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Oxid dusnaty v hypotalamo-hypofyzarni regulaci — I. Fyziologie

Maruna P.
Ustav patologické fyziologie 1. LF UK Praha

SOUHRN

Cil: Vysvétlit ulohu oxidu dusnatého v regulaci hypotalamo-hypofyzarni hormonalni osy za fyziologickych podminek.
Typ studie: Souhrnny Clanek.

Nézev a sidlo pracovisté: Ustav patologicke fyziologie 1. LF UK v Praze.

Zaver: V hypotalamickych jadrech, zejména v nucleus supraopticus a nucleus paraventricularis, stejné tak jako
v adenohypofyze, je hojné zastoupena syntaza oxidu dusnatého v indukovatelné i konstitutivni formeé. Jeji produkt,
oxid dusnaty, je zapojen do kontroly exprese a uvolnéni peptidovych plsobkl kortikoliberinu, gonadoliberinu,
vazopresinu a oxytocinu. Méné zfejma je uloha NO v regulaci tvorby prolaktinu, luteinizaéniho hormonu a rdstového
hormonu. NO rovnéz mediuje nékteré cilové efekty hormona, pfedevsim organové specificky vazodilataéni efekt
vazopresinu, nebo naopak antagonizuje efekty hypofyzarnich plsobk.
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Objective: To explain a role of nitric oxide synthesis in physiological regulation of hypothalamic-pituitary hormonal axis.
Design: Review article.

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

Conclusion: Both inducible and constitutive nitric oxide synthase is expressed in hypothalamic nuclei (mainly in nucleus
supraopticus and paraventricularis) and in adenohypophysis, too. Its product, nitric oxide, is involved in both expression
and release control of hormones as corticotropin-releasing hormone, gonadotropin-releasing hormone, vasopressin,
and oxytocin. The role of NO in prolactin, luteinizing and growth hormone regulation is less clear. On a peripheral level,
NO can both mediate or antagonize some hormonal effects, e. g. organ specific vasodilatory effect of vasopressin.
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Uvod

Uginky oxidu dusnatého (NO), mediatoru, ktery je
tvofen trojici izoenzym( v fadé bunécénych typu, ovliv-
nuji fyziologické déje rdznych télnich systémi. NO za-
sahuje do protiinfekeni a protinadorové imunity, reguluje
apoptézu, uplathuje se jako silny vazodilatator i jako
neurotransmiter centralniho i periferniho nervového sys-
tému. Ponékud stranou zajmu zlstava jeho role
v endokrinnim systému. Postaveni NO je zde za fyziolo-
gickych podminek méné napadné; NO neni pro jeho funk-
ci esencialni, spise moduluje, umozniuje jemné nastave-
ni a vyvazeni systému zpétnych vazeb a bunéénych
interakci [14]. Slozitost téchto jevl Ize dobfe ilustrovat
na pfikladu hypotalamo-hypofyzarni osy. Zatim je pfed-
Gasné hledat praktické uplatnéni téchto poznatk(l. Expe-
rimentalni vysledky si navic Casto protifeci, efekty vy-
sokych a nizkych davek NO mohou byt opacné a do
ucinkd NO zasahuiji dalsi autokrinni a parakrinni faktory.

Tvorba a mechanismus ucinku NO

Mechanismus syntézy NO byl jiz podrobné popsan
na jinych mistech. V &lanku jsou proto pouze udaje,
které maji pfimy vztah k endokrinologické problemati-
ce. NO je produktem syntaz NO (NOS) — hemoprotein(
typu cytochromu P450, katalyzujicich oxidaci L-argini-
nu na NO a L-citrullin. Jsou znamy 3 izoformy NOS,
liSici se tkanovou distribuci a regulaci aktivity. Nékteré

bunécné typy vCetné bunék adenohypofyzy exprimuji

soucasné rizné izoenzymy NOS.

Konstitutivni formy (NOS I. typu), tj. neuronalni (nNOS)
a endotelialni (eNOS), pfevazuji napt. v mozku, endote-
lu a v ledvinach. Jsou aktivovany kalmodulinem, jehoz
reverzibilni vazba na NOS zavisi na koncentraci kalcia.

Indukovatelna forma (NOS II. typu, iNOS) je pfi-
tomna v makrofazich, hepatocytech a v fadé dalSich
tkani véetné adenohypofyzy. INOS vaze kalmodulin
pevné a je exprimovana po stimulaci zanétlivymi
agens a cytokiny.

NO je mediator s biologickym polo¢asem nékolika
sekund. Tato vlastnost ho preduréuje do ulohy para-
krinniho a autokrinniho regulatoru. NO interaguje s he-
movymi skupinami rliznych hemoprotein(, pfedevsim
enzym, které zodpovidaji za vysledné intracelularni
déje. Hem slouzi jako receptor NO a soucasné jako
prevodni mechanismus signalu:

1. Cytosolova guanylatcyklaza indukuje syntézu
cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP) a zpro-
stfedkovava vétsinu organové specifickych U¢inku
NO.V hypotalamu a hypofyze se ale uplatfiuje méné.
Molekula enzymu vytvari heterodimér, obé jeji pod-
jednotky maiji katalytickou doménu obsahujici hem.

2. Prostaglandin G/H syntaza (cyklooxygenaza) se
uplatni pouze pfi vysokych koncentracich NO. Jeji
produkt prostaglandin E, (PGE,) (kromé dalSich funk-
ci) stimuluje aktivaci adenylatcyklazy tvorbu cyk-
lického adenosinmonofosfatu (CAMP) jako druhého
posla NO.
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3. Lipooxygenaza a tvorba leukotriend.

4. Cytochromy P, —vazbou na jejich hemové skupi-
ny NO pfimo inhibuje jak jaterni formy, tak i enzymy
steroidogeneze.

5. NOS - ultrakratkou zpétnou vazbou je inhibovana
novotvorenym NO.

NO v hypotalamo-hypofyzarni regulaci

V hypotalamu i adenohypofyze je exprimovana jak
indukovatelnd, tak i konstitutivni forma NOS. NO zde
hraje roli modula¢niho faktoru zasahujiciho do syntézy
vétsiny zde tvofenych plsobkd, a to jak za fyziologic-
kych podminek, tak i v nékterych patologickych situa-
cich. Nasledujici text shrnuje souasné experimentalni
poznatky o postaveni NO v hypotalamo-hypofyzarnich
regulacich. Jejich stru¢ny prehled nabizi tabulka 1.

Table 1. NO hormone interactions on both hypothalamic and pitu-
itary levels

Hormone | e
CRH +
ACTH + -
LHRH +
oxytocin - +
vasopressin + +
prolactin -
LH -? +?
FSH ?
GHRH + +
GH +/-¥)

+ ... stimulation, - ... inhibition

*)Dose dependent effect.

Luteinizaéni hormon uvolnujici hormon (LHRH)

Nitrenergni neurony (neurony tvofici NO) jsou loka-
lizovany v eminentia mediana v tésné blizkosti zakon-
¢eni LHRH neuron(.

Jestlize prvni poznatky z experimentu in vitro uka-
zovaly na inhibi¢ni dlohu NO v produkci LHRH, pak
novéjsi prace ve vzajemné shodé prokazuiji stimulaéni
efekt. NO zprostfedkovava pulzni preovulaéni vzestup
LHRH indukovany noradrenalinem [28], {j. o, -adrener-
gnimi receptory, a oxytocinem [16]. Efekt NO je podob-
né jako u CRH zprostfedkovan prfedevsim cyklooxyge-
nazovou cestou. Podobné NO mediuje i stimulaéni efekt
dal$ich plsobku na tvorbu LHRH véetné estrogen(i [15,
17] a melatoninu [12].

Dfive se soudilo, ze bazalni sekrece LHRH neni NO
ovliviiovana. Az roku 2002 prokazali Barnes et al. [2],
ze pfidlouhodobém vyfazeni tvorby NO (Barnes pouzil
inhibitor NOS N-nitro-L-arginin na mySim modelu) do-
chazi k utlumu tvorby LHRH, LH i FSH. Ukazuje se
tedy, ze NO ma jednak tonicky stimulaéni efekt na tvor-

bu LHRH za klidovych podminek, jednak zprostfedko-
vava stimulaéni plsobeni jinych mediatord na LHRH
neurony.

Ugast NO byla prokézana i v komplexnim mecha-
nismu, kterym endogenni opioidy inhibuji tvorbu LHRH
v hypotalamu.

Uloha NO se predpokladala i ve zprostfedkovani
inhibiéniho vlivu alkoholu na osu LHRH-LH-pohlavni
hormony. Vysledky studii z konce 90. let byly ale nega-
tivni — alkohol neovliviiuje hypofyzarni NOS, NO aktivi-
tu. NO se zfejmé ve vztahu mezi alkoholem a pohlav-
nimi hormony uplatriuje, ale pouze na periferni Urovni.

Oxytocin

Neurosekre€ni bunky nucleus supraopticus expri-
muji geny klasickych hormont — oxytocinu a vazopre-
sinu — ale také geny fady dalSich fyziologicky aktiv-
nich substanci, napf. neuropeptidd, jejich receptor
a rovnéz nNOS [33]. NOS aktivitu vykazuje u potkana
asi 40 % neuron(l nucleus supraopticus; jejich nejvétsi
zastoupeni je v centralni a dorzalni ¢asti jadra. Zhruba
polovina z téchto neuronl vedle NOS soucasné expri-
muje vazopresin a druha polovina oxytocin [19]. U ¢lo-
véka je pfitom aktivita NOS v nucleus supraopticus jen
minimalni a NOS je soustfedéna pfedevsim do nucleus
paraventricularis. Imunochemicky byla NOS v paraven-
trikularnich a supraoptickych jadrech lokalizovana pre-
devsim do neuronu tvoficich oxytocin a méné do neuro-
nG produkujicich vazopresin. Néktefi autofi proto
predpokladaiji, ze NO je autoregulatorem produkce oxy-
tocinu a parakrinnim regulatorem sekrece vazopresinu.

Hlavnim regulatorem exprese NOS v supraoptickém
jadfe jsou osmotické stimuly [29], ale uplatiuji se
i nociceptivni a dalSi podnéty. Bylo potvrzeno kolisani
aktivity NOS v zavislosti na reprodukénim cyklu [23]
i dramaticky pokles NOS v zavérecné fazi téhotenstvi
[30]. U samcl potkana bylo potvrzeno, Ze produkce
NO v jadrech hypotalamu stoupa s vékem [8].

NO nema vliv na bazalni sekreci oxytocinu, inhibu-
je ale osmoticky stimulovanou sekreci oxytocinu pfi
dehydrataci nebo chronické solné zatézi [31]. NO rov-
néz inhibuje vzestup hladiny oxytocinu vyvolany hypo-
glykémii.

Potvrzuje se, ze i fada perifernich Ggink( oxytocinu
je zprostfedkovana NO. Plati to napf. pro vazodilatani
efekt oxytocinu v nitrolebni cirkulaci, pro erektilni akti-
vitu oxytocinu nebo pro jeho negativné inotropni a ne-
gativné chronotropni efekt v pfevodnim systému srde¢-
nim. Naopak kontrakce délozni svaloviny navozena
oxytocinem je NO u¢inné inhibovana [4]. Zajimavé je,
ze tento efekt NO na délozni svalovinu neni zavisly na
cGMP, ale zfejmé na Ca*" zprostfedkované aktivaci
K* kanall.

Antidiureticky hormon (vazopresin, ADH)

Podobné jako v pfipadé oxytocinu, inhibuje NO vze-
stup ADH navozeny zanétlivymi nebo jinymi stimulac-
nimi podnéty (endotoxin, dehydratace, endothelin)
[9, 31]. StarSi prace, které ukazovaly na stimulaéni efekt
NO v produkci ADH [24], jsou nyni zpochybriovany.
Bazalni sekrece ADH pfitom neni NO ovlivnéna [11].
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Na periferii je NO mediatorem organove specificke-
ho vazodilataéniho plsobeni ADH, které je zprostred-
kovano V,-receptory. V ledvinach a dalSich tkanich je
ale vazodilata¢ni G¢inek V -receptor(i pfevazen vyraz-
néjSim vazokonstrikénim efektem, ktery zavisi na akti-
vaci V. -receptor(.

In vivo i in vitro byl prokazan natriureticky a diure-
ticky efekt NO v ledviné. NO antagonizuje antidiuretic-
ky efekt ADH ve sbérnych kanalcich ledviny. NO inhi-
buje ADH stimulovanou vodni reabsorpci, ale take
absorpci sodiku [20], zatimco (alesponi in vitro) ADH
pfes vzestup intracelularniho kalcia stimuluje produkci
NO ve sbéracich kanalcich [18]. Pfedpoklada se — do-
savadni vysledky jsou vSak zna¢né rozporné — zZe diu-
reticky a natriureticky u¢inek NO je podporovan i jeho
ucinkem v proximalnim a distalnim tubulu nefronu.

Kortikotropin uvolniujici hormon (CRH) a adreno-
kortikotropni hormon (ACTH)

Uloha NO v modulaci stresové kortikoidni osy bude
blize popsana v samostatné ¢asti.

Prolaktin

V burikach adenohypofyzy tvoficich prolaktin neby-
la prokazana pfitomnost NOS. Nicméné podle Thease
[32] i dalSich autort NO tvorbu prolaktinu inhibuje. Ten-
to efekt se napf. uplatfiuje v pribéhu zanétlivé odpove-
di v plisobeni faktoru nekrotizujiciho tumory (TNF) na
hypofyzu. Estrogeny, které syntézu NO v hypofyze in-
hibuji, vyuZzivaji tento mechanismus k navozeni odpo-
ledniho vzestupu prolaktinu. Rovnéz vazoaktivni intes-
tinalni polypeptid (VIP) inhibuje sekreci prolaktinu
prostfednictvim NO [11].

V opozici k témto zjiSténim stoji vysledky Gonza-
leze a Aguilara [10]. Podle nich NO pfimym ptsobenim
na bunky hypofyzy ¢astecné blokuje inhibi¢ni efekt
dopaminu (prolaktin inhibujiciho faktoru) na tvorbu pro-
laktinu.

Prolaktin stimuluje aktivitu NOS v plicnich fibro-
blastech [6], epitelu prsni zlazy a v dalSich bunkach
prostfednictvim vzestupu intracelularni koncentrace
kalcia.

Luteinizaéni hormon (LH)

V hypofyze je aktivita NOS soustfedéna predevsim
do zadniho laloku, kde se nNOS ve vyssi koncentraci
vyskytuje v axonech vybihajicich z hypotalamu.V ade-
nohypofyze byla vy$si aktivita NOS prokazana jen ve
dvou bunéénych typech, v gonadotropech a nesekre¢-
nich bunkach folikularni vystelky.

Jak je pro problematiku NO typické, vysledky studii
in vitro a in vivo jsou ve vzajemném rozporu. Autofi na
riznych modelech prokazuiji jak stimulaéni, tak i inhibic-
ni Ulohu NO v modulaci syntézy LH. Luteotropy vysta-
vené plsobeni NO zvySuji expresi genu pro LH [10].
Bonavera zjistil, ze in vitro je NO mediatorem stimulac-
niho efektu estrogend na tvorbu LH, mGze se vSak jed-
nat o nepfimy efekt estrogent a NO, ktery je zprostred-
kovany LHRH. Podobné Watanobe a Schioth [35]
dokazuji, ze NO zprostfedkovava preovulaéni vzestup
LH navozeny leptinem. Pinilla et al. [22] naopak dosahli

u potkand zvySeni sekrece LH inhibici syntézy NOS
systémovym podanim NAME (N-w-nitro-arginine methyl
ester). V tomto pfipadé nemusi jit o pfimy efekt blokady
NOS v hypofyze, ale o zasah do zpétnovazebné kontro-
ly tvorby LH na jiné drovni.

Ceccatelli [5] doklada ucast NO v autoregulaci pulzni
sekrece LH v gonadotropech; NO podle Ceccatelliho
inhibuje stimulovanou produkci LH, zatimco bazaini
tvorba LH neni NO ovlivnéna. Produkce NO gonadotro-
py muze byt podle autor( signalem k ukonéeni LH se-
krece.

NOS — NO systém moduluje i nékteré ucinky gona-
dotropind na periferii, pfedevsim v ovariich a v testes.
V ovariu zfejmé prevazuje konstitutivni NOS (pfede-
vSim eNOS), jsou ale dlkazy i o pfitomnosti INOS. NO
je tvofen hlavné vaje€niky v luteinni fazi. Ovarialni NOS
je aktivovana cytokiny (IL-1B) a jejich ucinek je poten-
covan gonadotropiny. Ovulaci navozenou gonadotrop-
nimi hormony Ize u krysy zablokovat podanim inhibito-
rG iINOS. Presna uloha NO v ovariu ale neni znama.
V Leydigovych burikach krysich samcl blokuje exo-
genné podany NO steroidogenezi navozenou LH [7].
Produkce NO v burikach granulézy kontrolovana gona-
dotropiny miize parakrinni cestou ovliviiovat cyklus
folikulu a zlutého téliska a mdze hrat roli v lutedlni re-
gresi. NO se mize uplatnit vazodilataci a zvySenim
krevniho pritoku v rozvijejicim se folikulu a corpus Iu-
teum a mozna téz autokrinni inhibici estrogentd v gra-
nuldz-luteinnich burikach.

Folikuly stimulujici hormon (FSH)

Vztah NO k FSH je méné zfejmy nez v pfipadé LH
a je zprostfedkovan predevsim modulaci LHRH.

Dlouhodoba inhibice NOS (N-nitro-L-arginin po dobu
8 tydnu) u samic potkana vedla k signifikantné nizsi
expresi LHRH v neuronech hypotalamu a ke snizené
tvorbé LH a FSH v adenohypofyze ve srovnani
s kontrolnimi zvifaty. Nasledna aplikace donoru NO (nit-
roso-L-acetyl penicillamin, NAP) vedla u téchto krys
s dlouhodobym deficitem NO podle o¢ekavani
k vzestupu produkce LH. Paradoxné u kontrolnich zvi-
fat doSlo k poklesu tvorby LH a FSH [1].

Estradiol prostfednictvim nNOS udajné stimuluje
uvolfiovani FSH v adenohypofyze. Progesteron nema
na nNOS zadny vliv.

Ristovy hormon (GH)

NO se za fyziologickych podminek neuplatriuje
v bazalni sekreci GH. Experimentalni aplikace NO do
hypotalamu a/nebo hypofyzy vede ke stimulaci tvorby
GH. Tento efekt je z malé Casti zprostfedkovan stimu-
laci syntézy somatoliberinu (hormon uvolfujici ristovy
hormon, GHRH) v neuronech hypotalamu, pfedevSim
je vSak dan pfimym u¢inkem NO na hypofyzu [13]. Blo-
kada pusobeni NO v burikach hypofyzy aplikaci NAME
kompletné inhibuje stimulaéni vliv GHRH na tvorbu GH
[34]. NO rovnéz mediuje stimulaéni efekt dalsich pa-
sobk, napf. leptinu na tvorbu GH.

V samotnych somatotropech, burikach tvoficich GH,
pfitomnost NOS prokazana nebyla. NOS je pfitomna
v nesekrecnich folikularnich burikach adenohypofyzy,
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které vysilaji vybézky do tésného kontaktu se soma-
totropy. Pfedpoklada se, ze NO z folikularnich bunék
parakrinni cestou moduluje stimulovanou produkci GH
v somatotropech.

Pro Uplnost dodejme, ze NO se uplatiuje i v ¢innosti
GH na periferii — pravdépodobné zprostfedkovava jeho
vazodilatacni, diureticky a natriureticky efekt [21].

Prestoze stimula¢ni uloha NO v sekreci GH je nyni
obecné uznavana [27], nelze ignorovat vysledky fady
studii prokazujicich inhibiéni ptisobeni NO na tvorbu GH.
Podobny rozpor provazi vysledky vyzkumu NO jiz celé
desetileti a neplati pouze pro vztah NO k hypofyze. Bocca
etal. v roce 2000 prokazali, ze efekt NO na tvorbu GH je
bifazicky: v nizkych fyziologickych koncentracich NO
expresi GH stimuluje, ve vysokych koncentracich na-
opak inhibuje [3]. Tento fenomén je znam z nékterych
dalSich efektd NO, jako je modulace aktivity osteoklas-
th, pohyblivosti spermii nebo sekrece testosteronu. Bi-
fazicky efekt souvisi s paralelni aktivaci rliznych intra-
celularnich mechanismd navozenych NO — v pfipadé
hypofyzy pfedevsim cyklooxygenazy a guanylatcyklazy.

Bocca také ukazal, Ze zcela rozdilnych vysledk( ve
vztahu NO-GH Ize doséhnout nejen odliSnym davkova-
nim donord NO, ale i volbou rliznych preparatt se zdan-
livé stejnym efektem. Sodium nitroprusid tvorbu GH
v somatotropech stimuloval, zatimco ostatni donory syn-
tézu GH inhibovaly. Pokud se vysledny efekt vztahl
k akumulovanému mnozstvi nitrit0/nitratd jako ukazateli
skute¢né NO aktivity, pak se potvrdil bifazicky efekt NO.
Nizké a stfedni davky donort NO, které lépe odpovidaji
fyziologicke situaci, stimuluji produkci GH. K inhibici tvor-
by GH dochazi az pfi aktivité NO, kterd nemuze za nor-
malnich podminek v organismu nastat.

Pfestoze v ramci neuroendokrinnich regulaci byl
tento bifazicky efekt NO zatim prokazan pouze pro GH,
Ize na zakladé podobné rozporuplnych nalezl u jinych
hormon tusit jeho obecnéjsi platnost.

Zaveér

Prvni experimenty na zvifecich modelech, které pro-
bihaly na poc¢atku 90. let, se zabyvaly otazkou pfimé-
ho stimula¢niho nebo inhibi¢niho vlivu NO na hypotala-
mické a hypofyzarni hormony. V poslednich letech se
vyzkum presunul déle. Soustfeduje se na interakce
nitrenergnich mechanisma s dal$imi modulaénimi fak-
tory v klidovych a zatézovych situacich. Az tyto studie
ukazi, nakolik jsou zjisténé efekty NO fyziologicky vy-
znamné. Mély by také potvrdit, zda je fenomén bifazic-
kého ucinku NO obecnym jevem nebo specifikem so-
matotropnich bunék.

Tento prehled shrnuje znamé pleiotropni efekty NO
ve fyziologii hypotalamo-hypofyzarniho systému. Pfi-
byva ale také poznatkl o tloze NO v patogenezi hypo-
talamo-hypofyzarnich poruch, v regulaci stresové osy,
odpovédi hypofyzy na zanétlivé cytokiny nebo
v apoptdze hypofyzarnich bunék. Pfekvapive jsou také
vysledky ziskané na geneticky pozménénych mySich
s vyfazenou syntézou jednotlivych forem NOS. Tyto
a dalSi kapitoly si vSak zaslouzi samostatny pfehled.

Pouzité zkratky:

ACTH —adrenokortikotropni hormon

ADH — antidiureticky hormon, vazopresin
o-MSH - a-melanocyty stimulujici hormon

cAMP  — cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP - cyklicky guanosinmonofosfat

CRH — kortikotropin uvolfiujici hormon, kortikoliberin

eNOS - endotelialni syntdza oxidu dusnatého

FSH — folikuly stimulujici hormon

GABA - y-aminomaselna kyselina

GH — rstovy hormon, somatotropni hormon

GHRH —hormon uvolnujici ristovy hormon, somato-
liberin

GM-CSF — granulocyto-makrofagovy kolonie stimuluji-
ci faktor

IL —interleukin

iINOS  —indukovatelna syntdza oxidu dusnatého

LH — luteiniza¢ni hormon

LHRH  —luteinizani hormon uvolfiujici hormon

NAME —N-omega-nitro-arginin methyl ester

nNOS —neuronalni syntaza oxidu dusnatého

NOS  —syntaza oxidu dusnatého

PGE, -—prostaglandinE,

POMC —proopiomelanokortin

TNF — faktor nekrotizujici tumory

VIP — vazoaktivni intestinalni polypeptid
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