitroperoxykarbonat je podobné jako

peroxynitrit nestabilni rozklada se na NO3 a HCO3 (Ignarro, 2000 b).

2 Metody zkoumani NO

2.1 Inhibice NOS

Existuje velké mnozstvi inhibitord NOS, které maji farmakologicky vyznam a
slouzi jako ndstroje k dalSimu studiu NOS. Mezi nejvice pouzivané inhibitory NOS patfi
7-nitroindazol, L-NMMA, L-NMA, L-NAME a aminoguanidin. Pro lepsi farmakologické
vyuziti inhibitor( je dulezita jejich selektivita k NOS. V fadé pripadd jsou v literature
zminény inhibitory, které maji byt selektivni pro néjakou izoformu NQOS, ale neni u nich
popsano, kolikrat maji vyssi selektivitu pro danou izoformu. Pokud je napftiklad
selektivita inhibitoru pro danou izoformu pouze 10 krat vyssi, pak je jeho selektivita
slabd a povazujeme ho za neselektivni inhibitor NOS. Pti selektivité inhibitoru 10-50
krat vyssi pro danou izoformu NOS je oznacujeme jako ¢astecné selektivni a inhibitory
s vice nez 50 krat vyssi selektivitou jiz mlZeme povazovat za selektivni, majici
terapeuticky vyznam s potencidlem nizkych vedlejsich ucinkud. U selektivity inhibitord je
také dulezité porovnavat selektivitu u vSech tfi izoforem, pfikladem muzie byt
oznacovani aminoguanidinu jako ¢astecné selektivniho inhibitoru iNOS oproti eNOS,
ale neselektivnimu k nNOS (Handy and Moore, 1998).

Kromé selektivity mGZeme rozdélit inhibitory také podle mista, se kterym
interaguji. Na inhibitory interagujici: s L-argininovym mistem, biopterinovym mistem,
hemovou skupinou, flavoproteinové inhibitory a CAM inhibitory. Mezi inhibitory
interagujici s L-argininovym mistem patfi napfiklad aminoguanidin, S-ethylisothiourea,
thiocitrullin nebo acetamidové inhibitory. Tyto inhibitory soutézi s L-argininem o
aktivni misto a interaguji s glutamatem, ktery obvykle interaguje s guanidinovou
skupinou L-arginignu (Crane et al., 1997). Pfi navazani inhibitoru do vazebného mista
se nejprve vytvofi relativné slaba vazba a konformaéni zménou dochazi ke zméné
vazby inhibitor-enzym z nekovalentni na kovalentni. To je pfiklad aminoguanidinu. U
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acetamidinovych inhibitord dochazi k navazani inhibitoru na vazebné misto, vytvoreni
nekovalentni vazby, dojde k destabilizaci hemové skupiny, vytvoreni biliverdinu
z hemové skupiny a uvolnéni pivodniho acetamidu, ktery je dale aktivni, a neaktivniho
enzymu s porusenou hemovou skupinou. Mezi acetamidinové inhibitory patfi
napfiklad N6-(1-iminoethyl)-L-lysin a N5-(1-iminoethyl)-L-ornithin(McCall et al., 1991;
Misko et al., 1993). Dalsi typ inhibitor(i interaguje s biopterinovym mistem, které je
v blizkosti vazebného mista pro L-arginin a hemové skupiny. K tomuto typu inhibitorQ
se radi naptiklad pterinové analogy jako 4-amino-BH4, nebo 7-nitroindazol a 2,4-
diamino-5-(3,4-dichlorophenyl)pyrimidin (Werner et al., 1996). Mezi hemové inhibitory
patti imidazol, jehoz dvé molekuly se vazi na NOS monomer. Jedna molekula imidazolu
na Zelezo v hemu a druhd molekula na argininové vazebné misto na glutamatu (Crane
et al., 1997). Navazani na hemovou skupinu imidazolu nejenze blokuje syntézu NO, ale
také soupefi s CAM, které zajistuje dimerizaci NOS. Timto zpUsobem funguji
pyrimidinové imidazoly, které ptimo neblokuji syntézu NO, ale velmi silné blokuji
dimerizaci NOS a timto zpUsobem inhibuji tvorbu NO (McMillan et al., 2000). Mezi
flavoproteinové inhibitory patfi diphenyleneiodonium, mezi CAM inhibitory patfi
napriklad trifluoperazin. Jejich pomoci lze inhibovat NOS, ale jsou neselektivni

(Alderton et al., 2001).

2.2 Geneticky modifikované mysi

Pro lepSi moznost zkoumdni roli NOS se mimo pouZzivani inhibitor(, u kterych
Casto dochdzi kovlivnéni ostatnich sestfihovych variant a stim souvisejicich
fyziologickych funkci, zacali vytvaret geneticky modifikované kmeny mysi s knockouty
jednotlivych izomer( NOS. Mezi dalsi geneticky upravené mysi modely, které Ize pouZit
ke studiu NO, ale také GC a zastupitelnosti jednotlivych izoforem, patfi knockouty NO

dependentni guanylat cyklazy. Kromé vyhod, je zde i mnoho nevyhod, uvadim prehled:

2.2.1 KO-NO mysi

Prvni knockout nNOS byl vytvofen deleci na exonu 2, ktery zahrnuje PDZ
doménu. Po tomto knockoutu klesla exprese nNOS na 5% oproti expresi nNOS u
divokého typu. Tato 5% exprese zbylych sestfihovych variant nNOS je dlvodem

mirného fenotypu homozygotnich mysi. Homozygotni jedinci s knockoutem nNOS
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pomoci odstranéni exonu 2 jsou Zivotaschopni, plodni a neni vidét vyrazny vliv na
pohybovou aktivitu. Vyraznymi projevy tohoto mutantniho fenotypu je rozsifeni
Zaludku se zmohutnélym pylorickym svéracem (Huang et al., 1993). U samcu se navic
jesté objevuje zvySend sexudlni aktivita a agresivita (Kriegsfeld et al., 1997).

Pro dalsi sniZzeni exprese nNOS byl vyvinut novy typ mutantnich mysi s deleci
na exonu 6, ktery kéduje hem vazebnou doménu nNOS. Timto zplsobem byla snizena
exprese nNOS z5% u knockoutu na exonu 2 na 0,3% oproti divokému typu. Také
homozygoti s deleci na exonu 6 jsou Zivotaschopni, ale na rozdil od predchozi mutace
jsou neplodni. Maji nizSi hmotnost pohlavnich zldz. Pocty spermii jsou normalni, ale
samci nejsou sexudlné aktivni a je u nich sniZzend hladina FSH v plazmé. Oproti tomu je
u samic v plazmé 3x zvySena hladina LH ve srovnani s divokym typem a sniZeni poctu
Zlutych télisek. Z toho vyplyva duleZitost nNOS pro normalni fungovani centralni
hormonalni regulace reprodukce (Gyurko et al., 2002).

Knockout eNOS byl u mysi vytvoren deleci exonu kddujiciho NADPH vazebné
misto a FAD vazebné misto. Fenotyp tohoto typu mysSi je mirny, mysi jsou
Zivotaschopné, plodné a bez anatomickych abnormalit. Pfi malé expresi eNOS dochazi
k vymizeni EDRF — endotel-zavislého relaxacniho faktoru, a z tohoto dlvodu je krevni
tlak 0 20%-30% vyssi neZz u divokého typu. Kvili zvySenému krevnimu tlaku jsou tyto
mysi vice nachylné k cévnim mozkovym prihodam (Huang, 1999). U knockoutu iNOS je
fenotyp velmi mirny, a projevuje se vyraznym snizenim odolnosti k infekcim, vyssi
umrtnosti oproti divokému typu a sniZzenim nachylnosti k septickému Soku (Flodstrom

et al., 2001).

2.2.2 KO-NO-GC

Guanylat-cyklaza je heterodimer, ktery se skldda z podjednotky alfa (a; nebo
o) a z podjednotky beta (B;i). Pokud vytvofime knockout v podjednotce B1, dojde
k Uplnému knockoutu GC a prerusime tim NO-cGMP signalizaci. Pfi tomto knockoutu B,
podjednotky dojde ke sniZeni vyskytu a; i a, ve vétsiné tkani. Podjednotky al a B1 se
vyskytuji u sebe na spole¢ném chromozomu 3 a toto usporadani umozinuje ko-
transkrip¢ni regulaci. Podjednotka a2 se vyskytuje na chromozomu 9. Proto m{ze byt
koncentrace podjednotek regulovana spiSe béhem translace. Pfi knockoutu al nebo

a2 dochdzi také ke snizeni exprese Bl podjednotky, ale ne vtakové mirfe jako
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vopatném pripadé. To by mohla vysvétlit mald stabilita samostatnych
nedimerizovanych podjednotek. Zajimavym zjisténim je, Ze a2B1l izoforma muze
zastoupit vétsinu funkci vice rozsirené alfB1 izoformy (Mergia et al., 2006).

Pti Uplném knockoutu odstranénim B1 podjednotky se projevi dlleZitost NO-
cGMP drahy pro kardiovaskuldrni systém a interneurondlni komunikaci. U narozenych
mladat byla pozorovdna vysokd letalita, az 80% béhem dvou dn0, kterd byla
potravy v Zaludku, prestoZze mladata méla stejné projevy chovani jako divoky typ pfi
sani, vyhledavani bradavky, ¢ichové signalizaci a plicni ventilaci (Friebe and Koesling,
2009). Pficinou hladovéni byla nejspiSe sniZzena velikost mladat o 15%, a které z tohoto
divodu nemohla soutéZit s ostatnimi heterozygotnimi mladaty. Cemui odpovida
snizeni letality mladat, po redukci mladat 1 den po vrhu (Friebe and Koesling, 2009).
Celkové prezivani B1 knockout mysi ukazuje, Zze NO-GC signalizace neni pro ontogenezi
nezbytna, nebo ji mlze alternativné nahradit jiny signalizacni systém. Je zajimavé, ze i
pres vysokou schopnost zastoupeni a2f1 a alB1 jsou obé izoformy pro LTP ve zrakové
kGre nezbytné (Haghikia et al., 2007). Dale se projevuje u B1 knockout mysi vyrazné
sniZzené vnimani bolesti u zanétlivé a neuropatické bolesti, ale reakce na akutni bolest,
pfi které mys$ nebyla poskozena, napf. hot-desk test, nebyla sniZzena vzhledem

k divokému druhu mysi (Schmidtko et al., 2008).

2.3 Detekce NO

Detekce NO je sloZita kvlli kratkému polocasu Zivota NO a jeho nizkomolarni
koncentraci ve fyziologickych podminkach. NO se velmi snadno oxiduje na kationt NO+,
ktery je mdlo stabilni ve vodném prosttedi, ale velmi ochotné reaguje se zdsadami a
jinymi oxidy dusiku. V aerobnich podminkdach mohou byt tyto oxidy dusiky zachyceny
rdznymi aminovymi skupinami, hlavné aromatickymi aminy, tvoficimi diazoniové soli,
nebo aromatickymi 1,2-diaminy. Extraceluldarni DAF-FM diacetdt (4-amino-5-
methylamino-2', 7'-difluorofluorescein diacetate) nema fluorescenéni aktivitu, prochazi
plazmatickou membranou a je Stépen esterdzami na intracelularni DAF-FM (4-amino-
5-methylamino-2', 7'-difluorofluorescein), ktery ma velmi slabou fluorescen¢ni aktivitu,

ale po jeho oxidaci a navdzani NO kovalentni vazbou vzroste fluorescenéni aktivita
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DAF-FM priblizné 160krat. Nevyhodou tohoto znaceni je kovalentni vazba NO na DAF-

FM, coz omezuje moznost sledovat vykyvy produkce NO v ¢ase (internetové zdroje (1)).

Dalsi fluorescencni znaceni NO umoznuje 2,3-aminonaftalen, ktery reaguje
s NO+ spontdnné tvofenym z NO a vznika 1H-naftalen triazol, ktery je fluorescencné
aktivni. Tento rychly fluorometricky test dokaze detekovat jiz od 10 nmol koncentrace
NO. Mezi dalsi fluorescenéni sondy NO patii jesté naptiklad 1,2-Diaminoanthraquinon,
ktery je vhodny diky emitacnimu spektru a specifité, ale jeho nevyhodou je Spatnd
rozpustnost. Fluorescenci je znacena také celd fada dalSich NO blizkych molekul,
napfiklad znaceni dusitani pomoci NBD methylhydrazine (N-methyl-4-hydrazino-7-
nitrobenzofurazan) nebo znaceni Dichlorodihydrofluorescein  diacetatem a
dihydrorhodaminem, ktefi znac¢i kromé kyslikovych radikall také peroxinitrit
(internetové zdroje (1).

Nepfima detekce je zamérena na znaceni produktl NO, pfikladem muze byt
nepfimé imunohistochemické znaceni peroxinitritu pomoci protilatky, vazajici se na
nitro-tyrozin, jehoz tvorba je katalyzovana peroxinitritem. ZvySend hladina
nitrotyrozinovych skupin se objevuje u nékterych chorob, jako napriklad roztrousené
sklerozy, Alzheimerovy a Parkinosonovy choroby nebo u poskozené tkané pfi ischemii.
Dalsi modifikaci proteinti pomoci NO je nitrosylace thiolovych skupin, dochazi k ni na
cysteinu nebo na glutationu. Jedna se o post-translacni modifikaci, ktera muze
ovliviiovat aktivitu enzymu nebo mit za nasledek prestavby chromatinu ¢i degeneraci
bilkovin. Hlavni dusikatou molekulou, jeZ je odpovédna za S-nitrosylaci, je oxid dusity
(N2O3), ktery vznikd z O, a NO. Hlavni nevyhodou znaceni S-nitrosylovanych bilkovin je
jejich reverzibilni povaha a fotolytické stépeni. Nejcastéji vyuzivand metoda ke znaceni
S-nitrosylovanych bilkovin je tfikrokova “ biotin switch”“ metoda, kdy v prvnim kroku
blokujeme volné thiolové skupiny N-ethylmaleimidem nebo jinym alkyla¢nim ¢inidlem,
v druhém kroku dojde k redukci nitrosylovanych thiolG askorbatem a ve tfetim kroku
se znaci thiolové skupiny, které jsme v predchozim kroku uvolnili pomoci
fluorescenéniho ¢inidla nebo biotinylovymi, maleimidovymi nebo jodoacetamidovymi
Cinidly. Metoda je nachylnd k falesné signalizaci zplsobené neuplnym blokovanim
thiolG v prvnim kroku a neuplné redukci vSech nitrosylovanych thiol v druhém kroku.

Dalsi vyuZivanou metodou je schopnost stépit S-nitrosylované skupiny pomoci tézkych
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kovl nebo ultrafialového zareni. Nitrosylované skupiny pak mizeme zjistit znacenim
uvolnéného NO napfiklad DAF-FM nebo znacenim uvolnénych thiolovych skupin
napfiklad jiz zmifovanymi Cinidly pro krok tfi u biotin switch metody (internetové
zdroje (1) .

PFi dlouhodobéjsim méreni oxidu dusnatého (NO) se diky jeho elektroaktivité
pouzivaji elektrody. Aktudlni objem NO v okoli elektrody, kterda pracuje v trvalém
napéti 900mV, vyplyva ze zmény napéti pfi oxidaci NO na elektrodé oproti stavu bez
NO. Hlavnim problémem méreni NO je mnozstvi rusivych latek, napriklad kyselina
askorbovd a nizké zmény napéti pti oxidaci NO. Selektivita elektrody je dosazena
naptiklad Nafion® natérem na platino-iridiové elektrodé, ktery po vyzihani propousti
pouze malé plynné molekuly. Po zavedeni elektrody do mozku zvifete se citlivost
elektrody snizi béhem prvnich dnt asi na 20-30% puvodni citlivosti disledkem navazani
rdznych proteinl a lipidd na povrch elektrody. Po tomto poklesu citlivosti je nutné
elektrodu nakalibrovat, a proto musi byt elektrody zavedeny do zvifete s vétSim
predstihem prfed samotnym pokusem. Citlivost téchto elektrod je 1,5 nA/uM
rozpusténého NO. Elektrody jsou stabilni ve zvifatech po voperovani po dobu nejméné

4 tydn( (internetové zdroje (2).

3 Role NO pri patologii CNS

3.1 Cévni mozkova prihoda

Cévni mozkova prihoda je stav, pfi kterém dochazi k pferuseni nebo velkému
omezeni zasobovani mozku krvi. Cévni mozkové prihody se déli podle zplsobu vzniku
na hemoragické a ischemické. Hemoragicka cévni mozkova prihoda nastavd po
protrzeni cévy, ¢asto ndsledkem vysokého krevniho tlaku, a nasledném krvaceni do
mozku. Cévni mozkové prihody se podle rozsahu daji délit na fokalni a globalni. Pti
fokalni ischemii dochazi ke snizeni priitoku cévou do urcité oblasti mozku. U globalni
ischemie dochazi k preruseni nebo drastickému snizeni krve celym mozkem nejcastéji
zdlvodu selhani krevniho obéhu. Vyskyt cévnich mozkovych pfihod u nas stoupa
vyrazné nejen dusledkem starnuti populace, ale také vyskytem tohoto onemocnéni
v produktivnim véku. Vroce 2009 u nas bylo oSetfeno 262 000 lidi kv(li cévnimu
onemocnéni mozku (Zdravotnickd ro¢enka CR, 2009). Pro studium cévni mozkové
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prihody se nejc¢astéji vyuziva animalnich modell. Fokalni mozkova ischemie je vyvoldna
okluzi stfedni mozkové tepny (MCA). Globalni ischemie Ize studovat napfiklad po
bilateralni okluzi karotid u hlodavc(. Pti fokdlni ischemii se rozlisuje ischemické jadro,
které bylo zdsobeno krvi pomoci uzaviené tepny, a ischemicky polostin, ve kterém je
zachovano cca 50% krevniho zdsobeni pomoci okolnich tepen (Dirnagl et al., 1999)
(White et al., 2000). Pfi cévni mozkové prihodé se objevi velké snizeni koncentrace ATP
v tkdni, a to nejvyraznéji v oblasti ischemického jadra. SniZeni koncentrace ATP se
projevi plosnou depolarizaci neuron(, zapfi¢inénou snizenim aktivity Na/K ATPaz.
Dasledkem depolarizace dojde vsynapsich k uvolnéni neuroprenasect a tzv.

vrve

glutamatu aktivuje postsynaptické NMDA a AMPA receptory, jejichz vlivem dojde

* plsobi v burikach jako druhy

velkému zvy3eni intracelularni hladiny Ca®" a Na%. Ca
posel a aktivuje Siroké spektrum enzyma (napt. NOS, cyklooxygenazy). Aktivaci enzymu
dochazi k tvorbé volnych kyslikovych radikalG a dalsimu poskozeni bunky nitrosylaci
proteinl a lipid(, poskozeni DNA a kompetitivni inhibici mitochondrialniho dychaciho
fetézce (White et al., 2000).

Zkoumani ucinku oxidu dusnatého pfi cévni mozkové prihodé vedlo v pocatcich
vyzkumu k rozporuplnym vysledkim. Oxid dusnaty se jevil jako moduldtor
neuroprotektivni i neurotoxicky v zavislosti na izoformé NOS, ktera produkovala NO.
Jako neuroprotektivni se projevila eNOS, ji tvofeny NO zvySoval pfi cévni mozkové
prihodé prokrveni periferniho ischemického polostinu. ZvySené prokrveni mediované
NO pomoci vazodilatace ma vliv na snizeni oxida¢niho poskozeni, pomaha tvorbé
novych cév a v neposledni fadé redukuje tvorbu srazenin omezenim agregace krevnich
desticek (Endres et al., 2004). Reaktivni produkty NO snizuji také aktivitu NMDA
receptorl akompetitivni inhibici na redoxnim modula¢nim misté a ddle snizuji aktivitu
NMDA receptorll také S-nitrosylaci thiolovych skupin. Neuroprotektivni vliv byl ovéren
porovnanim poskozeni mozku po cévni mozkové prihodé na eNOS-KO fenotypu mysi a
na divokém fenotypu mysi. Fenotyp eNOS-KO mysi se projevoval vyrazné vétSim
poskozenim mozku v misté okluze (Huang et al., 1996).

Neurondlni NOS a iNOS narozdil od eNOS u cévni mozkové prihody nema

neuroprotektivni U€inek. Je to dano tim, Ze nizkd koncentrace NO v Uvodni fazi cévni
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mozkové prihody vede k vazodilataci cév, lepSimu prokrveni a ke snizeni rozsahu
poskozeni. Nasledkem poskozeni se produkuji chemotaktické molekuly (zanétlivych
cytokinl) (Dirnagl et al., 1999). Tvorba téchto zanétlivych cytokinl vede k migraci
gliovych bunék a praniku fagocytl z krevniho ftecisté k mistu poskozeni mozku.
Migrujici gliové bunky tvofi velké mnozstvi kyslikovych radikald a pomoci iNOS
produkuji mikromoldrni koncentrace NO. Toto velké zvySeni koncentrace NO se projevi
az s jednodennim zpozdénim po cévni mozkové prihodé (Bachschmid et al., 2003).
Vyssi koncentrace NO, zplsobend aktivitou nNOS a iNOS, spolu se zvySenou
lokdlni tvorbou superoxidu, napfiklad inhibici mitochondridlniho dychaciho fetézce
(Bolanos et al., 1994) nebo vysokou aktivitou cyklooxygenazy, velmi ochotné tvori
reaktivni peroxinitrit majici vyrazné neurotoxické vlastnosti. Tvorba superoxidu je
zvySena v zasazené oblasti jiz v prvni fazi ischemie, ale velmi vyrazné se zvysuje v
Uvodu nasledné reperfuze predevsim v ischemickém polostinu (Fabian et al., 1995). Pfi
fyziologickém stavu k odstraniovani  superoxidu  vytvoreného nejcastéji
cyklooxygenazami, mitochondridlnim dychacim retézcem nebo NADPH oxidazou pfi
oxidativnim vzplanuti postacuji superoxiddismutazy SOD. Pfi cévni mozkové prihodé je
tvorba superoxidu mnohem vyssi, hlavné kvali inhibici cytochromu c oxidem dusnatym
v mitochondridlnim dychacim Fetézci a zvy$enou hladinou Ca®, ktery zvyuje ¢innost
cyklooxygenaz. Knockouty SOD se u mysi projevily vyraznym zvétSenim ischemického
poskozeni oproti divokému fenotypu mysi (Kim et al., 2002). Mezi neurotoxické
vlastnosti zplsobené peroxinitritem patfi peroxidace lipid(, oxidace a nitrosylace
protein(, nitrace tyrosinu, spotifebovani zdsobnich antioxidant(i, poSkozovani DNA a
porusovani hematoencefalické bariéry zplsobené nitraci tyrosinu na F-aktinu a jeho
nasledné depolymerace v cévni svaloviné (Maneen et al., 2006). Snizit tvorbu
peroxinitritu miZeme pfi ischemii, mimo jiz zmifované odstrafiovani superoxidu
pomoci SOD, snizenim tvorby NO pomoci rliznych inhibitord NOS nebo pouzitim NOS-
KO mysi. Zinhibitord je velmi ¢asto pouzivan 7-NI, ktery celkem selektivné inhibuje
nNNOS. Pokud je podan tésné pred okluzi, velmi vyrazné snizuje tvorbu NO pfi poéatecni
fazi ischemie a brani nadmérné produkci peroxinitritu, coZ se projevi potlacenim
tvorby nitrotyrosinu (Hirabayashi et al., 1999). Potladeni tvorby nitrotyrosinu se také

objevilo v pocatecni fazi ischemie u nNOS-KO mysi (Eliasson et al., 1999). Tvorba
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peroxinitritu je v této pocatecéni fazi zavisld pfedevsim na aktivité nNOS v neuronech.
Pfesto po poddani 7-NI inhibujiciho nNOS zlstala nasledkem produkce peroxinitritu
zvy$ena koncentrace nitrotyrosinu v cévach. Tato tvorba nitrotyrosinu byla omezena v
cévach snizena az soucasnou inhibici nNOS a eNOS (Gursoy-Ozdemir et al., 2004). Po
pocatecni fazi vysoké produkce NO aktivitou eNOS a nNOS se stava hlavnim zdrojem
NO, a tim i peroxinitritu, iNOS v gliovych burikach, astrocytech a makrofazich. Poddnim
aminoguanidinu, ktery je selektivnim inhibitorem iNOS, vyrazné snizime poskozeni
touto sekundarni vinou NO. Nizsi poskozeni dokladd snizend koncentrace
nitrotyrosinovych skupin az o0 90 % po 48 hodinach oproti kontrole (Takizawa et al.,
1999).

Ischemické poskozeni dusikatymi radikdly se da omezit mimo inhibice tvorby
NO, také pouzitim antioxidantl vychytavajicich peroxinitrit nebo katalyzator(
pUsobicich rozklad peroxynitritu. Tim sniZuji tvorbu nitrotyrosinu, S-nitrosylaci
protein(, lipidd a chrani neurony pred oxidativnim stresem. Mezi katalyzatory patfi
FeTMPyP a FeTPPS. Jejich podani pred reperfuzi snizuje posSkozeni mozku o 70% a ma
neuroprotektivni vliv i pti podani po 6 hodinach od reperfuze (Thiyagarajan et al.,
2004). Dalsim antioxidantem s velmi vyrazné neuroprotektivnim uGcinkem je kyselina
mocova, jejiz podani snizilo pfi fokalni ischemii rozsah poskozeni témér o 70% (Yu et
al., 1998).
K vyrazné ochrané mozku pred ischemickym poskozenim mizZe prispét také inhibice
opravnych aktivit DNA poSkozené peroxinitritem. Pfi jednovlaknovém poskozeni DNA
se aktivuje PARP ( poly-ADP-ribozova polymerdza), kterd v misté preruseni zacne
syntetizovat poly-ADP-ribozovy fetézec a ten aktivuje dalSi opravné enzymy. Pfi nizkém
poskozeni DNA ma dlleZitou opravnou aktivitu, ale pfi rozsahlejSim poskozeni DNA
mUze aktivovat apoptotickou smrt pfimo, ale ¢astéji dojde pfi nadmérné aktivaci PARP
k vypotiebovani zdsob NAD+ a pozdéji ATP, coz vede k nekréze neuronli. Pomoci
selektivnich inhibitord PARP, napf. 3-aminobenzamide, nebo u PARP knockoutovanych
mysi lze snizit poSkozeni prechodné ischemie az o 80%. K dosazZeni takového stupné
ochrany neuron( je nutné PARP inhibitory podavat nékolik hodin po okluzi (Eliasson et

al., 1997).
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Vyznamny vliv na velikost ischemického poskozeni a na aktivitu nNOS ma
intracelularni aciddéza, vznikajici anaerobnim metabolismem pfi ischemii. Optimalni
aktivita nNOS je udavana pfi pH mezi 6,7—-7. Pfi snizeni pod toto pH dochazi
k naruseni disulfidickych mastkd mezi dimernimi podjednotkami NOS. To ma za
ndsledek snizeni produkce NO a tvorbu H,0,, O, dlisledkem naruseni oxidace NADPH.
Timto zpUsobem se méni nejen vytéznost reakce, ale také produkty. Tento jev je
zvlasté dllezity u nNOS, kterd ma vyssi sklon tvofit O,". Diky snizujicimu se pH dochazi k
omezeni neuroprotektivniho ucinku eNOS, v zavislosti na snizeni tvorby NO a tim i
vazodilatace, a zarovén stoupd diky tvorbé peroxinitritu neurotoxicky ucinek (Gorren
et al., 1998). Pti tézké ischemické prihodé, dochazi k vyraznému acidéze s pH okolo
6,19. Pri takhle nizkém pH pouziti neselektivnich inhibitorli NOS (L-NAME) nevede
k neuroprotektivnim vysledklim, ale sniZzuje rCBF inhibici eNOS a tim zvySuje
ischemické poskozeni. Oproti tomu neselektivni inhibice NOS ma velmi vyrazné
neuroprotektivni UCinky pfi ischemii, u které dochazi jen k mirnému nebo stfednimu
poklesu pH mezi 6,65 —-6,9 (Anderson and Meyer, 2000), acidézu pfi ischemii lze
ovlivnit zménou koncentrace glukdzy v séru. Anderson, Coert, Meyer pfipravili tfi
skupiny pokusnych zvifat s riznym obsahem glukdzy v séru, tzn. normoglykemickou,
mirné hypoglykemickou a hyperglykemickou skupinu. U normoglykemické skupiny bylo
vychozi pH mozku 7,01, po dvou hodinach od okluze MCA bylo zméreno pH v mozku
6,58 a tficet minut po nasledné reperfuzi bylo naméfeno pH 6,69. U mirné
hypoglykemické skupiny bylo vychozi pH mozku 7,01 a po 2 hodinach ischemie doslo
ke snizeni pH na 6,79 a tficet minut po reperfuzi pH misrné stouplo na 6,89. Ve skupiné
hyperglykemickycch zvitat se snizilo pH z plvodnich 7,01 po 2 hodinach ischemie na
6,12 a tficet minut po nasledné reperfuzi vzrostlo na pH 6,45.

Podani 100 mg/kg 7-nitroindazolu 30 minut pred okluzi MCA sniZilo ischemické
poskozeni u normoglykemické skupiny o 93,3% a u hyperglykemické o 27,5% oproti
kontrolni skupiné. U hypoglykemické skupiny musela byt snizena davka 100 mg/kg
7-nitroindazolu pro vysokou umrtnost (86%) na 10 mg/kg. Pfi tomto usporadani
pokusu nebylo snizeni ischemického poskozeni vyznamné, zdlvodu omezeni

ischemického poskozeni jiz samotnou hypoglykemii (Coert et al., 2003).
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3.2 Epilepsie

Epilepsie patfi mezi nej¢astéjSi neurologickd onemocnéni, postihuje pfiblizné
1% populace. Epileptické zachvaty délime na parcidlni a generalizované zachvaty.
Parcidlni zachvaty mGzeme rozliSovat na jednoduché, u kterych nedochazi ke ztraté
védomi, a komplexni zachvaty provazené vzdy ztratou védomi. Jednoduché parcidlni
zachvaty se mohou projevovat razné, napfiklad svalovymi zaskuby, ¢aste¢nou ztratou
hybnosti, senzitivnimi nebo senzorickymi halucinacemi. V nékterych pripadech mohou
parcidlni zachvaty prerlist v generalizovany zachvat, prikladem muze byt senzitivné-
senzoricky vjem oznacovany jako aura tésné predchazejici sekundarnimu tonicko-
klonickému generalizovanému zachvatu. U komplexnich parcialnich zachvatl dochazi
vzdy ke ztraté védomi a k pohybovym automatizm(m trvajicim v rozmezi nékolika
sekund az minut. Komplexni parcidlni zachvaty mohou vznikat primarné, nebo
pfipadné navazovat na jednoduchy parcidlni zachvat. Generalizované epileptické
zachvaty se daji rozdélit na absence (petit mal), pti kterych dochazi k utlumu,
nasledkem zvysené aktivity eferentnich inhibi¢nich GABA neurontl v nukleus reticularis
thalami. Tato inhibice s e projevi vypadkem védomi, prerusenim provadéné cinnosti,
strnulym pohledem, v nékterych pripadech i padem na zem. Absence odezni béhem
5-10 sekund a pacient si zachvat nemusi viibec pamatovat a miZe dal pokracovat
v ¢innosti. Pri delSim trvani absence muZe dojit k padu. KreCové generalizované
zachvaty, tzv. tonicko-klonické zachvaty (grand mal) jsou nejcastéjsi epileptické
zachvaty. Samotny kifeCovy zdchvat trvd nékolik minut, dochdzi ptfi ném ke ztraté
védomi, padu, kie€ postihuje veSkeré svalstvo, zaskuby, mlZe dojit k pokousani jazyku,
povoleni svéracl a naslednému pomoceni a pokaleni. Po skonéeni zachvatu nasleduje
bradypsychismus, zmatenost, trvajici nékolik minut az hodin, nez dojde k navratu
do normalu. Pokud dochdzi k ndvaznosti zachvatl na sebe, po dobu delsi 30 minut,
mezi kterymi pacient nepfichazi k plnému védomi, oznacujeme tento stav jako status
epilepticus

Role oxidu dusnatého na pribéh a patologii epileptického zachvatu je porad ve
fazi vyzkumu. Nékteré priibéiné vysledky ukazuji jak neuroprotektivni vliv, tak castéji
patologicky vliv NO. Toto zdanlivé protifeceni je dano rlznymi izoformami NOS
zapojujicimi se do déje, pouzitim rdznych animdlnich modeld, stafim modelovych
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organismu, zpUsobem vyvolani zachvatu, odliSnosti pouzitych inhibitord a zplsobu
podani (Wojtal et al., 2003).

Zména produkce NO pfi epileptickém zachvatu byla méfena in vivo
v hipokampu potkana. Pomoci mikrodialyzy koncentrickou sondou byla zmérena
hladina NO v extracelularni tekutiné pfed podanim kyseliny kainové (KA) a tato bazalni
hodnota vzrostla po podani KA 5,3krat v ¢ase t= 100 min od podani KA. Toto zvyseni
koncentrace NO pfi epilepsii bylo vyrazné omezeno podanim N-monomethyl-L-argininu
30 minut pred podanim KA (Balcioglu and Maher, 1993). V epileptické tkani dochazi
také k vyraznému zvyseni exprese nNOS zejména u slabé nNOS aktivnich neurond,
které mohou pfispivat k epileptické aktivité in situ (Gonzalez-Martinez et al., 2009).
Zvyseni synaptické aktivity oxidem dusnatym ma v epileptogennich podminkach za
nasledek zahdjeni epileptického zachvatu pozitivni zpétnou vazbou. Tento jev byl
pozorovan na fezech hipokampu po snizeni koncentrace Mg2+, které vyvolalo nardst
produkce NO. Zabranéni tvorby NO pomoci nNOS casteéné selektivniho 7-NI nebo
neselektivniho N-methyl-L-arginin acetatu zabréanilo vyvolani zachvatu. Inhibici iNOS
pomoci aminoguanidinu zachvatu nezabrénila, coz poukazuje na rozhodujici funkci
nNOS pfi vyvolani zachvatu (Kovacs et al., 2009).

Béhem epileptického zachvatu dochazi ke zvyseni pratoku krve mozkem, kde
hlavni roli hraje nejspiSe vazodilatacni efekt NO. Pti fokdlnim kortikalnim zachvatu
vyvolaném pomoci bicullinu byl u potkan0 v narkdéze zméren mistni pritok krve
164ml/100g/min, po podani NA doslo ke sniZeni krevniho pritoku na 104ml/100g/min.
Efekt NA byl odstranén podanim nadbytku L-argininu a krevni pratok stoupl na
218ml/100g/min. Podani methylenové modfi, ktera inhibuje GC, sniZilo krevni pritok o
25% (Devasconcelos et al., 1995). Podrobnéji se vlivem inhibitord NOS na krevni pratok
mozkem zabyvali Efrat Barbiro-Michaely, Avivit Mendelman, Avraham Mayevsky ve
studii z ledna roku 2011. Testovali vyznam NO pfti SE, vyvolaném pentylenetetrazolem
pomoci ¢astecné selektivniho 7-NI k nNOS a neselektivniho L-NAME. Oproti vétsiné
ostatnich studii nebyl pokus provadén na uspanych zvifatech a méreni mozkové kiry
bylo provadéno pribéziné 3,5 hodiny po epileptickém zdchvatu. Po vyvolani zachvatu
pentylenetetrazolem vzrostl krevni pritok mozkem o 68% u skupiny bez inhibice NOS.

U skupin, které byly inhibovany, vzrostl krevni pritok jen o 18%. Celkové se ve
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vysledku potvrdilo snizeni krevniho pratoku pfi pouziti 7-NI a L-NAME a zabranéni
hyperémie pfi epileptickém zachvatu. Mimo to pouzitim 7-NI se také snizil pocet
zachvatli ve sledovaném obdobi oproti kontrolni skupiné (Barbiro-Michaely et al.,

2011).

Stari modelového organismu a zralost mozku ma vliv na projev NO. Prikladem
muze byt studie vlivu NO u 10dennich mysich mladat (P10) a 21dennich mladat (P21).
Status epilepticus byl u mladat vyvolan opakovanym poddvanim pentylenetetrazolu.
Cast mysich mladat dostala davku L-argininu 10 minut pfed podanim
pentylenetetrazolu, dalsi ¢ast mysi dostala 45 minut pred podanim pentylenetetrazolu
inhibitor NOS L-NA samostatné nebo v kombinaci s L-argininem. Kontrolni mysi dostaly
ekvivalentni objem fyziologického roztoku. U P10 mysi pouze s pentylenetetrazolem
byla potfeba o 15% vyssi davka pentylenetetrazolu k vyvolani SE nez u P21. L-arginin
nemél vliv na velikosti davky pentylenetetrazolu potiebné k vyvolani SE, ale podani L-
NA snizZilo potfebnou davku pentylenetetrazolu o 30% u P10 mysi. U P21 mysi nemélo
podavani L-argininu nebo L-NA vliv na spotiebu pentylenetetrazolu. OvSsem umrtnost
po SE byla velmi zavisla na véku mladat. U nelé¢enych mladat P10 byla Umrtnost 18%
oproti 82% u P21. Podani L-argininu zvySilo u P10 mladat Umrtnost z 18% na 25%.
Podani L-NA inhibitoru NOS mélo ovSem za nasledek zvySeni umrtnosti P10 mladat
témeér na 100%. U skupiny P21 po poutziti L-argininu doslo ke snizeni umrtnosti z 82%
na 29%, pfi kombinaci s podanim L-NA byl vliv L-argininu omezen a umrtnost se zvysila
na 67%. Samostatné podany L-NA u P21 skupiny nemél na umrtnost vliv. Tyto rozdilné
vysledky ukazuji vyrazny vliv NO na regulaci pfi epileptickém zachvatu v nezralém
mozku u skupiny P10. U skupiny P21 se jiz tak vyrazné regulace NO pfi epilepsii
neobjevuje a dal$i ochranné systémy pfi zdchvatu jsou nezralé, coZ ma za nasledek
vyssi citlivost P21 skupiny k epileptickym zachvatim (de Vasconcelos et al., 1998).

Pfikladem pozitivniho vlivu NO na epilepticky zdchvat je ochrana pred
oxidacnim stresem v mitochondriich neuronl hippokampu. Pfi vyvolani SE dochazi
k tvorbé NO, ktery aktivuje sGC, spusti tvorbu cGMP, a tim ovliviuje transkripéni
faktory Fidici expresi PGC-1. Pfesna fidici draha neni zatim objasnéna. PGC-1 funguje
jako transkripéni kofaktor mimo jiné odpovédny za regulaci mitochondrialniho

antioxida¢niho systému. U mysiho modelu s PGC-1 knockoutem dochazi ke zvysené
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citlivosti k neurodegenerativnimu oxidativnimu poskozeni. Ukazkou vlivu NO na
expresi PGC-1 je podani nespecifického inhibitoru L-NAME, pfti vyvolaném SE pomoci
pilokarpinu. L-NAME pred zachvatem neovliviiuje bazalni hladinu exprese PGC-1, ale
béhem SE brani vyraznému zvySeni exprese PGC-1, coZ se projevi zvysenym

oxidativnim poSkozenim oproti kontrolni skupiné nelécené L-NAME (Han et al., 2011).

3.3 Vybrand neurodegenerativni onemocnéni (Parkinsonova
choroba, roztrousend skleréza)

U neurodegenerativnich onemocnéni je vidét vyrazny vliv oxida¢niho poskozeni,
které je jednim z faktor( patogeneze zminénych onemocnéni. Imunochemické znaceni
nitrotyrosinovych skupin bylo pozitivni u vzork( tkadné jiz v rané fazi roztrousené
sklerdzy. Navic byla zjisténa vyrazna nadprodukce NO, a NO3 v mozkomisnim moku
(Calabrese et al.,, 2002). Tim se potvrzuje tvorba reaktivnich dusikatych produktd,
zejména peroxinitritu pti neurodegenerativnich onemocnéni a jejich jiz zmifiované
Skodlivé ucinky. Prikladem se jedna o vycerpani zasob bunécnych antioxidantd,
poskozovani DNA, S-nitrosylace a nitrace tyrosinu u proteinli, oxidacni poskozeni
lipidd. Produkce peroxintritu ma také za nasledek poskozovani mitochondridlniho
fetézce a nasledné zvyseni tvorby superoxidu, ¢imz jesté vzrista produkce peroxinitritu
(White et al., 2000). Dalsim dasledkem tvorby peroxinitritu je inaktivace Mn-SOD, coz
ma za nasledek vyssi zranitelnost mitochondrii oxida¢nim stresem. Mirné zvySena
nitrace Mn- SOD byla in vivo potvrzena v mozkomisnim moku pacient(
s Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou (Aoyama et al., 2000). DalSim vyznamnym
cilem peroxinitritu jsou rlizné strukturdlni proteiny s vyssim obsahem tyrosinu. Tyrosin
je mirné hydrofobni a vyskytuje se casto uvnitf proteinu nebo mezi jeho
podjednotkami, ale v pfipadé kontaktu svodnym prostfedim je schopen tvofit
vodikové vazby. Nitrace tyrosinu ma casto vyrazné strukturni a funkéni dasledky
(Beckman, 1996). Nitraci tyrosinu lze snizovat pomoci vhodnych antioxidant(, pfi
spravné funkci glutathionu a glutathion reduktazy, SOD je tvorba nitrotyrosinu za
fyziologickych podminek velmi vyrazné omezena. Zajimavou skutecCnosti je ochrana
organismu pred peroxinitritem a s nim souvisejici S-nitrosylaci a tvorbou nitrotyrosinu

pomoci kyseliny mocové, ktera ma antioxidaéni ucinky. Této skutecnosti odpovida
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inverzni korelace mezi dnou (hyperuremii) a patologickymi vlivy peroxinitritu

(Koprowski et al., 2001).

3.3.1 Parkinsonova choroba

Pfi Parkinsonové chorobé dochdazi k odumirdni dopaminergnich neuront
v substantia negra, coZz ma za ndasledek nedostatek dopaminu v bazalnich gangliich a
z toho plynouci potize s pohybem a koordinaci. Pro studium Parkinsonovy choroby je
vyuzivan animalni model, kde je Parkinsonova choroba vyvolana aplikaci MPTP. MPTP
je selektivni neurotoxin pro dopaminergni neurony v substantia negra. Pfi
Parkinsonové chorobé dochdzi v substantia negra k vyrazné zvySené produkci NO
aktivovanou iNOS gliovych bunék a vsouladu s patologickou roli NO jsou iNOS
knockoutované mysi odolnéjsi viéi MPTP (Liberatore et al., 1999). Mimo vysokou
aktivitu gliovych bunék bylo také pozorovano az 10 nasobné zvyseni exprese nNO
mRNA v neutrofilech (Gatto et al., 2000). ZvySena tvorba NO a nasledné peroxinitritu
ma za nasledek jiz vySe zminénou nitraci tyrosinu, kterd ma za nasledek inhibici
enzymové aktivity napriklad tyrosin hydroxylazy, ktera katalyzuje preménu L-tyrosinu
na hydroxyfenylalanin — prekurzor dopaminu. Touto inhibici klesa produkce dopaminu
v substantia negra rychleji nez by odpovidalo Ubytku dopaminergnich neurond (Ara et

al., 1998).

3.3.2 Roztrousena skleroza

Roztrousena sklerdza je chronické autoimunitni onemocnéni, pfi kterém dochazi
k demyelinizaci axonU v €etnych loZiscich mozku. Projevy onemocnéni jsou zavislé na
lokalizaci loZisek v CNS. Za tvorbu demyelinizovanych loZisek jsou odpovédné iNOS
exprimujici astrocyty a mikroglie. ZvySenda hladina NO, a NOs byla prokdzana v moci
i mozkomi$nim moku pacientd (Calabrese et al., 2002). Mimo astrocytd a mikroglii
pronikaji do demyelizovanych loZisek také zanétlivé bunky po poruseni
hematoencefalické bariéry. K naruSeni hematoencefalické bariéry dochazi nitraci
tyrosinu na F aktinu, coz zpUsobi jeho depolymeraci ve sténach cév (Maneen et al.,
2006). VySe zminénou inverzni korelaci mezi vyskytem hyperuremie a roztrousené
sklerézy. U pacient(l s roztrousenou sklerézou je oproti ostatnim lidem snizend hladina

kyseliny mocové. Potvrzeno to bylo i u jednovajeénych dvojéat, kdy jeden mél
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roztrousenou sklerdzu. Snizeni hladiny kyseliny mocové pfi roztrousené sklerdze je
nejspiSe dano reakci s peroxinitritem. Ve fyziologickych podminkach je hladina kyseliny
mocové v rozmezi 4-6 mg/dl. Perorélni podavani inosinu v davce 3g/kg/den mélo za
nasledek zvyseni hladiny kyseliny mocové z 4mg/dl po 15 tydnech na 9mg/dl. Tato
hladina kyseliny mocové se dafila udrzet témér rok a neprojevily se zddné nezadouci
ucinky. Urcité zlepseni bylo prokazano u 3 z 10 pacientl a u zbytku pacientl nedoslo
k Zadnym znamkam relapsu. Mimo toto zlepSeni doslo navic u jednoho ze dvou

pacientd s aktivni lézi k poklesu aktivity léze (Koprowski et al., 2001).

26



4 Zaver:
V oblati vyzkumu NO a NOS se v poslednich 20 letech udélal obrovsky pokrok.
Vyznam NO byl ocenén udélenim Nobelovy ceny R. Furchgottovi, L. Ignarru a F.
Muradovi za objev biologické mediatorové funkce NO (Alderton et al., 2001). |
pres existenci velké fady praci a souhrnych clankd zabyvajicich se NO, nam
k objasnéni a upresnéni vSech fyziologickych funkci NO chybi jesté spoustu prace.
Sirokému vyuZiti ziskanych znalosti v klinické 1é¢bé& brani znaéné mnoistvi
neprozkoumanych bunécénych a molekularnich mechanismd objasnujicich za
jakych specifickych podminek dochazi k patologickému vlivu NO. Dalsi pficinou
zpomalujici vyvoj lécebnych postupl je velké mnoiZstvi praci, provadénych na
tkanovych kulturach nebo mysich a potkanech. Vysledky ztéchto praci pak
nemuizZeme jednoduse prevadét na lidi. Z hlediska vyvoje lé¢ebnych i vyzkumnych
metod je duleZity vyvoj stale selektivnéjsich inhibitor( k jednotlivym izoformam
NOS, které by neovliviiovali fyziologické funkce, vazajici se na jiné izoformy. Velky
klinicky potencial by mohla mit antioxidantni Cinidla, chranici pred oxidativnim
stresem a poskozenim peroxinitritem. Kvysledkim potvrzujicim vyrazny
neuroprotektivni vliv antioxidacnich cinidel bezesporu patfi vySe zminovany
experiment, ktery provedl H. Koprowski u pacientll s roztrousenou sklerdzou,
kterym podaval perordlné inosin jako prekurzor kyseliny mocové (Koprowski et al.,

2001).
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