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W TYM ZESZYCIE PBK

Cyklooksygenazy są enzymami katalizującymi przemiany fosfolipidów błony 
komórkowej, prowadzące do powstania prostanoidów -  prostaglandyn i 
tromboksanów. Prostaglandyny kontrolują różne procesy fizjologiczne m.in. 
przebieg odpowiedzi zapalnej. Temu poświęcony jest artykuł na stronie 
533. W części drugiej tego artykułu (str. 555) opisano wpływ niesteroido- 
wych leków przeciwzapalnych będących inhibitorami cyklooksygenaz. 
Tam też znajdziemy historię odkrycia i nazwy aspiryny.

Układy komunikacji w roślinach stanowią plazmodesmy, kanały cytop- 
zmatyczne łączące komórki. Tymi kanałami przekazywane są cząstecz
ki sygnalizacyjne (str. 627). Jednak w komórkach roślin funkcjonują, po
dobnie jak w komórkach zwierzęcych, układy transdukcji sygnałów przez 
błonę komórkową w układzie ligand-receptor i kaskady kinaz białkowych 
(str. 595).

Jednym z przekaźników sygnałów komórkowych u ssaków jest tlenek 
azotu (NO). Jest on również produkowany w roślinach przez enzymy o 
aktywności podobnej do syntaz tlenku azotu ssaków. Tlenek azotu bierze 
udział w procesach obronnych roślin, jak i regulacji niektórych procesów 
morfogenetycznych (str. 613).
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CYKLOOKSYGENAZY  
I. ROLA W ODCZYNIE ZAPALNYM 1

CYCLOOXYGENASES I. ROLE IN INFLAMMATION

Elżbieta KOŁACZKOWSKA*

Zakład Immunobiologii Ewolucyjnej, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloński

Streszczenie: C yklooksygenazy są enzym am i katalizującym i przem iany fosfolipidów błony kom órko
wej, prow adzące do powstawania prostanoidów  obejm ujących prostagladyny i tromboksany. Prosta- 
gladyny kontro lu ją różnorodne procesy fizjologiczne, takie jak: ochrona przew odu pokarm ow ego, pra
w idłowe funkcjonow anie nerek, procesy rozrodcze i przebieg odczynu zapalnego. Obecnie wiadom o, 
iż cyklooksygenaza (COX) występuje w co najmniej dwóch izoform ach kodow anych przez geny zloka
lizowane na różnych chrom osom ach. Istotne różnice pom iędzy odm ianam i COX obserwuje się także 
na poziom ie m RNA, ale struktura białek obu izofom i jest bardzo zbliżona, z podobną aktyw nością 
katalityczną. C yklooksygenaza-1 (COX -1) bierze udział zarówno w utrzym aniu hom eostazy organi
zm u w praw idłow ych warunkach, jak  i we wczesnych etapach odczynu zapalnego (0-1 godzina). 
Z kolei cyklooksygenaza-2 (COX -2) jest zaangażowana w późniejszych etapach reakcji zapalnej (> 1 
godzina), kiedy dochodzi do rozwoju odpowiedzi im m unologicznej. Najnow sze badania dow odzą rów 
nież, iż COX-2 uczestniczy w procesie w ygaszania odpowiedzi zapalnej poprzez produkcję prostaglan- 
dyn cyklopentanow ych z serii J (m etabolity PGD,), np. 15-deoxy-A12- l4PGJ,. Prostaglandyny te m ają 
w łaściw ości przeciw zapalne dzięki zdolności do aktywacji receptorów  jądrow ych PPAR-y i/lub ham o
wania aktyw ności czynnika transkrypcyjnego NFkB. Próba w yjaśnienia tych przeciw staw nych aktyw 
ności COX-2 doprow adziła do wysunięcia hipotezy, iż prozapalną aktyw ność należy przypisać COX-2, 
ale w łaściw ości przeciw zapalne -  trzeciej odm ianie cyklooksygenazy (COX-3). H ipotetyczna COX-3 
byłaby strukturalnie zbliżona do COX-2, być m oże nawet kodowana przez ten sam gen, gdyż jej aktyw 
ność była blokow ana przez selektywne inhibitory COX-2. Im plikacje tego faktu w leczeniu stanów 
zapalnych są dyskutow ane w części II niniejszego artykułu.

Słowa kluczow e : zapalenie -  COX -  syntaza prostaglandyn G/H -  prostaglandyny -  modele zwierzęce

A bstract: Cyclooxygenases are enzym es involved in an enzym atic pathw ay for mem brane phospholipid
derivatives, leading to form ation o f  prostanoids i.e. prostaglandins and throm boxanes. Prostaglandins 
control different physiological processes such as protection o f  gastrointestinal integrity, renal func-

'P ra c a  fin an so w an a  z D S /Z IE /IZ /U J/2002 .
*E lżb ie ta  K o łaczk o w sk a  je s t  sty p en d y stk ą  F undacji na  R zecz N auki Polskiej.
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534 E. KOŁACZKOWSKA

tions, reproduction, and course o f  inflam mation. Cyclooxygenase exists in at least two isoforms encoded 
by different genes that are located on different chrom osom es. Significant differences between the iso
forms are also observed on m RNA level but both enzym es have a sim ilar prim ary protein structure and 
carry out an identical catalytic activity. C yclooxygenase-1 (COX-1) is involved both, in hom eostatic 
control o f  the body in norm al conditions, and in the early stage o f  inflam m ation (0-1 hour). On the other 
hand, cyclooxygenase-2 (COX -2) participates in subsequent stages o f  inflam mation (>1 hour) during the 
onset o f  inflam m atory reaction. Recent studies, however, reveal that COX-2 is also involved in the 
resolution o f  inflam m ation since its activity produces cyclopentenone prostaglandins o f  the J-series 
(PG D 2 m etabolites), e.g. 15-deoxy-A12- l4PG Jr  These prostaglandins possess anti-inflam m atory proper
ties as they activate the nuclear receptor PPAR-y and/or inhibit nuclear factor kB (NFkB). In order to 
explain these contradictory activities o f  COX-2 a hypothesis was postulated that proinflam m atory 
activity should be attributed to COX-2 but the anti-inflam m atory properties to the third isomer o f  COX 
(COX-3). Putative COX-3 could be structurally sim ilar to COX-2, maybe even encoded by the same 
gene since its activity can be blocked by selective COX-2 inhibitors. Im plications o f  this fact for 
treatm ent o f  inflam m atory diseases are discussed in part II o f  this article.

K ey words: inflam m ation -  COX -  prostaglandin G/H synthase -  prostaglandins -  animal m odels

,,Im  bardziej coś studiujemy, tym bardziej odkrywam y naszą ignorancją”.

Percy Bysshe Shelley

WPROWADZENIE

Cyklooksygenazy (COX) są enzymami odgrywającym kluczową rolę zarówno w 
procesach fizjologicznych, jak i w stanach patologicznych, związaną z działalnością 
prostaglandyn będących produktami ich aktywności katalitycznej. Duże zainteresowanie 
cyklooksygenazą w ostatnich latach wiąże się z odkryciem jej dwóch odmian (izoform): 
COX-l i COX-2 [15, 38, 45, 76, 83]. Wykazano, iż odmiany te pełnią zróżnicowane 
funkcje w procesach utrzymania homeostazy organizmu i w czasie stanów chorobowych. 
W przebiegu odczynu zapalnego ważną rolę prozapalną odgrywają zarówno COX-l, 
jak i COX-2, choć izoformy te wydają się kontrolować różne etapy procesu zapalnego 
[9,23,38,85,86]. Ostatnio odkryto nową, przeciwzapalną aktywność cyklooksygenazy, 
co pozwoliło na postawienie hipotezy wskazującej na istnienie trzeciej izoformy COX 
[85].

SZLAK ENZYMATYCZNY PRZEMIANY FOSFOLIPIDÓW 
BŁONY KOMÓRKOWEJ W EIKOZANOIDY I PAF

Proces przemiany fosfolipidów błony komórkowej rozpoczyna aktywacja 
cytoplazmatycznej fosfolipazy A2 (cPLA2). Aktywację tę może wywołać wzrost

http://rcin.org.pl



ROLA CYKLOOKSYGENAZ W ODCZYNIE ZAPALNYM 535

poziomu wewnątrzkomórkowych jonów wapnia ([Ca2+]) w cytoplazmie [22], lecz 
możliwe są również alternatywne sposoby aktywacji, niezależne od jonów wapnia 
[65]. W wyniku aktywacji cPLA2 dochodzi do jej przemieszczenia do otoczki jądrowej 
lub siateczki śródplazmatycznej [65]. Aktywna fosfolipaza A2 tnie każdą cząsteczkę 
fosfolipidu w taki sposób, iż powstają dwa typy związków. Większa część służy jako 
substrat w syntezie czynnika aktywującego płytki krwi (PAF; ang.platelets activating 
factor), natomiast mniejszym produktem jest najczęściej kwas arachidonowy (kwas 
5,8,11,14-eikozatetraenowy) -  wielonienasycony kwas tłuszczowy, który może ulec 
dalszym przemianom wiodącym do powstania dwóch głównych typów eikozanoidów: 
prostanoidów i leukotrienów [55] (ryc.l).

FOSFOLIPIDY B ł ONY KOM ÓRKOW EJ

1' osfolipaza A 2 (PLA 2)

▼
P A F

KWAS ARACHTPONOWY

PGG 2 >  Cyklooksygenaza-1 (COX-1) 
i Cyklooksygenaza-2 (COX-2)LEUKOTRIEN Y

p g h 2

PROSTAGLANDYNY TROM BOKSANY

Synlaza
prostacykliny t x a 2

Prostacyklina (PG12)
(niestabilna) TXB2

D-lzomeraza F.- Izomenaza F-Reduktaza

PGD2 PGE2 PGF2a

RYCIN A 1. Szlak enzym atyczny przem iany fosfolipidów błony kom órkowej w  eikozanoidy i czynnik 
aktyw ujący płytki krwi (PAF); pogrubione -  eikozanoidy i PAF, kursyw a -  enzymy
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536 E. KOŁACZKOWSKA

W przypadku aktywności 5-lipoksygenazy kwas arachidonowy ulega dalszemu 
przekształceniu w leukotrieny, natomiast aktywne cząsteczki cyklooksygenazy powodują 
jego przemianę w prostanoidy: prostaglandyny i tromboksany [29]. Spośród wielo- 
nienasyconych kwasów tłuszczowych preferowanym substratem dla cyklooksygenazy 
jest kwas arachidonowy. Jednak również kwas homo-y-linolenowy i w mniejszym 
stopniu kwas eikozapentaenowy mogą ulec przemianom w prostanoidy [69]. W sposób 
schematyczny szlak przemian enzymatycznych fosfolipidów błony komórkowej 
przedstawiony jest na rycinie 1.

Podwójna aktywność katalityczna cyklooksygenazy

Cyklooksygenaza katalizuje przemianę wielonienasyconych kwasów tłuszczowych 
(np. kwasu arachidonowego) dwustopniowo (ryc. 2) [61]. Najpierw di-oksygenaza 
powoduje zamknięcie pierścienia pięciowęglowego, przez utworzenie wiązania C-C w 
cząsteczce kwasu arachidonowego oraz powoduje jego utlenienie w wyniku reakcji z 
dwoma cząsteczkami 0 2, prowadząc do powstania PGG2 [75]. Następnie peroksydaza 
powoduje redukcję, przez dwa elektrony, niestabilnej PGG2 do PGH2 (ryc. 2) [75].

Obie te aktywności katalityczne (di-oksygenaza i peroksydaza) zlokalizowane są 
na jednej cząsteczce nazwanej w związku z tym syntazą prostaglandyn G/H (PGHS; 
ang. prostaglandin H  synthase), syntazą endoperoksydazy prostaglandynowej lub 
cyklooksygenazą(COX). W niniejszym artykule używana będzie ostatnia z tych nazw, 
określająca obie aktywności katalityczne enzymu.

Prostaglandyna H2 jest wspólnym prekursorem dla wszystkich prostanoidów, a dalsza 
przemiana PGH2 w biologicznie aktywne prostaglandyny i tromboksany zależy od 
obecności lub braku specyficznych enzymów (syntaz) przedstawionych na rycinie 1 
[15,29, 69].

STRUKTURA CYKLOOKSYGENAZ

Cyklooksygenaza została wyizolowana w roku 1976, a następnie sklonowana w 
roku 1988 [10, 30, 38]. Pierwsze obserwacje wskazujące na istnienie indukowanej 
formy cyklooksygenazy pochodzą z roku 1990, kiedy to zespół Needlemana 
zaobserwował zwiększoną produkcję prostaglandyn pod wpływem LPS zarówno w 
ludzkich monocytach w warunkach in vitro [17], jak i w makrofagach otrzewnowych 
myszy in vivo [58]. Wzrost ten był powiązany z syntezą COX de novo oraz był 
hamowany przez glikokortykosterydy (deksametazon) [17]. Wkrótce potem indukowana 
odmiana cyklooksygenazy została nazwana COX-2 [76]. Stwierdzono, iż jest ona 
kodowana przez inny gen niż dotychczas scharakteryzowana odmiana, nazywana od 
tego momentu COX-1. Cyklooksygenaza-2 została następnie sklonowana [45, 87]. 
Obecnie obie odmiany są dobrze scharakteryzowane, zarówno strukturalnie jak i 
funkcjonalnie.

http://rcin.org.pl



ROLA CYKLOOKSYGENAZ W ODCZYNIE ZAPALNYM 537

COOH
Kwas arachidonowy

PG G ,

OH

RYCINA 2. Podw ójna aktyw ność katalityczna cyklooksygenazy: dw ustopniow a przem iana kwasu 
arachidonow ego w prekursora prostanoidów, prostglandynę H2 (PG H 2)

Budow a genów kodujących C O X -1 i COX-2 oraz ich promotory

Na poziomie genów obserwuje się istotne różnice między odmianami cyklo
oksygenazy poczynając od faktu, iż są one zlokalizowane na różnych chromosomach 
(patrz ryc. 3) [42]. Gen kodujący COX-l składa się z 11 eksonów i 10 intronów o 
łącznej długości 22,5 kilozasad, podczas gdy gen kodujący COX-2 jest znacznie 
mniejszy (8,3 kz) (ryc. 3) [30,42]. Różnica w wielkości genów wynika z braku jednego 
eksonu w genie kodującym COX-2 (ekson 1 i 2 obecne w genie dla COX-l uległy tu 
fuzji) oraz z faktu, iż introny genu kodującego COX-2 są mniejsze [30, 83]. Mały 
rozmiar genu kodującego COX-2 powiązany jest z tym, iż ulega on gwałtownej 
transkrypcji i obróbce postranskrypcyjnej [10]. Cechy te są charakterystyczne dla 
genów odpowiedzi pierwotnej (ang. primary response genes) [31]. Mimo to z 
rozmiarem 8,3 kilozasad, gen kodujący COX-2 jest jednym z największych genów w 
tej grupie [30].

Istotne różnice pomiędzy cyklooksygenazami dotyczą również promotorów 
kodujących je genów (ryc. 4). Podstawowa różnica dotyczy braku sekwencji TATA 
w strukturze genu dla COX-l [88]. Cecha ta jest charakterystyczna dla genów typu 
housekeeping, tj. takich, których produkty są niezbędne do praw idłowego 
funkcjonowania organizmu w warunkach fizjologicznych [10]. Nie zaobserwowano
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538 E. KOŁACZKOWSKA

RYCIN A 3. Struktura ludzkich genów kodujących C O X -l i COX-2 (na podstawie [10,83])

również indukowanej transkrypcji COX-l [74]. Natomiast promotor genu kodującego 
COX-2 (65% homologii pomiędzy gatunkami) zawiera sekwencję TATA i pewną liczbę 
miejsc wiążących elementy transkrypcyjne, a więc ma cechy wspólne dla genów 
indukowanych o zmiennej ekspresji, zwłaszcza tych, których produkty uczestniczą w 
stanach zapalnych (ryc. 4) [83]. Wśród elementów transkrypcyjnych, które mogą 
związać się z promotorem genu dla COX-2, wyróżniamy czynnik transkrypcyjny NFkB 
(ang. nuclearfactor KB) regulujący produkcję wielu czynników prozapalnych, takich 
jak cytokiny (np. TNF-a, IL-1(3, -6, -8, i INF-y) i tlenek azotu (NO) [3], oraz czynnik 
jądrowy interleukiny 6 (ang. nuclearfactor ofIL-6), CRE (ang. cyclicAMP response 
element binding protein) [30, 75, 76, 83]. Miejsce działania jednego z czynników 
transkrypcyjnych, octanu mirystynianu forbolu (TPA; ang. 12-O-tetradecanoyl- 
phorbol-13-acetate = triphorbol myristate acetate), zlokalizowane jest wewnątrz 
eksonu 1 [42]. Aktywność wszystkich tych czynników transkrypcyjnych związana 
jest z przebiegiem odczynu zapalnego i wiąże się bezpośrednio z głównym mechanizmem 
zw iększającym  ekspresję COX-2 w trakcie zapalenia [75]. W ykazano, iż 
wewnątrzkomórkowy sygnał prowadzący do transkrypcji COX-2 może być przekazany 
za pośrednictwem różnych dróg, w tym poprzez aktywację szlaku kinazy białkowej A, 
kinazy białkowej C (estry forbolu), fosfatazy, kinazy tyrozynowej oraz w wyniku 
transformacji wirusowej (src) [75, 76].

Różnice pomiędzy izoformami COX na poziomie mRNA i białka

Transkrypcja COX-l i 2 prowadzi do powstania mRNA o rozmiarach odpowiednio, 
2,8 i 4,5 kilozasad (ryc. 5) [30]. Transkrypt COX-2 jest niestabilny, co jest powiązane 
z obecnością na końcu 3’ trzech sygnałów poliadenylacji oraz długiego, niepod- 
legającego translacji regionu zawierającego 17 kopii „sekwencji niestabilności RNA” 
(AUUUA) zwanej sekwencją Shawn-Kamensa [83]. Uważa się, iż sekwencje te 
przyczyniają się do gwałtownej degradacji transkryptu, a niezmienność w mysich i 
ludzkich genach kodujących COX-2 wskazuje na ich ważną rolę [10,83]. W przypadku 
COX-l zaobserwowano tworzenie się różnych odmian alternatywnego zespalania
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RYCIN A 4. Prom otory ludzkich genów kodujących COX-1 i COX-2 (na podstawie [10,75])

(ang. splice variants) z pierwotnego transkryptu jako rezultat stymulacji przez 
TGF-(3, IL-1 (3, TNF-a, estry forbolu i surowicę [83]. Obserwowano także alternatywne 
składanie mRNA dla COX-2 w wyniku np. stymulacji mitogenem [87].

Pomimo zasadniczych różnic na poziomie DNA i RNA, struktura białek COX-1 i 2 
jest zaskakująco podobna (ryc. 5). Cząsteczka cyklooksygenazy-2 ma wielkość 70 
kDa, a COX-1 jest tylko nieco mniejsza, z masą 65 kDa [74]. Oba białka mają cztery 
miejsca N-glikozylacji i dwa bardzo konserwatywne obszary z identyczną sekwencją 
aminokwasów [10]. Białka wykazują 75% homologii. Również domeny katalityczne 
są bardzo konserwatywne [83]. Dwie główne różnice dotyczą I-rzędowej struktury 
aminokwasów. Na N-końcu COX-2 jest nieco krótsza, o 17 aminokwasów, a na końcu 
z wolną grupą karboksylową znajduje się 18 dodatkowych aminokwasów nieobecnych 
w strukturze COX-1 [45] (ryc. 5).

Cyklooksygenazy sąhomodimerami zarówno pod względem struktury, jak i funkcji. 
Każdy monomer składa się z trzech strukturalnych domen: domeny homologicznej do 
czynnika wzrostu naskórka (ang. epidermal growth factor), sąsiadującej z nim domeny 
wiążącej się z błoną (ang. membrane binding domain) i dużej, C-końcowej, globulamej 
domeny katalitycznej (ang. globular catalytic domain) [46].

Centra katalityczne cyklooksygenaz

Każda cząsteczka COX ma centrum katalityczne di-oksygenazy i peroksydazy, 
połączone ze sobą funkcjonalnie i strukturalnie. Centrum katalityczne di-oksygenazy
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RYCINA 5. Struktura m RNA i białka COX-1 i COX-2 u ludzi [83, zm odyfikowane]

zlokalizowane jest w rdzeniu enzymu, w kanale hydrofobowym, a centrum katalityczne 
peroksydazy znajduje się w pobliżu powierzchni cząsteczki [75]. Aktywność 
katalityczna peroksydazy jest niezależna od aktywności di-oksygenazy, ale nie 
odwrotnie, jak pokazano w warunkach in vitro [43].

Di-oksygenaza. Centra aktywności katalitycznej di-oksygenazy izoformy-1 i 2 mają 
podobną budowę, mechanizm katalityczny, kinetykę reakcji i dają podobne produkty 
[75]. Niemniej istnieją dwie różnice w strukturze di-oksygenaz o ważnych kon
sekwencjach farmakologicznych i biologicznych. Po pierwsze, miejsce aktywności 
katalitycznej COX-2 jest większe i bardziej elastyczne [56]. Ta różnica została 
praktycznie wykorzystana przy syntezie selektywnych inhibitorów COX-2 (porównaj 
w części II: Selektywne inhibitory cyklooksygenazy-2). Ponadto, przy niskim stężeniu 
kwasu arachidonowego w COX-1, ale nie COX-2, oba centra katalityczne w 
homodimerze COX hamują wzajemnie swoją aktywność (allosteryzm) [75]. Dzięki 
temu zjawisku, przy równoczesnej ekspresji obu izoform, COX-2 ma większe szanse 
skutecznie współzawodniczyć o uwolniony kwas arachidonowy z COX-1.

Peroksydaza. Budowa miejsc katalitycznych peroksydazy w cząsteczkach obu 
izoform COX jest podobna do struktury centrów katalitycznych pozostałych peroksydaz 
hemowych [47]. Ponadto, reakcja katalizowana przez peroksydazy COX-1 i -2 
przebiega z udziałem związków pośrednich I i II charakterystycznych dla tego typu 
enzymów [47,53]. Istnieją dwie różnice dotyczące centrów katalitycznych peroksydazy 
pomiędzy izoformami. COX-1 katalizuje prawie wyłącznie dwuelektronową redukcję 
substratu, podczas gdy COX-2 katalizuje 60% reakcji przy udziale dwóch elektronów,
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a pozostałe przez jeden elektron [47]. Z kolei w przypadku COX-2 szybkość 
powstawania związku pośredniego II z I jest większa niż w przypadku COX-1 [53].

Ilość, a także rodzaj produktów tworzonych w oksydacyjno-redukcyjnych reakcjach 
katalizowanych przez LO i COX silnie zależy od wewnątrzkomórkowego potencjału 
redoks [13]. Aktywacja katalityczna COX wymaga obecności pewnej ilości nadtlenku 
wodoru lub nadtlenoazotynu (ang. peroxynitrite, ONOO'), produktu reakcji NO z 
anionem ponadtlenkowym ( 0 2) [56]. Kompleksy ferryl-oxo, produkty reakcji 
nadtlenoazotynu z żelazem schelatowanym w hemowych grupach prostetycznych COX, 
reagują z tyrozyną w centrum katalitycznym utleniając ją  do rodnika tyrozynowego 
[26]. Rodnik ten inicjuje cyklooksygenację odszczepiając stereoselektywnie wodór w 
pozycji 13S kwasu arachidonowego [56].

FUNKCJA COX-l ICOX-2: PODOBIEŃSTWA I RÓŻNICE

Jak już wspomniano, obie cyklooksygenazy mają podobną aktywność katalityczną 
oraz bardzo podobną strukturę białek [19,39]. Różnią się natomiast stabilnością mRN A 
oraz wykorzystaniem substratu (kw. arachidonowego) pochodzącego z różnych źródeł 
[67]. Przez dłuższy czas za podstawową różnicę pomiędzy izoformami uważano fakt, 
iż ekspresja COX-1 jest konstytutywna, tj. zachodzi w sposób ciągły zarówno w 
warunkach fizjologicznych, jak i w stanach chorobowych, podczas gdy ekspresja COX- 
2 jest indukowana podczas stanów patologicznych. Obecnie wiemy, iż istnieje wiele 
wyjątków od tej reguły, np. konstytutywną ekspresję COX-2 wykryto w tkankach 
nowotworowych [54,62], ale także w normalnych komórkach śródbłonka naczyniowego 
[59, 89], mięśniach gładkich, osteoblastach i komórkach mezangialnych [61]. Stała 
ekspresja COX-2 zachodzi również w niektórych narządach, np. w mózgu, nerkach 
[15] i w macicy oraz błonach płodowych w trakcie ciąży [72, 73]. Z drugiej strony w 
pewnych przypadkach może zachodzić indukowana ekspresja COX-1. Pokazano, iż 
indukcja COX-1 towarzyszyła różnicowaniu się ludzkiej linii białaczki monocytowej 
wywołanej przez ester forbolu, a czynnik komórki macierzystej (SCF, ang. stem cell 
factor) i deksametazon wywołały ekspresję COX-1 w mastocytach pozyskanych ze 
szpiku kostnego myszy [23]. W warunkach in vivo ekspresja COX-1 może być 
indukowana w śródbłonku naczyń tętniczych macicy w trakcie ciąży [34, 36].

Konstytutywna ekspresja COX-1 związana jest z jej rolą w prawidłowym przebiegu 
niektórych procesów fizjologicznych, a więc w utrzymaniu homeostazy organizmu 
[15, 76]. Z drugiej strony ciągła gotowość do produkcji PG, będąca konsekwencją 
konstytutywnej ekspresji COX-1, odgrywa również ważną rolę w pierwszej fazie stanu 
zapalnego umożliwiając natychmiastową produkcję prostaglandyn. Natomiast ekspresja 
COX-2 może być wywołana przez liczną grupę bodźców zewnątrz- i wewnątrz
komórkowych, które związane są z rozwojem odpowiedzi immunologicznej. Do 
czynników indukujących ekspresję COX-2 należą lipopolisacharyd [17], forskolina,
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IL-1, TNF-a, surowica, czynnik wzrostu naskórka (EGF), transformujący czynnik 
wzrostu [3 (TGF-(3), interferon-y (IFN-y), czynnik aktywujący płytki krwi (PAF) [10, 
83]. Generalnie więc w odpowiedzi na specyficzny bodziec zewnętrzny może dojść do 
natychmiastowej (minuty do godziny) lub opóźnionej (godziny) produkcji prostaglandyn 
w zależności od tego, czy jest katalizowana odpowiednio przez COX-l czy COX-2 
[49].

Izoformy różnią się też lokalizacją wewnątrz komórki, gdyż COX-l funkcjonuje 
głównie w siateczce śródplazmatycznej (ER), podczas gdy COX-2 jest obecny zarówno 
w ER, jak i w osłonce jądrowej [10, 83]. Fakt, iż izoformy są zlokalizowane w różnych 
przedziałach komórkowych, wskazuje na to, że ich produkty również mogą mieć różne 
miejsce działania, a to mogłoby być jednym z powodów wyjaśniających, dlaczego 
enzym ten istnieje w dwóch odmianach [83]. Innym takim powodem może być fakt, iż 
COX-l zużywa kwas arachidonowy pochodzący spoza komórki (np. uwalniany w 
trakcie degranulacji mastocytów), a COX-2 katalizuje przemianę endogennego kwasu 
arachidonowego [30].

Podczas zapalenia lub innych stanów patologicznych ekspresja COX-l zwiększa 
się maksymalnie 2-3-krotnie w odróżnieniu od dwudziestokrotnie nasilonej ekspresji 
COX-2 [83].

PROSTAGLANDYNY JAKO PRODUKTY 
CYKLOOKSYGENAZY

Prostanoidy będące produktami aktywności katalitycznej cyklooksygenazy, obejmują 
prostaglandyny (PG) i tromboksany (TX) i w odróżnieniu od pozostałych eikosanoidów 
zawierają dodatkowy pierścień pięciowęglowy, od którego odchodzą dwa łańcuchy 
boczne, a  i co, połączone z pierścieniem przy C8 i C )2 [69]. Zdolność do produkcji 
prostanoidów ma większość typów komórek kręgowców, a prostaglandyny zostały 
wyizolowane nawet z tak prostych organizmów jak jamochłony [15].

Prostaglandyny zostały odkryte w latach trzydziestych XX wieku w związku z 
obserwacją, iż ludzki płyn nasienny zawiera substancję lipidową powodującą obniżenie 
ciśnienia krwi [55, 69]. Autorzy odkrycia sądzili, iż czynnik ten jest produkowany 
przez gruczoł krokowy (prostatę) i dlatego nazwali go prostaglandyną. W odróżnieniu 
od hormonów rozprowadzanych systemowo poprzez układ krążenia do narządów 
docelowych, w których zlokalizowane są ich specyficzne receptory [38], PG przekazują 
sygnał lokalnie. Sygnał ten przekazywany jest albo w sposób parakrynny na sąsiednie 
komórki lub autokrynowo, czyli na te same komórki, które je wyprodukowały [38]. 
Krótki zasięg sygnału jest konsekwencją krótkiego biologicznego półtrwania 
prostaglandyn (w przypadku niektórych PG wynosi on mniej niż 1 minuta) oraz faktu, 
iż wszystkie PG są szybko metabolizowane [69]. Eikozanoidy działają poprzez 
specyficzne receptory metabotropowe, mające siedem hydrofobowych domen
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transbłonowych, kooperujące z białkami G (R7G) [ 11,33]. W przypadku prostanoidów 
wyróżniamy sześć głównych typów receptorów: TP, IP, EP, FP, DP, odpowiednio dla 
ich głównych ligandów TXA,, PGI2, PGE2, PGF2a i PGD2; oraz cztery podtypy 
receptorów dla PGE2 (EP,, EP2, EP3, EP4) [63]. Szczegółowa rola prostaglandyn jest 
przedstawiona w następnych podrozdziałach. Natomiast główna rola pozostałych 
prostanoidów, czyli tromboksanów związana jest z procesem krzepnięcia krwi. 
Tromboksan A, (TXA2) ma silne właściwości powodujące agregację płytek krwi oraz 
skurcze naczyń krwionośnych [38], a jego akcja jest hamowana przez prostacyklinę 
(PGI2), jedną z najbardziej aktywnych naczyniowo prostaglandyn [61, 69].

Rola prostaglandyn w utrzymaniu homeostazy organizmu

Prostaglandyny regulują wiele z podstawowych procesów fizjologicznych w 
zróżnicowanych układach. W układzie pokarmowym regulują funkcje wydzielnicze 
poprzez stymulację produkcji śluzu i hamowanie wydzielania kwasów, a także kontrolują 
mchy gastryczne [15,30]. Rola prostaglandyn w nerkach dotyczy modulacji przepływu 
krwi oraz kontroli gospodarki wodno-elektrolitowej [28]. Ich obecność jest również 
ważna dla prawidłowego rozwoju mózgu, a prostaglandyna D2 (PGD,) odgrywa ważną 
rolę w czasie snu [15,30]. W przypadku układu rozrodczego prostaglandyny kontrolują 
niemal każdy przebiegający tam proces, uczestnicząc w migracji plemników, owulacji, 
luteinizacji, zapłodnieniu, zagnieżdżeniu się embrionu w macicy i w rozwoju płodu. 
Wreszcie prostaglandyny odgrywają ważną rolę w czasie samego porodu powodując 
skurcze macicy [30]. Ponadto prostaglandyny mogą powodować zarówno zwężenie 
światła oskrzeli (PGF2a, PGD2, TXA4, PGG2), jak i jego rozszerzenie (PGE2, PGI2), 
co wskazuje na ich rolę w procesie oddychania [15, 30]. W poprzednim paragrafie 
omówiono przeciwzakrzepowe właściwości prostaglandyn i ich przeciwstawną funkcję 
w stosunku do tromboksanów.

Rola prostaglandyn w stanie zapalnym  i innych stanach chorobowych

Prostaglandyny odgrywają kluczową rolę w procesach patofizjologicznych, takich 
jak: stany zapalne [25,29,61], choroby nowotworowe [16,20] czy choroba Alzheimera 
[32]. W przypadku stanów zapalnych działanie prostaglandyn wywołuje symptomy 
odpowiadające wszystkim czterem głównym oznakom zapalenia opisanym przez 
Celsusa (30 p.n.e.-38 n. e.) [55]. Powodując skurcze mięśni gładkich naczyń 
krwionośnych i/lub zwiększając przepływ krwi (co prowadzi do rozszerzenia naczyń), 
prostaglandyny powodują wzrost przepuszczalności naczyń krwionośnych [6, 29]. 
Przejawia się to zaczerwienieniem (rubor) oraz powstaniem obrzęku (tumor) w ognisku 
zapalnym. Ponadto prostaglandyny powodują lokalne podwyższenie temperatury 
(icałor) [8], a działając na lokalne zakończenia nerwowe indukują ból (dolor) [29]. 
Wszystkie te objawy prowadzą do zaburzenia funkcji narządu (Galen: functio laesa), 
zjawiska charakterystycznego dla procesów chorobowych. Głównymi prostaglandynami 
zaangażowanymi w proces zapalny są PGE2 i prostacyklina, ale jest również 
obserwowany udział PGF2a, PGD^ i 6-keto-PGF,u [69]. Należy wspomnieć, iż w
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przebiegu procesu zapalnego ważną rolę odgrywają także inne czynniki lipidowe, które 
mogą przejawiać aktywność przeciwstawną lub podobną do prostaglandyn. Niektóre 
czynniki lipidowe, np. PAF i leukotrieny cysteinowe, przejawiają aktywność 
synergistycznąz PG. Wraz z innymi czynnikami aktywnymi naczyniowo (histaminą, 
kininami) eikozanoidy te powodują wzrost przepuszczalności naczyń krwionośnych. 
Niektóre przejawy działalności prostaglandyn są zjawiskami złożonymi, na przykład 
aktywne naczyniowo prostaglandyny (PGE2 i PGI,) nie wywołują bezpośredniego 
tworzenia obrzęku w miejscu zapalnym. Zjawisko to tłumaczy hipoteza „dwóch 
mediatorów”, zgodnie z którą PGE2 i prostacyklina pośredniczą w tworzeniu się obrzęku 
w sposób pośredni, współdziałając z drugą grupą mediatorów. Najpierw histamina i 
bradykinina powodują wzrost przepuszczalności naczyń, który prowadzi do wycieku 
osocza. Wyciek ten jest następnie potęgowany przez PGE2 i PGI2 poprzez zwiększenie 
przepływu krwi [69, 84]. Również w przypadku zjawiska bólu PGE2 i prostacyklina 
działają, najprawdopodobniej, na zasadzie mechanizmu potęgującego akcję histaminy 
i bradykininy poprzez uwrażliwianie zakończeń nerwów bólowych [69].

Korelację pomiędzy gwałtownym wzrostem syntezy prostaglandyn a rozwojem 
choroby wykazano w przypadku takich stanów chorobowych, jak: astma, reumatoidalne 
zapalenie stawów (też zapalenie stawów i kości), zapalenie jelit i okrężnicy, a także w 
powiązaniu z procesem resorpcji kości [38]. Zwiększoną produkcję prostaglandyn 
obserwowano również w trakcie niektórych chorób nowotworowych, a zwłaszcza w 
przebiegu nowotworów jelit. Szczegóły roli PG i cyklooksygenaz(y) w tym aspekcie 
są przedmiotem artykułów przeglądowych w Postępach Biologii Komórki [37, 44] 
oraz w czasopismach anglojęzycznych [16, 20, 80]. Prawdopodobnie najlepszym 
wskaźnikiem znaczenia prostaglandyn w przebiegu stanów chorobowych jest pow
szechne i skuteczne leczenie pacjentów poprzez podawanie inhibitorów cyklo- 
oksygenazy. Charakterystyka i mechanizm działania poszczególnych klas inhibitorów 
jest przedmiotem części II niniejszego artykułu. Dla poniższych dywagacji istotne będzie, 
iż inhibitory aktywności cyklooksygenaz najogólniej dzielimy na nieselektwne, hamujące 
zarówno CO X -1 i COX-2, oraz selektywne, hamujące aktywność tylko jednej z izoform 
[51, 52, 81].

MYSZY Z NIEAKTYWNYMI GENAMI KODUJĄCYMI 
COX-1 LUB COX-2

Istotnych danych dotyczących roli poszczególnych izoform w procesach fi- 
zjo(pato)logicznych dostarczyły badania przeprowadzone na myszach genetycznie 
zmodyfikowanych, z nieaktywnymi, w wyniku manipulacji DNA (gene-targeting), 
genami kodującymi cyklooksygenazę (ang. COX knockout mice) [48, 49]. U myszy 
tych nie obserwowano ani powstawania transkryptu, ani białka dla odpowiednich 
izoform. U myszy będących heterozygotami, RNA i białko COX-1 lub COX-2 osiągało
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ekspresję odpowiadającą 50% poziomu obecnego u myszy kontrolnych (ang. wild- 
type mice) z dzikimi (aktywnymi) genami dla odpowiednich odmian COX [48, 49, 
60].

Myszy z nieaktywnym genem dla COX-1 (<cox-P/cox-2+) rodziły się bez komplikacji, 
a długość ich życia była normalna. Pomimo iż w większości tkanek poziom 
prostaglandyn był obniżony o 99% w stosunku do poziomu u myszy kontrolnych, nie 
odnotowano u nich rozwoju żadnej patologii [49, 50]. Wyniki te były dużym 
zaskoczeniem, gdyż poddały w wątpliwość dogmat o roli COX-1 w utrzymaniu 
homeostazy organizmu (housekeeping). Co ciekawe nie zaobserwowano też 
kompensacyjnego zwiększenia aktywności COX-2 w warunkach fizjologicznych. Być 
może ewentualny mechanizm kompensacyjny działa za pośrednictwem innych niż PG 
czynników, np. tlenku azotu (porównaj w części II: Niesteroidowe Leki Przeciw
zapalne uwalniające tlenek azotu (NO-NSAIDs)). Najważniejsze powikłania 
odnotowane u myszy cox-l'/cox-2+, dotyczyły trudności z porodem następnego 
pokolenia oraz tego, iż potomstwo to rodziło się martwe albo umierało wkrótce po 
narodzinach [48, 50-}. [69].

W przeciwieństwie do myszy cox-l'/cox-2+, u zwierząt z nieaktywnym genem dla 
COX-2 (co x -l+/co x -2 j  odnotowano wiele patologii [48, 49]. Zaledwie 60% 
nowonarodzonych myszy cox-1Vcox-2' przeżyło po odstawieniu od pokarmu matki, a 
spośród nich tylko 75% dożyło jednego roku [12, 14]. Dotychczas nie poznano 
przyczyny śmierci przed upływem trzech tygodni życia, a późniejsze zgony były 
związane z rozwojem zapalenia otrzewnej lub nieprawidłowym funkcjonowaniem nerek. 
Ponadto samice cox-l+/cox-2' były prawie całkowicie sterylne [14], a u wszystkich 
myszy obserwowano nieprawidłowości w funkcjonowaniu nerek, które pogłębiały się 
wraz z wiekiem [14, 60].

PROZAPALNA AKTYWNOŚĆ C YKLOOKS Y GEN AZ Y-l 
I CYKLOOKSYGENAZY-2

Próbując wyjaśnić rolę poszczególnych izoform w procesie zapalnym, u myszy 
z nieaktywnymi genami kodującymi cyklooksygenazy wywołano stan zapalny ucha 
przez podanie kwasu arachidonowego [50, 60]. Zaobserwowano, iż u myszy cox-lV  
cox-2+ obrzęk ucha został zahamowany o 70% w stosunku do tegoż u myszy 
kontrolnych. U heterozygot COX-1 odpowiedź zapalna miała natężenie pośrednie 
pomiędzy myszami cox-l'/cox-2+ a zwierzętami kontrolnymi [49, 50]. Sugeruje to 
rolę COX-1, ale nie COX-2, na tym etapie procesu zapalnego. Ponadto, podanie octanu 
mirystynianu forbolu wywołało podobną reakcję zapalną zarówno u myszy z 
nieaktywnym genem kodującym COX-1, COX-2, jak i u myszy kontrolnych [50,60]. 
Obserwacja ta była niespodziewana, gdyż octan mirystynianu forbolu indukuje ekspresję 
COX-2 (porównaj w Budowa genów kodujących COX-1 i COX-2 oraz ich 
promotory), co wskazywałoby na rolę izoformy-2 w reakcji zapalnej na ten związek 
[49]. Ponieważ myszy cox-P/cox-2' mają normalną ekspresję COX-1, możliwe jest,
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iż sama izoforma-1 jest odpowiedzialna za produkcję prostaglandyn w takiej ilości, 
która umożliwia normalny przebieg reakcji zapalnej [48, 49]. Rola COX-1 w 
powstawaniu obrzęku została również pokazana w trakcie zapalenia łapy myszy 
wywołanego przez podanie karrageniny (wielocukier z roślin morskich) [25]. Tylko 
nieselektywny inhibitor COX (indometacyna) zahamował powstanie obrzęku zarówno 
u myszy cox-l+/cox-2', jak i zwierząt kontrolnych wskazując na rolę COX-1 w tym 
procesie [23,25]. Wczesne etapy odczynu zapalnego związane z powstaniem obrzęku 
są konsekwencją zwiększonej prze-puszczalności lokalnych naczyń krwionośnych, 
prow adzącej do w ysięku osocza do tkanek [55]. W naszych badaniach 
wykorzystujących mysi model zapalenia otrzewnej wywołanego przez podanie 
zymosanu (wielocukrowy składnik ściany drożdży Saccharomyces cerevisiae) 
wykazaliśmy, iż nieselektywny inhibitor cyklooksygenaz (indometacyna), w odróżnieniu 
od inhibitorów selektywnych dla COX-2 (NS-398, nimesulid), zahamował wzrost 
przepuszczalności naczyń w jamie otrzewnej [41]. Ponadto w punkcie czasowym 
korelującym z maksymalnym zwiększeniem przepusz-czalności naczyń (pół godziny 
po wywołaniu zapalenia [40]), zaobserwowaliśmy tylko ekspresję genu kodującego 
COX-1. Natomiast ekspresja genu dla COX-2 nastąpiła po upływie 1 godziny i nie 
uległa zmianie na dalszych etapach odczynu zapalnego (przynajmniej do jego szóstej 
godziny) [41]. Wszystkie powyższe wyniki wskazują na główną rolę COX-1 we 
wczesnych etapach odczynu zapalnego związanych z wysiękiem osocza i powstaniem 
obrzęku. Zjawiska te zachodzą na tak wczesnych etapach odczynu zapalnego (minuty 
do jednej godziny), iż wykluczają możliwość zajścia ekspresji genu kodującego COX- 
2, jego transkrypcji i translacji, co może tłumaczyć udział COX-1 w tych procesach. Z 
drugiej strony cyklooksygenaza-1 ma podobną aktywność katalityczną jak COX-2, co 
pozwala na produkcję tych samych prostaglandyn [83].

Opublikowano również prace, które wskazują na rolę COX-2 w powyższych 
procesach. Seibert i wsp. [70] pracujący na modelu odczynu zapalnego wywołanego 
przez podanie karrageniny do podskórnych torebek powietrznych utworzonych 
uprzednio na grzbiecie myszy (ang. air pouch model), zaobserwował, iż selektywny 
inhibitor COX-2 (SC-58125) zahamował powstanie wysięku w ognisku zapalnym. 
Jednak użyta dawka SC-58125 była 100-krotnie większa niż potrzebna do zahamowania 
produkcji prostaglandyn, podczas gdy lek ten wykazuje 100-krotnie większą selek
tywność dla COX-2 niż COX-1 in vitro [66]. Możliwe jest więc, iż użyta dawka SC- 
58125 zahamowała również aktywność COX-1 [23]. Z kolei Katori i zespół [27, 38] 
pracujący na modelu odczynu zapalnego opłucnej indukowanego przez podanie 
karrageniny wykazali korelację czasową pomiędzy ekspresją i aktywnością COX-2 a 
procesem wysięku osocza do jamy opłucnej [27]. Podanie selektywnego inhibitora 
COX-1 (aspiryna) oraz selektywnych inhibitorów COX-2 (nimesulid, SC-58125) 
spowodowało zahamowanie wysięku osocza [27]. Wyniki te wskazują na udział obu 
izoform w procesie zwiększonej przepuszczalności naczyniowej, przy czym należy 
podkreślić, iż w badanym modelu maksymalny wzrost przepuszczalności naczyń 
krwionośnych obserwuje się dopiero w pięć godzin od podania karrageniny (czyli bardzo 
późno) [38].
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Jedne z pierwszych doniesień dotyczących roli cyklooksygenazy-2 w procesach 
zapalnych wskazywały na jej indukowaną i przejściową ekspresję w komórkach 
wysiękowych, zarówno w czasie ostrego [79] jak i chronicznego [82] odczynu 
zapalnego. We wspomnianym już modelu odczynu zapalnego opłucnej indukowanym 
przez podanie karrageniny, szczyt ekspresji i aktywności COX-2 i produkcji PGE2 
przypada po dwóch godzinach od podania irytanta, równocześnie z napływem neutrofili 
(leukocytów wielopłatowojądrzastych; PMN, ang. polymorphonuclear leukocytes), 
przy czym ekspresja COX-2 jest obserwowana zarówno w PMN, jak i w fagocytach 
jednojądrzastych (monocytach/makrofagach) [79]. W tym czasie nieselektywne i 
selektywne inhibitory COX-2 hamowały reakcję zapalną, podczas gdy w szóstej godzinie 
stanu zapalnego efekt taki wywoływały tylko nieselektywne inhibitory COX [25]. Ta 
zaskakująca obserwacja wskazuje na to, iż na tym etapie główną izoformą odpo
wiedzialną za utrzymanie odpowiedzi zapalnej była COX-l.

Odczyn zapalny wywołany przez podanie karrageniny do podskórnych torebek 
powietrznych utworzonych na grzbiecie myszy również doprowadził do indukcji COX- 
2 i produkcji PGE2, których źródłem były wysiękowe makrofagi i komórki wyścielające 
wewnętrzną powierzchnię torebek powietrznych [57]. Podanie deksametazonu 
spowodowało zahamowanie ekspresji COX-2 i produkcji PG, a podanie selektywnych 
(NS-398) i nieselektywnych (indometacyna) inhibitorów COX-2, zablokowanie syntezy 
prozapalnych PG [57].

Również dożylne podanie LPS (lipopolisacharyd) szczurom wywołało ekspresję 
COX-2 w komórkach aorty i leukocytach krwi [18]. Dodatkowa dożylna aplikacja 
kwasu arachidonowego doprowadziła do produkcji 6-keto-PGF,a, PGE, i TXB,, która 
była hamowana przez podanie selektywnego inhibitora COX-2 (NS-398) [18].

Cyklooksygenaza-2 jest także zaangażowana w przebieg chronicznych odczynów 
zapalnych. Podczas reumatoidalnego zapalenia stawów wywołanego przez podanie 
adjuwanta (Mycobacterium butyricum w oleju mineralnym) wykazano indukcję mRNA 
i powstanie białka COX-2 w powiązaniu z powstawaniem obrzęku i syntezą PG w 
stawach [2]. Podanie selektywnego inhibitora tej izoformy (SC-58125) zahamowało 
powyższe objawy zapalenia. Podobnych obserwacji dokonano po podaniu oleju 
krotonowego w kompletnym adjuwancie Freunda do torebek powietrznych na grzbiecie 
myszy [82], a także w modelu powracającego zapalenia alergicznego [64].

PRZECIWZAPALNA AKTYWNOŚĆ CYKLOOKSYGENAZY: 
COX-2 CZY COX-3?

W serii ostatnich artykułów dotyczących charakterystyki modelu odczynu zapalnego 
opłucnej, indukowanego u myszy przez podanie karrageniny, grupa pod kierunkiem 
prof. Willoughby zaobserwowała dwie fazy ekspresji cyklooksygenazy-2 [23-25,86].
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Pierwsza, wczesna faza ekspresji i aktywności COX-2 została wykryta w dwie 
godziny od podania irytanta i była połączona z rozwojem odczynu zapalnego, napływem 
neutrofili i produkcją prozapalnej PGE2 [24,25]. Na tym etapie zarówno selektywne, 
jak i nieselektywne inhibitory COX blokowały reakcję zapalną. Po upływie 48 godzin 
od podania karrageniny ponownie obserwowano wzrost aktywności COX-2. Druga 
faza aktywności tej izoformy była znacznie silniejsza niż poprzednia i była połączona 
z procesem wygaszania odczynu zapalnego i późnym napływem makrofagów. Nie 
towarzyszyła jej produkcja prostaglandyn prozapalnych. Podanie selektywnych 
inhibitorów COX-2, w przeciwieństwie do nieselektywnych, po 24 do 48 godzin od 
podania irytanta prowadziło do wydłużenia zapalenia, czyli następowało zahamowanie 
procesu wygaszania odczynu zapalnego [24]. Autorzy zasugerowali, iż powtórna 
ekspresja COX-2 ma miejsce w makrofagach napływających do ogniska zapalnego, w 
których cyklooksygenaza preferencyjnie indukuje syntezę przeciwzapalnych prosta
glandyn, takich jak: PGD2 i jej metabolity, prostaglandyny cyklopentanowe z serii J, np. 
15-deoxy-A12, ,4PGJ2 [9,23,86]. Prostaglandyny te działają albo na sąsiadujące komórki, 
albo w sposób autokrynny na komórki macierzyste powodując aktywację receptorów 
PPAR-y i/lub hamując aktywność czynnika transkrypcyjnego NFkB [35,68,71]. Oba 
z tych procesów prowadzą do zahamowania ekspresji i aktywności cytokin 
prozapalnych i indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS), a w konsekwencji do 
wygaszenia stanu zapalnego. Związane jest to z faktem, iż receptory PPAR (ang. 
peroxisome proliferator activated receptor) tworzą heterodimery z receptorem RXR 
(ang. retinoid X  receptor), a powstały kompleks wiąże się z PPRE (ang. peroxisome 
proliferator response elements) kontrolującymi ekspresję wielu genów [21]. Z kolei 
czynnik transkrypcyjny NFkB bezpośrednio reguluje aktywację wielu czynników 
prozapalnych, w tym cytokin i tlenku azotu (porównaj w Budowa genów kodujących 
COX-l i COX-2 oraz ich promotory) [3]. Pokazano w szczególności, iż 15-deoxy- 
A12,14PGJ, powoduje zahamowanie ekspresji genów zależnych od NFkB poprzez 
mechanizm kowalencyjnej modyfikacji kluczowych cystein w kinazie IkB (aktywującej 
IkB -  inhibitor NFkB) i w domenach podjednostek NFkB wiążących się z DNA [77]. 
Niedawno wykazano, iż inhibicja produkcji czynników prozapalnych może być 
konsekwencją nie tylko zahamowania oddziaływań NFkB-DNA, ale i fizycznych 
interakcji pomiędzy NFkB i PPAR-y [7].

W mysim modelu odczynu zapalnego opłucnej indukowanym przez podanie 
karrageniny, PGD, i 15-deoxy-AI2> l4PGJ2 zostały wykryte w płynie wysiękowym 
zarówno na wczesnych, jak i na późniejszych etapach zapalenia. Wydaje się jednak 
prawdopodobnym, iż na wczesnych etapach reakcji zapalnej aktywność przeciw
zapalnych PG była maskowana przez aktywność PGE2 o właściwościach prozapalnych 
[24]. -

Z powyższych obserwacji wynika więc, iż w czasie odczynu zapalnego opłucnej 
wywołanego przez podanie karrageniny, COX-2 odgrywa dwie przeciwstawne role. 
Próba wyjaśnienia tego „funkcjonalnego zamieszania” doprowadziła do postawienia 
hipotezy, iż prozapalną aktywność należy rzeczywiście przypisać COX-2, ale właś
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ciwości przeciwzapalne -  trzeciej odmianie cyklooksygenazy [5, 85]. Hipotetyczna 
COX-3 byłaby strukturalnie zbliżona do COX-2, być może nawet kodowana przez ten 
sam gen, ale poddana innej obróbce na poziomie RNA, na co wskazuje fakt, iż jej 
aktywność była blokowana przez selektywne inhibitory COX-2 [85]. Zgodnie z tą 
hipotezą ekspresja/aktywność poszczególnych odmian cyklooksygenazy zmieniałaby 
się w przebiegu odczynu zapalnego, przynajmniej w tym modelu, w zależności od jego 
etapu (porównaj tab. 1).

Dane wskazujące na istnienie trzeciej odmiany cyklooksygenazy pochodzą również 
z badań nad paracetamolem, który w świetle powyższej hipotezy byłby pierwszym 
poznanym inhibitorem COX-3 [4,5]. Zagadnienie to jest omówione w części II niniejszej 
pracy.

T A B E L A  1. E kspresja  i d o m inu jąca  ak ty w n o ść  izo fo rm  cy k lo o k sy g en azy  (C O X ) na ró żn y ch  
e ta p ac h  o d c zy n u  z ap a ln e g o  na  p rz y k ła d z ie  z ap a le n ia  o p łu cn e j w y w o ła n eg o  p rz e z  p o d a n ie  
k a rrag en in y  [2 1 -2 3 ]; -  b rak  ek sp res ji/b rak  ak ty w n o śc i, „+ ” -  za jśc ie  ek sp res ji/n a tężen ie
ak tyw ności (+  < + ++ ).

EKSPRESJA AKTYWNOŚĆ

^̂ ÎzofoiTna 
Z a p a le n ie ^ —

COX-l COX-2 COX-3 COX-l COX-2 COX-3

Brak + - - +++ - -

Wczesne etapy 
(0-1 h)

+ -/+ - +++ - -

Rozwój odczynu + + + +++

Kulminacja + + - +++ + -

Wygaszanie + ? + + +/? +++
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PODSUMOWANIE

Istnienie co najmniej dwóch cząsteczek o identycznej aktywności katalitycznej, ale
0 zróżnicowanej ekspresji (konstytutywna/indukowana) jest zjawiskiem poznanym 
stosunkowo niedawno, ale nie odosobnionym (porównaj: syntaza tlenku azotu [ 1,78]). 
W przypadku cyklooksygenazy każda z jej odmian odgrywa istotną rolę w przebiegu 
odczynu zapalnego, różną jednak na poszczególnych jego etapach. Cyklooksygenaza-
1 z racji swej konstytutywnej ekspresji jest gotowa do rozpoczęcia produkcji prosta
noidów natychmiast po otrzymaniu sygnału aktywacji, natomiast cyklooksygenaza-2 i 
hipotetyczna cyklooksygenaza-3 włączają się na późniejszych etapach rozwoju i 
przebiegu reakcji zapalnej. Jednak ekspresja i aktywność cyklooksygenazy-1 nie ulegają 
w tym czasie zmianie. Ostatnie badania wskazują, iż cyklooksygenaza, poprzez 
produkcję prostaglandyn przeciwzapalnych, rozpoczyna/włącza się również w proces 
wygaszania procesu zapalnego. Prace eksperymentalne muszą jeszcze potwierdzić, 
czy za ten przejaw aktywności cyklooksygenazy jest odpowiedzialna kolejna izoforma 
tego enzymu, cyklooksygenaza-3.

PODZIĘKOW ANIA

Dziękuję wszystkim współpracownikom, zarówno w Krakowie jak i w Tromso, 
(Norwegia), za krytyczne komentarze i pomocne sugestie w trakcie przygotowań 
wykładu na obronę mojej pracy doktorskiej, na którym oparty jest niniejszy artykuł.
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CYKLOOKSYGENAZY II. NIESTEROIDOW E LEKI 
PRZECIW ZAPALNE JAKO ICH INHIBITORY1

CYCLOOXYGENASES II. NONSTEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY 
DRUGS AS THEIR INHIBITORS

Elżbieta Kołaczkowska*

Zakład Immunobiologii Ewolucyjnej, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloński

Streszczenie: Odkryta w 1897 roku aspiryna (kwas acetylosalicylowy) była najw ażniejszym  i najpow 
szechniej stosow anym  lekiem przeciw zapalnym , przeciw bólow ym  i przeciw gorączkow ym  w XX w ie
ku. A spiryna i jej analogi o wspólnej nazwie N iesteroidowe Leki Przeciwzapalne (NSAIDs) działają 
poprzez wspólny m echanizm  oparty na zdolności do ham ow ania enzym ów cyklooksygenaz. C yklook
sygenazy istnieją w co najmniej dwóch odmianach: konstytutywnej (C O X -l) i indukowanej (COX-2). 
Aspiryna i pozostałe klasyczne NSAIDs pow odują zaham ow anie obu izoform COX. Ponieważ prosta
glandyny produkowane w wyniku aktyw ności katalitycznej C O X -l ochraniają błonę śluzow ą przew o
du pokarm ow ego, dlatego też zaham ow anie jej aktywności prowadzi do owrzodzeń żołądka i dw unast
nicy. W celu zapobiegania rozwojowi owrzodzeń m ożna równolegle podawać leki osłaniające śluzówkę 
przew odu pokarm ow ego oraz zastępow ać klasyczne N SAIDs przez ich odpow iedniki uw alniające 
tlenek azotu bądź połączone z fosfolipidam i am fipatycznym i. N ajnowsze badania pozwoliły na stw o
rzenie selektywnych inhibitorów COX-2, które pow odują tylko zaham ow anie COX-2 odpowiedzialnej 
za sym ptom y zapalenia i reakcje bólowe. Nowa generacja NSAIDs charakteryzuje się podniesionym  
bezpieczeństw em , choć nie jest wolna od efektów ubocznych. Efekty te są konsekwencją konstytutyw 
nej ekspresji COX-2 w nerkach, gojących się wrzodach i układzie rozrodczym. Coraz więcej doniesień 
wskazuje na istnienie trzeciej izoform y COX (COX-3), w  tym badania nad paracetamolem . M echanizm  
działania tego leku był dotychczas nieznany. Zdolność paracetam olu do ham ow ania bólu i gorączki, ale 
nie zapalenia, przy niskiej selektywności dla C O X -l i COX-2, wydaje się potwierdzać tę hipotezę. 
Powyższe odkrycia zm ieniły pozycję aspiryny w XXI wieku. Jest ona obecnie zalecana, w małych 
dawkach, jako lek przeciw zakrzepowy w związku z w yłączną obecnością C O X -l w płytkach krwi.

Słowa kluczowe: COX -  NSAID -  nieselektywne inhibitory COX -  selektywne inhibitory COX-2 -  
COX-3 -  aspiryna -  paracetamol
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Summary: Since its discovery in 1897 aspirin (acetylsalicylic acid) was the m ost im portant and com m on 
anti-inflamm atory, analgesic and anti-pyretic drug throughout the tw entieth century. Aspirin and aspi- 
rin-like drugs, named com m only N onsteroidal Anti-Inflam m atory Drugs (NSAIDs), exert their action 
through inhibition o f  cyclooxygenase enzymes. Cyclooxygenase exists in at least two isoforms: consti
tutive COX-1 and inducible COX-2. Aspirin and other classical NSAIDs inhibit both isoforms. As 
prostaglandins that are produced due to COX-1 activity protect m ucosa o f  gastrointestinal tract, inhibi
tion o f  this isoform  leads to ulceration o f  stomach and duodenum . In order to prevent ulcer developm ent 
m ucosal coating drugs can be co-adm inistrated, or classical N SAIDs m ay be substituted by N SAIDs 
releasing nitric oxide or associated w ith zwitterionic phospholipids. Recent studies led to developm ent 
o f  selective COX-2 inhibitors inhibiting only COX-2 that is involved in inflam m ation and pain. New 
generation o f  N SAIDs is safer but not free o f  side effects that are due to constitutive expression o f  COX- 
2 in kidneys, healing ulcers and reproductive tract. Increasing num ber o f  studies, including those on 
paracetam ol, implies existence o f  the third COX isoform (COX-3). Till now the m echanism  o f  paraceta
mol action was unknown. The fact that paracetamol reduces pain and fever but not inflam m ation, while 
possessing low selectivity for COX-1 and COX-2, seems to confirm  this hypothesis. Above discoveries 
changed the position o f  aspirin in the twenty-first century. Now adays, low-dose aspirin is recom m en
ded as an anti-throm botic drug since platelets contain exclusively COX-1.

Key words: COX -  N SA ID -non-selective COX inhibitors -  selective COX-2 inhibitors -  C O X -3 - 
aspirin -  paracetam ol

„Najlepszym sposobem  pozbycia się problem u je s t  je g o  rozwiązanie

Alan A. Saporta

WPROWADZENIE

Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne (ang. Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs\ 
NSAIDs) to grupa leków działająca głównie, choć nie wyłącznie [87, 91], poprzez 
hamowanie aktywności cyklooksygenazy (COX), enzymu uczestniczącego w 
biosyntezie prostaglandyn [92]. Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne, a wśród nich 
aspiryna, należą do najczęściej przyjmowanych środków, gdyż w samych Stanach 
Zjednoczonych 17 min ludzi przyjmuje je codziennie [36], ale równocześnie powodują 
największe komplikacje spośród wszystkich stosowanych terapii -  prawdopodobieństwo 
wystąpienia owrzodzenia przewodu pokarmowego wynosi 20-30% , a ryzyko 
hospitalizacji dotyczy 1-2% pacjentów rocznie [32]. Cyklooksygenazy istnieją w co 
najmniej dwóch odmianach: konstytutywnej (COX-l) i indukowanej (COX-2). 
Stwierdzono, iż cytotoksyczność NSAIDs jest konsekwencją zahamowania COX-l, 
gdyż produkowane konstytutywnie prostaglandyny spełniają funkcje ochronne w 
przewodzie pokarmowym. Przełom w badaniach nad udoskonalaniem NSAIDs 
związany jest z odkryciem drugiej izoformy COX (COX-2) i zsyntetyzowaniem jej 
selektywnych inhibitorów o znacznie podwyższonym poziomie bezpieczeństwa [19, 
30, 71]. Pomimo iż inhibitory te nie są całkowicie wolne od efektów ubocznych, ich 
zastosowanie otworzyło nowy rozdział w leczeniu stanów patologicznych, w tym reakcji 
zapalnych.
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Ostatnie badania wykazują istnienie trzeciej izoformy COX (COX-3). Część z nich 
wskazuje, iż paracetamol może być pierwszym poznanym inhibitorem COX-3 [5,6].

HISTORIA ODKRYCIA NIESTEROIDOWYCH LEKÓW 
PRZECIWZAPALNYCH

Odnalezione kamienne tablice pochodzące z czasów cywilizacji sumeryjskiej ujawniły, 
iż Asyryjczycy używali wyciągu z liści wierzby do leczenia bólu mięśni. Również 
starożytni Egipcjanie i Grecy stosowali wyciąg z liści lub kory wierzby w leczeniu 
stanów zapalnych i jako środka przeciwbólowego [37]. Chociaż w ciągu następnych 
wieków ekstrakt z kory wierzby był powszechnie używany jako analgetyk i środek 
przeciwzapalny, dopiero w XIX wieku wyizolowano z niego aktywny związek, salicylinę. 
W 31 lat później, w roku 1859, z salicyliny wyizolowano kwas salicylowy, który został 
następnie zsyntetyzowany [38]. Był on powszechnie używany ze względu na 
skuteczność w obniżaniu stanów gorączkowych, znoszeniu bólu i leczeniu stanów 
zapalnych. Największą jego wadą był okropny smak. Jak głosi legenda, ta właśnie 
cecha popchnęła Feliksa Hoffmana, młodego chemika zatrudnionego w firmie Bayer 
do badań, które doprowadziły do zsyntetyzowania kwasu acetylosalicylowego w 1897 
r. [93]. Otóż ojciec F. Hoffmana cierpiał z powodu zaawansowanego reumatyzmu i 
miał zachęcać syna do stworzenia mniej gorzkiego, neutralnego w smaku leku. Kwas 
acetylosalicylowy otrzymał handlową nazwę Aspiryna (niem. Aspiryn): „A” oznacza 
grupę acetylową, a „spir” pochodzi od nazwy gatunkowej tawuły (Spirea ulmania), z 
której wyizolowano go po raz pierwszy [38]. Heinrich Dreser, dyrektor naukowy w 
Bayer, przetestował aspirynę na sobie i na zwierzętach laboratoryjnych, a badania te 
potwierdziły, iż jest skutecznym analgetykiem, lekiem przeciwgorączkowym i 
przeciwzapalnym [16]. Obecnie szacuje się, że roczna światowa produkcja aspiryny 
wynosi 50 tysięcy ton, a średnia liczba tabletek przyjmowanych przez jednego pacjenta 
to 80 sztuk rocznie [91]. Wskaźniki te byłyby na pewno wyższe, gdyby nie fakt, iż 
począwszy od lat pięćdziesiątych zsyntetyzowano wiele pochodnych kwasu ace
tylosalicylowego, które obecne są na rynku (około 15 specyfików). Poszukiwania tych 
leków związane były z faktem, że przyjmowanie aspiryny wywoływało poważne efekty 
uboczne, w tym uszkodzenia nerek i przewodu pokarmowego (szczegóły poniżej). 
Kolejne Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne, takie jak: ibuprofen, indometacyna, 
naproksen, mają właściwości przeciwzapalne zbliżone do aspiryny, ale z nieco tylko 
złagodzonymi skutkami ubocznymi, co wynika z faktu, iż hamują aktywność obu izoform 
cyklooksygenazy (inhibitory nieselektywne) [38]. Leki te określamy mianem 
klasycznych Niesteroidowych Leków Przeciwzapalnych. NSAIDs najnowszej generacji 
to selektywne inhibitory cyklooksygenazy-2 [19,52,93].
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SKUTKI UBOCZNE PRZYJMOWANIA KLASYCZNYCH 
NIESTEROIDOWYCH LEKÓW PRZECIWZAPALNYCH 

ZE SZCZEGÓLNYM UWZGLĘDNIENIEM ZMIAN 
W PRZEWODZIE POKARMOWYM

Klasyczne NSAIDs mogą powodować poważne efekty uboczne, takie jak: 
zahamowanie agregacji płytek krwi, zwiększenie ciśnienia krwi u chorych z 
nadciśnieniem oraz komplikacje związane z przyjmowaniem leków obniżających 
ciśnienie (np. moczopędnych i blokerów receptorów (3-adrenergicznych) [58,63]. Leki 
te wywołują również niepożądane efekty u osób chorych na marskość wątroby i z 
chorobami nerek. Nefrotoksyczność NSAIDs obejmuje zatrzymywanie wody i 
elektrolitów prowadzące do powstania opuchlizny, ostrą niewydolność nerek i inne 
stany chorobowe [101].

Przede wszystkim jednak NSAIDs powodują poważne uszkodzenia przewodu 
pokarmowego. Cytotoksyczność dla komórek nabłonka śluzówki wydaje się skore
lowana z hamującym wpływem danego leku na aktywność CO X-l (tab. 1). 
Prostaglandyny będące produktami aktywności katalitycznej tej izoformy odgrywają 
ważną rolę w normalnych procesach fizjologicznych zachodzących w śluzówce 
przewodu pokarmowego [94-96]. Prostaglandyny stymulują wydzielanie śluzu, 
pomagają utrzymać przepływ krwi w śluzówce oraz regulują cykl komórkowy i naprawę 
śluzówki (ryc. 1) [96]. W przypadku zahamowania produkcji prostaglandyn na skutek 
inaktywacji COX-1, procesy te zostają zakłócone i przewód pokarmowy jest narażony 
na działanie kwasów żołądkowych. Prowadzi to do różnorodnych komplikacji, od 
niegroźnej niestrawności do powstania wrzodów zagrażających życiu [32]. Ponadto, 
niektóre klasyczne NSAIDs mogą powodować bezpośrednie uszkodzenia błony śluzowej 
przewodu pokarmowego na skutek przenikania przez błonę lipidową do wnętrza komórek 
śluzówki powodując ich zniszczenie [32]. Aspiryna, na przykład, przy niskim pH jest 
niezjonizowana i przez to rozpuszczalna w tłuszczach, co umożliwia jej wniknięcie do 
komórek nabłonka śluzówki. W wewnątrzkomórkowym pH aspiryna traci jednak 
zdolność rozpuszczania się w tłuszczach i zostaje uwięziona wewnątrz komórki. 
Prowadzi to do zahamowania funkcji życiowych komórki, prawdopodobnie na skutek 
zatrzymania przebiegu fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach [32].

T A B E LA  1. Z ależność  p om iędzy  n isk ą  se lek ty w n o ścią  p rzyk ładow ych  N iestero id o w y ch  L ek ó w  
Przeciw zapalnych  a zw iększonym  ryzykiem  u szkodzen ia  b łony  śluzow ej żo łąd k a  i d w u n astn icy

SELEKTYWNOŚĆ INHIBITORÓW DLA COX-2 [65] 
Azapropazon < Piroksykam < Ibuprofen < Naproksen < Indometacyna < Diklofenak

STOPIEŃ CYTOTOKSYCZNOŚCI [32]
Azapropazon > Piroksykam > Indometacyna > Naproksen > Diklofenak > Ibuprofen
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RYCINA 1. Procesy kontrolow ane przez prostaglandyny produkowane przez komórki błony śluzowej 
przewodu pokarm ow ego [93-95]

Istnieją również doniesienia poddające w wątpliwość, iż zdolność NSAIDs do 
zahamowania produkcji prostaglandyn zależnych od COX-l jest odpowiedzialna za 
uszkodzenia dolnego odcinka przewodu pokarmowego, a przynajmniej, iż jest głównym 
mechanizmem wiodącym do tego efektu. Powyższe wątpliwości są szczegółowo 
dyskutowane w artykule przeglądowym autorstwa Lichtenbergera [48]. Są one oparte 
na pojedynczych obserwacjach zarówno doświadczalnych, jak i klinicznych, wska
zujących na brak korelacji pomiędzy zmniejszeniem poziomu prostaglandyn w śluzówce 
a powstawaniem owrzodzeń i krwawień przewodu pokarmowego [11]. Komórki 
nabłonka śluzówki (np. żołądka) wydzielają fosfolipidy, głównie fosfatydylocholinę, 
które tworzą ochronną barierę hydrofobową. NSAIDs reagują z nimi chemicznie 
destabilizując tę warstwę fosfolipidów [28]. Oddziaływania takie mogą prowadzić do 
ekspozycji błony śluzowej i komórek nabłonka śluzówki na szkodliwe działanie kwasów 
(m.in. HC1) i soli kwasów żółciowych [50]. Pokazano również, iż NSAIDs są wydzielane 
do żółci, a więc włączane są w system krążenia jelitowo-wątrobowego [48]. Fosfolipidy 
zawarte w żółci, podobnie jak w błonie śluzowej, są odpowiedzialne za redukcję 
cytotoksyczności soli kwasów żółciowych. W normalnych warunkach fosfolipidy 
zawarte w żółci tworzą micelle z solami kwasów żółciowych (micelle mieszane) 
prowadząc do neutralizacji kwasów. NSAIDs wiążąc fosfolipidy powodują prze
kształcenia mieszanych micelli w micelle cytotoksycznych soli kwasów żółciowych 
[2 ].

Powyższą hipotezę wydają się wspierać dane pochodzące z badań nad zwierzętami 
pozbawionymi COX-l (cox-l'/cox-2+), u których istotnie nie stwierdzono tworzenia 
się spontanicznego owrzodzenia pomimo braku konstytutywnej produkcji prostaglandyn 
w przewodzie pokarmowym [43]. Ponadto opublikowano doniesienie, iż niedawno
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zsyntetyzowany selektywny inhibitor COX-1 (SC-560) wywołał uszkodzenia śluzówki 
żołądka tylko przy równoczesnym podaniu selektywnego inhibitora COX-2 (celekoksib) 
[97].

Aczkolwiek powyższe rozważania wydają się spójne i prawdopodobne, to nie 
wyjaśniają, dlaczego tylko klasyczne NSAIDs, blokujące zarówno aktywność COX- 
1, jak i COX-2, ale nieselektywne inhibitory COX-2 powodują uszkodzenia przewodu 
pokarmowego. Wydaje się, że problem ten jest bardziej skomplikowany i wymaga 
dalszych badań nad wyjaśnieniem wszystkich możliwych mechanizmów. Zgodnie z 
obecnym stanem wiedzy, za cytotoksyczność NSAIDs w odcinku żołądkowo-jelitowym 
przewodu pokarmowego odpowiedzialne jest hamowanie aktywności COX-1 [19,32, 
94,95].

Istotnym problemem związanym z przyjmowaniem klasycznych NSAIDs jest również 
brak tolerancji dla tych leków w niektórych chorobach alergicznych, np. w astmie. 
Astma aspirynow a (ang. aspirin-induced asthm a ; AIA) to w ariant astm y 
obserwowany u ok. 10% dorosłych osób (2,5-krotnie częściej są to kobiety niż 
mężczyźni) cierpiących na tę chorobę [80-82]. U większości pacjentów pierwsze 
symptomy (intensywny nieżyt nosa) pojawiają się po przekroczeniu 30 roku życia, a w 
ciągu kilku lat rozwija się astma oskrzelowa, której towarzyszy brak tolerancji dla 
aspiryny [81 ]. U pacjentów cierpiących na AIA podanie aspiryny lub innego klasycznego 
NSAID wywołuje zagrażające życiu ostre ataki astmy, którym towarzyszy wyciek z 
nosa, przekrwienie spojówek, zaczerwienienie twarzy i szyi [82]. Pomimo zaniechania 
przyjmowania NSAIDs astma aspirynowa nie cofa się (np. we krwi utrzymuje się 
podwyższona liczba eozynofili) i może pozostać na całe życie. Obecnie za najbardziej 
prawdopodobne wytłumaczenie farmakologicznych i klinicznych objawów AIA uważa 
się „teorię cyklooksygenazy” [80]. Zgodnie z tą teorią ataki AIA są konsekwencją 
zahamowania COX przez aspirynę i inne NSAIDs w drogach oddechowych. 
Towarzyszy temu zwiększona produkcja leukotrienów cysteinowych, w tym LTC4; 
jest to najprawdopodobniej mechanizm kompensujący zahamowanie produkcji 
prostaglandyn (porównaj w [40]). Z kolei LTC4 jest najważniejszym mediatorem 
zwężającym oskrzela, co tłumaczy ostre ataki astmy [80]. Ostatnio pokazano, iż astma 
aspirynowa jest wywoływana przez NSAIDs, które hamująobie cyklooksygenazy lub 
COX-1, ale nie COX-2 [81]. Stąd selektywne inhibitory COX-2 mogą być bezpiecznie 
przyjmowane przez pacjentów z AIA.

Równoczesne podanie leków używanych w leczeniu owrzodzeń 
przewodu pokarmowego

Efekty uboczne wywoływane przez klasyczne NSAIDs, przy ich powszechnym 
i często chronicznym przyjmowaniu, zainicjowały badania nad zastosowaniem leków 
osłaniających błonę śluzową przewodu pokarmowego, leków hamujących wydzielanie 
soków żołądkowych i analogów prostaglandyn, jako leków profilaktycznych w 
przyjmowaniu NSAIDs.
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Leki osłaniające błoną śluzową żołądka -  Sukralfat (Sucralfate) jest jedynym 
lekiem z tej grupy, który był testowany pod kątem zapobiegania cytotoksyczności 
NSAIDs [32]. Leki te mają cechy, z którymi wiązano duże nadzieje: pokrywają 
owrzodzoną błonę śluzową, wchłaniają powierzchniowo pepsynę i kwasy żółciowe, 
stymulują produkcję prostaglandyn endogennych [13]. Jednak testy kliniczne wykazały 
ich małą skuteczność w zapobieganiu tworzenia owrzodzeń wywoływanych przez 
klasyczne NSAIDs, a jedyną obserwowaną poprawą było zmniejszenie problemów 
związanych z niestrawnością [32]. Ponadto leki osłaniające błonę śluzową żołądka 
mogą zmniejszać wchłanianie stosowanych leków [8].

Antagoniści receptorów histaminowych typu / / ,  -  Leki z tej grupy mają zdolność 
do blokowania akcji histaminy, która w wyniku interakcji ze swoimi receptorami typu 
drugiego (H2) indukuje wydzielanie kwasów żołądkowych [34]. Stosowanie 
antagonistów receptorów H2 (m.in. ranitydyny) w dawkach standardowych okazało 
się skuteczne w zapobieganiu powstawaniu owrzodzenia dwunastnicy, ale nie żołądka, 
podczas gdy to właśnie ten drugi typ stanowi największy problem u pacjentów 
przyjmujących NSAIDs [32]. Przeprowadzono również testy kliniczne, w których 
wraz z NSAIDs podawano pacjentom wysokie dawki famotydyny (Famotidine). 
Okazało się, iż w wysokich dawkach lek ten chronił przed owrzodzeniami obu narządów
[83]. Co ciekawe, podobnego zjawiska nie zaobserwowano w przypadku dużych dawek 
ranitydyny (Ranitidine) [86]. Wyniki te mogą sugerować, iż owrzodzenie błony śluzowej 
żołądka, ale nie dwunastnicy, jest niezależne od działalności kwasów, choć mechanizm 
tego zjawiska w przypadku wysokiej dawki famotydyny nie jest jeszcze poznany [94].

Inhibitory pom py protonowej -  Leki z tej grupy hamują działanie pompy 
wodorowej (protonowej) generującej gradient stężenia protonów po obu stronach błony 
komórkowej. Gradient ten służy do transportu jonów i drobnocząsteczkowych związków 
organicznych, wykorzystywanych przez komórki błony śluzowej żołądka do produkcji 
kwasu solnego [55]. Prowadzi to do zmniejszenia uszkodzeń błony śluzowej przez 
NSAIDs dzięki wzrostowi pH soku żołądkowego do 4 i powyżej, jak obserwowano w 
testach nad omeprazolem (Omeprazole) [31]. Lek ten okazał się skuteczny w 
zapobieganiu powstawaniu owrzodzeń żołądka i dwunastnicy (z wyjątkiem po
wierzchownych nadżerek) oraz w zapobieganiu nawrotom choroby wrzodowej u 
chorych przyjmujących NSAIDs przewlekle [12]. Wyniki te spowodowały, iż omeprazol 
jest stosowany w praktyce. Niemniej należy zaznaczyć, iż jego skuteczność w 
poważnych przypadkach owrzodzeń jest ciągle nieznana [32].

Analogi prostaglandyn -  Najlepiej zbadanym lekiem z tej grupy jest mizoprostol 
(Misoprostol) będący syntetycznym analogiem prostaglandyny Ej [32]. Suplementacja 
PGE,, przez podanie mizoprostolu, umożliwia utrzymanie integralności błony śluzowej 
i jej prawidłowego ukrwienia [64]. Lek ten ma również pewne zdolności do redukcji 
poziomu wydzielanych kwasów żołądkowych. Podobnie jak omeprazol, mizoprostol 
okazał się skuteczny w profilaktyce owrzodzeń zarówno żołądka, jak i dwunastnicy 
[31]. Ponadto lek ten zmniejsza powstawanie poważnych komplikacji wynikających z 
owrzodzenia błon śluzowych po terapii NSAIDs [64]. Niestety jednak leczenie
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mizoprosolem jest często źle znoszone z powodu niepożądanych skutków ubocznych, 
takich jak: biegunki i bóle brzucha [32].

Równoczesne podanie, wraz z NSAIDs, leków używanych w leczeniu owrzodzeń 
przewodu pokarmowego okazuje się być skuteczną metodą, głównie w przypadku 
omeprazolu i mizoprostolu. Ranitydyna jest zalecana dla pacjentów z chorobą 
wrzodową dwunastnicy. Przeprowadzono testy kliniczne, w których bezpośrednio 
porównywano skuteczność powyższych leków [31,32,105]. Okazało się, iż omeprazol 
był statystycznie znacząco bardziej efektywny niż ranitydyna w leczeniu już istniejących 
wrzodów [105], podczas gdy skuteczność mizoprostolu była zbliżona [31]. Omeprazol 
był najskuteczniejszy w zapobieganiu nawrotów choroby wrzodowej i w przeciwdziałaniu 
niestrawności. Ponadto omeprazol był lepiej tolerowany niż mizoprostol [32]. Z kolei 
w leczeniu powierzchniowych nadżerek błony śluzowej żołądka lepsze wyniki 
obserwowano po zastosowaniu mizoprostolu [31]. Podsumowując, choć powyższe 
leki stosowane wraz z klasycznymi NSAIDs powodowały poprawę niektórych 
parametrów związanych z uszkodzeniami błony śluzowej, to jednak żaden nie był wolny 
od efektów ubocznych. Dodatkowym mankamentem takiej terapii jest obciążenie 
pacjenta drugim lekiem, również nie zawsze dobrze tolerowanym.

Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne uwalniające tlenek azotu (NO-NSAIDs)

Kolejne badania mające na celu rozwiązanie problemu cytotoksyczności 
klasycznych NSAIDs zostały skierowane na udoskonalenie leków już istniejących. 
Efektem tych badań było zsyntetyzowanie NSAIDs zmodyfikowanych przez dodanie 
im fragmentu uwalniającego tlenek azotu (NO; ang. nitric oxide). Stworzono w ten 
sposób, na przykład, zmodyfikowaną aspirynę (ryc. 2) [59, 95, 98]. Zsyntetyzowane 
NO-NSAIDs mają dodatkowy fragment nitroksybutylowy (z grupą N 0 2) lub 
nitrozotiolowy (z grupą NO) połączony z NSAID wiązaniem estrowym [20]. Wybór 
tlenku azotu nie był przypadkowy, gdyż wiadomo obecnie, iż mediator ten odgrywa 
ważną rolę w ochronie przewodu pokarmowego, a wiele z jego działań jest wspólnych 
z prostaglandynami [96,97,99]. W szczególności teoretyczną podstawą do stworzenia 
NO-NSAIDs były następujące obserwacje [20, 59, 94-97, 99]:
■ zarówno prostaglandyny (PG), jak i tlenek azotu (NO) są niezbędne do efektyw

nej obrony śluzówki przewodu pokarmowego;
■ związki te współregulują przepływ krwi przez śluzówkę, wydzielanie śluzu i na

prawę uszkodzeń błony śluzowej;
■ zahamowanie produkcji bądź PG bądź NO może być kompensowane poprzez 

wzrost aktywności drugiego z tych mediatorów; czynniki te mogą również krzy
żowo regulować aktywność syntaz odpowiedzialnych za ich produkcję (COX, 
NOS) [60, 70].

Mając ma uwadze powyższe zależności, stworzono Niesteroidowe Leki Przeciw
zapalne uwalniające tlenek azotu, które, jak się spodziewano, będą wykazywały 
toksyczność mniejszą niż wyjściowe NSAIDs, pomimo nieselektywnego hamowania 
aktywności COX [94]. Zsyntetyzowane nitroksybutylo-NO-NSAIDs przetestowano
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RYCINA 2. Struktura chem iczna cząsteczki aspiryny (kwasu acetylosalicylowego) i cząsteczki NCX 
4040, aspiryny zm odyfikowanej przez dodanie fragm entu uwalniającego tlenek azotu (NO) [97]

następnie na zwierzętach. Badania te potwierdziły, iż leki te mają niezmienione 
właściwości przeciwzapalne i przeciwbólowe, przy równoczesnym braku efektów 
ubocznych w przewodzie pokarmowym [15, 85]. Mechanizm działania NO-NSAIDs 
polega na tym, iż komponent NSAID hamuje aktywność obu cyklooksygenaz, co 
prowadzi do zahamowania zapalenia, zniesienia bólu, obniżenia gorączki i zmniejszenia 
aktywności płytek krwi. Równocześnie uwalniany NO przeciwdziała wywołanym 
przez zahamowanie aktywności COX-l efektom ubocznym, takim jak: zwiększone 
przyleganie neutrofili do komórek śródbłonka, zmniejszenie przepływu krwi przez 
śluzówkę, zmniejszenie wydzielania śluzu i zwiększenie produkcji wolnych rodników. 
Dzięki temu nie dochodzi do uszkodzenia błony śluzowej przewodu pokarmowego 
(ryc. 3) [15, 59, 94]. Wbrew obawom nie zaobserwowano systemowych efektów 
ubocznych uwalniania NO (np. zmian ciśnienia tętniczego), najprawdopodobniej dzięki 
temu, iż NO jest uwalniany powoli i/lub w małych ilościach [94]. Ponadto, NO-NSAIDs 
przyspieszają gojenie się istniejących już wrzodów [18] oraz przywracają normalne 
funkcjonowanie nerek [22].

Pozytywne wyniki badań na zwierzętach eksperymentalnych pozwoliły na 
rozpoczęcie badań klinicznych, które są obecnie w toku [32, 95].

Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne 
połączone z amfipatycznymi fosfolipidami

Biofizyczne właściwości błony śluzowej żołądka przejawiają się powstaniem 
bariery hydrofobowej, która nie tylko pokrywa znajdujący się poniżej nabłonek, ale 
również tworzy warstwę chroniącą przed działaniem kwasów żołądkowych (porównaj 
w Skutki uboczne przyjmowania klasycznych Niesteroidowych Leków Przeciw
zapalnych) [48]. Lichtenberger i Goddard pokazali, iż NSAIDs łącząc się z fosfolipidami 
zlokalizowanymi na powierzchni śluzówki powodują zniesienie właściwości 
hydrofobowych tej warstwy przyczyniając się do uszkodzeń znajdujących się poniżej 
komórek [94]. Zgodnie z ich hipotezą połączenie klasycznych NSAIDs z 
amfipatycznymi fosfolipidami powinno zredukować wywoływane przez nie owrzodzenia
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RYCINA 3. M echanizm  działania Niesteroidowych Leków Przeciwzapalnych uwalniających tlenek 
azotu (NO -NSA IDs) [93 zmodyfikowane]

odcinka żołądkowo-jelitowego przewodu pokarmowego. Na podstawie powyższej 
hipotezy L. Lichtenberg i zespół stworzyli aspirynę połączoną z dwupalmitylo- 
fosfatydylocholiną(DPPC) [51,94]. Testy na modelach zwierzęcych potwierdziły, iż 
DPPC-aspiryna nie spowodowała obniżenia hydrofobowości błony śluzowej, 
krwawienia ani innych uszkodzeń błony śluzowej żołądka. Ponadto przy stosowaniu 
D PPC -aspiryny nie tylko nie stw ierdzono obniżenia p rzeciw zapalnego, 
przeciwbólowego i przeciwgorączkowego oddziaływania, ale wręcz jego zwiększenie 
w stosunku do aspiryny [51]. Przeprowadzono również badania na zdrowych 
ochotnikach, którym podawano przez 4 dni aspirynę lub aspirynę połączoną z 
fosfatydylocholiną [1]. Uzyskane wyniki wskazują, iż zmodyfikowana aspiryna 
prowadziła do zmniejszenia uszkodzeń błony śluzowej żołądka, ale nie dwunastnicy i 
nie naruszyła warstwy hydrofobowej [94]. DPPC-aspiryna musi być jeszcze 
przetestowana u pacjentów przyjmujących lek w sposób chroniczny. Ostatnio 
opublikowano wyniki badań nad DPPC-ibuprofenem, innym klasycznym NSAID, na 
ostrym i chronicznym modelu zapalenia stawów wywołanym przez podanie szczurom 
kompletnego adjuwanta Freunda [49]. Uzyskane rezultaty wskazują na podobną 
zależność jak w przypadku DPPC-aspiryny: wzrost przeciwzapalnych i przeciw
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bólowych właściwości ibuprofenu. Choć efekt ten jest istotny, to dla pełnej oceny 
przydatności DPPC-ibuprofenu niezbędne jest jeszcze przeprowadzenie badań nad 
jego cytotoksycznością w stosunku do błony śluzowej przewodu pokarmowego.

SELEKTYWNE INHIBITORY CYKLOOKSYGENAZY-2

Badaniom nad skutecznością i bezpieczeństwem klasycznych NSAIDs towarzyszyły 
badania nad stworzeniem selektywnych inhibitorów COX-2. Jeżeli bowiem przeciw
zapalne i przeciwbólowe właściwości NSAIDs wynikają z ich zdolności do zaha
mowania COX-2, a efekty uboczne są konsekwencją zahamowania COX-1 [91], to 
zablokowanie aktywności tylko drugiej izoformy COX powinno rozwiązać problem 
cytotoksyczności NSAIDs. Ale jak w tym kontekście wytłumaczyć przeciwzapalne 
właściwości aspiryny hamującej COX-1? Obecnie istnieje coraz więcej wskazówek 
na to, że aspiryna działa również poprzez inne mechanizmy niż blokowanie COX-1: 
powoduje zahamowanie NFkB, działa pro-apoptotycznie, modyfikuje transkrypcję 
COX-2 [39].

Selektywność inhibitorów dla COX-1 i COX-2

L. Lipsky zaproponował klasyfikację selektywnych inhibitorów uwzględniającą trzy 
kategorie [52]. Pierwsza kategoria to określenie biochemicznej selektywności leku w 
warunkach in vitro. Inhibitor można testować w systemach wykorzystujących enzymy 
zwierzęce, ludzkie bądź rekombinowane (recombinant-enzyme assay) [66, 91], w 
których oznacza się ilościowo produkty reakcji (prostaglandyny): enzym (COX-1 lub 
COX-2), substrat (np. kwas arachidonowy) oraz testowany inhibitor. W badaniach 
tych wyznacza się IC50 -  stężenie leku, przy którym dochodzi do 50% zahamowania 
aktywności enzymatycznej [19]. Selektywność inhibitora definiuje się jako stosunek 
IC50 dla COX-2 do IC50 dla COX-1, tzn. im większa jest selektywność dla COX-2, 
tym mniejszy jest stosunek COX-2/COX-1 [30]. Ograniczeniem takich obliczeń jest 
wymóg, że selektywność może być wyznaczona tylko wówczas, gdy sigmoidalne 
krzywe stężenia dla obu izoform służące do wyznaczenia IC50 są równolegle [19,66].

Następna kategoria to oszacowanie biologicznej i farmakologicznej selektywności 
inhibitora w badaniach in vivo, w których wykorzystuje się tkankowo specyficzną 
ekspresję izoform COX [30, 52]. Zwierzętom laboratoryjnym podaje się testowany 
inhibitor, a następnie oznacza się zahamowanie aktywności każdej z izoform, poprzez 
pomiar produkcji PG. W przypadku COX-1 oznaczenia dokonuje się w przewodzie 
pokarmowym, a COX-2 w ognisku zapalnym (u zwierząt wywołuje się uprzednio 
lokalny odczyn zapalny np. jamy otrzewnej). Alternatywnie, inhibitor testuje się ex 
vivo w teście wykorzystującym ludzką krew {whole blood test) [100]. W badaniach 
tych jako indeks aktywności COX-1 służy produkcja tromboksanów przez płytki krwi 
w czasie procesu krzepnięcia, gdyż w pozbawionych jądra płytkach krwi nie zachodzi 
indukowana ekspresja COX-2. Z kolei w wyniku stymulacji LPS dochodzi do ekspresji 
COX-2 w monocytach, co można pośrednio oznaczyć mierząc poziom PGE, [30].
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Pozytywne przejście powyższych testów umożliwia rozpoczęcie badań klinicznych 
umożliwiających ostateczne oszacowanie selektywności danego inhibitora u ludzi [21].

Określenie danego inhibitora jako selektywny dla danej izoformy nie oznacza, iż 
hamuje on wyłącznie tę odmianę, np. uznawana za selektywny inhibitor COX-l aspiryna 
jest 100-krotnie bardziej selektywna dla COX-l niż dla COX-2, natomiast celekoksib, 
jeden z najpotężniejszych inhibitorów COX-2, jest 375-krotnie bardziej selektywny dla 
COX-2 (wg testu z rekombinowanymi enzymami) [52]. Zaproponowano, aby inhibitor, 
który w dawkach terapeutycznych hamuje COX-2 nie wywołując obserwowalnego 
wpływu na COX-l, nazywać specyficznym inhibitorem COX-2 [7]. Farmakolodzy 
jednak definiują „specyficzny inhibitor” bardziej rygorystycznie niż „selektywny” [91]. 
Ten pierwszy musi mieć około 1000-krotnie większą selektywność dla jednej z izoform, 
podczas gdy lek o 100-krotnie większej selektywności to dobry selektywny inhibitor. 
Obecnie za selektywny inhibitor COX-2 uznaje się taki, który hamuje produkcję PG w 
ognisku zapalnym, ale nie blokuje syntezy PG w przewodzie pokarmowym [94].

Stworzenie selektywnych inhibitorów COX-2 zmieniło klasyfikację NSAIDs. 
Obecnie możemy je podzielić na 4 kategorie ze względu na zdolność do hamowania 
aktywności COX-l lub COX-2 (tab. 2) [100]. Klasyfikacja ta obejmuje selektywne 
inhibitory COX-l, NSAIDs ze słabą selektywnością, selektywne inhibitory COX-2 i 
inhibitory preferujące COX-2. Ta ostatnia grupa charakteryzuje się tym, iż w małych 
stężeniach leki te hamują tylko COX-2, ale w większych stężeniach mogą również 
hamować COX-l [52]. Bez względu na posiadaną selektywność NSAIDs mogą działać 
powodując zahamowanie COX poprzez różne mechanizmy [78]. Generalnie wiązanie 
enzymu z inhibitorem może być odwracalne, nieodwracalne (wiązanie kowalencyjne), 
lub praktycznie (pozornie) nieodwracalne przy powolnej dysocjacji (tab. 2).

Mechanizm pozwalający na selektywne zahamowanie aktywności COX-2

Zasadnicze różnice w budowie cząsteczek i centrów katalitycznych COX-l i COX-2 
zostały omówione w części I niniejszego artykułu. W tym miejscu przedstawione będą 
te różnice, które wykorzystano przy syntezie selektywnych inhibitorów COX-2 (ryc. 4).

Cyklooksygenaza-2 ma szersze wejście do kanału hydrofobowego, a jego 
sklepienie jest bardziej elastyczne niż w COX-l [54]. W normalnych warunkach, bez 
obecności inhibitorów, kwas arachidonowy wchodzi do wnętrza enzymu, gdzie w 
miejscu aktywności katalitycznej dochodzi do powstania prostanoidów, np. prosta
glandyn. Zarówno cyklooksygenaza-1, jak i -2 w pozycji 120 sekwencji aminokwasowej 
mająargininę [30], z którą wiążą się klasyczne NSAIDs [88]. Najistotniejsza różnica 
pomiędzy izoformami to obecność innych aminokwasów w pozycji 523: w cząsteczce 
COX-l znajduje się tam izoleucyna, a w cząsteczce COX-2 -  walina [45]. Walina 
jest mniejsza od izoleucyny, majedną grupę metylową mniej, co prowadzi do utworzenia 
kieszeni bocznej w ścianie kanału (ryc. 4), która jest miejscem wiązania się selektywnych 
inhibitorów COX-2, co uniemożliwia kontakt kwasu arachidonowego z centrami 
katalitycznymi [30]. Izoleucyna w pozycji 523 w COX-l jest wystarczająco duża 
(pomimo tak małej różnicy w stosunku do waliny), aby zablokować dostęp do kieszeni
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TA B ELA  2. K lasy fikac ja  N iestero idow ych  L eków  Przeciw zapalnych  (N S A ID s) [w g 51]

Klasyfikacja Niesteroidowych Leków Przeciwzapalnych

N a podstawie zdolności do hamowania 
aktywności C O X -1 iC O X -2

N a podstawie mechanizmu hamowania 
aktywności COX:

I. Selektywne inhibitory C O X -1 (aspiryna) k| k2 
E + I E l ^  El*

k-i k.2

II. Leki z niską selektywnością (większość 
NSAIDs, np. indometacyna)

Klasa I: inhibitory wiążące się odwracalnie 
(większość NSAIDs, np. ibuprofen) 1^ =  0

III. Inhibitory preferujące COX -2 
(nimesulid, celekoksib)

Klasa II: inhibitory wiążące się odwracalnie, 
ale w sposób powolny (np. indometacyna, 
N S-398, nimesulid) 
k2 > 0  k 2> 0

IV. Selektywne inhibitory COX -2 
(N S-398, rofekoksib)

Klasa III: inhibitory tworzące nieodwracalne 
wiązanie (np. aspiryna) k2 > 0 k =  0

bocznej (ryc. 4). Mutacja punktowa polegająca na podstawieniu izoleucyny waliną 
okazała się wystarczająca, aby COX-1 mogła być blokowana przez selektywne 
inhibitory COX-2 [24].

„Super aspiryny” -  nowa generacja N S AIDs

Zsyntetyzowane selektywne inhibitory COX-2 (tab. 2) były testowane na 
zwierzęcych modelach ostrego i chronicznego odczynu zapalnego [23,27,62, 67]. W 
badaniach tych określano zdolność tych leków do zniesienia bólu, gorączki i innych 
objawów zapalenia przy jednoczesnym zachowaniu integralności błony śluzowej 
przewodu pokarmowego. Okazało się, iż istotnie selektywne inhibitory COX-2 nie 
powodowały owrzodzeń śluzówki żołądka i dwunastnicy oraz nie blokowały COX-1- 
zależnej funkcji płytek krwi [58]. Ponadto, leki te wykazywały silne właściwości 
przeciwzapalne, przeciwbólowe i przeciwgorączkowe [91]. Niezmienione w stosunku 
do klasycznych NSAIDS właściwości terapeutyczne są warunkiem niezbędnym 
dopuszczenia leku do dalszych testów klinicznych [21]. „Super aspiryny” okazały się 
również skuteczne w hamowaniu wzrostu nowotworów, głównie jelita grubego, 
angiogenezy i polipowatości jelit, gdyż nie blokowały syntezy prostaglandyn 
konstytutywnych [21]. Zastosowanie selektywnych inhibitorów COX-2 wydaje się 
również obiecujące w terapii osób z chorobą Alzheimera w związku z doniesieniami o 
zwiększonej ekspresji tej izoformy w przebiegu choroby [35].

Spośród selektywnych inhibitorów COX-2 (tab. 2) amerykańska Food and Drug 
Administration dopuściła dwa leki do użytku terapeutycznego [88]. Celekoksib (nazwa 
handlowa: Celebrex™) i Rofekoksib (Vioxx™) są obecne także na rynku polskim.
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RYCINA 4. Różnice w strukturze C O X -l i COX-2, zaznaczono różnicę (kieszeń boczna) w ykorzystaną 
w syntezie selektywnych inhibitorów COX-2 [wg 19, 30, 87]

Celekoksib

Celekoksib (zmodyfikowany SC-58125) (ryc. 5) jest inhibitorem COX-2 o wysokiej 
selektywności. Jest on 375 razy bardziej selektywny dla COX-2 niż dla COX-l [53]. 
Celekoksib jest amidem kwasu sulfonowego, który ulega przemianom metabolicznym 
i jest wydalany głównie przez wątrobę z żółcią [88]. Lek ten został zatwierdzony, w 
konsekwencji pozytywnych testów klinicznych, jako środek przeciwbólowy w leczeniu 
reumatoidalnego zapalenia stawów oraz zapalenia kości i stawów [29]. Na przykład, 
pokazano, iż u pacjentów z reumatoidalnym zapaleniem stawów przyjmujących 
celekoksib przez 4 tygodnie lek ten znacząco poprawił ogólną kondycję oraz zmniejszył 
sztywność i bolesność stawów [53]. Również krótkotrwałe testy potwierdziły jego 
dobre właściwości analgetyczne w bólach zębów i w leczeniu reumatoidalnego 
zapalenia stawów oraz zapalenia kości i stawów [42].

Rofekoksib

Rofekoksib (MK-0966) (ryc. 5) charakteryzuje się 80- do 1000-krotnie (w zależności 
od testu) większą selektywnością dla COX-2 w stosunku do COX-l [100]. Lek ten 
jest furanem, który ulega przemianom na wskutek działalności enzymów wątroby i 
jest wydalany głównie z moczem [88]. Rofekoksib może być przyjmowany przez 
pacjentów uczulonych na amidy kwasu sulfonowego. MK-0966 został zatwierdzony 
jako analgetyk w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawów lub zapalenia kości i
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stawów oraz w przeciwdziałaniu ostremu bólowi menstruacyjnemu [29, 88]. W 
przykładowych badaniach wykazano, iż sześciotygodniowe przyjmowanie rofekoksibu 
spowodowało zmniejszenie sztywności stawów i poprawę ogólnej kondycji pacjentów 
z reu-matoidalnym zapaleniem kości i stawów kolanowych i biodrowych [17]. Jego 
skuteczność była na poziomie efektywności diklofenaku [9]. Ponadto rofekoksib 
wykazywał właściwości przeciwgorączkowe [72]. Skuteczność rofekoksibu w 
przeciwdziałaniu bólowi po operacjach dentystycznych była porównywalna z 
ibuprofenem i naproksenem [57].

Efekty uboczne przyjmowania selektywnych inhibitorów COX-2

Podstawowym założeniem, które dało początek stworzeniu nowej generacji 
NSAIDs, było przyjęcie, iż uszkodzenia/owrzodzenia błony śluzowej żołądka i 
dwunastnicy są konsekwencją zahamowania aktywności COX-1 [71]. W praktyce 
okazało się, iż rzeczywiście selektywne inhibitory COX-2, celekoksib i rofekoksib, 
powodują owrzodzenia przewodu pokarmowego tylko na poziomie placebo [44, 76]. 
Ponadto pokazano, iż rofekoksib zredukował o 49% prawdopodobieństwo powstania 
komplikacji gastrycznych w okresie powyżej jednego roku od rozpoczęcia przyjmowania 
leku, w stosunku do standardowych NSAIDs [44].

Selektywne inhibitory COX-2 nie wpływają również na funkcję płytek krwi, jak 
pokazano w testach in vitro (testy na zdolność do agregacji) i w warunkach in vivo 
(czas krwawienia) [89]. Brak wpływu zahamowania COX-2 na funkcjonowanie płytek 
krwi wypływa z tego, że mają one tylko COX-1 [71]. W związku z tym jednak 
selektywne inhibitory COX-2 nie mogą zapewnić ochrony kardiologicznej opartej na 
tym mechanizmie. Uważa się, iż osoby, które mają lub są narażone na schorzenia 
układu krwionośnego, powinny przyjmować aspirynę w małych dawkach, w których 
nie wywołuje ona szkodliwego wpływu na układ pokarmowy [33]. Istnieją jednak 
wyniki wskazujące na to, iż nawet w takich dawkach aspiryna może częściowo lub 
całkowicie niwelować korzyści z przyjmowania selektywnych inhibitorów COX-2 [4, 
73].

RYCIN A 5. Struktura chem iczna selektywnych inhibitorów COX-2 dopuszczonych do stosow ania u 
ludzi [19]
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Wiadomo, iż w czasie procesu gojenia się wrzodów ekspresja COX-2 jest zwiększona
[84]. Zgodnie z oczekiwaniami, zahamowanie COX-2 powodowało spowolnienie tego 
procesu [56]. Blokada COX-2 powodowała również zaostrzenie odpowiedzi zapalnej 
w trakcie zwierzęcego modelu zapalenia okrężnicy [65]. Efekty te nie były jednak 
większe niż w przypadku klasycznych NSAIDs [56, 65].

W nerkach zdrowej dorosłej osoby ma miejsce ekspresja zarówno COX-1, jak 
i COX-2, dlatego też spodziewano się efektów ubocznych przyjmowania selektywnych 
inhibitorów COX-2 na funkcjonowanie tego właśnie narządu [41]. Badania kliniczne 
potwierdziły te obawy. Przyjmowanie celekoksibu i rofekoksibu (przez 1 do 2 tygodni) 
powodowało przejściowe okresy (1-3 dni) zatrzymania sodu w nerkach [10, 69]. 
Znaczenie tego procesu nie jest jasne. Ponieważ zaobserwowano również przypadki 
obrzęku po przyjęciu obu leków, uważa się, iż procesy te mogą być połączone, zwłaszcza 
iż obserwuje się je również po przyjęciu klasycznych NSAIDs [3]. Prawdopodobnie 
wszystkie NSAIDs i selektywne inhibitory COX-2 powodują czasowe zatrzymanie 
sodu w nerkach, ale tylko u niektórych osób organizm nie adaptuje się do tego stanu, 
co prowadzi do powstania obrzęku [71]. Przyjmowanie celekoksibu i rofekoksibu nie 
wpłynęło na inne parametry funkcjonalne nerek [33,44].

Ekspresja COX-2 zachodzi również w układzie rozrodczym, gdzie ważną rolę 
odgrywają produkowane przez nią prostaglandyny (porównaj w części I w: Myszy z 
nieaktywnymi genami kodującymi COX-l lub COX-2). Efekty przyjmowania 
selektywnych inhibitorów COX-2 przez kobiety nie są znane, ale nie zaleca się ich 
przyjmowania w czasie ciąży [71].

Selektywne inhibitory COX-2 nie są wolne od efektów ubocznych, niemniej 
jednak stosunek wad i zalet wydaje się wypadać na ich korzyść.

PARACETAMOL: SELEKTYWNY INHIBITOR 
CYKLOOKSYGENAZY-3?

Paracetamol (acetaminofen) jest Niesteroidowym Lekiem Przeciwzapalnym o 
silnych właściwościach przeciwbólowych i przeciwgorączkowych, ale wbrew nazwie 
grupy leków, do których należy, o słabych właściwościach przeciwzapalnych [5, 6, 
75]. Paracetamol obniża poziom metabolitów prostaglandyn wydalanych z moczem, 
ale nie obniża produkcji PG przez płytki krwi i komórki błony śluzowej przewodu 
pokarmowego [6]. Ponadto nie powoduje uszkodzeń błony śluzowej żołądka i 
dwunastnicy jak inne nieselektywne dla COX-2 NSAIDs. Stwierdzono, iż paracetamol 
nie powoduje uszkodzeń błony śluzowej przewodu pokarmowego dzięki temu, iż 
powoduje zwiększenie produkcji PGE2 i PGI2 [14,90] oraz najprawdopodobniej usuwa 
wolne rodniki hydroksylowe [6]. Lek ten może natomiast powodować uszkodzenia 
wątroby przy dziennej dawce większej niż 10 g, podczas gdy dla osób dorosłych 
zalecaną dawką jest 4 g [5]. Pomimo powszechnego użycia paracetamolu mechanizm 
jego działania nie został do dzisiaj jednoznacznie wyjaśniony. Wiadomo, iż powoduje 
on w warunkach in vitro tylko nieznaczne zahamowanie produkcji PG oraz aktywności
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COX-l i COX-2 [6]. Aczkolwiek ma tylko znikome właściwości przeciwzapalne, to 
istnieją doniesienia o jego skuteczności, podobnej do aspiryny, w zmniejszaniu opuchlizny 
po operacjach dentystycznych [6, 77]. W badaniach na modelach zwierzęcych 
pokazano, iż paracetamol może działać przeciwzapalnie tylko wówczas, gdy jest użyty 
w dużych dawkach (z EDJ0 kilkukrotnie większym niż ED50 aspiryny) [5].

Zaobserwowano, iż w małych stężeniach paracetamol stymuluje, a w dużych hamuje 
syntezę prostaglandyn [6, 68]. Obniżenie produkcji PG można tłumaczyć współ
zawodnictwem z substratem, kwasem arachidonowym o wiązanie z centrum 
katalitycznym COX [6]. Natomiast mechanizm stymulacji produkcji PG jest trudniej 
wytłumaczyć, choć jest on obserwowany również w przypadku niektórych NSAIDs 
(np. aminopiryny, fenylobutazonu). Zaobserwowano, iż niskie stężenia słabych 
inhibitorów COX stymulują syntezę PG, gdy dostępność kwasu arachidonowego jest 
ograniczona [79].

Zaobserwowano również, iż zahamowanie produkcji PG przez paracetamol jest 
ograniczone tylko do niektórych tkanek (mózgu, śledziony, nerek i płuc), podczas gdy 
nie dochodzi do niego w płytkach krwi i komórkach błony śluzowej żołądka [6]. 
Wszystkie powyższe cechy paracetamolu wskazują na to, iż różni się on zasadniczo 
od pozostałych NSAIDs i nie wyjaśniają, dlaczego jest analgetykiem i lekiem 
przeciwgorączkowym, ale nie przeciwzapalnym. Jako możliwe wytłumaczenie 
zaproponowano, iż skoro paracetamol jest tylko słabym inhibitorem obu poznanych 
izoform COX, to być może ma zdolność do hamowania jakiejś innej, trzeciej odmiany 
tego enzymu [5, 6, 75, 103]. Wskazówki na istnienie COX-3 pochodzą również z 
badań nad zjawiskiem wygaszania odczynu zapalnego opłucnej, indukowanego u myszy 
przez podanie karrageniny (porównaj w części I: Przeciwzapalna aktywność 
cyklooksygenazy: COX-2 czy COX-3?) [25, 26]. Skuteczne zastosow anie 
paracetamolu w powyższym modelu dałoby ważną wskazówkę do dalszych badań.

Ważne obserwacje dotyczące selektywności paracetamolu pochodzą również z 
badań na mysiej linii komórek makrofagowych J774.2 [61, 74]. W komórkach tych 
wywołano aktywność COX, która była hamowana przez paracetamol w stopniu 
większym, niż blokuje on COX-l i COX-2 [75]. Interesujące jest to, iż aktywność tę 
wywołała inkubacja z diklofenakiem, nieselektywnym inhibitorem COX (porównaj tab. 
3) [61]. Ponieważ dawka diklofenaku była wystarczająco duża, aby zahamować 
zarówno COX-l, jak i COX-2, autorzy spekulowali, iż indukcja ta mogła być krokiem 
mającym na celu uratowanie komórki od letalnego w skutkach zahamowania wszelkiej 
aktywności COX. W takim wypadku indukowana w krytycznych warunkach izoforma 
COX mogłaby mieć nową, odmienną aktywność katalityczną (COX-3) [75]. Pokazano 
również, iż trzecia aktywność COX była hamowana przez sam diklofenak i inne 
NSAIDs, gdy zostały użyte w znacznie większych dawkach niż potrzebne dla 
zahamowania COX-1 i COX-2 w komórkach J774.2 [74]. Co bardzo ważne, aspiryna, 
nie hamująca COX-2, nie zablokowała również COX-3. Wskazuje to, iż trzecia izoforma 
COX byłaby strukturalnie zbliżona do COX-2 lub byłaby jej wariantem katalitycznym 
[75].
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Indukcja trzeciej aktywności COX w komórkach J774.2 może zajść w wyniku 
aktywacji PPAR (ang. peroxisome proliferator activated receptor) przez NSAIDs, 
jak pokazano w przypadku COX-2 [46,47]. W przeciwieństwie do COX-2, w wyniku 
aktywności katalitycznej tej izoformy nie dochodzi do produkcji PGE2 [61,74]. Podobne 
zjawisko obserwowano w trakcie odczynu zapalnego opłucnej wywołanego przez 
karrageninę, kiedy to ekspresji trzeciej odmiany COX towarzyszyła produkcja nie PGE2, 
ale 15-deoxy-A12, l4PGJ0 (metabolitu PGD2), która jest naturalnym agonistą receptorów 
PPAR-y [26]. Aktywacja tych receptorów jest związana z odpowiedzią przeciwzapalną 
prowadzącą do wygaszenia odczynu zapalnego (porównaj w części I: Przeciwzapalna 
aktywność cyklooksygenazy: COX-2 czy COX-3?).

Przewidywania na przyszłość

Jeżeli powyższa hipoteza wskazująca na istnienie trzeciej, przeciwzapalnej 
cyklooksygenazy jest prawdziwa, to może mieć to poważne implikacje dla przyjmowania 
selektywnych inhibitorów COX-2 i paracetamolu. Selektywne inhibitory COX-2, 
celekoksib i rofekoksib, są zatwierdzone do użytku w trakcie reumatoidalnego zapalenia 
(kości i) stawów, które są chorobami chronicznymi [29,88]. Przebieg odczynu zapalnego 
chronicznego charakteryzuje się okresami wzmożonej aktywności choroby i okresami 
remisji [103]. Przyjmowanie selektywnych inhibitorów COX-2 i paracetamolu, choć 
korzystne w czasie okresów aktywności choroby, może zahamować wystąpienie 
okresów remisji chronicznego stanu zapalnego. W tym świetle niezbędne wydaje się 
wzmożenie poszukiwań markerów okresów aktywności choroby w celu zaniechania 
przyjmowania tych leków, gdy markery będą zanikały, umożliwiając naturalne wejście 
w fazę remisji odczynu zapalnego [103].

Zaobserwowano również korelację pomiędzy wygaszaniem odczynu zapalnego a 
indukcją niektórych białek stresu, w tym oksygenazy hemowej-1 (ang. heme 
oxygenase-7; HO-1; hsp32) i niektórych innych członków rodziny hsp70 [102, 104]. 
Pokazano, iż związek wywołujący ekspresję HO-1 promował wygaszanie zapalenia, 
natomiast inhibitor działał prozapalnie [ 104]. Potencjalne zastosowanie tego zjawiska, 
być może w połączeniu z modulacją aktywności COX-2 i COX-3, mogłoby poszerzyć 
dotychczasowe rozwiązania terapeutyczne.
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W PŁYW  WANADU NA GOSPODARKĘ CUKROW Ą  
ORGANIZM U I PRZEBIEG INNYCH PROCESÓW  

KOM ÓRKOW YCH

INFLUENCE OF VANADIUM ON SUGAR METABOLISM 
AND OTHER PROCESSES IN THE CELL

Dariusz DZIGA

Zakład Fizjologii i Biologii Rozwoju Roślin 
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechologii UJ, Kraków

Streszczenie: Zainteresowanie potencjalną rolą związków wanadu w leczeniu ludzi wynika z interesują
cych i obiecujących wyników badań z zastosowaniem  tego pierw iastka, a dotyczących przede w szyst
kim jego  własności insulino-naśladowczych. Spośród własności biologicznych najw ażniejsza wydaje 
się być zdolność pochodnych wanadu do norm alizacji szeregu param etrów  zaburzonych w cukrzycy. 
Polega ona na m inim alizow aniu podstaw ow ych zaburzeń chorobowych, takich jak: hyperglikem ia, 
hyperlipidm ia czy zm niejszona wrażliwość tkanek na insulinę, oraz całościow ym  regulowaniu m eta
bolizm u cukrów i lipidów, jak  też cofaniu wtórnych objawów choroby. Ponadto, oprócz obserwowanej 
aktyw ności insulino-podobnej, związki wanadu badane są pod względem  zastosowania w szerszym  
aspekcie, gdyż są efektyw ne w regulacji rozm aitych procesów kom órkowych. Doświadczenia prow a
dzone z zastosowaniem  wanadu wykazały jego udział w regulacji apoptozy, proliferacji i transform acji 
nowotw orow ej, w kontrolow aniu stężenia jonów  w kom órce i aktywacji odpowiedzi imm unologicznej. 
W iększość ze znanych efektów działania pochodnych wanadu opiera się na ich zdolności do ham ow a
nia fosfataz i stym ulow ania aktywności kinaz, enzym ów kluczowych w utrzym aniu równowagi pom ię
dzy procesam i fosforylacji i defosforylacji w komórce. W związku z tym istnieje m ożliwość szerokiego 
stosowania om awianych związków w regulacji znacznej ilości szlaków m etabolicznych. Ponadto związki 
w anadu, ze w zględu na powszechność stosowania w licznych dośw iadczeniach, stają się narzędziem  
do badań procesów kom órkowych, szczególnie tych, w których istotną rolę odgryw ają kinazy i fosfata
zy.

Słowa kluczow e : wanad, cukrzyca, fosfatazy, kinazy

Summ ary: The potential role o f  vanadium  com pounds in hum an therapy prom ises an interesting study 
in the use o f  this elem ent, in particular as an insulin-m imetic agent. Am ong m any other biological 
properties, the most im portant is the capability o f  vanadium  com pounds to norm alise several param eters 
disturbed in diabetes mellitus. Vanadium decreases both blood glucose and lipids to normal levels, insulin 
resistance o f  target tissues and regulates m any processes that are included in sugar and lipids m etabolism.
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Besides insulin-m im etic activities, vanadium  com pounds are studied from others aspect because they are 
effective in the regulation o f  various processes in the cell. Vanadium has been used in several studies as a 
regulator o f  apoptosis, proliferation, cancer developm ent or imm unological responses. M ost o f  these 
effects are a direct result o f  phosphatase inhibition or kinase activation by vanadium . These are key 
enzym es that control the phosphorylation and dephosphorylation ratio in the cell so vanadium  com po
unds could be useful in the regulation o f  many important m etabolic processes. Regardless o f  their 
ultim ate success or failure as therapeutic agents, vanadium  continues to be a useful probe o f  enzym e 
structure and function in a num ber o f  biological processes.

K ey w ords: vanadium , diabetes, phosphatases, kinases

Stosowane skróty. pV -  nadtlenek wanadu, V 0 S 0 4 -  siarczan w anadylu, V O (m a)2 -  m altolan wanady- 
lu, V O (ka)2 -  kojan wanadylu, VAc -  acetyloaceton wanadylu, IR -  receptor insuliny, IRS-1 -  substrat 
receptora insuliny, PTP -  fosfataza fosfotyrozyny, PI3-K -  3-kinaza fosfatydyloinozytolu, STZ -  
streptozotocyna, TGN -  powierzchnia trans aparatu Golgiego, IP3 -  trójfosforan inozytolu, PIP3 -  
trój fosforan fosfatydyloinozytolu, G LUT-4 -  białko transportujące glukozę.

1. WSTĘP

Wanad wykazuje aktywność insulino-naśladowczą w cukrzycy doświadczalnej i 
klinicznej, która przejawia się zdolnością do normalizowania szeregu parametrów 
morfologicznych, biochemicznych i klinicznych zmienionych w tej chorobie. Pochodne 
wanadu są zdolne do przywrócenia normalnego poziomu cukru we krwi i poprawy 
gospodarki cukrowo-lipidowej w organizmie, regulacji aktywności kluczowych 
enzymów związanych z transdukcją sygnału od insuliny, zwiększenia wrażliwości tkanek 
docelowych na hormon. Mechanizm działania tych związków opiera się między innymi 
na hamowaniu lub stymulacji aktywności enzymów (kinaz i fosfataz) włączonych w 
szlaki metaboliczne związane z przemianami cukrów i tłuszczy. Aktywność pochodnych 
wanadu oraz proponowane mechanizmy ich działania opisywane są w licznych pracach 
przeglądowych [3, 4, 33, 41, 42, 46, 55].

Wśród licznie stosowanych związków wanadu wyróżnia się kompleksy nieorganiczne 
i organiczne. Do pierwszej grupy należą siarczan wanadylu -  V 0 S 0 4, wanadany sodu 
-  Na3V 04, N aV 03 [24, 29, 32, 36, 44, 54, 56, 64, 70] i szereg nadtlenków wanadu 
(pVs), powstałych w wyniku różnorodnych reakcji wanadu z wodą utlenioną [13, 18, 
25,38,60,72,75]. Druga grupa związków to wanad związany z różnymi organicznymi 
ligandami, które ułatwiają pokonanie bariery błony plazmatycznej i dostarczenie 
pierwiastka do wnętrza komórki. Należą tu na przykład szczawian wanadylu i pochodne 
związane koordynacyjnie z maltolem, jako maltolan wanadylu -  (VO(ma)2), kwasem 
kojowym jako kojan wanadylu -  (VO(ka)2), bipirydylem czy acetyloacetonem (VAc) 
[5, 23, 58, 73, 74]. Ponadto testowane są kolejne związki, takie jak: bis(pikolinato)- 
oksowanad(V) [19,35], bis(biguanidato)oksowanad(IV) i inne pochodne biguanidów 
[69] oraz kompleksy wanadu z L-cysteiną i N-glicyną [31]. Należy zaznaczyć, że 
prowadzono już kliniczne „leczenie” wybranymi związkami wanadu ochotników chorych 
na cukrzycę [27, 32].
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2. MECHANIZM DZIAŁANIA RÓŻNYCH POCHODNYCH 
WANADU W CUKRZYCY

Wanadany mogą aktywować kinazę tyrozynową, będącą domeną cytoplazmtyczną 
receptora insuliny (IR), przez zahamowanie aktywności fosfatazy tyrozynowej (PTP), 
znanego inhibitora kinaz [63]. Następuje to prawdopodobnie przez tworzenie 
odwracalnych kompleksów z grupami tiolowymi. Natomiast nadtlenki wanadu (pVs) 
całościowo oddziałują na aktywność fosfataz tyrozynowych i/lub kinaz [60]. Jest 
prawdopodobne, że wpływ związków pVs na fosforylację tyrozyn docelowych białek 
jest adekwatny do ich zdolności do hamowania wewnątrzkomórkowych PTPs.

Nie ma jednego, uniwersalnego mechanizmu molekularnego działania wanadu, ale 
większość jego pochodnych powoduje wzrost poziomu ufosforylowanej tyrozyny 
receptora insuliny i jego aktywację. Różnice w efektywności działania insuliny i wanadu 
na poszczególne parametry (np. stymulację pobierania glukozy, syntezę glikogenu, 
utlenianie glukozy itp.) mogą być tłumaczone przez różny sposób oddziaływania na 
receptor insuliny przez te dwa związki. Wanad stymuluje jedynie fosforylację tyrozyny, 
podczas gdy insulina powoduje również fosforylację seryny i treoniny zlokalizowanych 
na podjednostce (3 receptora. Wanad także aktywnie oddziałuje na liczne receptory i 
ligandy w różnych typach komórek, przez zwiększenie liczby receptorów wewnątrz 
komórki i hamowanie degradacji kompleksu ligand-receptor, takie działanie wykazuje 
m.in. na receptory insuliny. Ortowanadan sodu reguluje degradację kompleksu ligand- 
receptor u zwierząt cukrzycowych, prawdopodobnie przez hamowanie PTP, blokując 
przeniesienie tego kompleksu do lizosomów i podwyższając liczbę receptorów insuliny 
w błonach, w porównaniu ze zwierzętami nieleczonymi [32,56]. W nowotworowych 
komórkach wątroby (gdzie liczba receptorów insuliny jest znacznie podwyższona), 
podawanie wanadu i insuliny nonnalizuje ten parametr przez redukcję transkrypcji 
genów receptora i obniżenie poziomu mRNA [9]. Należy zwrócić uwagę na poznany 
niedawno udział endosomów w przekazie sygnału od insuliny, co zostało zwięźle 
omówione w jednej z prac przeglądowych [7]. Okazuje się, że gromadzenie kompleksów 
receptor-insulina w tym przedziale komórkowym odgrywa istotną rolę w przekazie 
sygnału na substrat receptora insuliny (IRS-1) w regionach komórki odległych od 
błony plazmatycznej. Wykazano, że jedna z pochodnych pV hamuje fosfatazę związaną 
z błonami endosomów i przez to wydłuża aktywność kinazy IR.

Proponowane są liczne modele wyjaśniające mechanizm hamowania PTPs, 
wiadomo, że różne pochodne inaczej oddziałują na ten enzym. Wanad, ale także molibden 
i wolfram, występując w komórce w formie jonów mogą hamować fosfatazy 
tyrozynowe poprzez naśladowanie tetraedrycznej geometrii jonów fosforu [55, 75]. 
Stała dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor jest jednak większa niż dla pary fosfor- 
PTP, dlatego sugeruje się, że te jony metalu mogą tworzyć z enzymem innego rodzaju 
kompleksy. Zarówno wanad, jak i molibden wiążą się z centrum aktywnym fosfatazy 
[75] i w obrębie tego regionu można zaobserwować małe, ale znaczące zmiany łańcucha, 
mimo że ogólna struktura białka nie zmienia się. PTP ma w centrum aktywnym
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konserwatywne aminokwasy -  cysteinę i asparaginę. Związki pV hamują enzym 
poprzez utlenianie cysl 2, co powoduje, że fosfataza nieodwracalnie traci swoje funkcje 
katalityczne [75]. Natomiast jedna z pochodnych, podobna strukturalnie do związków 
pV wykazuje całkowicie odwracalne hamowanie, spontanicznie reagując z centrum 
aktywnym PTP [51, 52]. Na podstawie modelowania molekularnego wykazano duże 
powinowactwo tego związku do PTP, tworzącego z enzymem silne wiązania wodorowe 
przy udziale asparaginy, stabilizowane dodatkowo oddziaływaniami hydrofobowymi 
[51]. Wykazano także [13], że wanad (pV) poprzez aktywację kinazy tyrozynowej 
powoduje silną fosforylację transbłonowej fosfatazy, wbudowanej w błony komórkowe 
i mającej dwie domeny cytoplazmatyczne.

Jak wynika z powyższego zestawienia, zdolność hamowania fosfatazy tyrozynowej 
przez różne pochodne jest prawdopodobnie związana z dużym powinowactwem 
związków wanadu do enzymu, przy czym znaczna ilość odmian PTPs może być w 
większym lub mniejszym stopniu wrażliwa na działanie różnorodnych form wanadu, 
jakie są dostarczane do komórki.

Związki wanadu mogą działać także niezależnie od receptora insuliny wywołując 
insulino-podobne efekty przez aktywację cytozolowej formy kinazy [63]. W tym 
przypadku wanad obniża oporność tkanek na insulinę u zwierząt chorych na cukrzycę, 
zwiększa liczbę receptorów insuliny i ich wrażliwość na hormon, to wszystko bez 
zmian w aktywności receptorowej kinazy [8]. Ponadto, niezależnie od insuliny, wanad 
może wpływać na zmiany pH komórki, regulować stężenie jonów wapnia [28,43,53] 
i zwiększać aktywność białek MAP [5, 39]. Te alternatywne drogi działania wanadu 
mogą odgrywać istotną rolę w takich komórkach jak adipocyty, w których jest o 60% 
mniej receptorów IR, a ponadto są one mniej wrażliwe na hormon. Wówczas wanad 
może być bardziej efektywny niż insulina, gdyż włącza odmienne drogi przekazu sygnału
[3].

Oprócz znanych kinaz aktywowanych przez wanad stwierdzono niedawno obecność 
niereceptorowej błonowej kinazy białkowej w szczurzych adipocytach, która jest 
związana z antylipolityczną aktywnością i pobieraniem glukozy i jest wrażliwa na 
stymulowanie wanadem [29]. Sugeruje się, że po podaniu wanadanu kinaza ta jest 
aktywowana przez autofosforylację i oddziałuje na kinazę 3-fosfatydyloinozytolową 
(PI3-K). Istnienie takiego enzymu może wyjaśnić, w jaki sposób wanad aktywuje PI3- 
K bez aktywacji receptora insuliny i fosforylacji IRS-1. Badania te wskazują, w jaki 
sposób wanad zmniejsza oporność tkanek na insulinę, wywołując efekt przez mechanizm 
niezależny od hormonu [29], gdyż w stanach cukrzycowych aktywność niereceptorowej 
kinazy nie jest znacząco zmieniona.

3-kinaza fosfatydyloinozytolu jest istotnym enzymem na drodze stymulacji wanadem 
niezależnej od receptora insuliny. Aktywacja tej kinazy indukuje m.in. translokację 
transporterów GLUT-4 do błony plazmatycznej adipocytów i zwiększenie pobierania 
glukozy [48]. Taka aktywacja kinazy pod wpływem wanadu zachodzi w wyniku 
interakcji i utworzenia kompleksu między podjednostkąp85a enzymu z IRS-1 [48]. 
Długotrwałe podawanie wanadylu może chronić też przed obniżeniem aktywności i
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poziomu transporterów GLUT-4 w komórkach mięśnia sercowego, które w cukrzycy 
wywołanej streptozotocyną (STZ) wykazują zmniejszone pobieranie glukozy [44]. 
Normalizujące działanie wanadu polega w tym wypadku na podwyższeniu poziomu 
mRNA transporterów i ochronie przed obniżeniem ich ilości w komórkach. Także 
pochodne organiczne tego pierwiastka poprawiają parametry związane z glikolizą w 
wątrobie poprzez regulację kluczowych enzymów (glukokinazy i kinazy pirogro- 
nianowej) na poziomie mRNA [38].

Jedna z pochodnych pV wykazuje wyraźny insulino-naśladowczy efekt na procesy 
pobierania glukozy w adipocytach pacjentów z cukrzycą typu II (insulinoniezależną), 
chociaż stymulacja pobierania glukozy w komórkach osobników chorych jest wyraźnie 
niższa zarówno przy podawaniu wanadu, jak i insuliny w porównaniu z komórkami 
kontrolnymi [72]. Mimo podniesionego poziomu fosforylacji tyrozyny receptora insu
liny, badany związek wanadu nie zmienia stymulowanego insuliną pobierania glukozy. 
W tym modelu doświadczalnym wanad nie poprawia wrażliwości i zdolności odpowiedzi 
na insulinę komórek adipocytów, a oporność na insulinę nie jest związana z zakłóceniami 
fosforylacji kinaz tyrozynowych receptora [72].

Z kolei badania Dehghani i wsp. sugerują [24], że siarczan wanadylu nie może 
samodzielnie normalizować poziomu cukru we krwi zwierząt z cukrzycą STZ. Dopiero 
w obecności niewielkiej dawki insuliny następuje przywrócenie euglikemii, przy czym 
ilość potrzebnego hormonu jest znacznie mniejsza niż w przypadku terapii czysto 
insulinowej. To dowodzi, że normalizacja poziomu cukru we krwi pod wpływem 
działania wanadu nie jest niezależna od insuliny osocza. Minimalna jej dawka jest 
wymagana do skutecznego działania tego pierwiastka, którego aktywność może polegać 
na zwiększeniu wrażliwości obwodowych tkanek na insulinę, co jest prawdopodobnie 
dodatkowym działaniem wanadu, manifestowanym przy obniżonym poziomie hormonu. 
[15,24].

Doświadczenia oparte na badaniach morfologicznych wykazały, że pochodne wanadu 
mogą zapobiegać postępującemu pogarszaniu się stanu komórek trzustki w cukrzycy 
wywołanej STZ, poprzez zniesienie hipersekrecyjnej odpowiedzi komórek po podaniu 
STZ [69]. To zahamowanie wydzielania insuliny przez trzustkę nie jest zależne od 
redukcji poziomu glukozy we krwi i może być bezpośrednim efektem zmian w 
komórkach (3. Samo podawanie insuliny nie powoduje regeneracji komórek (3, choć 
normalizuje ich metabolizm i tempo wzrostu [25], natomiast podawanie wanadu 
wspólnie z insuliną cofa rozwój choroby i prowadzi do euglikemii także po całkowitym 
zaprzestaniu leczenia, poprzez poprawę funkcji sekrecyjnych komórek odpowie
dzialnych za wydzielanie insuliny [14, 25]. Podobnie pozytywny efekt działania 
wykazuje wanad w komórkach wątrobowych szczurów z cukrzycą wywołaną STZ 
[23], gdzie już po tygodniu leczenia VO(ma)2 następuje poprawa morfologii i funkcji 
sekrecyjnych aparatu Golgiego oraz przywrócenie normalnej aktywności transferazy 
galaktozylowej, enzymu biorącego udział w modyfikacji potranslacyjnej białek, która 
w „nieleczonej” cukrzycy jest znacząco obniżona [23].

VO(ma)2 wykazuje także znaczącą poprawę dysfunkcji serca będących wtórnymi 
zaburzeniami w chorobie cukrzycowej, a związanych z zaburzeniami metabolizmu
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cukrów i lipidów [73]. Poprawa homeostazy glukozy jest przy tym pozytywnie 
skorelowana z poprawą funkcji tego organu, co świadczy o tym, że VO(ma)2 działa 
skutecznie także w komórkach mięśnia sercowego. W komórkach mięśniowych i 
endotelium aorty wanadany, podobnie jak insulina, uczestniczą w stymulacji cyklazy 
adenylowej, poprzez wpływ na kinazę tyrozynową [66]. Efekt rozszerzenia naczyń, 
wywołany podniesieniem aktywności enzymu, jest podobny po stymulacji zarówno 
wanadem, jak i insuliną.

Wobec przytoczonych przykładów można wnioskować, że aktywność hormonu i 
wanadu pokrywa się nie tylko na szlakach związanych z metabolizmem cukrów. 
Działanie pochodnych wanadu nie ogranicza się do normalizacji stężenia cukru we 
krwi, lecz także poprawia szereg innych parametrów zmienionych w cukrzycy.

3. UDZIAŁ WANADU W RÓŻNORODNYCH PROCESACH
KOMÓRKOWYCH

Ostatnie lata badań wykazały, że działanie biologiczne wanadu nie ogranicza się 
jedynie do aktywności insulino-naśladowczej, lecz dotyczy regulacji różnorodnych 
procesów komórkowych, takich jak: ekspresja DNA [6, 31], apoptoza [16, 71], 
odpowiedź immunologiczna [28, 57], powstawanie nowotworów [6,31]. W związku 
z tym zwiększają się możliwości stosowania różnych jego pochodnych jako czynników 
terapeutycznych w rozmaitych stanach chorobowych.

Podejmowane są próby stosowania związków wanadu jako czynników anty- 
nowotworowych. Na przykład kompleks wanad(III) z L-cysteiną jest w niskich dawkach 
skutecznym środkiem przeciwdziałającym eksperymentalnie indukowanemu nowo
tworowi u szczurów [31 ], co objawia się znaczącym przedłużeniem życia, cofnięciem 
rozwoju raka i ograniczeniem efektu działania karcynogenów. Badania Bishayee i 
wsp. wskazują, że ochrona komórek, w tym wypadku hepatocytów, przez wanad może 
być realizowana przez podniesienie poziomu detoksykacji prokarcynogenów lub 
hamowanie ich aktywacji, a zatem ograniczenie ich wiązania z DNA [6]. Związane 
jest to z wpływem na enzymy i zmianą metabolicznego procesu choroby przez 
zastosowanie pochodnej wanadu [6]. Ponieważ w komórkach nowotworowych istnieją 
bardzo swoiste warunki środowiskowe (szczególnie jeśli chodzi o pH i poziom wolnych 
rodników), w zależności od nich wanad może działać bardzo odmiennie. W niektórych 
stanach ortowanadany wykazują aktywność zarówno promującą, jak i inicjującą 
transformację komórek nowotworowych [61]. W obecności estrów forbolu i innych 
karcynogenów powodują istotne zmiany w komórkach transformowanych, ale bez 
ich obecności nie wykazują działania. Białka fosforylowane przez te czynniki (także 
przy udziale wanadu) mogą być kluczowymi w indukowanej chemicznie transformacji 
nowotworowej.
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RYCINA 1. Przykładowe miejsca działania pochodnych wanadu w komórce. Białka, z którymi oddziałuje 
w anad, zaznaczono ciem nym  kolorem ; stosow ane skróty: PTK cytozolow a -  n ieb łonow a kinaza 
tyrozynow a, PTK błonowa -  niereceptorow a błonowa kinaza tyrozynowa, PTK IR -  kinaza receptora 
insuliny, PTP -  fosfataza tyrozynow a, PI3-K -  kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa, M A PK  -  kinaza 
białkowa aktyw owana przez mitogeny, GLUT-4 -  transportery glukozy, 1RS-1 -  substrat receptora 
insuliny, R a f -  kinaza białkowa ser/treo, PLC Y -fosfolipazaC y, DAG -  diacyloglicerol, IP -  trifosforan 
inozytolu; szczegółow e objaśnienia w tekście, opracowano na podstawie [2, 12, 28, 29, 3?3, 42, 43, 53, 
58]

Zwiększenie poziomu wanadu w diecie badanych zwierząt może oddziaływać na 
odpowiedź immunologiczną przez zmiany w aktywności i liczbie makrofagów. Wynika 
to prawdopodobnie z inhibicji PTP i w konsekwencji podniesienia poziomu fosforylacji 
białek [60] oraz z podwyższenia stężenia jonów wapnia w limfocytach T, co decyduje 
o aktywacji komórek biorących udział w odpowiedzi immunologicznej [28].

Innym przejawem aktywności związków wanadu jest regulacja wewnątrz
komórkowego stężenia jonów wapnia, poprzez oddziaływanie na różne etapy kaskady
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sygnału związanej z białkowąkinaząC [28,43, 53]. Podawanie związku pV indukuje 
uwalnianie Ca2+ z puli wewnątrzkomórkowej i zwiększenie ich stężenia w różnych 
typach komórek, między innymi w limfocytach T [28]. Fosforylacja tyrozynowa 
fosfolipazy Cy przez wanad powoduje w tym przypadku generację dwóch wtórnych 
przekaźników -  diacyloglicerolu (DAG) i trójfosforanu inozytolu (IP3) i w konsekwencji 
napływ jonów Ca2+. Natomiast w komórkach trzustki uwalnianie wapnia pod wpływem 
wanadu jest związane ze zmianami w aktywności ATP-azy Ca2+, która reguluje ilość 
jonów wapnia w komórce prowadząc aktywny transport jonów przez błony wewnątrz
komórkowe [43, 53]. Działanie wanadu opiera się w tym wypadku na utlenianiu grup 
sulfhydrylowych enzymu, co znacząco wpływa na jego aktywność.

Przez wpływ na procesy bioenergetyczne i aktywność rozmaitych enzymów, 
pochodne wanadu mogą decydować o dalszym losie komórki. Odbywa się to często 
poprzez regulację syntezy DNA. Między innymi stwierdzono stymulację proliferacji 
komórek fibroblastów [30] i osteoblastów [17], przy czym badania te wskazują, że 
istotny wpływ na efektywność działania ma stan utlenienia wanadu i rodzaj nośnika. 
Badane związki przy wyższych stężeniach hamują wzrost powodując znaczne zmiany 
w morfologii komórek, najwyraźniejsze po podaniu pochodnych, w których wanad 
występuje na +5 stopniu utlenienia [17, 30]. Takie formy wanadu powodują, w 
zależności od stężenia, wzrost lub hamowanie syntezy DNA oraz hamowanie enzymów 
związanych z syntezą DNA [31]. Formy, w których wanad występuje na +4 stopniu 
utlenienia, mogą reagować z komórkowym H20 2 powodując w konsekwencji usz
kodzenia nici kwasu dezoksyrybonukleinowego [38]. Niewykluczone, że mogą istnieć 
bezpośrednie oddziaływania pochodnych wanadu z DNA, tym bardziej że stwierdzono 
powstawanie nierozpuszczalnych kompleksów wanadanów z histonami [47]. Tworzenie 
takich struktur może być jednym z mechanizmów wpływających na ekspresję genów.

Indukcja dojrzewania oocytów przez związki pV związana jest natomiast ze 
stymulacją czynników promujących dojrzewanie i aktywacją kinazy MAP [21]. Wanad 
działa tu, podobnie jak insulina, przeciwnie do hamującego działania PTP, podwyższając 
stężenie trójfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP3), produktu działania 3-kinazy 
fosfatydyloinozytolowej (PI3-K), która jest efektorem receptora insuliny. Aktywację 
kinaz MAP stwierdzono też w komórkach endotelium [39], w których wanadany działają 
podobnie jak niektóre czynniki wzrostu (IL-1, TGF), indukując ekspresję białek COX- 
2 z rodziny cyklooksygenaz. Także antyapoptotyczny efekt podawania wanadu jest 
związany z aktywacją PI3-K [16] i skierowaniem komórek na drogę przeżycia, co 
wynika nie tyle ze stymulacji proliferacji, lecz z zatrzymania fazy G2 cyklu 
komórkowego. Inne prace wskazują na wanad jako czynnik promujący apoptozę, a 
jego działanie, mające służyć eliminacji komórek z uszkodzonym DNA, opiera się na 
podniesieniu poziomu syntezy reaktywnych czynników utleniających [71].

Z powyższych przykładów wynika, że wanad może wywoływać w komórkach 
różnorakie efekty, często przeciwstawne, jak indukcja lub hamowanie rozwoju 
nowotworu czy też stymulacja apoptozy lub działanie antyapoptotyczne. Taka 
niespecyficzność bardzo ogranicza możliwość zastosowania omawianych związków 
w tak złożonym układzie, jakim jest organizm. Z drugiej strony, w ściśle określonych
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warunkach labolatoryjnych (tzn. przy danym rodzaju komórek, w sprecyzowanych 
warunkach hodowli i znanym stężeniu podawanego związku) działanie danej pochodnej 
wanadu jest powtarzalne, co umożliwia stosowanie jej jako wzorca w badaniach 
podstawowych.

4. WANAD JAKO REGULATOR AKTYWNOŚCI KINAZ
I FOSFATAZ

Komórkowa odpowiedź na hormony, czynniki wzrostu czy cytokiny w znacznej 
mierze zachodzi za pośrednictwem aktywacji wewnątrzkomórkowych kinaz. Enzymy 
te fosfory luj ą tyrozyny swoistych białek, niektóre z nich są przy tym zdolne do 
autofosforylacji. Pojawianie się w czasie ufosforylowanych białek ma krytyczne 
znaczenie we właściwym funkcjonowaniu komórki. Ścisła regulacja tych procesów 
jest związana z obecnością fosfataz, przeprowadzających procesy defosforylacji. 
Dlatego kluczowa rola pochodnych wanadu polega na ich zdolności do regulacji 
aktywności tych enzymów i możliwości kontrolowania równowagi między procesami 
fosforylacji i defosforylacji białek komórkowych. Pojawia się coraz więcej doniesień, 
że pochodne wanadu są zdolne do wiązania i aktywowania lub hamowania tego rodzaju 
enzymów związanych nie tylko ze szlakami metabolizmu cukrów i lipidów. Efekty ich 
działania dotyczą więc także wielu innych procesów życiowych zachodzących wewnątrz 
komórki.

Dwie pochodne wanadu -  V 0 S 0 4 i N aV 03 stymulują pobieranie jonów K+ w 
izolowanych komórkach wątroby szczura przez stymulację pompy ATP-azowej Na7 
K+ [12]. Badane związki wanadu, być może przez fosforylację tyrozyny, bezpośrednio 
aktywują ATP-azę Na+/K+ lub też, poprzez fosforylację innych białek, regulują 
aktywność lub liczbę pomp jonowych w komórce. Kinaza MAP oraz rybosomalna 
kinaza S6, które są istotnymi elementami w kaskadzie fosforylacji indukowanej 
sygnałem od insuliny, są też aktywowane po podaniu insulino-naśladowczego związku 
wanadu -  V 0 S 0 4, który wykazuje przedłużone działanie na aktywność enzymów [37]. 
W obu przypadkach [12,37] mechanizm tego typu działania związany jest ze stymulacją 
kinazy tyrozynowej, gdyż genisteina, inhibitor tej kinazy, blokuje efekt wywołany 
wanadem.

Pochodne wanadu mogą być istotnym czynnikiem decydującym o skierowaniu 
komórki na drogę apoptozy lub proliferacji czy też wpływać stymulująco bądź hamująco 
na transformację nowotworową [6, 31, 61], gdzie równowaga między procesami 
fosforylacji i defosforylacji odgrywa decydującą rolę. Przykładowo, antyapoptotyczny 
efekt wywołany przez V 0 S 0 4 związany jest ze wzrostem aktywności kinazy białkowej 
B Akt [ 16] poprzez aktywację PI3-K wanadem (wortmanina, inhibitor tej kinazy, hamuje 
antyapoptotyczne działanie wanadu).

Możliwość regulacji aktywności PTP zależna jest od stanu redoks komórki [22]. 
Wanadany mogą wykazywać różną efektywność działania w komórce, zwiększając
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T A B E LA  1. P rzy k ład o w e  p ro cesy  b io lo g iczn e , w  k tó rych  stw ie rd zo n o  zm iany  w  ak tyw nośc i 
k n a z  lub  fo s fa ta z  p o d  w p ły w e m  d z ia ła n ia  w a n a d u  (o p ra c o w a n o  na  p o d s ta w ie  c y to w an e j 
lite ra tu ry )

Rodzaj aktywności biologicznej wanadu Stwierdzony sposób działania Literatura

aktywacja
kinaz

hamowanie
fosfataz

Aktywacja receptora insuliny
Pobieranie glukozy w adipocytach
Transport GLUT-4 w kierunku błony plazmatycznej

+
+

+ [60, 63, 75] 
[48]
[48]

Stymulacja białek MAP i ekspresji genów + [21 ,67 ]

Zmiany w aktywności i liczbie makrołagów + [57]

Stymulacja ATP-azy N a7K + + [12]

Zahamowanie apoptozy + [16]

Zmiany w strukturze sieci filamentów aktynowych + [68]

Hamowanie sekrecji pęcherzyków ze strony trans 
aparatu Golgiego

+ [2]

poziom ufosforylowanej tyrozyny tylko w warunkach obniżonego poziomu glutationu, 
przy czym hamowanie PTP przez wanad, przeciwnie niż w badaniach in vitro, jest 
nieodwracalne [22]. In situ wanadan inaktywuje PTP, być może przez tworzenie 
związków pVs lub innych czynników utleniających. Taka modulacja działania wanadu 
powoduje, że związki te mogą wykazywać selektywne efekty w komórkach lub ich 
częściach w zależności od stanu redoks przedziału komórkowego.

Hamowanie fosfatazy przez wanad prawdopodobnie powoduje też zmiany w 
strukturze sieci filamentów aktynowych oraz hamuje oparty na mikrotubulach 
mechanizm transportu pęcherzyków [68]. W keratynach, białkach budujących filamenty 
pośrednie, pod wpływem działania pV (podobnie jak po stymulacji czynnikami wzrostu) 
następuje fosforylacja reszt tyrozyny oraz seryny, co powoduje modulację ich organizacji 
i interakcji ze związanymi białkami [34]. Procesy fosforylacji i defosforylacji białek 
są również istotne w tworzeniu pęcherzyków sekrecyjnych z powierzchni trans aparatu
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Golgiego (TGN) komórek endokrynnych. Cynk i pV jako inhibitory PTP hamują ten 
proces, a stopień fosforylacji białek i polipeptydów obecnych w TGN jest skorelowany 
z hamowaniem tworzenia pęcherzyków [2]. Po stymulacji fibroblastów związkami 
pVs następuje fosforylacja koneksyn, głównie koneksyny 43 budujących kanały 
odpowiedzialne za bezpośredni kontakt między cytoplazmami sąsiednich komórek [20].

5. PRZEMIANY WANADU W KOMÓRCE I ORGANIZMIE

Oprócz insulino-naśladowczych własności opisywanych form wanadu ważną cechą, 
jeśli chodzi o ewentualne zastosowanie terapeutyczne, jest możliwość swobodnego 
dostarczenia leku do miejsca jego działania oraz trwałość w komórce i akumulacja 
tego pierwiastka, który może w większym stężeniu wywoływać niepożądane efekty 
toksyczne. W dostarczaniu związków wanadu przez bariery skórne bardzo istotne są 
takie parametry, jak: kształt, rozmiar i lipofilność cząsteczek [10]. Wchłanianie zależy 
od rozpuszczalności i sposobu podawania pochodnych wanadu. Większość z nich 
dostarczana jest do organizmu przez układ pokarmowy. W żołądku najczęściej są one 
zamieniane na dodatnie jony wanady lowe V 0 2+ (wanad na +4 stopniu utlenienia) i w 
takiej formie pozostają w alkalicznym środowisku dwunastnicy [2].

Zróżnicowanie w Ugandach chelatujących ma ogromny wpływ nie tylko na zdolność 
wchłaniania, ale i na własności fizykochemiczne różnych związków wanadu. Najlepiej 
wchłaniane są przez organizm niektóre pochodne nadtlenków wanadu i wanadyl, przy 
czym, przy podobnej kinetyce wchłaniania, występują między tymi związkami znaczne 
różnice w zdolności do hamowania PTP [59]. Niektóre pochodne pV są znacznie 
efektywniejsze w obniżaniu poziomu cukru po podaniu przez skórę niż doustnym [11]. 
Z kolei organiczne pochodne (wanad koordynacyjnie związany z maltolem lub kwasem 
kojowym) są znacznie lepiej wchłaniane przez tkanki niż siarczan wanadylu, którego 
większość jest wydalana przez układ pokarmowy [58,65,70,74]. Charakterystyczne, 
że nie ma korelacji między poziomem wanadu w tkankach a poprawą parametrów 
metabolizmu glukozy, co sugeruje, że różnice w efektywności działania poszczególnych 
związków nie zależą od stopnia absorpcji i stężenia w organizmie, lecz wynikają z 
własności insulino-naśladowczych, niejednakowych dla różnych pochodnych [58]. W 
ogólnej przydatności leczniczej istotna jest więc dostępność w komórce i transport do 
miejsca działania oraz aktywność wewnątrz komórki, czyli przede wszystkim zdolność 
do oddziaływania z centrum aktywnym enzymów.

Przemiana związków wanadu wewnątrz organizmu prowadzi do powstania głównie 
formy V 02+. Jednak zarówno siarczan wanadylu, jak i ortowanadan sodu po wniknięciu 
do krwinek ulegają częściowemu przekształceniu na kation wanadylowy, i anion 
wanadanowy, który wewnątrz komórki przechodzi do przedziałów ograniczających 
obrót pierwiastka. Ta porcja wanadu jest inaczej wydalana z komórki niż ta, która jest 
akumulowana bezpośrednio w formie wanadylu [40]. Tak więc rodzaj podawanego
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związku może mieć wpływ na jego przemiany metaboliczne, co ma zapewne bardzo 
ważne konsekwencje w obniżeniu toksyczności i w efektywności leczenia.

Wanad zmienia w komórce swój stan utlenienia. We krwi i płynach ustrojowych 
występuje głównie w formie utlenionej, czyli na +5 stopniu utlenienia jako anion (V 03~ 
-  metawanadan i V 043~ -  ortowanadan), a w komórce na +4 -  w formie kationu 
wanadylowego V 0 2+ (przemiana następuje prawdopodobnie przez nieenzymatyczną 
redukcję przy udziale glutationu). W krwi jony wanadylowe wchodzą w kompleksy z 
białkami -transferyną i albuminą [35,49]. Kompleks jonu z albuminą surowicy wołowej 
przedłuża stabilność formy V4+, w formie niezwiązanej wanadyl spontanicznie ulega 
utlenieniu do wanadanu, obecność zredukowanego glutationu (GSH) nie wpływa na 
tempo tego procesu [49]. Białka lub peptydy in vivo przyłączając wanad na +5 stopniu 
utlenienia powodują redukcję do stanu V4+ bezpośrednio przez NADPH (pełnią więc 
rolę taką, jaką in vitro spełnia EDTA) [40]. Wiązanie jonu V 0 2+ przez peptydy powoduje 
jego wtórną inaktywację i może być sposobem detoksykacji wanadu [35]. W kościach 
jony V 02+ lokująsię obok jonów Ca2+ w hydroksyapatycie. Oddziałująz nieorganiczną 
frakcją kości, tworząc różne kompleksy z tlenkami fosforu [26,35]. Uważa się, że jon 
V 0 2+ może być stopniowo uwalniany z tego kompleksu i transportowany do innych 
organów, gdzie po przekształceniu w inne formy, może powtórnie wykazywać insulino- 
podobnąaktywność [35].

Akumulacja pierwiastka w poszczególnych częściach organizmu jest nierównomierna 
i zależy od stosowanej w terapii pochodnej, okresu podawania oraz w mniejszym stopniu 
od stężenia. Największe ilości gromadzą się w kościach, nerkach, śledzionie i wątrobie, 
znacznie mniej wanadu odkłada się w mięśniach i mózgu [36,62,76]. Taka akumulacja 
niewątpliwie powoduje szeroko opisywane efekty toksyczne [4, 27], objawiające się 
przede wszystkim większą śmiertelnością komórek, związaną z uszkodzeniami DNA 
[1, 63]. Jednak wg innych autorów brak jest efektów toksycznych u zwierząt cukrzy
cowych leczonych wanadem, przynajmniej po krótszym okresie podawania [54, 70]. 
Ponadto, oprócz normalizacji parametrów związanych z metabolizmem cukrów i 
lipidów, zaobserwowano nawet poprawę stanu komórek mięśnia sercowego [36], 
trzustki [14, 25] czy wątroby [23] uszkodzonych w wyniku rozwoju cukrzycy.

6. ZASTOSOWANIE ZWIĄZKÓW WANADU 
W BADANIU PROCESÓW BIOLOGICZNYCH

Oprócz opisanych powyżej przykładów zastosowania pochodnych wanadu pojawia 
się możliwość wykorzystania omawianych związków w badaniach mających na celu 
wyjaśnienie molekularnych mechanizmów związanych z cukrzycą w szczególności 
biologicznych procesów stymulowanych przez insulinę oraz do badania struktury i 
funkcji enzymów [33]. Publikowane są kolejne prace, w których wykorzystuje się 
znane własności wanadu -  hamowanie aktywności fosfataz i aktywacja kinaz -  w
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badaniu różnorodnych zjawisk, między innymi tych związanych z transdukcją sygnału 
pochodzącego od insuliny [45, 50, 60]. Dzięki jednej z pochodnych pVs stwierdzono 
istnienie dwóch niezależnych dróg modulujących aktywność syntazy glikogenu, jedna 
z nich jest niezależna od insuliny [45]. Zastosowanie wanadu jako inhibitora PTP 
pozwoliło określić udział procesów fosforylacji i defosforylacji w indukowanej H ,0 , 
aktywacji fosfolipazy D [50] oraz w procesie tworzenia pęcherzyków sekrecyjnych 
na powierzchni trans aparatu Golgiego (fosforylacja polipeptydów zlokalizowanych 
we frakcji błon TGN hamuje ten proces) [2]. Pochodne wanadu mogą też służyć do 
badania mechanizmów odpowiedzialnych za powstawanie nowotworu [61] czy też, 
przy w ykorzystaniu ich zdolności do regulacji ATP-azy Ca2+, jako  środek 
farmakologiczny stosowany w mobilizacji jonów wapnia [53].
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TRANSDUKCJA SYGNAŁÓW  W KOMÓRCE  
ROŚLINNEJ POD W PŁYW EM  STRESÓW  

ABIOTYCZNYCH

ABIOTIC STRESS SIGNALING PATHWAYS IN PLANT CELL 

Karolina Stępień

Pracownia Biologii Molekularnej Instytutu Genetyki Roślin PAN w Poznaniu

Streszczenie'. R óżnorodność m echanizm ów obronnych roślin przeciwko stresom  abiotycznym  pozwala 
im na adaptację do niekorzystnych warunków środowiska. Pierwszym  etapem  adaptacji jest percepcja 
bodźca, a następnie jego  przekazanie na szlak transdukcji sygnałów. Rozpoznanie cząsteczek sygnało
wych zachodzi dzięki receptorom  obecnym  w błonie kom órkowej. Przyłączenie liganda do receptora 
wpływa na jego  aktyw ność enzym atyczną lub na aktywność cząsteczki przenośnikowej. Ostatnie bada
nia w skazują na uniwersalność m echanizm ów transdukcyjnych z udziałem  kaskad kinaz M AP łączą
cych różne receptory z różnymi elem entam i odpowiedzi komórki. Szlaki transdukcyjne stanowią współ
zależną sieć, określanąjako  ‘cross-ta lk '.

Słowa kluczow e : transdukcja sygnałów, stresy abiotyczne, receptory, przenośniki sygnałów, ‘cross- 
ta lk’

Summary. Plants exhibit a variety o f  responses to abiotic stress that enable them  to tolerate and survive 
adverse conditions. The first step is perceiving the stress as it occurs and to relay information about it 
through a signal transduction pathway. Signal molecules are recognized by receptors, which are loca
lized on the plasm a m em brane o f  the cell. Binding o f  a ligand can result in the stim ulation o f  an 
intrinsic enzym atic activity o f  its receptor or the m odulation o f  transducing protein. Recent studies in 
plants indicate that m itogen-activated protein kinase (M APK) cascades have emerged as a universal 
signal transduction m echanism  that connects diverse sensors to cellular and nuclear responses. The 
signaling pathw ays constitute a network that is interconnected at many levels, it is called ‘cross-talk’.

Key words', signal transduction, abiotic stresses, receptors, signal transducers, ‘cross-talk’
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1. WSTĘP

Prawidłowy wzrost i rozwój roślin może zachodzić tylko w odpowiednich warunkach 
środowiska zewnętrznego. Jego zasadniczymi składowymi są wilgotność powietrza i 
gleby, temperatura otoczenia, natężenie światła oraz skład chemiczny podłoża. W 
warunkach naturalnych czynniki środowiska ulegają ustawicznym zmianom, a po 
przekroczeniu progowych wartości stają się stresowe dla rozwoju rośliny. W niniejszej 
pracy zostaną omówione mechanizmy odbierania i przekazywania przez komórkę 
roślinną sygnałów pochodzących ze środowiska.

Pierwszym etapem rozpoczynającym odpowiedź na stres jest percepcja sygnału, a 
następnym jego transdukcja do wnętrza i wewnątrz komórek. Rezultatem odpowiedzi 
na stres jest uruchomienie ekspresji genów, których produkty prowadzą do zmian 
procesów metabolicznych w komórkach i tkankach roślinnych [1, 35].

2. TRANSDUKCJA SYGNAŁÓW

Wyróżnia się trzy etapy reakcji komórki na bodźce środowiskowe: percepcja sygnału, 
jego przenoszenie i odpowiedź końcowa rośliny [79].

2.1. Receptory

Receptory, to komórkowe struktury odpowiedzialne za rozpoznawanie i selektywne 
wiązanie cząsteczek mających właściwości sygnałowe oraz uczestniczące w 
powstawaniu reakcji wewnątrzkomórkowych [30].

2.1.1. Receptory jonotropowe.

Receptor jonotropowy to receptor połączony z kanałem jonowym. Związanie liganda 
wywołuje zmiany konformacyjne receptora tak, iż kanał zamyka się albo otwiera dla 
specyficznych jonów, takich jak: Na+, K+, Ca2+, Cl". Przepływ jonów w poprzek błony 
prowadzi do zmian potencjału transbłonowego [79].

Specyficzne skutki ma tu otwarcie kanałów Ca2+, ponieważ zmiany wew
nątrzkomórkowego stężenia Ca2+ mogą w sposób istotny wpływać na aktywność wielu 
enzymów, m.in. uczestniczących w transdukcji sygnałów [30].

2.1.2. Receptory współpracujące z białkiem G (receptory metabotropowe).

Receptory metabotropowe mają siedem transbłonowych fragmentów. Współpracują 
one z heterotrimerycznymi białkami G. U roślin poznano wiele genów kodujących 
podjednostki białek G (rozdz. 2.2.1.) [27, 79]. Po związaniu cząsteczki sygnałowej, 
receptor ulega zmianie konformacyjnej, która odkształca cytoplazmatyczną domenę 
receptora, umożliwiając mu oddziaływanie z białkiem G, umieszczonym po stronie 
cytozolowej błony komórkowej. Receptor pozostaje aktywny tak długo, jak długo jest
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z nim związana zewnątrzkomórkowa cząsteczka sygnalizacyjna i przez to może 
katalizować aktywację wielu cząsteczek białka G [79].

2.1.3. Receptory o aktywności enzymatycznej (receptory katalityczne)

Receptory katalityczne sąbiałkami transbłonowymi, których domeny wiążące ligandy 
są eksponowane na zewnętrznej powierzchni błony komórkowej. Jednakże domena 
cytoplazmatyczna w receptorze katalitycznym działa jak enzym lub tworzy kompleks 
z innym białkiem o aktywności enzymatycznej [30,70]. Do tej grupy receptorów należą 
m.in. receptorowe kinazy białkowe.

Roślinne kinazy receptorowe mają jeden lub kilka regionów transbłonowych. W 
regionie katalitycznym mogą mieć reszty histydynowe, treoninowe lub serynowo- 
tyrozynowe [70]. Typowa kinaza receptorowa u roślin ma cztery regiony strukturalne: 
region odbierający bodźce z otoczenia; domena zewnątrzkomórkowa; region trans- 
błonowy; domena kinazowa [http://www.wisc.edu/prkr/].

Obecnie wiadomo, że kinazy receptorowe należą do dużej rodziny genów i w 
przypadku poznanego już genomu Arabidopsis stanowią prawie 2,5% wszystkich 
genów, jest to w przybliżeniu 600 genów [http://www.wisc.edu/prkr/].

2.1.3.1. Receptorowe kinazy serynowo-treoninowe. Roślinne receptorowe kinazy 
serynowo-treoninowe są grupą białek zlokalizowanych w błonie komórkowej. Uczes
tniczą w regulacji rozwoju roślin, jak i w percepcji bodźców pochodzących z otoczenia, 
np. światło [3]. Kinazy te są klasyfikowane ze względu na obecność charakterystycznej 
domeny, znajdującej się w części zewnątrzkomórkowej białka. Większość kinaz 
serynowo-treoninowych zawiera sekwencje bogate w powtórzenia leucynowe LRR 
(ang. Leucine Rich Repeat) odgrywających istotną rolę w interakcjach białko-białko 
[34, 82]. Inna grupa zawiera tzw. domenę S podobną do SLG (ang. S-Locus 
Glycoproteiń), ponadto mogą również występować, m.in. takie, które mają analogię 
do motywu występującego w czynniku rozwoju nabłonka -  EGF (ang. Epidermal 
Growth Factor, EGF-like motif) czy też w czynniku TNFR (ang. Tumor Necrosis 
Factor Receptor-like motif) lub tzw. domenę wiążącą lektyny [3, 4, 19]. Dotychczas 
nie zidentyfikowano w roślinie receptorowej kinazy serynowo-treoninowej, biorącej 
udział w percepcji i transdukcji sygnałów związanych ze stresami abiotycznymi.

Przykładem kinazy serynowo-treoninowej jest ERECTA1, białko mające w swojej 
domenie pozakomórkowej region LRR. ERECTA1 ulega ekspresji w apikalnej części 
merystemów, a jego mutacja prowadzi do wstrzymania kwitnienia lub powoduje rozwój 
skróconych strąków i ogonków liściowych. Prawdopodobny jest też udział tej kinazy 
w przekazywaniu sygnałów z komórki do komórki podczas rozwoju merystemu [82].

Jak dotychczas u roślin nie zidentyfikowano receptorowych kinaz tyrozynowych, 
jednakże jedna z poznanych kinaz-PRKl (ang. Pollen Receptor-like Kinase 1) ma 
reszty zarówno serynowo-treoninowe, jak i tyrozynowe [54].

2.1.3.2. Receptorowe kinazy histydynowe. Receptorowe kinazy histydynowe 
zbudowane są z dwóch elementów, sensora i regulatora odpowiedzi. Sensor wiążący 
sygnał ze środowiska zewnętrznego zawiera kinazę histydynową, która po zadziałaniu
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bodźca ulega autofosforylacji. Następnie grupa fosforanowa przeniesiona zostaje na 
reszty asparaginianu, znajdujące się w domenie regulatora odpowiedzi [83]. Pobudzona 
cząsteczka kinazy receptorowej działa aktywująco na inne białka występujące w 
kaskadach sygnalizacyjnych, a w konsekwencji wpływa na ekspresję specyficznych, 
indukowanych określonym bodźcem -  stresem, genów. Dobrze poznaną receptorową 
kinazą histydynową jest ATHK1 (ang. Arabidopsis thaliana Histidine Kinase J) 
oraz receptor etylenowy ETR1. Badania nad białkiem ATHK1 wykazały, że reaguje 
ono na zmiany osmotyczne środowiska. Receptor odbierający sygnały na zasadzie 
osmosensora, w dalszym etapie przekazuje sygnał do kaskady MAP kinaz (ang. 
Mitogen Activated Protein Kinases) [7, 20, 41, 51, 83].

Obecnie niewiele wiadomo na temat receptorów roślinnych, które odbierają bodźce 
pochodzące z otoczenia. W przypadku niskich temperatur sama plazmalemma może 
brać udział w percepcji sygnału. Pod wpływem chłodu może dojść do zwiększenia 
płynności błon, jest to wtórna reakcja na obniżoną temperaturę wynikająca z desaturacji 
kwasów tłuszczowych [61,69]. Przypuszcza się, że w błonie istnieje receptor wrażliwy 
na zmiany w jej płynności. Inną możliwością zaproponowaną przez Monroy’a i Dhindsa 
[52] jest kanał wapniowy, który mógłby pełnić rolę receptora, chociaż dotychczas kanał 
Ca2+ o takiej funkcji nie został zidentyfikowany. Zgodnie z tą hipotezą kanały Ca2+ 
otwierałyby się wtedy, gdy zwiększa się płynność błon komórkowych pod wpływem 
niskiej temperatury otoczenia. Z kolei otwarcie kanałów wapniowych aktywowałoby 
transdukcję sygnałów uruchamiających ekspresję określonych genów [61].

2.2. Przenośniki sygnałów

2.2.1. Białko G

Białko G jest jednym z najlepiej poznanych przenośników sygnałów wewnątrz 
komórki. W przypadku receptorów współpracujących z białkiem G, związanie przez 
receptor sygnału powoduje aktywację białka G, które wpływa na regulację kanałów 
błonowych oraz uruchomienie aktywności cyklazy adenylanowej, AC (ang. Adenylyl Cyclase) 
i fosfolipaz C i D, PLC i PLD ( z ang. PhosphoLipase C, PhosphoLipase D) [64, 70, 76].

Białko G jest heterotrimerem złożonym z trzech podjednostek a , (3 i y. W stanie 
niepobudzonym podjednostka a  jest związana z GDP, a cząsteczka białka G znajduje 
się w stanie spoczynkowym. Związanie zewnątrzkomórkowego liganda przez receptor, 
powoduje połączenie receptora z białkiem G i jego aktywację, która polega na wymianie 
GDP na GTP w podjednostce a . W wyniku tego procesu następuje rozdzielenie się 
białka G na zaaktywowanąpodjednostkę a  i na kompleks podjednostek (3y. Podjednostka 
a  dyfunduje następnie wzdłuż cytozolowej powierzchni błony komórkowej aż do 
napotkania jej białka docelowego [27, 30, 56, 64].

2.2.2. Fosfolipazy

Katabolizm fosfolipidów pełni szczególną rolę w funkcjonowaniu komórki i wpływa 
na wiele procesów, takich jak: reorganizacja i degradacja błon, wytwarzanie
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przekaźników drugiego rzędu [58, 69]. Fosfolipazy biorące udział w przemianach 
fosfolipidów, pogrupowane są w klasy w zależności od rodzaju substratu i miejsca ich 
reakcji. Na tej podstawie wyróżniono trzy typy fosfolipaz: A, C i D, (PLA, PLC, 
PLD) [8].

Podczas odpowiedzi roślin na bodźce stresowe pochodzące ze środowiska, na 
szlakach przenoszenia sygnałów pojawiają się aktywne formy fosfolipaz [8]. W 
przypadku zranienia roślin uruchamiana jest synteza kwasu jasmonowego, która jest 
poprzedzona pojawieniem się kwasu linolenowego uwalnianego z błon komórkowych 
pod wpływem aktywnej PLA [11, 12, 28]. Fosfolipazy odgrywają istotną rolę na 
wczesnych etapach transdukcji sygnału pochodzącego od stresu osmotycznego oraz w 
procesach związanych z osmoregulacją u roślin. W transdukcji sygnału pod wpływem 
stresu osmotycznego biorą udział fosfolipazy C i D [16, 60, 74].

Wśród fosfolipaz C wyróżnia się izoformy: PLC-p, PLC-y i PLC-8 [18]. Fosfolipaza 
C jest enzymem związanym z błoną. Po aktywacji hydrolizuje błonowy fos- 
fatydyloinozytol na dwie wtórne cząsteczki informacyjne, 1,4,5-trójfosforan inozytolu 
(IP3) i dwuacyloglicerol (DAG). IP3 opuszcza błonę komórkową i przemieszcza się w 
cytoplazmie. Po dotarciu do retikulum endoplazmatycznego, wiąże się z zawartymi w 
jego błonie kanałami Ca2+ i wpływa na ich otwarcie [59]. W cytoplazmie zwiększa się 
stężenie jonów Ca2+. Diacyloglicerol pozostaje w błonie komórkowej i wraz z Ca2+ 
współdziała w aktywacji kinazy białkowej C PKC (ang. Protein Kinase C), [62]. 
Szlak fosfatydyloinozytolowy prowadzi do powstania w roślinie wielu cząsteczek 
pełniących rolę sygnalizacyjną.

Fosfolipaza D aktywowana jest przez białko G współpracujące z receptorami 
błonowymi [58]. Jej aktywacja może następować w odpowiedzi na takie stresy, jak: 
uszkodzenia mechaniczne, uszkodzenia spowodowane przez mróz oraz promieniowanie 
typu y [55, 66, 85]. Ponadto, PLD do swojej aktywności potrzebuje odpowiedniego 
stężenia jonów Ca2+w cytozolu i w przeciwieństwie do PLC produktem jej aktywności 
jest kwas fosfatydowy PA ( ang. Phosphatidic Acid), który powstaje w wyniku hydrolizy 
fosfolipidów błonowych fosfatydylocholiny lub fosfatydyloetanoloaminy [55]. 
Powstający w wyniku aktywności PLC DAG może ulegać fosforylacji do kwasu 
fosfatydowego przez kinazę DAG [84].

2.2.2.1. Kwas fosfatydowy. Kwas fosfatydowy jest przekaźnikiem drugiego rzędu 
uruchamianym na dwa sposoby, jeden z udziałem PLC, drugi -  PLD. Jest wysoce 
prawdopodobne, że szlaki te są uruchamiane przez różnego rodzaju bodźce, mogą 
zachodzić w różnych miejscach w komórce i mogą też w nich brać udział różnego 
rodzaju prekursory PA. Są nimi fosfatydylocholina lub fosfatydyloetanoloamina 
powstałe w wyniku działania PLD lub powstałe na szlaku PLC DAG (ryc. 1) [55].

Różne formy stresów osmotycznych wpływają na wzrost stężenia PA w komórce. 
Jak wykazano, zwiększony poziom NaCl oraz susza wpływają na powstawanie PA 
najczęściej na szlaku PLC-kinaza DAG [56]. W przypadku uszkodzenia tkanki roślinnej 
efektorowym enzymem jest PLD. Powstały PA może również aktywować WIPK (ang. 
Wound Induced Protein Kinases), które są zaliczane do kaskady kinaz MAP [38].
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R Y CIN A  1. M odel p rzed staw iający  dzia łan ie  kw asu fosfa tydow ego (PA) w kom órce . PA je s t  
produkowany w kom órce poprzez aktywację dwóch różnych szlaków, jednego z udziałem  PLC, drugiego 
z PLD. PLC hydrolizuje fosfatydyloinozytolo 4,5-dw ufosforan (PtdIns(4,5)P2)) do 1,4,5, trifosforanu 
inozytolu In s(l,4 ,5 )P 3 i diacyloglicerolu (DAG). PtdIns(4,5)Pi dyfunduje w cytozolu, gdzie uwalnia 
jony  wapnia. DAG pozostaje w błonie kom órkowej, gdzie jest fosforylowany przez kinazę DAG do 
PA. PLD natom iast wpływa na powstanie PA poprzez hydrolizę lipidów strukturalnych, takich jak: 
fosfatydylocholina (PtdCho). Zwiększony poziom  PA wpływa na szereg procesów poprzez interakcje 
z takim i białkam i, jak : szlak M A PK, CDPK, kanały potasow e. PA jes t fosforylow any do DG PP 
poprzez kinazę PA. DGPP jes t niew ielkim  lipidem  i może być sam w sobie cząsteczką sygnałow ą 
(zaznaczone jako  *?’). Znaczenie pozostałych skrótów użytych w schemacie: kinaza DAG (DGK); 
kinaza PA (PAkin) [wg 57, zmodyfikowane].

Komórki roślinne wykształciły specyficzny mechanizm obniżania stężenia PA w 
komórce w wyniku fosforylacji PA do DGPP {ang. DiacylGlycerol PyroPhosphate) 
[57]. Wzrost stężenia tego fosfolipidu inicjują różne bodźce, w tym także te zaliczane 
do stresów dehydratacyjnych, takich jak: susza, wysokie stężenie NaCl i in. [15,46]. 
Ponadto cząsteczka DGGP może sama w sobie stanowić element sygnałowy w 
transdukcji sygnałów (ryc. 1) [57, 59].

2.2.3. Jony wapnia

Wapń jest wtórnym informatorem wewnątrzkomórkowym. Działa w połączeniu z 
różnymi białkami, prowadząc do zmian ich aktywności. Jony wapnia odgrywają 
szczególną rolę w odpowiedzi roślin na bodźce zewnętrzne należące do stresów 
biotycznych (wirusy, grzyby) i abiotycznych (światło, chłód, susza, wysoka temperatura, 
hipoksja). Jako przekaźnik, Ca2+ wywołuje zmiany w komórce roślinnej wpływając na 
jej wzrost, rozwój i fizjologię, w wyniku których roślina może dostosować swój rozwój 
do zmieniających się warunków środowiska (ryc. 2) [77].
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Stężenie wolnych jonów wapnia w komórce jest niskie i wynosi przeciętnie KF4 
mM, natomiast stężenie zewnątrzkomórkowe wynosi 1-2 mM [1]. Poziom jonów 
wapnia wewnątrz komórki jest ściśle kontrolowany poprzez wymienniki jonowe obecne 
w błonie komórkowej i tonoplaście. W warunkach normalnych utrzymuje się wysoki 
gradient Ca2+ w poprzek błon. W przypadku przejściowego otwarcia kanału Ca2+ w 
jednej z błon przez sygnał, jony Ca2+ szybko wpływają do cytozolu zgodnie z gradientem 
elektrochemicznym i uruchamiają zmiany w cytozolowych białkach wrażliwych na

Ca2+ wpływa aktywująco na białka określane często sensorami wapniowymi. Zalicza 
się do nich kalmodulinę CaM, wapniowo-zależne kinazy białkowe CDPKs (ang. 
Calcium Dependent Protein Kinases) oraz kalcyneuryno-podobne białka wiążące 
wapń [73, 77, 92].

2.2.3.1. Kalmodulina (CaM). Kalmodulina należy do rodziny białek o motywie 
dłoni EF. Jej cząsteczka składa się z dwóch podobnych, globularnych płatów 
połączonych długą helisą a . Każdy płat zawiera dwa motywy dłoni EF, a każdy motyw 
wiąże jeden atom wapnia. Kompleks kalmodulina-Ca2+ stymuluje szeroki wachlarz

RYCINA 2. Transdukcja sygnałów z udziałem  białek w iążących wapń. Bodźce pochodzące ze stresów 
biotycznych i abiotycznych odbierane są przez komórki w pływają na zmiany stężenia jonów  Ca w 
cytozolu i/lub w innych przedziałach kom órkowych (np. w jądrze). Zw iększenie stężenia wolnych 
jonów  Ca napływ ających spoza komórki czy też z siateczki śródplazm atycznej działa na białka Ca -  
zależne jak  kalm odulina oraz białka kalm odulino-podobne. A ktyw acja tych białek um ożliw ia im 
w chodzenie w interakcję z wielom a kom órkowym i cząsteczkam i sygnalnym i i docelęw ym i wpływając 
na zmiany w m etabolizmie, modyfikacjach białek i cytoszkieletu. Kalmodulina i jony Ca' mogą regulować 
ekspresję genów poprzez urucham ianie określonych kaskad sygnalizacyjnych jub  aktywację określonych 
czynników  transkrypcyjnych. Linie przerywane oznaczają napływ jonów  C a ' z otoczenia lub organelli 
kom órkowych. Znaki zapytania oznaczają niepoznane dotychczas cząsteczki biorące udział w transdukcji 
[wg 77, zm odyfikowane]

Ca2+ [79].
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enzymów-pomp oraz innych białek. Taki kompleks może wywierać wpływ bezpośredni 
aktywując enzymy lub pośredni poprzez aktywację zależnych od kompleksu kinaz 
białkowych, które fosforylując specyficzne białka przeprowadzają je w formę aktywną 
[79, 92]. Zaktywowana kalmodulina reguluje działanie zależnej od niej kinazy CaM 
II, pomp Ca2+-ATP-azowych znajdujących się w błonie wakuoli, plazmalemmy i siateczki 
śródplazmatycznej oraz czynników transkrypcyjnych i elongacyjnych [79, 80].

Ostatnie badania wykazały, że występują inne białka kalmodulino-podobne, których 
sekwencja aminokwasowa jest w 40% identyczna z kamoduliną filogenetycznie 
konserwatywną. Grupa tych białek charakteryzuje się zróżnicowaną ilością motywów 
EF wiążących wapń (od 3 do 6) [77]. Białka te na końcach C cząsteczek mają miejsca 
dla prenylacji, co wskazuje, że mogą być zakotwiczane w błonach komórkowych. 
Dodatni ładunek ich cząsteczek sugeruje subkomórkową lokalizację i praw
dopodobieństwo transportu do jądra, co może mieć związek z ich rolą w regulacji 
transkrypcji [13].

Przykładem białka o budowie podobnej do kalmoduliny jest białko RD20 (ang. 
Responsive Dehydration), które zidentyfikowano u Arabidopsis thaliana. Wzmożona 
ekspresja genu kodującego to białko zachodzi pod wpływem suszy, ABA i wysokiego 
stężenia soli [81].

2.2.3.2. Kinazy wapniowe. Kinazy białkowe zależne od wapnia (CDPK ang. 
Calcium Dependent Protein Kinases) zostały wykryte tylko u roślin i Protozoa [37]. 
Domena wiążąca Ca2+ zawiera cztery motywy dłoni EF. Kinazy wapnio-zależne należą 
do grupy kinaz serynowo-treoninowych i odróżniają się od innych regulowanych 
wapniem kinaz, takich jak: kinazy białkowej typu C czy kinazy wapniowo-kalmodulinowej 
[68]. CDPK są zbudowane z jednego łańcucha polipeptydowego, który zawiera trzy 
funkcjonalne domeny: katalityczną, autoinhibującą i wiążącą wapń [21, 89]. Występują 
w cytozolu oraz w błonach komórkowych, w których są zakotwiczone za pomocą 
domeny SH4 występującej na końcu N cząsteczki białka. Sekwencja SH4 ulega 
mirystylacji po przyłączeniu kwasu mirystynowego (C[4). Proces ten umożliwia interakcję 
zmo-dyfikowanego białka z receptorem błonowym lub dwuwarstwową błoną lipidową [2,45].

Poziom mRNA kodującego CDPK wzrasta w roślinach pod wpływem chłodu. 
Przykładem może być wzmożona ekspresja genu CDPK7 u ryżu (Oryza sativa) pod 
wpływem chłodu i zwiększonego stężenia NaCl [44, 67, 68]. Autorzy przypuszczają 
że kinaza CDPK7 może pełnić rolę regulacyjną w tolerancji ryżu na suszę i chłód. 
Kinazy CDPK mogą pełnić funkcję regulacyjną w ekspresji genów podczas stresu i w 
metabolizmie komórkowym. Z drugiej strony mogą stanowić źródło cząsteczek 
sygnałowych w kaskadach sygnalizacyjnych. Ponadto, mogą pełnić rolę w transporcie 
jonów i wody przez błony oraz wpływać na strukturę i dynamikę cytoszkieletu [44].

Innym przykładem kinaz wapniowych są kinazy asocjujące z sensorami wapnia np. 
białkiem AtCBL (ang. Arabidopsis thaliana Calcineurin B-Like Ca2* binding 
protein), które odgrywają ważną rolę w transdukcji sygnałów pod wpływem chłodu, 
suszy i zasolenia [37,73]. AtCBL ma podobną budowę do podjednostki B kalcyneuryny 
i sensora Ca2+występującego w neuronach zwierząt. AtCBL, podobnie jak kalmodulina 
i kalcyneuryna B, jest małym białkiem przyłączającym wapń. Nie ma jednak funkcji
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enzymatycznej [32, 65, 92]. Zwiększony poziom AtCBLl w komórce obserwuje się 
pod wpływem chłodu, suszy i zranienia, kiedy to białko CBL1 oddziałuje ze specyficzną 
kinazą CIPKI (ang. CBL-Interacting Protein Kinase 1). CIPK 1 ma budowę 
charakterystyczną dla kinaz, tj. przy końcu N- cząsteczki białka znajduje się domena 
katalityczna zawierająca reszty serynowo-treoninowe, natomiast przy końcu C 
występuje unikalny region, niezbędny do asocjacji z AtCBLl. Interakcje pomiędzy 
obiema cząsteczkami białka mają miejsce w przypadku podwyższonego stężenia jonów 
wapnia [73].

Innym genem związanym z odporności ą.Arabidopsis na stres solny jest gen kodujący 
białko SOS3 (ang. SALT OVERLY SENSITIVE 3), należący do tej samej rodziny 
genów co A tC B Ll. Białka AtCBL i SOS3 pod względem strukturalnym są do siebie 
podobne. Podobieństwo ich sekwencji aminokwasowej wynosi od 50 do 60% [39, 73]. 
Mutacje w genach SOS sprawiają, że Arabidopsis staje się bardziej wrażliwa na 
podwyższony poziom jonów Na+. W warunkach stresu solnego, podczas którego 
zwiększa się stężenie wapnia cytozolowego, SOS3 wiąże jony wapnia [24, 39]. Białko 
SOS3 ma w swej strukturze trzy motywy EF. SOS3 wchodzi w reakcję z białkiem 
SOS2, które jest kinazą serynowo-treoninową [17, 40]. Powstały kompleks SOS3- 
SOS2 oddziałuje na białko SOS1, które jest antyporterem dla układu jonów Na+-H+, 
eksportując jony Na+ z komórki [72].

Zmiany w stężeniu jonów wapnia w komórce wywołują zmiany konformacyjne 
sensorów wapniowych. W zależności od rodzaju uaktywnionych sensorów (CaM, 
CDPK, AtCBL), następuje aktywacja różnych białek docelowych w wyniku interakcji 
białko-białko. Natomiast powstanie kombinacji złożonej z określonych sensorów i ich 
substratów zależy od rodzaju sygnału.

2.2.4. Kinaza białkowa C

Poziom kinazy białkowej C PKC (ang. Protein Kinase C) jest ściśle związany z 
ilością DAG w komórce. Ta wielofunkcyjna kinaza białkowa fosforyluje w białkach 
docelowych reszty seryny i treoniny [1, 70]. Diacyloglicerol zwiększa powinowactwo 
PKC do Ca2+, który uaktywnia PCK już przy fizjologicznym poziomie wapnia w 
komórce. Do substratów PKC zalicza się białka tworzące układy przenoszenia 
sygnałów. PKC może fosforylować między innymi białko G i tym samym stymulować 
kaskadę sygnalizacyjnązwiązanąz cyklaząadenyłanową. Ponadto PKC może oddziaływać 
na proces translacji poprzez fosforylację rybosomowego białka S6 [1,62,70].

2.2.5. Kaskady kinaz MAP

Aktywność większości wewnątrzkomórkowych białek sygnalizacyjnych jest 
włączana lub wyłączana w procesach fosforylacji. Włączenie zachodzi w wyniku 
działania kinazy białkowej, która dodaje do białka grupę fosforanową, a wyłączenie 
zachodzi poprzez usunięcie tej grupy przez specyficzne fosfatazy. Liczne białka 
kontrolowane przez fosforylację same pełnią funkcję kinaz białkowych i są zor
ganizowane w kaskady sygnalizacyjne, w których pierwsza z aktywowanych kinaz 
fosforyluje następną kinazę znajdującą się w szeregu. Cykl ten wielokrotnie powtarza
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się podczas przenoszenia sygnału. Kaskadowe przenoszenie reszty fosforanowej 
podczas przekazywania sygnału zachodzi przy udziale kinaz MAPK (ang. Mitogen- 
Activated Protein Kinase) [20]. Kinazy MAP przenoszą sygnały do wnętrza komórki 
od różnych pozakomórkowych bodźców, takich jak: czynniki wzrostowe, hormony, 
etylen oraz od czynników stresowych środowiska i patogenów. Szlaki transdukcyjne, 
w których uczestniczą MAPK, biorą udział w licznych procesach związanych z 
funkcjonowaniem komórek, takich jak: podziały komórkowe, wzrost i różnicowanie 
komórek oraz w odpowiedzi roślin na stresowe czynniki środowiska. Kinazy MAP 
odgrywają także kluczową rolę w integrowaniu wielu wewnątrzkomórkowych sygnałów 
pochodzących od różnych przekaźników drugiego rzędu. Integrują także sygnały 
pochodzące od różnych receptorów [20, 51].

Kinaza MAPKKK fosforyluje kinazę MAPKK, w wyniku przeniesienia grupy 
fosforanowej na reszty serynowe i serynowo-treoninowe występujące w sekwencji 
SxxxS/T kinazy MAPKK. Z kolei aktywna MAPKK fosforyluje reszty tyrozynowe i 
treoninowe występujące w sekwencji TxY kinazy MAPK. Kinaza MAPK jest ostatnim 
ogniwem w łańcuchu fosforylacji kinaz MAP (ryc. 3). Po ufosforylowaniu może być 
transportowana do jądra komórkowego i tam uruchamiać ekspresję określonych genów 
w wyniku uaktywnienia czynników transkrypcyjnych przez fosforylację ich cząsteczek. 
Z drugiej strony, MAPK kinazy mogą pozostawać w cytoplazmie i fosforylować specyficzne 
dla nich enzymy, takie jak: kinazy białkowe, lipazy lub elementy cytoszkieletu [20].

2.2.5.1. Udział kinaz MAP w transdukcji sygnałów pochodzących od stresów 
abiotycznych. Kinazy MAPK u Arabidopsis thaliana są kodowane przez rodzinę 
genów liczącą co najmniej dziewięć grup (ATMPK1-9). Na podstawie analizy ich 
sekwencji aminokwasowej mogą być sklasyfikowane w czterech mniejszych 
podgrupach [48]. Wśród zidentyfikowanych kinaz MAP sąhomologi kinazy MAPK, 
np. ATMPK1, ATMPK2 [48]; kinaz MAPKK, np.AtMEK, NPK2, ATMKK2-4 [50] 
oraz MAPKKK, takie jak: NPK1, ATMEK1-4, CTR1 [49, 50]. Pomimo że 
zidentyfikowano wiele komponentów kaskad kinazowych, dane o interakcjach pomiędzy 
kinazami MAPK i MAPKK oraz MAPKK z MAPKKK nie zostały jeszcze do końca

RYCINA 3. Regulacja kaskady M AP kinaz 
p rzez  fo s fo ry la c ję . N ie a k ty w n a , zd e fo s-  
forylow ana M A PK  aktyw ow ana je s t przez 
fosforylację reszty treoninowej i tyrozynow ej, 
se k w e n c ja  TxY, p rz e p ro w a d z a n e j p rz e z  
M A P K K . K in a za  M A P K  (M A P K K ) 
ak tyw ow ana  je s t  p rzez  p rzy łączan ie  grup 
fosforanowych do reszt serynowej i serynowo- 
treoninowej, sekwencja SxxxS/T. Reakcja ta 
k a ta liz o w a n a  je s t  p rzez  k in a z ę  M A PK K  
(M APKKK) [wg 20, zm odyfikowane]
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ustalone [28]. Poznano jedynie interakcje pomiędzy AtMEK (MAPKK) a ATMPK4 
(MAPK), które wskazały na kinazę AtMEK jako aktywatora ATMPK4. Ponadto 
wykazano, iż u drożdży homolog kinazy MAPKKK-ATMEKK1 nie tylko wchodzi w 
interakcje, ale również działa aktywująco na kinazę AtMEK. Dane te sugerują, iż 
kinazy: ATMEKK1, ATMEK i ATMPK4 stanowią kaskadę MAPK kinaz w komórkach 
Arabidopsis [22, 50, 51].

Niska temperatura, stres solny i dotyk wpływają na zwiększenie poziomu 
transkryptów kodujących kinazy ATMEKK1, ATMPK3 i ATPK19 u Arabidopsis 
thaliana. Jak wykazano, kinaza ATMEKK1 funkcjonuje w kaskadzie kinazowej jako 
MAPKKK, natomiast ATMPK3 jest homologiem MAPK, a ATPK19 kinazy S6. 
Akumulacja mRNA tych kinaz zachodzi jednocześnie pod wpływem wyżej 
wymienionych czynników [49,51].

U Medicago sativa zidentyfikowano kinazę p44MMk4 indukowaną przez chłód i 
suszę. Dalsze badania nad kinaząp44MMk4 wykazały, że jej zawartość w komórce nie 
ulegała zmianie pod wpływem czynników stresowych, ujawniając tym samym, że inne 
potranslacyjne mechanizmy aktywująjej działanie. Jakkolwiek ekstremalne temperatury, 
susza, stres solny są zaliczane do różnych form stresu osmotycznego, to wysoka 
temperatura oraz wysokie stężenie jonów sodu nie aktywują kinazy p44MMk45 co wskazuje 
na występowanie odrębnych szlaków uruchamianych przez różne stresy przy udziale 
kinazy p44MMk4 [26].

W przypadku stresu solnego uruchamiana jest kinaza SIMK (ang. Salt Stress- 
Induced MAPK) aktywowana specyficznie przez S1MKK. Jak wykazano, kinaza 
SIMKK współdziała tylko z kinazą SIMK. Kinazy SIMK i SIMKK są związane ze 
szlakiem sygnałów uruchamianym przez stres solny, który jest bezpośrednim 
aktywatorem kinazy SIMKK [31, 60].

W komórkach tytoniu stres osmotyczny (250 mM NaCl lub 900 mM sorbitol) 
wywołuje szybką aktywację dwóch kinaz białkowych: kinazy SIPK (ang. Salicylic 
acid-Induced Protein Kinase) oraz homologa kinazy ASK1 (ang. Arabidopsis 
Serine/threonine Kinase 1). Obie kinazy uczestniczą w odpowiedzi komórki roślinnej 
na stres, pojawiają się w kilka minut po zadziałaniu czynnika stresowego. Szybka 
aktywacja tych białek może sugerować udział dwóch różnych, równoległych szlaków 
sygnalizacyjnych z udziałem kinazy SIPK oraz homologa kinazy ASK1 [47].

Kolejnym przykładem kinazy MAP jest kinaza uruchamiana przez cząsteczkę 
sygnałowa, jaką jest H ,0 2, który może pojawiać się w komórce pod wpływem różnych 
czynników stresowych. Kinazą aktywowaną przez H20 2 jest ANP1 (ang .Arabidopsis 
NPK-1 like Protein kinase; NPK-1, Nicotiana Protein Kinase). ANP1 inicjuje kaskadę 
fosforylacyjną złożoną z dwóch kinaz, ATMPK3 oraz ATMPK6 [40]. Szlak transdukcji, 
uruchamiany przez ANP1, prowadzi do indukcji syntezy, m.in. glutationo-S-transferazy, 
białek szoku termicznego -  HSP (ang. Heat Shock Proteins), które uczestniczą w 
detoksyfikacji i stabilizacji zniszczonych białek, pomagając tym samym komórce 
roślinnej w odpowiedzi na całą gamę stresów [36,42, 43, 71].
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2.2.6. Fosfatazy

Fosforylacja i defosforylacja białek reguluje wiele procesów biologicznych, w których 
uczestniczą kinazy i fosfatazy [5,23]. Kinazy i fosfatazy białkowe zostały podzielone 
na dwie główne grupy ze względu na specyficzność substratową: grupę serynowo- 
treoninowych kinaz i serynowo-treoninowych fosfataz oraz tyrozynowych kinaz i 
tyrozynowych fosfataz [25, 63].

Serynowo-treoninowe fosfatazy, PPazy (ang. Protein Phosphatase) specyficznie 
katalizują defosforylacje reszt fosfoserynowych i fosfotreoninowych w swoich 
substratach, którymi są kinazy serynowo-treoninowe. Fosfatazy tej grupy zostały 
podzielone na cztery podgrupy: PP1, PP2A, PP2B, PP2C [10].

Tyrozynowe fosfatazy, PTPazy (ang. Protein Tyrosine Phosphatases), defosforylują 
resztę fosfotyrozynową kinaz tyrozynowych. Wśród PTPaz wyróżniono trzy podgrupy 
w zależności od miejsca ich występowania: PTPazy receptorowe, wewnątrzkomórkowe 
i PTPazy występujące w obu przedziałach komórkowych [63, 78]. Typową cechą 
strukturalną PPazy receptorowej jest obecność w strukturze jej cząsteczki domeny 
zewnątrzkomórkowej, pojedynczego regionu transbłonowego i jednej lub dwóch 
katalitycznych domen zlokalizowanych w cytozolu. Wewnątrzkomórkowa PTPaza 
zawiera jedną domenę katalityczną oraz różne zakończenia N- i C-terminalne, które 
prawdopodobnie pełnią funkcję regulatorową [78].

MAPK kinazy, które aktywowane są przez różnego rodzaju stresy, mogą być 
inaktywowane przez PPazy i PTPazy. MAP kinaza HOG1 z drożdży występująca w 
szlaku transdukcyjnym wywołanym stresem solnym jest inaktywowana przez fosfatazę 
PTP [86, 87]. Ekspresja genu kodującego fosfatazę tyrozynowąAtPTPl u Arabidopsis 
jest zwiększona pod wpływem stresu solnego, natomiast pod wpływem niskiej 
temperatury następuje szybki spadek poziomu jego transkryptu [53].

Fosfataza 2A  (PP2A), tak jak AtPTPl jest również inaktywowana pod wpływem 
chłodu [58]. Niska temperatura m.in. wywołuje intensywny napływ jonów Ca2+ do 
cytozolu i fosforylację elementów transdukcji sygnałów i czynników transkrypcyjnych 
[9]. Obecność PP2A w cytozolu może zablokować działanie wielu kluczowych kinaz, 
które należą do szlaku uruchamianego przez podwyższony poziom wapnia w komórce, 
jednakże obecność tych jonów blokuj ej ej aktywność fosfatazową[14]. Dezaktywacja 
PP2A umożliwia uruchomienie szlaku transdukcji indukowanego chłodem [53].

2.3. Zjawisko ‘cross-talk’

Bodźce pochodzące ze środowiska zewnętrznego są odbierane za pomocą różnych 
receptorów komórkowych, położonych na zewnętrznej stronie membrany. Odebrane 
sygnały są przekazywane do wnętrza komórki za pomocą różnych szlaków trans- 
dukcyjnych. Końcowym efektem przeniesienia sygnału jest uruchomienie ekspresji 
określonych genów, w wyniku której następują zmiany w stanie fizjologicznym komórek, 
dostosowanie metabolizmu komórkowego do warunków stresu oraz zabezpieczenie 
struktur komórkowych, membran i ściany komórkowej przed szkodliwym wpływem 
czynnika stresowego [29, 91]. W warunkach naturalnych roślina może odbierać całą
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kombinację różnych sygnałów i wobec nich musi skierować zintegrowaną odpowiedź 
[33, 88]. Często odpowiedź rośliny na działanie jednego czynnika stresowego może 
powodować zwiększenie tolerancji na inne czynniki stresowe lub odwrotnie, odpowiedź 
na jeden czynnik stresowy może blokować odpowiedź rośliny na inny czynnik. W 
związku z tym, reakcja rośliny na różne bodźce stanowi zintegrowany system wzajemnie 
nakładających się i powiązanych z sobą procesów, które zachodzą w komórkach po 
odebraniu sygnałów i ich przekazaniu do komórek. Większość stresów abiotycznych, 
takich jak: susza, chłód i zasolenie, powoduje dehydratację komórek [6, 29, 75, 91]. 
Sygnały pochodzące od tych stresów mogą być odbierane w postaci zmian osmotycznych 
zachodzących w ścianach komórkowych [29]. Jak wspomniano wyżej, osmosensorowe 
receptory kinazowe oraz kinazy MAPK zostały zidentyfikowane u wielu roślin 
poddanych stresom abiotycznym [20, 51]. Wynika stąd, że odbieranie bodźców 
pochodzących od stresów abiotycznych, a następnie ich przekazywanie do komórek 
zachodzi przy udziale receptorów kinazowych i MAPK kinaz. System MAP kinaz jest 
prawdopodobnie głównym systemem, który integruje procesy zachodzące w odpowiedzi 
roślin na różnego rodzaju stresy. Ze względu na dużą różnorodność zidentyfikowanych 
genów kodujących receptory kinazowe oraz kinazy typu MAPK [3,20, 83,90], sygnały 
pochodzące od określonych stresów mogą być odbierane i przekazywane przez 
specyficzne dla danego stresu receptory kinazowe i kinazy MAPK. Przykładem 
specyficznego przekazywania sygnału od określonego stresu mogą być kinazy SIMK, 
które przenoszą sygnały pochodzące tylko od stresu solnego [31].

Innym czynnikiem integrującym odpowiedź komórki na różne stresy środowiska są 
jony wapnia, których poziom wzrasta w komórkach pod wpływem stresów. Jony wapnia 
aktywują kalmoduliny, które po związaniu z Ca2+ regulują działanie kinazy CaM II, 
aktywują pompy Ca2+-ATP-azowe znajdujące się w błonie wakuoli, plazmalemmy i 
retikulum oraz aktywują czynniki transkrypcyjne i elongacyjne. Pod wpływem wapnia 
aktywowane są w komórkach kinazy zależne od wapnia (CDPK), które z jednej strony 
stanowią źródło cząsteczek sygnałowych w kaskadach sygnalizacyjnych [68], a z 
drugiej mogą pełnić rolę w transporcie jonów i wody w poprzek błony podczas stresu 
oraz wpływać na strukturę i dynamikę cytoszkieletu (ryc. 2) [44]. Podobnie jak w 
przypadku MAP kinaz, ogromna różnorodność kinaz CDPK sugeruje, że mogą 
występować kinazy specyficzne dla różnych stresów. Wapń aktywuje fosfolipazę C 
oraz D, które prowadzą do wytworzenia przekaźników drugiego rzędu oraz uruchamiają 
procesy prowadzące do reorganizacji błon komórkowych podczas stresu (ryc. 1). Pod 
wpływem wapnia następuje uaktywnienie białek kalcyneurynopodobnych, kinaz 
wapniowych asocjujących z sensorami wapnia, np. białkiem AtCBL (ang. Arabidopsis 
thaliana Calcineuńn B-Like Ca2+ binding protein) odgrywających ważną rolę w 
transdukcji sygnałów pod wpływem chłodu, suszy i zranienia [73], wpływając na 
uruchomienie ekspresji wielu genów [52]. Zwiększone stężenie wapnia w komórce 
inhibuje fosfatazę PP2A, która jest inhibitorem szlaku MAP kinazowego w warunkach 
niestresowych [9, 53].
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Zjawisko ‘cross-talk’ wskazuje, iż szlaki transdukcji nie istnieją od siebie niezależnie, 
lecz tworzą charakterystyczną sieć współzależności. Przykładem na to może być 
aktywacja białka G, odbywająca się za pomocą albo receptora właśnie z nim 
współpracującego, albo receptora kinazowego. Aktywna cząsteczka tego białka nie 
tylko uczestniczy w aktywacji szlaku, który uruchamia szlak fosfolipazowy, ale również 
aktywuje kaskady kinaz MAP (ryc. 4) [33, 64, 88].

Obecny stan wiedzy na temat transdukcji sygnałów w komórce roślinnej pod 
wpływem stresów nie daje jeszcze pełnego obrazu procesów zachodzących w roślinie. 
Trudno jest przedstawić całościowy szlak prowadzący od receptora poprzez wszystkie 
elementy transdukcji, wywołany określonym bodźcem. Złożenie wszystkich znanych 
nam elementów kaskad sygnalizacyjnych w jedną całość nie jest rzeczą łatwą, choćby 
dlatego, że każda cząsteczka biorąca udział w transdukcji, z reguły badana była pod 
kątem działania jednego określonego bodźca. Należy zwrócić uwagę, iż rośliny 
poddawane są w warunkach naturalnych działaniu czynników, na które z równą precyzją 
reagują specyficzną odpowiedzią. Ponadto znając współzależności pomiędzy szlakami 
transdukcyjnymi określanych mianem ‘cross-talk’, należy zdać sobie sprawę zarówno

RYCINA 4. Schemat przedstawiający wewnątrzkom órkowe szlaki sygnalizacyjne związane z białkiem  
G. Przedstawiony został szlak prow adzący od receptorów  współpracujących z białkiem  G poprzez 
cAM P i PLC, a także od receptorów  katalitycznych poprzez PLC i kaskadę kinaz M AP [wg 79, 
zm odyfikowane]
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ze złożoności całego układu, jak i jego skuteczności wynikającej z reakcji obronnych 
roślin.

Autorka pracy dziękuje Tadeuszowi Roratowi za dyskusję i pom oc w reda
gowaniu niniejszej pracy.
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TLENEK AZOTU U ROŚLIN

NITRIC OXIDE IN PLANTS

Adam MATKOWSKI

Katedra Biologii i Botaniki Farmaceutycznej, Akademia Medyczna we Wrocławiu

Streszczenie: Tlenek azotu NO, znany przekaźnik sygnałów komórkowych u ssaków odgrywa nie 
mniejszą rolę w procesach fizjologicznych roślin. W artykule tym omówiono aktualny stan wiedzy o 
pochodzeniu, funkcjach i mechanizmach działania NO w organizmach roślinnych.Tlenek azotu jest 
produkowany w roślinie przez enzym y o aktywności podobnej do ssaczych syntaz tlenku azotu 
(NOS). Innym, specyficznym dla roślin źródłem NO są reduktazy azotanowe oraz w szczególnych  
warunkach nieenzymatyczne reakcje oksydoredukcyjne.Reakcje odpornościowe na stres związany z 
patogenezą, promieniowaniem nadfioletowym czy uszkodzeniem mechanicznym są najlepiej dotąd 
udokumentowaną rolą NO.Wywiera on także wpływ na związaną ze stresem produkcję metabolitów 
wtórnych i bierze udział w regulacji przynajmniej niektórych procesów morfogenetycznych.W  rośli
nach wpółistnieje kilka dróg przekazywania sygnału od NO. Uczestniczą w tym cykliczne nukleotydy 
(cGMP i cADP-ryboza), kwas salicylowy, reaktywne formy tlenu i kinazy białkowe oraz prawdopo
dobnie inne, niezbadane jeszcze elementy. Przedstawiono również ważniejsze zagadnienia wymagające 
zbadania w najbliższej przyszłości i przedyskutowano rolę NO jako regulatora wzrostu i rozwoju oraz 
uniwersalnego mediatora w fizjologii stresu.

Słowa kluczowe: tlenek azotu, stres, odporność roślin, wolne rodniki

Summary: Nitric oxide, the well-known mammalian cell signalling transducer, plays an important role 
also in plant physiology. This paper explains the current knowledge o f  NO production, function and 
mechanisms o f  action in plants. Nitric oxide in plants is synthesized by the enzymes o f  similar activity 
to the mammalian nitric oxide synthases. Alternatively, it can be produced by nitrate reductases, which 
are a plant-specific source o f  NO. Non-enzymatic formation o f  NO by redox reactions was also obser
ved. Nitric oxide mediates a variety o f  stress responses to pathogens, UV irradiation, mechanical damage, 
has been particularly well documented. NO influences the stress related secondary metabolism as well as 
participates in regulation o f  some developmental processes.The coexistence o f  several NO signal trans
duction pathways has been reported in plants. Elements taking part therein are: cyclicnucleotides (cGMP, 
cADP-ribose), salicylic acid, reactive oxygen species, protein kinases, and most probably some other 
compounds, still to be discovered. Some o f  the most urgent problems to be studied in the next future are 
also presented. The significance o f  NO as a non-typical plant growth regulator and universal stress- 
signalling mediator is discussed.

Keywords: nitric oxide, stress, plant immunity, free radicals
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Wykaz stosow anych skró tów : NO -  tlenek azotu, NO S -  syntaza tlenku azotu, ROS -  reaktyw ne 
formy tlenu, SA -  kwas salicylowy, NR -  reduktaza azotanowa, PAL -  am oniakoliaza L-fenyloalaniny, 
ChS -  syntaza chalkonowa, PR-1 (patogenesis related) -  białko związane z patogenezą, cG M P -  
cykliczny m onofosforan guanozyny, cADPR -  rybozyd cyklicznego difosforanu adenozyny.

ROŚLINY, NO I CO Z TEGO... WYNIKA

O roli tlenku azotu (NO) w organizmach i komórkach ssaków, w tym i człowieka, 
wiadomo już bardzo dużo przy wciąż szybkim postępie badań nad mechanizmami 
działania tej cząsteczki oraz jej znaczeniem w medycynie. W 1998 roku nagroda Nobla 
w dziedzinie medycyny została przyznana za odkrycia związane z NO. Nie sposób 
wymienić choćby niewielkiej części prac dotyczących tego związku -  jest ich co 
najmniej 35 tysięcy (informacja ze strony internetowej poświęconej NO -  
URL: http://www.apnet.com/no). W polskim piśmiennictwie problematyka związana 
z tlenkiem azotu była także podejmowana, jednak tylko z punktu widzenia fizjologii 
człowieka [20]. W przypadku roślin, zainteresowanie NO jest znacznie świeższej daty 
i daleko jeszcze do pełnego obrazu jego roli w fizjologii organizmu roślinnego. Mimo 
tej dysproporcji, coraz większa ilość ciekawych wyników badań jest dowodem, iż 
warto podjąć próbę zebrania i usystematyzowania wiedzy o działaniu NO, równocześnie 
wskazując na pojawiające się w związku z tymi wynikami nowe pytania dotyczące 
mechanizmów regulujących życie roślin. Tym bardziej że NO wydaje się działać w 
roślinach nie tylko w sposób dla nich specyficzny, ale także podobnie jak w organizmach 
zwierzęcych. Analogie takie otw ierają zupełnie nowe możliwości poznania 
mechanizmów działania biologicznie aktywnych substancji pochodzenia roślinnego w 
medycynie, a równocześnie wyjaśniania ich funkcji w roślinie, które były często dotąd 
spychane na drugi plan.

Początkowo tlenki azotu przyciągały uwagę biologów roślin, głównie w kontekście 
zanieczyszczeń atmosfery jako gazy o działaniu toksycznym. Pierwsze doniesienia o 
funkcjonowaniu endogennego NO w roślinach dotyczyły udziału w interakcji roślin 
motylkowych z bakteriami Rhizobium oraz kaskadowej reakcji na atak patogenów 
[17,39]. Kolejne badania wskazywały na coraz bardziej wielokierunkowe działanie 
NO, jednak szczególnie istotny wydaje się obecnie udział tego związku w regulacji 
szeroko pojętych reakcji na abiotyczne i biotyczne czynniki środowiskowe.

1. SKĄD SIĘ BIERZE, NO I JAK?

Syntazy tlenku azotu

W komórkach ssaków [20,45] NO jest produkowany przez dobrze poznany enzym 
-  syntazę tlenku azotu (NOS -  nitric oxide synthase EC 1.14.13.39), występującą w 
kilku formach. Substratem NOS jest tlen cząsteczkowy i L-arginina, a produktami
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katalizowanej przez ten enzym reakcji jest cząsteczka NO i aminokwas L-cytrulina. 
Enzym ten, o kompleksowej strukturze, wymaga do swego działania kofaktorów: 
NAD(P)H, jonów wapnia, kalmoduliny, FAD (dinukleotyd flawino-adeninowy), FMN 
(mononukleotyd flawinowy) i tetrahydro-L-biopteryny(TH4). Wyróżnia się indukowalną 
(NOS2) i konstytutywną syntazę tlenku azotu (występującąjako izoformy: neuronowa 
-N O S I i śródbłonkowaNOS3).

W ciągu ostatnich kilku lat wykazano działanie syntazy tlenku azotu u roślin, ale 
wciąż nie wyizolowano czynnego enzymu, nie zostały też zidentyfikowane geny kodujące 
NOS [49]. Większość danych na temat aktywności NOS została zresztą uzyskana 
metodami zaadaptowanymi z badań nad aktywnością enzymu pochodzącego z tkanek 
ssaków. Pośrednio, stwierdzono aktywność NOS zależną od argininy po traktowaniu 
korzeni roślin motylkowych (Lupinus albus) elicytorem bakteryjnym z Rhizobium [17]. 
Inny, dobrze udokumentowany przykład produkcji NO z L-argininy przez syntazę 
stanowią rezultaty badań [21,29] nad indukcją genów odporności (PR-1 i PAL) u tytoniu 
(Nicotiana tabacum) pod wpływem wirusa mozaiki tytoniowej (TM V -  tobacco 
mosaic virus). Do wykrywania aktywności NOS stosowano testy polegające na 
oznaczaniu zmian ilości 3H lub l4C L-cytruliny, produktu reakcji wytwarzania NO ze 
znakowanej radioaktywnie egzogennej L-argininy. Stwierdzono, że produkcja NO przez rośliny 
zainfekowane TMV zależy od L-argininy i kofaktorów NOS -  NADPH, FAD i FMN.

Podanie inhibitorów NOS, takich jak: NMMA (octan L-N-metylo-L-argininy) i 
chlorek difenylojodoniowy, powodowało z kolei zahamowanie bądź osłabienie produkcji 
białek związanych z reakcją obronną (PR-1 i PAL). Wzmożenie ich produkcji 
następowało też u niezakażonego wirusem tytoniu, po infiltracji liści NOS z ssaków, 
co sugeruje udział podobnych enzymów w reakcji na infekcje i potwierdza podobieństwo 
niektórych mechanizmów indukujących odporność u roślin i zwierząt.

Kaskada reakcji na patogen, zachodząca w hodowlach komórek soi (Glycine max) 
i liściach Arabidopsis thaliana zakażonych bakterią Pseudomonas syringae lub po 
podaniu NO w postaci donorów, była hamowana przez inhibitory ssaczych form NOS, 
takie jak: L-NNA (Nw-nitro-L-arginina) i PBITU (S,S’-l,3-phenylene-bis(l,2- 
ethanediyl)-bis-isothiourea) [18,19]. Analogiczne efekty obserwowano u A. thaliana, 
naświetlanych promieniowaniem UV-B. Wykazano, iż inhibitor NOS (L-NAME, N- 
metylo-L-arginina) zapobiega ekspresji genu syntazy chalkonowej pobudzanej przez 
UV-B [34]. W kulturach tkanek cisu (Taxus brevifolia) również obserwuje się 
zahamowanie produkcji NO pod wpływem inhibitorów NOS, co sugeruje szerokie 
rozpowszechnienie tego enzymu w obrębie królestwa roślin [40,41].

Neuronowa NOS podlega aktywacji przez sojową kalmodulinę, przy równocześnie 
hamującym wpływie zmutowanej formy kalmoduliny (SCaM-1) [30]. Jest to kolejny 
przykład analogii w działaniu ze zwierzęcą NOS, ukazujący jeden z możliwych 
mechanizmów regulacji aktywności roślinnej NOS przez kalmodulinę.

Bardziej bezpośrednich danych o istnieniu roślinnego odpowiednika NOS dostarczyły 
badania wykorzystujące immunologiczną identyfikację i lokalizację białek, uzupełnione 
zastosowaniem inhibitorów i znakowanych substratów NOS. W wierzchołkach korzeni 
i liściach kukurydzy występuje białko o masie cząsteczkowej około 166 kDa, wykazujące
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powinowactwio do przeciwciał przeciwko mysiej NOS2 oraz NOS 1 z mózgu królika 
[42]. We frakcji zawierającej to białko wykryto aktywność NOS zależną od argininy. 
W tych samych wierzchołkach korzeni w cytoplazmie komórek strefy podziałów i 
jądrach w strefie wydłużania zlokalizowano immunofluorescencyjnie białko 
rozpoznawane przez powyższe przeciwciała. Ponadto, aktywność NOS zaobserwowano 
w chloroplastach komórek przyszparkowych epidermy liści Kalanchoe daigremontiana 
[40]. Obecność immunoreaktywnego białka o aktywności NOS stwierdzono w 
peroksysomach liści grochu [1]. W bibliotece cDNA grochu stwierdzono sekwencje 
częściowo homologiczne do ssaczychNOS, ale badania jeszcze trwają [16].

Wykazano też zależność aktywności NOS od jonów wapnia, co jest jeszcze jednym 
podobieństwem do ssaczej NOS, szczególnie konstytutywnej [49]. Z kolei zastosowanie 
inhibitora NOS2 -  aminoguanidyny, silniej niż inne substancje hamowało aktywność 
NOS z peroksysomów [1,16]. Dlatego trudno przy obecnym stanie wiedzy pisać o 
większym podobieństwie roślinnych form enzymu do którejkolwiek z form zwierzęcych. 
Dopóki jednak enzym ten nie został wyizolowany i oczyszczony, ani nie poznano 
molekulamo-genetycznego tła jego wytwarzania przez roślinę, można tylko mówić 
ogólnie o roślinnych NOS.

Alternatywne źródła NO

NOS nie jest jedynym źródłem aktywnego fizjologicznie endogennego NO. Trzeba 
pamiętać o niezależnej od NOS, ale też enzymatycznej drodze biosyntezy NO, jak 
również o możliwości powstawania tej cząsteczki drogą nieenzymatyczną. Jednym ze 
sposobów nieenzymatycznych polega na chemicznej reakcji, zachodzącej pod wpływem 
światła między związkami tlenu i azotu (jak dwutlenek azotu N 0 2 i azotyn N 0 2~) i 
metabolitami roślinnymi jak na przykład karotenoidy [15]. NO może także powstawać 
z azotynów przez redukcję w warunkach niskiego pH, wymaganego do przejścia azotynu 
w niezdysocjowaną formę kwasową [51].

Istnieje też droga enzymatycznej redukcji azotanów, poprzez azotyny do NO. 
Enzymami odpowiedzialnymi za te reakcje są reduktazy azotanowe (NR -  nitrate 
reductase) [44,51,52]. Działanie NR polega na transferze elektronów z NADH lub 
NADPH na azotan. W normalnych warunkach powstały wskutek działania NR azotyn 
jest redukowany do jonów amonowych przez reduktazę azotynową działającą w 
chloroplastach. W szczególnych warunkach, na przykład stresu fotooksydacyjnego 
albo podczas zahamowania fotosyntezy, może dojść do zmniejszenia efektywności 
transportu azotynów do chloroplastów, co prowadzi do ich akumulacji. Azotyny stają 
się substratem dla NR, która przekształca je w tlenek azotu. Zwiększenie emisji NO 
jest rzeczywiście obserwowane w roślinach hodowanych w ciemności lub w warunkach 
nadmiernego oświetlenia [51,52]. Występowanie i charakterystyka NR zostały dokładnie 
opisane w literaturze [26,27,44,51,53]. W roślinach motylkowych znajduje się 
konstytutywna NR (cNR -  EC 1.6.6.2) produkująca NO z azotynów. Podobną 
aktywność wykazuje indukowalna NR (iNR -  EC 1.6.6.1) występująca w roślinach z 
innych rodzin (kukurydza, szpinak, tytoń, A. thaliana [26,44,51,53]. Yamasaki i 
Sakihama [53] na podstawie kinetyki produkcji NO sugerują, że w odpowiednich
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warunkach to właśnie NR jest głównym źródłem tego gazu w procesach fizjologicznych, 
a jego wytwarzanie jest nie dodatkową, ale równie ważną jak redukcja N 0 3~, 
alternatywną funkcją tego enzymu. Na poparcie tego poglądu można dodać, że NR 
podlega złożonej kontroli i regulacji w komórce roślinnej. Regulacja odbywa się na 
różnych poziomach, od transkrypcji po inaktywację przez fosforylację z udziałem 
między innymi wapnia i białek 14-3-3 [26,27]. Tak wielokierunkowe mechanizmy 
sterujące wydają się przekraczać potrzeby związane wyłącznie z asymilacją azotanów 
jako składnika odżywczego. Co więcej, znany jest wpływ azotanów na procesy 
metaboliczne i rozwojowe, niewiele natomiast wiadomo o mechanizmach tego wpływu. 
Możliwe więc, że NR regulują te procesy właśnie poprzez produkcję NO.

Wynika więc z tego, iż w roślinie istnieją i działająprzynajmniej dwa alternatywne 
źródła NO, ale wciąż nie jest rozstrzygnięte, który z tych mechanizmów odpowiada za 
konkretne funkcje NO, ani czy którykolwiek z nich przeważa w różnych warunkach 
indukujących jego produkcję.

2. DZIAŁANIE TLENKU AZOTU

Podkreśla się często wielokierunkowe działanie NO w organizmie roślinnym, czasami 
całkowicie przeciwne, a równocześnie zależne od wielu czynników wewnętrznych i 
środowiskowych [5,7,9,22,24,39,49]. Jedną z najbardziej oczywistych funkcji tego 
gazu jest regulacja reakcji na stres biotyczny i abiotyczny. Najlepiej zbadane jest 
znaczenie NO w indukcj i odpowiedzi odpornościowej na atak patogenów. W jednym z 
pierwszych doniesień o fizjologicznej roli NO opisano jego wpływ na akumulację 
fitoaleksyn przez rośliny ziemniaka [38]. NO produkowany jest też podczas kontaktu 
korzeni łubinu z symbiotycznymi bakteriami brodawkowymi (.Bradyrhizobium), co 
wskazuje na jego rolę w interakcji gospodarza z symbiontem [17]. Zgromadzono liczne 
dowody udziału NO w kilku mechanizmach reakcji na infekcję. W obronie rośliny 
duże znaczenie mają reaktywne formy tlenu (ROS) wytwarzane zarówno we wczesnej 
fazie odpowiedzi immunologicznej, jak i później, podczas uzyskiwania odporności 
systemicznej [9,25,39,48]. Rodniki tlenowe pełnią tu rolę zarówno bezpośredniej broni, 
jak i sygnałów wewnątrz- i międzykomórkowych. Do pobudzenia kaskady reakcji 
obronnych przez rodniki tlenowe niezbędny jest udział właśnie NO jako wtórnego 
przekaźnika sygnału. Jednym z wyraźniejszych objawów zlokalizowanej reakcji na 
stres, tak biotyczny (atak patogena) jak i uszkodzenie mechaniczne, radiacyjne czy 
termiczne, jest też obumieranie tkanek zachodzące wskutek programowanej śmierci 
komórek (PCD) [2], znane u roślin jako „hypersensitive response” (HR). Ze względu 
na podobny przebieg, PCD może być uważana za roślinny odpowiednik apoptozy 
[50]. W komórkach soi i Arabidopsis thaliana tlenek azotu wzmagał HR indukowaną 
przez H20 2, a ponadto stymulował produkcję enzymów związanych z odpornością na 
stres -  syntazy chalkonowej (CHS) i PAL [18]. Istnieje też związek NO z ciągiem 
reakcji stresowych związanych z indukcją kwasu salicylow ego. U tytoniu
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zaobserwowano wzrost ilości SA pod wpływem donorów NO [21,29]. SA jest 
podstawową substancją uczestniczącą w procesach odpornościowych u roślin, 
indukując między innymi produkcję białek związanych z patogenezą (PR-1) [14,29,35]. 
Wzrost poziomu tych białek jest u tytoniu pozytywnie skorelowany nie tylko z SA, ale 
i z NO, który jeszcze dodatkowo wzmacnia stymulujące działanie SA. Z kolei mutanty 
niezdolne do grorńadzenia SA okazały się niewrażliwe również na NO. Równocześnie 
jednak  NO oddziałuje na n iezależny od kwasu salicylow ego m etabolizm  
fenylopropanowy, którego jednym z enzymów jest PAL [21]. Tą drogą powstają 
niektóre fitoaleksyny (m.in. pochodne izoflawonów). Jednocześnie PAL uczestniczy 
w biosyntezie SA. Wszystkie te mechanizmy nie tylko biorą udział w szybkiej odporności 
miejscowej, ale kształtują też nabytą odporność systemiczną organizmu roślinnego. 
Szczególnie ważną rolę mógłby odgrywać NO jako cząsteczka gazu o dużej zdolności 
do dyfuzji.

NO a Programowana Śmierć Komórek

Istnieje wiele obserwacji potwierdzających udział NO w indukcji objawów apoptozy 
u roślin [5, 9,18,19,40,41], aczkolwiek nie brak też obserwacji wskazujących na 
przeciwdziałanie PCD przez tą substancję [3,4,5,19]. W komórkach soi zakażonych 
Pseudomonas syringae albo uszkodzonych mechanicznie zwiększenie produkcji H20 , 
poprzedzało objawy obumierania. W obecności niższych stężeń NO obumieranie było 
zintensyfikowane, natomiast podwyższenie stężenia NO powodowało zjawisko 
odwrotne -  całkowite zatrzymanie obumierania. Istotną rolę odgrywa tu stosunek NO/ 
H20 2, który indukuje apoptozę w zakresie 0,25 do 2 [19]. Bardziej jednoznacznie 
działa NO na komórki Taxus brevifolia, w których silnie indukuje PCD. Wpływ taki 
wywiera zarówno endogenny NO, produkowany przez komórki w odpowiedzi na stres 
grawitacyjny, jak i jego egzogenne donory. W tym wypadku to właśnie pozbawienie 
komórek NO przez zastosowanie wymiatacza lub inhibitora NOS zahamowuje frag- 
mentację DNA i obumieranie [40,41]. Warto przy tym wspomnieć o interesującej 
korelacji szybkiego zwiększenia produkcji NO poprzedzającej apoptozę ze wzmożoną 
biosyntezą metabolitów wtórnych (u T. brevifolia -  taksanów). Pomijając dość 
oczywiste potencjalne zastosowanie praktyczne tego zjawiska, może to też sugerować 
wpływ sygnałów NO na odległe procesy metaboliczne, a równocześnie wskazywać 
na mało poznane znaczenie niektórych substancji wtórnych w odporności na stres.

NO uczestniczy też, razem z rodnikami tlenowymi w reakcjach na promieniowanie 
UV. Badanie reakcji na promieniowanie UV-B w Arabidopsis thaliana [33] wykazały 
odrębność sygnałów pochodzących od aktywnych fonu tlenu stymulujących produkcję 
PR-1 i od NO, którego emisja poprzedzała ekspresję genu CHS. Wynika z tego, że 
NO na równi z SA, kwasem jasmonowym i rodnikami tlenowymi bierze udział w 
przystosowaniu rośliny do szkodliwego promieniowania.

Bezpośrednie działanie ochronne NO zostało stwierdzone także u ziemniaka 
(Solanum tuberosum) traktowanego herbicydami oraz zakażanego Phytophthora 
infestans [3]. Okazało się, że NO zapobiega zmianom chlorotycznym spowodowanym 
degradacją chlorofilu. Inne skutki podania NO w postaci donorów to zahamowanie
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fragmentacji DNA, będącej wskaźnikiem apoptozy oraz obumierania fragmentów 
tkanki liścia. Na podstawie obserwacji o ograniczaniu skutków aktywności wolnych 
rodników tlenowych przez wysokie stężenia NO można przypuszczać, że jednym z 
bezpośrednich mechanizmów ochronnego działania jest reakcja nadmiaru NO z 
rodnikami ponadtlenkowymi, której produkty są mniej cytotoksyczne od samych 
ponadtlenków [3,5,19].

NO jako regulator rozwoju

Odmienną grupą zaobserwowanych skutków działania NO są eksperymentalnie 
wywołane efekty o charakterze morfogenetycznym. Stymuluje on kiełkowanie będących 
w stanie spoczynku nasion kilku gatunków: Lactuca sativa, Paulownia tomentosa, 
Emmenanthe penduliflora [6,7]. Nie jest jednak jasne, czy działanie to ma również 
miejsce w naturze, choć można przypuszczać, że NO wytwarzany przez mikroflorę 
glebową mógłby być sygnałem do przerwania spoczynku przez nasiona. W 
dojrzewających organach zmniejsza się produkcja NO, a pod wpływem jego donorów 
następuje przyspieszenie wzrostu, ale opóźnienie starzenia się organów, tak 
wegetatywnych (liście) jak i generatywnych (owoce). Działanie to jest ujemnie 
skorelowane z obecnością etylenu, regulatora procesów dojrzewania i starzenia się 
[32]. Szczegóły powiązań między tymi dwoma gazami pozostają jednak wciąż 
nieodkryte. Wiadomo też o udziale NO w tworzeniu i wzroście korzeni bocznych i 
przybyszowych u ogórka, lawendy oraz bulw ziemniaka [7]. Poza tym tlenek azotu 
stymuluje też deetiolację siewek i zahamowanie wydłużania międzywęźli roślin 
pozbawionych dostępu światła [4]. Uczestnictwo w przekazywaniu bodźców świetlnych 
jest więc kolejną funkcją NO.

Z tą ostatnią rolą wiąże się też regulacja rozwarcia aparatów szparkowych, w 
której uczestniczy NO. Przyspiesza on i intensyfikuje zamykanie szparek wskutek 
przynajmniej niektórych bodźców, z których jednym jest wysychanie. U kilku gatunków 
roślin jednoliściennych i dwuliściennych donory NO obniżały intensywność transpiracji 
o 20%, zwiększając retencję wody w roślinach. Równocześnie obserwowano 
zwiększenie stopnia przymknięcia szparek, hamowane z kolei przez wymiatacze NO 
[23]. Adaptacyjna rola NO przejawia się więc także przez regulację gospodarki wodnej 
organizmu.

Szybkie zamykanie szparek pod wpływem kwasu abscysynowego (ABA) odbywa 
się właśnie za pośrednictwem NO powstającego wskutek aktywności NOS [37]. W 
doświadczeniach z donorami NO wykazano odwracalną reakcję aparatów szparkowych 
podobną jak przy traktowaniu rośliny ABA. Wymiatanie NO lub zastosowanie 
inhibitorów NOS zapobiegało indukowanemu przez ABA zamknięciu szparek. 
Stwierdzoną we wcześniejszych badaniach [40] aktywność syntazy tlenku azotu 
komórkach przyszparkowych Kalanchoe daigremontiana można więc wytłumaczyć 
jej miejscowym udziałem w regulacji funkcji aparatów szparkowych. Obiecującą 
obserwacją jest potwierdzenie podobnego wpływu NO na Arabidopsis thaliana, co 
pozwoli na wykorzystanie znanych u tego modelowego gatunku mutantów biosyntezy
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AB A oraz niewrażliwych na ten regulator, do pełnego opisu mechanizmów transdukcji 
sygnału przez NO [37].

3. MECHANIZMY DZIAŁANIA TLENKU AZOTU

Drogi przekazywania sygnału od NO

U zwierząt transdukcja sygnału NO odbywa się przez cGMP, drogą aktywacji 
przezeń cyklazy guanylowej, a także drogą alternatywną określaną jako niezależna od 
cGMP [22,49]. W roślinach także działa cGMP, a jego funkcje to między innymi 
stymulacja ekspresji genów kodujących CHS, pośrednictwo w działaniu giberelin oraz 
bodźców świetlnych odbieranych przez układ fitochromowy [22]. Są również badania 
wskazujące na udział cGMP w transdukcji sygnałów od tlenku azotu. U tytoniu wzrost 
ilości NO poprzedzał gwałtowne podwyższenie poziomu cGMP, a podanie egzogennego 
analogu cGMP wywoływało charakterystyczne dla NO efekty w postaci ekspresji genów 
związanych z reakcją odpornościową. Równocześnie, ekspresja tych genów była 
zahamowana przez egzogenne inhibitory cyklazy guanylowej. Enzym ten stanowi więc 
składnik kaskadowej reakcji na NO. Jednym z następnych etapów tej kaskady jest też 
produkcja cADP-rybozy (cADPR), kolejnego przekaźnika sygnału, którego podanie 
dolistne zwiększa produkcję białek związanych z odpornością (PAL i PR-1) [21,29]. 
cGMP u roślin, podobnie jak u ssaków może aktywować kinazy białkowe wpływające 
następnie na produkcję cADPR [29]. Działanie cADPR i jego rola jako wtórnego 
przekaźnika sygnałów NO nie jest jeszcze szczegółowo wyjaśniona. W wymienianych 
badaniach stwierdzono tylko hamujący wpływ blokera kanałów wapniowych -  
czerwieni rutenowej na aktywację białek PR-1, a brak takiego hamowania w stosunku 
do PAL. Wyniki te wskazują na odrębność dróg aktywacji genów CHS i PR-1 przez 
cADPR i udział jonów  wapnia w przynajmniej jednej z nich. Jest również 
prawdopodobne istnienie omijających cADPR dróg przekazu sygnału od NO, podobnie 
jak u ssaków. Mogą to być zależne od cGMP kinazy działające bez pośrednictwa 
cADPR albo kanały wapniowe regulowane bezpośrednio przez NO. Warto jeszcze w 
tym miejscu wspomnieć o ciekawym odkryciu wskazującym na udział cGMP w 
procesach regulowanych przez NO oraz na podobieństwa tych procesów u roślin i 
ssaków. Otóż okazuje się, że powszechnie znany lek wzmagający potencję -  cytrynian 
sildenafilu (Viagra®) zapobiega więdnięciu kwiatów ciętych [43]. Lek ten opóźnia 
rozkład cGMP, produkowanego przez roślinę pod wpływem NO, co z kolei zmniejsza 
syntezę etylenu będącego stymulatorem starzenia się. Te wyniki potwierdzają rolę 
cGMP-zależnych sygnałów w regulacji dojrzewania i starzenia się organizmu roślinnego. 
Udział NO w hormonalnej regulacji procesów morfogenetycznych potwierdzają 
obserwacje zwiększenia jego produkcji pod wpływem cytokinin [46]. Hormony tej 
grupy regulują wzrost i dojrzewanie organów, stymulują produkcję chlorofilu oraz 
zwiększają częstość podziałów komórkowych. Jest więc możliwe, że i te procesy są 
kontrolowane za pośrednictwem NO.
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Wpływ na enzymy oksydacyjne

Wielokierunkowość działania NO oznacza też istnienie odrębnych dróg transdukcji 
sygnału również u roślin. Podobnie jak u ssaków, u Nicotiana tabacum NO hamuje 
aktywność cytoplazmatycznej i mitochondrialnej akonitazy oraz mitochondrialnych 
oksydaz cytochromowych [11,34,54]. Ograniczanie przez NO aktywności enzymów 
oddechowych może odgrywać ważną rolę w indukcji szybkiej odpowiedzi odpor
nościowej typu HR oraz w uruchomieniu alternatywnej nie-cytochromowej oksydazy 
mitochondrialnej (AOX). AOX odgrywa ważną rolę w zależnym od SA hamowaniu 
replikacji i rozprzestrzeniania się niektórych wirusów (TMV, CMV, A1MV i PVX)[35]. 
Inną funkcją akonitazy, na którą wpływa NO, jest regulacja gospodarki jonami żelaza. 
U ssaków NO przekształca akonitazę cytoplazmatyczną w białko IRP-1 (iron regulatory 
protein), które zwiększa poziom wolnych jonów żelaza. U roślin jednak takie działanie 
akonitazy jest wciąż hipotetyczne. Wzmożone uwalnianie jonów żelaza miałoby duże 
znaczenie w procesach odpornościowych, polegających na produkcji wolnych rodników 
hydroksylowych w reakcji Fentona [47]. Poparciem tej hipotezy jest wykazana dzięki 
sklonowaniu genu kodującego cytoplazmatyczną akonitazę tytoniu (NtACOl) duża 
homologiasekwencjiNtACOl do ludzkiej IRP-1 [29].

Wciąż nie wiadomo, jak NO wpływa na zmianę aktywności regulowanych przezeń 
białek. Prawdopodobny jest mechanizm S-nitrozylacji, który mógłby na przykład działać 
na kanały wapniowe przy niezależnej od cGMP aktywacji PR-1.

Tlenek azotu a kinazy białkowe

Mechanizm aktywacji kinaz białkowych przez NO zachodzącej na skutek indukcji 
elicytorami patogenów nie jest jeszcze poznany [31]. U tytoniu pobudzanego tak do 
reakcji odpornościowej stwierdzono zwiększenie aktywności kinaz indukowanych SA 
(SIPK -  salicylic acid-inducedprotein kinase) i indukowanych zranieniem (W1PK -  
wounding-inducedprotein kinase). Kinazy indukowane SA, ale nie WIPK, były również 
aktywowane przez tlenek azotu. Są one więc jeszcze jednym składnikiem szlaku 
przekazywania sygnału od NO poprzez SA, chociaż ich funkcja w ciągu reakcji 
odpornościowych nie jest wciąż jasna. Kaskady kolejnych aktywacji roślinnych kinaz 
białkowych są coraz dokładniej opisywane [8]. W odpowiedzi na bodziec stresowy 
kinazy typów SIPK i WIPK mogą być aktywowane kinazą MAPK (MAPKK), a ta z 
kolei kinazą MAPKK (MAPKKK) [8,39]. Jest prawdopodobne, że w łańcuchu tym 
bierze udział NO, dowodów na to jednak nie znaleziono.

Tlenek azotu w interakcji z innymi wolnymi rodnikami

Trzeba również wspomnieć o mechanizmach działania NO bezpośrednio związanych 
z jego wolnorodnikowym charakterem. NO jako związek bardzo reaktywny może 
reagować w kontakcie z ROS np. anionorodnikiem ponadtlenkowym 0 2', którego 
ilość wzrasta natychmiast po zadziałaniu czynników stresowych, przekształcając się 
w rodnik peroksyazotynowy (inaczej peroksynitrylowy) -  ONOO". Pomiędzy tymi
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czterema cząsteczkami (NO, H20 ,, 0 2", ONOO) istnieją złożone relacje zależne od 
wzajemnych proporcji ilościowych i stanu fizjologicznego rośliny. Obronny wybuch 
tlenowy zachodzący pod wpływem stresu i zwiększona produkcja NO działają 
synergistycznie w indukcji PCD soi, ale nie pośredniczy w tym ONOO [19]. Działanie 
indukujące apoptozę przypisuje się produkowanemu przez dysmutazę ponadtlenkową 
(SOD) H20 2, który może być źródłem toksycznych cząsteczek, takich jak: rodnik 
hydroksylowy. NO odgrywałby tu rolę czynnika tworzącego sprzyjające warunki, na 
przykład przez uwalnianie jonów żelaza z białek typu IRP-1. Poziom NO ma w tych 
zależnościach kluczowe znaczenie [10,19]. W nadmiarze NO pełni funkcję zmiatacza 
wobec rodnika ponadtlenkowego tworząc ONOO“, który nie wykazuje tak silnego 
działania indukującego apoptozę, równocześnie uniemożliwiając powstawanie 
wystarczających ilości H20 2. Z kolei przy niedoborze NO w stosunku do O,“, jest on 
zużywany w reakcji tworzenia peroksyazotynu, co powoduje brak warunków do 
przejścia H20 2 w rodniki hydroksylowe. Sam rodnik peroksyazotynowy ma działanie 
toksyczne w stosunku do patogenów, więc mógłby być pierwotną ewolucyjnie formą 
immunologicznego wykorzystania NO. Rodnik ONOO“ może zresztą powstawać też 
w drodze enzymatycznej, przez utlenienie NO przez reduktazę azotanową [53]. Byłaby 
to jeszcze jedna funkcja tego powszechnie występującego enzymu biorącego udział w 
przyswajaniu azotu. Nitrozotiole -  jak nitrozoglutation (GSNO) powstający przez 
bezpośrednią nitrozylację glutationu przez NO mogą być wykorzystywane przez roślinę 
w obronie przed chorobami infekcyjnymi [22,24]. Są one rozprowadzane po całym 
organizmie rośliny, gdzie wspomagają nabytą odporność systemiczną.

Wysokie powinowactwo NO do rodnika ponadtlenkowego jest przykładem 
bezpośredniego działania antyoksydacyjnego. Efekt ten jest dodatkowo wzmacniany 
przez omówione wyżej hamowanie aktywności oksydaz cytochromowych i akonitazy 
[11,31,36,54].

4. PROBLEMY I PERSPEKTYWY BADAWCZE 
NA NAJBLIŻSZĄ PRZYSZŁOŚĆ

Poniżej przedstawione są najważniejsze zdaniem autora zagadnienia dotyczące NO 
u roślin, które powinny być rozwiązane w przyszłości.
Dokładne zbadanie pochodzenia endogennego NO w różnych sytuacjach stymulują

cych jego syntezę. Niezbędne jest ostateczne potwierdzenie istnienia u roślin syn
tazy NO analogicznej do zwierzęcych NOS oraz poznanie budowy tego enzymu i 
charakterystyka molekularna genów kodujących NOS. Do rozstrzygnięcia pozo
staje problem interakcji między roślinną NOS i reduktazami azotanowymi jako 
alternatywnymi źródłami endogennego tlenku azotu.

Zbadanie mechanizmów regulacji produkcji NO pod wpływem bodźców o charakte
rze stresowym oraz w przebiegu procesów rozwojowych. Wciąż nie są wyjaśnio
ne drogi aktywacji bądź hamowania produkcji NO przez poszczególne czynniki 
środowiskowe i wewnętrzne.
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Zebranie większej ilości danych o zależnościach między NO a innymi regulatorami 
wzrostu i rozwoju. Badania takie zostały rozpoczęte w stosunku do cytokininy 
ABA [37,46], a niektóre dane wskazują też na związek NO z giberelinami, etyle
nem, a pośrednio również z auksynami [6, 32, 39, 43].

Wyjaśnienie ewentualnej roli NO w reakcjach na inne czynniki stresowe, takie jak: 
zimno, zasolenie, niedotlenienie, substancje toksyczne (np. pestycydy). 

Rozpoznanie zależnych i niezależnych od cGMP dróg przekazywania sygnału od NO 
oraz bezpośredniego działania NO na procesy oksydoredukcyjne. Ważne jest wy
jaśnienie mechanizmów, dzięki którym komórki roślinne w różny sposób, zależnie 
od sytuacji, reagują na NO, co prawdopodobnie leży u podstaw jego wielokierun
kowego działania. W rozwiązaniu tych problemów bardzo pomocne powinny stać 
się mutanty Arabidopsis thaliana niewrażliwe na NO albo którykolwiek z przy
puszczalnych składników przekazywania sygnału.

Udoskonalenie technik umożliwiających wykrycie i śledzenie in vivo jak najmniej
szych wahań produkcji NO w ciągu życia rośliny. Nie wiadomo bowiem, czy NO 
jest produkowany również niezależnie od czynników stresowych czy innych bodź
ców zewnętrznych jako konstytutywny regulator procesów fizjologicznych, więc 
jego znaczenie powinno być wyjaśnione.

Istotnym aspektem, zwłaszcza w odniesieniu do potencjalnych zastosowań praktycz
nych jest powiązanie NO z regulacją metabolizmu wtórnego. Ważną wskazówką 
powinny się stać obserwacje wpływu substancji roślinnych na produkcję i działa
nie NO u ssaków. Wpływ taki, hamujący lub stymulujący wywierają zarówno 
wieloskładnikowe ekstrakty roślin leczniczych [28,55], jak i czyste substancje, na 
przykład flawonoidy [12,13]. Do wyjaśnienia pozostaje ważne zagadnienie roli i 
mechanizmów działania wielu produktów metabolizmu wtórnego w fizjologii ro
ślin. Możliwe, że NO podobnie jak w komórkach ssaków podlega regulacji przez 
tego typu związki, wpływając zarazem na ich metabolizm. Rysują się przy tym 
szerokie perspektywy poszukiwania nowych fitoterapeutyków oraz udoskonalenia 
biotechnologicznego pozyskiwania substancji leczniczych pochodzenia roślinnego.

5. UWAGI KOŃCOWE

W rezultacie dotychczasowych odkryć okazało się, że NO jest u roślin powszechnym 
pośrednikiem w wielu procesach fizjologicznych. Jego właściwości, takie jak: 
wolnorodnikowy charakter cząsteczki, jej niewielkie rozmiary i przenikliwość, łatwość 
wchodzenia w reakcje utleniania i redukcji z rozmaitymi cząsteczkami organicznymi i 
nieorganicznymi, sprawiają, iż poza rolą w immunologii i biologii stresu u roślin, może 
być on kluczowym elementem wielu spośród niezbadanych jeszcze procesów. Może 
być więc uznany zarówno za niekonwencjonalny regulator wzrostu i rozwoju, jak i za 
uniwersalny w świecie żywym przekaźnik bodźców stresowych, a jego rola w miarę 
kontynuacji badań będzie się z pewnością okazywać coraz większa.
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PLAZM ODESM Y, JAKO ELEM ENT  
SYSTEM U KOM UNIKACJI W ROŚLINACH

PLASMODESMATA 
AS THE PART OF THE COMMUNICATION SYSTEM IN PLANTS

Paweł SOWIŃSKI

Zakład Biochemii i Fizjologii Roślin, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roślin
w Radzikowie

Streszczenie: Plazm odesm y -  kanały cytoplazm atyczne łączące kom órki -  stanow iąjedną z cech odróż
niających budowę kom órkow ą roślin od zwierząt. M imo że plazm odesm y odkryto ponad sto lat temu, 
dopiero w  ostatniej dekadzie przybliżono się do zrozum ienia ich roli w regulacji wym iany m etabolitów  
i zw iązków sygnałowych m iędzy kom órkam i. Szczególnie interesujące są dane odnoszące się do funkcji 
plazm odesm  w regulacji ponadkom órkow ego transportu białek i kwasów nukleinowych. Najnow sze 
doniesienia sugerują, że m akrom olekuły te m ogą pełnić rolę nośników informacji w nieznanym  wcześniej 
układzie sygnalizacji u roślin.

Słowa kluczow e : apoplast, floem, plazm odesm y, sygnalizacja, sym plast, transport krótkodystansowy, 
w irusy roślinne, związki w ielkocząsteczkowe

Summ ary : Plazm odesm ata -  cytoplasm ic bridges jo ing  cells -  are one o f  the features specific to plants. 
In spite o f  discovery o f  plasm odesm ata as early as m ore than 100 years ago, the m echanism  o f  their 
functioning as the way for metabolite and sygnalling molecules exchange between cells was not clear until 
the last decade. The inform ation on plasm odesm ata role in protein and nucleic acids transport are o f  
particular interest. Current discoveries suggest existing in plants the new com m unication system , invo
lving proteins and/or nucleic acids as signalling molecules.

Key words: apoplast, m acrom olecules, phloem, plant wiruses, plasm odesm ata, signalling, short distance 
transport, sym plast

1. WSTĘP

Plazmodesmy zostały opisane więcej niż sto lat temu i od początku fascynują wielu 
badaczy. Ich nazwa -  oznaczająca więzadła między cytoplazmami -  została nadana 
w 1901 r. przez wielkiego botanika Edwarda Strassburgera. Obecność plazmodesm
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jest jedną z cech odróżniających budowę komórkową roślin od zwierząt. Ich istnienie 
powoduje, że komórki roślinne tworzą w zasadzie jedną całość nazywaną symplastem, 
zanurzoną w apoplaście, na który składają się ściany komórkowe i przestrzenie 
międzykomórkowe. Dopiero jednak ostatnie lata przyniosły przełom w naszej wiedzy 
o funkcjonowaniu plazmodesm. Szczególnie interesujące są informacje o między
komórkowym czy nawet międzyorganowym transporcie związków wielkocząstecz
kowych. Dane te sugerują istnienie u roślin nieznanego wcześniej układu sygnalizacji 
w roślinie. Szczególną rolę w funkcjonowaniu tego układu pełnią plazmodesmy i floem. 
Poznanie tej roli było możliwe dzięki badaniom prowadzonym w różnych dziedzinach: 
anatomii, embriologii, biochemii, biologii molekularnej i wirusologii. Natomiast integracja 
wyników tych badań, zrozumienie ich znaczenia i wysunięcie hipotez wyznaczających 
nowe kierunki badań jest zadaniem fizjologii roślin.

2. BUDOWA PLAZMODESM I TRANSPORT ZWIĄZKÓW 
NISKOCZĄSTECZKOWYCH

Plazmodesmy są to proste lub rozgałęziające się cytoplazmatyczne połączenia 
komórek przechodzące przez kanały w ścianach komórkowych. W strefie centralnej, 
kanały te mają średnicę około 60 nm. Przez plazmodesmę przechodzi rdzeń w postaci 
cylindra zespolonego retikulum endoplazmatycznego połączony z plazmalemmą 
więzadłami [14] z miozyny i/lub aktyny [4,42]. Między plazmalemmą a cylindrem ER 
występują kanały transportowe o średnicy ok. 2,5 nm [7].

Przepływ związków niskocząsteczkowych przez plazmodesmy odbywa się w drodze 
dyfuzji. Przepływ ten jest prawie o 2 rzędy wielkości wolniejszy lub tyle samo szybszy 
co odpowiednio dyfuzja w czystej wodzie [5,52] i transport przez błony [40]. 
Przemieszczanie metabolitów przez plazmodesmy może się też odbywać się w drodze 
przepływu masowego, tzn. ruchu związków rozpuszczonych wraz z wodą pod wpływem 
różnicy ciśnień między komórkami [5,39].

Plazmodesmy przepuszczają z reguły związki o masie nie większej niż około 1 
kDa, a więc wodę, cukry, jony i małe związki sygnałowe [44]. Wartość ta jest określana 
w tym artykule jako przekrój czynny plazmodesmy (ang. size exlusion limit). Zdolność 
do przemieszczania konkretnego związku zależy nie tylko od jego masy, ale też od jego 
ładunku, kształtu cząsteczki i innych własności. Plazmodesmy nie przepuszczają ujemnie 
naładowanych cząstek hydrofilowych, a także pewnych aminokwasów i związków 
pokrewnych, jak np. pochodna tryptofanu, kwas indolilooctowy (IAA) [53]. Natomiast 
drogą symplastyczną mogą się przemieszczać inne hormony roślinne, gibereliny [31].

Generalnie przyjmuje się, że transport międzykomórkowy odbywa się w kanałach 
transportowych, jednak nie można wykluczyć, że związki niskocząsteczkowe, 
szczególnie lipidy i cukry mogą się przemieszczać w cylindrze ER [ 19,20,23]. Dyfuzja 
przez plazmodesmy może być regulowana przez różnicę stężeń danego związku bądź 
ciśnienia hydrostatycznego w sąsiednich komórkach. Przepuszczalność plazmodesm
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RYCIN A 1. Schem at budow y plazmodesmy. W świetle kanału cytoplazm atycznego o średnicy ok. 60 
nm  znajduje się rdzeń w postaci cylindra zespolonego retikulum  endoplazm atycznego połączonego z 
plazm alem m ą w ięzadłam i białkowym i. Transport białek, kwasów nukleinowych i innych związków 
w ielkocząsteczkow ych o m asie przekraczającej podstawowy przekrój czynny plazm odesm y (850 Da) 
odbyw a się w kanałach transportow ych (średnica 2,5 do 3,5 nm) znajdujących się m iędzy plazm alem m ą 
a rdzeniem , natom iast dyfuzja zw iązków niskocząsteczkowych m oże odbywać się zarówno w kanałach 
transportow ych, ja k  i w cylindrze retikulum

może być również zmieniana przez zamykanie ich światła przez kalozę odkładającą 
się po zewnętrznej stronie błony komórkowej [58]. Udrażnianie plazmodesm następuje 
przez enzymatyczne usuwanie kalozy. Przepuszczalność plazmodesm może się też 
zmieniać pod wpływem czynników środowiska. Sugerowano, że w niskiej temperaturze 
cylinder ER traci swą przepustowość dla sacharozy i innych związków nisko
cząsteczkowych [19], a obniżenie potencjału osmotycznego może powodować 
przejściowe zwiększanie się średnicy plazmodesm [48].

Intensywność wymiany metabolitów może też zależeć od liczby plazmodesm 
łączących dane komórki. Dla przykładu, natężenie fotosyntezy netto u traw C3 i C4 
koreluje dobrze z częstością plazmodesm na styku mezofil-pochwy okołowiązkowe 
[6]. Ponadto, liczba plazmodesm na styku parenchyma-kompleks komórki towa
rzyszące/rurki sitowe może determinować drogę, jaką asymilaty przemieszczają się 
do floemu -  przez symplast lub z apoplastu [18]. Uważa się [ 17], że ta ostatnia wielkość
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jest specyficzna dla rodzin, chociaż może też różnić się między gatunkami [6], a nawet 
podgatunkami [50].

3. TRANSPORT BIAŁEK PRZEZ PLAZMODESMY

Wraz z rozwojem badań coraz jaskrawiej uwidaczniał się problem transportu 
związków wielkocząsteczkowych przez plazmodesmy. Masa białek bądź kwasów 
nukleinowych znacznie przekracza przekrój czynny plazmodesm. A transport tych 
związków między komórkami jest ewidentny. Przykładem jest lokalizacja czynnika 
transkrypcyjnego KNOTTED 1 (KN1) i jego mRNA w tunice i korpusie wierzchołka 
wzrostu pędu u kukurydzy. Czynnik transkrypcyjny KN 1 jest zaangażowany w 
utrzymanie komórek merystemu wierzchołkowego w stanie niezróżnicowanym [49]. 
Występuje on zarówno w tunice, jak i w głębszych warstwach merystemu. Natomiast 
jego mRNA znajdowane jest tylko w korpusie. Oznacza to, że KN 1 musi być 
transportowany z korpusu do tuniki [27]. Stwierdzono, że również inne czynniki 
transkrypcyjne, np. FLORICAULA, DEFFICIENS i GLOBOSA mogą się 
przemieszczać między komórkami [8,41]. Efektem międzykomórkowego transportu 
białek jest też występowanie ogromnej ich liczby w rurkach sitowych [47,51 ]. Dojrzałe 
rurki sitowe u roślin okrytonasiennych nie zawierają jądra, toteż wszystkie białka w 
nich występujące pochodzą z zewnątrz.

Rozwiązanie problemu, jakim jest mechanizm transportu białek przez plazmodesmy, 
przyszło z wirusologii. Wirusy, w tym roślinne, są to cząstki kwasu nukleinowego z 
białkową osłoną. Po zakażeniu, namnażają się w komórce i przemieszczają dalej do 
innych organów przez plazmodesmy, a dalej przez floem. W przypadku niektórych 
typów wirusów pewne białka z ich osłonki mają zdolność okresowego zwiększenia 
przekroju czynnego plazmodesm tak, że mogą one przepuszczać kompleksy kwasu 
nukleinowego i białka [13,16,38,55]. Białka te określane są obecnie wspólną nazwą 
MP (ang. movement protein). Umożliwiają one wirusowi przemieszczanie przez 
okresowe otwieranie kanału transportowego.

Uważa się, że wirusy wykorzystały istniejący już w roślinach mechanizm 
umożliwiający transport białek i kwasów nukleinowych między komórkami [35]. 
Ewolucja wirusów mogła polegać na dołączeniu do kwasu nukleinowego wirusa mRNA 
białek endogennych, zaangażowanych w regulację przekroju czynnego plazmodesm 
roślin. Wydaje się bowiem nieprawdopodobne, aby wirusy wytworzyły w roślinach 
mechanizm nieistniejący tam wcześniej. Obecnie przyjmuje się, że mechanizm ten 
może odgrywać kluczową rolę w regulacji wzrostu i rozwoju rośliny na poziomie 
tkankowym i wyższym [34].

Istnieje kilka hipotez odnoszących się do mechanizmu transportu białek przez 
plazmodesmy [11,36]. Jedna z nich zakłada, że przyłączenie transportowanego 
polipeptydu do receptora cytozolowego, a następnie do białka dokującego zlo
kalizowanego w rejonie szyjki plazmodesmy otwiera kanał transportowy. Po przejściu
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przez ten kanał białko jest kierowane do cytozolu lub jądra za pośrednictwem 
cytoszkieletu. Inna hipoteza zakłada udział białek opiekuńczych. Zmieniająone strukturę 
danego białka do formy transportowej. Po przejściu przez kanał transportowy zachodzi 
proces odwrotny. Możliwe jest też przemieszczanie się białka wzdłuż dynamicznie 
otwierającego i zamykającego się kanału transportowego plazmodesmy.

Wydaje się, że plazmodesmy w różnych tkankach mogą się różnić pod względem 
funkcji transportowych. Przekrój czynny pierwotnych plazmodesm młodych liści tytoniu 
nie ulega zwiększeniu pod wpływem białka typu MP wirusa mozaiki tytoniu [9,10]. Z 
kolei przekrój czynny plazmodesm w tkankach akceptorów asymilatów może być 
znacznie większy niż podstawowy [29,56], a przekrój czynny plazmodesm łączących 
komórki towarzyszące i rurki sitowe może wynosić nawet do 25 kDa [28]. Dzieje się 
tak zapewne pod wpływem niektórych białek syntetyzowanych w komórkach 
towarzyszących i przemieszczanych do rurek sitowych. Wiele białek występujących 
w rurkach sitowych wykazuje bowiem zdolność otwierania kanałów transportowych 
plazmodesm również w innych tkankach, np. w mezofilu [1,25]. W eksudatach floemu 
znaleziono też białka opiekuńcze [46]. Mogą one uczestniczyć w transporcie białek 
tibrylamych o masie nawet do 96 kDa z komórek towarzyszących do rurek sitowych 
[22]. W drugą stronę usuwane są białka przeznaczone do degradacji. Zapewne 
m echanizm  umożliwiający transport związków wielkocząsteczkowych przez 
plazmodesmy łączące komórki towarzyszące i rurki sitowe jest w pewien sposób unikatowy. 
Wynikać to może ze specjalizacji i charakteru współdziałania obu typów komórek.

4. TRANSPORT RNA PRZEZ PLAZMODESMY

Podobnie jak białka, między komórkami może przemieszczać się RNA. Klasycznym 
tego przykładem jest inwazja wiroidów [12]. Są to cząstki kolistego RNA autonomicznie 
replikującego się w jądrze komórki roślinnej i następnie infekującego całą roślinę. 
Proces ten obejmuje przemieszczanie do wnętrza i na zewnątrz jądra, transport 
międzykomórkowy i dalsze rozprzestrzenianie się przez floem. Wydaje się, że w 
podobny sposób może być przemieszczane endogenne RNA. Przykładem jest 
występowanie mRNA nośnika sacharozy SUT1 w rurkach sitowych [30]. Białko to 
jest odpowiedzialne za symport sacharozy z apoplastu do wnętrza kompleksu komórki 
towarzyszące/rurki sitowe. U niektórych gatunków roślin białko to jest zlokalizowane 
głównie w plazmalemmie rurek sitowych. W rurkach sitowych lokalizuje się też jego 
mRNA, chociaż jego rola w tych komórkach nie jest jasna, bowiem nie zachodzi tam 
- j a k  się wydaje -  biosynteza białek. Mechanizm międzykomórkowego transportu 
RNA nie jest poznany. Uważa się, że przemieszczanie RNA przez plazmodesmy jest 
umożliwiane przez wyspecjalizowane białka, działające jak białka opiekuńcze [59].

Sugerowane są różne funkcje RNA, który jest transportowany z komórki do komórki, 
bądź na większe odległości [11]. Wśród tych funkcji, najczęściej wymienia się zdalną 
regulację transkrypcji DNA oraz zależną od RNA postranskrypcyjną regulację ekspresji
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genów. W pierwszym przypadku, jako przykład podaje się metylację DNA zależną 
od RNA [57]. RN A hybrydyzujący z określonym fragmentem DNA może wskazywać 
metylazie odpowiednią sekwencję DNA. W drugim, przykładem jest wyciszanie genów 
(ang. gene silencing) -  związane z zależną od RNA degradacją nadmiarowego lub 
błędnego mRNA [32,54]. Mechanizm taki jest zapewne włączony w obronę przeciw 
wirusom.

5. NADKOMÓRKOWY SYSTEM INFORMACJI 
I REGULACJI PROCESÓW FIZJOLOGICZNYCH 

W ROŚLINIE

Ostatnio pojawiły się hipotezy zakładające, że w roślinach oprócz znanych już 
hormonalnych czynników regulujących wzrost i rozwój, funkcje rośliny mogą być 
koordynowane przez inny system, w którym nośnikiem informacji między komórkami, 
tkankami, a nawet organami mogą być białka i kwasy nukleinowe [33,45]. Używając 
języka informatycznego, rolę bramek logicznych takiego systemu odgrywałyby 
plazmodesmy, natomiast floem pełniłby rolę szyny danych. System ten uczestniczyłby 
w koordynacji procesów wzrostu i rozwoju, a także w reakcji rośliny na stresy biotyczne 
i abiotyczne.

Znaleziono już niektóre elementy składowe proponowanego systemu regulacji. 
Wymiana związków sygnałowych, np. czynników transkrypcyjnych, może mieć istotne 
znaczenie dla różnicowania domen symplastycznych. Są to strefy komórkowe 
oddzielające się od innych symplastycznie [15]. Tworzenie domen symplastycznych 
może koordynować morfogenezę roślin, zarówno podczas rozwoju wegetatywnego 
jak i generatywnego [2,43].

Wiele białek ma zdolność nie tylko do zwiększania przekroju czynnego plazmodesm, 
ale może się także przemieszczać we floemie między organami. Przykładem jest 
endogenne białko CmPPló z dyni [59]. Podobne własności jak białko CmPPló mają 
tzw. P-proteiny występujące głównie u Cucurbitae [1,21], a także thioredoksyna h z 
ryżu biorąca udział w regulacji różnicowania się systemu przewodzącego we wczesnych 
stadiach rozwojowych oraz tworzenia aerenchymy w korzeniach w warunkach 
anaeorobowych [25,26]. We floemie mogą się też przemieszczać białka endogenne, 
np. metalochaperon CCH, białko odpowiedzialne za mobilizację miedzi ze starzejących 
się liści Arabidopsis [37], a nawet egzogenne, takie jak białko GFP (ang. green 
fluorescent protein) [24]. Być może dalsze prace pozwolą znaleźć inne wielko
cząsteczkowe związki sygnałowe integrujące procesy w roślinie.
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6. PODSUMOWANIE

Przedstawione tu koncepcje stanowią nową jakość w naszej wiedzy o roślinach. 
Nie tylko bowiem dostarczają nowych danych. Już na tym etapie mają dużą wartość 
praktyczną, związaną chociażby z wiedzą dotyczącą mechanizmów rozprzestrzeniania 
się wirusów i wiroidów w roślinie. Ostatnio zasugerowano również, że specyficzne 
substancje sygnałowe, białka bądź mRNA, syntetyzowane w komórkach floemu, mogą 
determinować tak ważną gospodarczo cechę jak karłowatość niektórych odmian jabłoni 
[3]. Przede wszystkim jednak nowe koncepcje dotyczące funkcjonowania plazmodesm, 
jako elementu nowopoznanego systemu sygnalizacji w roślinie opartego na makro- 
molekułach, jako związkach sygnałowych, integrują informacje pochodzące z różnych 
dziedzin i poziomów badawczych. A w dobie coraz większej specjalizacji nauk 
szczegółowych jest to wartością samą w sobie.
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W PŁYW  M ORFINY  
NA UKŁAD ODPORNOŚCIOW Y KRĘGOW CÓW *

THE EFFECT OF MORPHINE ON IMMUNITY OF VERTEBRATES 

Magdalena CHADZIŃSKA 

Zakład Immunobiologii Ewolucyjnej, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloński, 
Kraków

Streszczenie: Zainteresow anie wpływ em  narkotyków  na działanie układu odpornościow ego, ze specjal
nym  uw zględnieniem  opiatów, wynika ze zwiększającej się obecnie liczby osób uzależnionych oraz 
pacjentów stosujących m orfinę do uśm ierzania bólu. M orfina działa rozm aicie na układ odpornościowy, 
hamując lub nasilając efektywność odpowiedzi. Opiaty m ogą wpływ ać na układ odpornościow y bądź 
pośrednio wiążąc się z klasycznym i receptoram i opioidow ym i w centralnym  system ie nerw ow ym , co 
powoduje zw iększone w ydzielanie katecholam in i glikokortykosterydów, bądź m ogą w iązać się bezpo
średnio ze specyficznym  receptorem  opioidow ym  -  p 3 zlokalizow anym  na leukocytach. Badania na 
uzależnionych od m orfiny gryzoniach dowiodły, że w zaham ow aniu aktyw ności cytotoksycznej kom ó
rek NK  pośredniczą receptory opioidow e zlokalizow ane w m ózgu. Badania in vitro dotyczące głównie 
fagocytów potw ierdzają natom iast teorię o bezpośrednim  działaniu opiatów. Stw ierdzono m .in., że 
inkubacja leukocytów  z m orfiną pow oduje zaham ow anie ich aktywności m igracyjnej poprzez heterolo- 
giczne odw rażliw ienie receptorów dla chem okin. M orfina obniża również aktyw ność żem ą fagocytów, 
ale pobudza w nich w ybuch tlenowy. M orfina w pływ a także na odczyn zapalny. Podana w raz ze 
stym ulantem  do jam y  otrzewnej obniża liczbę leukocytów  i poziom  czynników  chem otaktycznych u 
m yszy i ryb, ale nie u płazów i ptaków. W ykazano, że m orfina upośledza także odpow iedź z udziałem  
limfocytów, gdyż ham uje ich aktyw ność proliferacyjną i produkcję przeciw ciał.

Słowa kluczowe: m orfina, receptory opioidow e, im m unoneuroendokrynologia

Summary: Interest in the effects o f  drugs, especially opiates, on the imm une system  has increased with 
progression in the num ber o f  abusers and patients using m orphine to re lief pain. M orphine shows a 
diversity o f  effects on the imm une system , inhibiting or enhancing the response. O piates can alter a 
variety o f  imm une responses either indirectly, via classical opioid receptors in CNS, what induces release 
o f  calecholam ines and glucocorticosteroids or directly via selective -  p 3 opiate receptor localised on

*Ź ródło  finansow an ia : p ro jek t badaw czy  K B N  6P04C 04721 oraz  D S /Z IE /IZ /U J/2002 .
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leukocytes. Studies on m orphine-dependent rodents dem onstrated that suppressed NK-cell cytotoxici
ty was m ediated by opiate receptors in the brain. In vitro  studies on phagocytes confirm  theory about the 
direct effects o f  opiates on these type o f  cells. For exam ple incubation o f  leukocytes with m orphine 
inhibits their m igratory activity due to heterologous desensitization o f  chem okine receptors. M orphine 
reduces also phagocytic activity, but enhances the respiratory burst o f  phagocytes. M orphine also 
m odulates inflam mation; injected to peritoneal cavity together with an irritant reduced num ber o f  elicited 
leukocytes and the level o f  chem otactic factors in mice and fish, but not in am phibians and birds. 
M orphine also reduces lym phocyte-m ediates imm unity as it reduces proliferative response and produc
tion o f  antibodies.

K ey w ords: m orphine, opioid receptors, im m unoneuroendocrinology

1. OPIOIDYIOPIATY

Określenie “opioicT jest nazwą rodzajową dla występujących naturalnie, pół- 
syntetycznych i syntetycznych substancji, które działają poprzez receptory opioidowe. 
Endogennymi ligandami receptorów opioidowych sąpeptydy opioidowe, które dzieli 
się na trzy podstawowe grupy: endorfiny, enkefaliny i dynorfiny. Powstają one z trzech 
prekursorów: proopiomelanokortyny (POMC, 265 aminokwasów), proenkefaliny 
(PENK, 263 aminokwasy) i prodynorfiny (PDYN, 256 aminokwasów), w wyniku 
cięcia enzymatycznego przez enzymy z grupy metylopeptydaz zależnych od jonów 
cynku. Z proopiomelanokortyny w wyniku przemian potranslacyjnych powstają a-, |3- 
i y-endorfma, jak również peptydy nieopioidowe, m.in. hormon adreno-kor-tykotropowy 
(ACTH). Z proenkefaliny powstaje Leu- i Met-enkefalina, a z prodynorfiny -  Leu- 
enkefalina, dynorfina A i B (rimorfina). Endogenne peptydy opioidowe syntetyzowane 
są głównie w przysadce, nadnerczach i obwodowym systemie nerwowym [55]. 
Wykazano również, że leukocyty mogą być źródłem opioidów [9, 54]. Stwierdzono 
między innymi, że podczas odczynu zapalnego w leukocytach gryzoni rośnie ekspresja 
mRNA dla jednego z prekursorów peptydów opioidowych -pro-enkefaliny [9, 54]

Występowanie peptydów opioidowych nie ogranicza się do ssaków. Z przysadki 
ryb kostnoszkieletowych wyizolowano dwie formy endorfm, natomiast z tkanek płazów 
otrzymano dwa peptydy opiodowe (dermorfmę i deltorfinę), a następnie sklonowano 
ich cDNA [45]. Związki te są wysoce selektywne odpowiednio dla receptorów opio
idowych typu 8 i p. Interesujący jest fakt, że obydwa te związki w drugiej pozycji N- 
końcowej sekwencji zawierają aminokwasy prawoskrętne (Tyr-D-Xaa-Phe), podczas 
gdy białka ssaków zbudowane są wyłącznie z aminokwasów lewoskrętnych (L-) [ 1, 
45]. Również w tkankach bezkręgowców stwierdzono obecność prekursorów 
opioidów, m.in. cząsteczek podobnych do prodynorfiny [70].

Z kolei nazwa “opiaty” zarezerwowana jest dla naturalnych substancji uzyskiwanych 
z maku lekarskiego (łac. Papaverum somniferum L., ang. opium poppy) oraz dla ich 
półsyntetycznych i syntetycznych pochodnych [13]. Nazwa opiaty wywodzi się od 
słowa opium, które oznacza substancję uzyskiwaną z wysuszonego soku mlecznego 
makówek. Wykopaliska archeologiczne z Egiptu i Babilonii wskazują, że już 4000 lat
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przed naszą erą opium używane było jako środek uśmierzający ból. Opium znane było 
w starożytnym Rzymie i Grecji, a w Europie rozpowszechniło się w dobie renesansu. 
Wiek XVII i XVIII to okres badań wpływu opium na fizjologię i zachowanie człowieka 
i zwierząt.

W opium występują dwa rodzaje alkaloidów: alkaloidy fenatrenowe (tebaina, kodeina 
i morfina) oraz alkaloidy izochinolinowe (papaweryna, narkotyna, narceina). Chociaż 
preparaty zawierające morfinę stosowane były od dawna, morfinę w postaci czystego 
alkaloidu wyodrębnił w 1805 roku Sartumer i nazwał na cześć greckiego boga snu 
Morfeusza.

Pojawia się coraz więcej prac na temat endogennej syntezy kodeiny i morfiny w 
organizmach zwierzęcych. Pierwsze doniesienia na temat występowania endogennych 
alkaloidów opioidowych w tkankach zwierząt, pochodzą z prac S. Spectora i 
współpracowników i dotyczą ropuch [9,67,68,71]. Następnie obecność morfiny i jej 
bezpośrednich prekursorów (tebainy, kodeiny i salutarydyny) stwierdzono m.in. w 
wątrobie, śledzionie, nadnerczach, skórze i podwzgórzu ssaków oraz w hemolimfie i 
tkance nerwowej małża Mytilus edulis [70]. W przypadku małży po zadziałaniu stresu 
szoku elektrycznego lub stresu unieruchomienia stwierdzono wzrost poziomu endogennej 
morfiny z 9 do 59 pmol/ml [71]. Ponadto okazało się, że podanie szczurom egzogennej 
salutarydyny i tebainy powoduje gwałtowną konwersję tych substancji do morfiny 
[70]. Najprawdopodobniej w tkankach zwierzęcych w wyniku wielu reakcji utleniania, 
redukcji, karboksylacji, izomeryzacji i odmetylowania dochodzi do przekształcenia 
fenyloalaniny do dopaminy i dalej do salutarydyny i morfiny (ryc. 1). Obecne badania 
skupiają się na dokładnym zlokalizowaniu miejsca syntezy alkaloidów opioidowych i 
wyjaśnieniu ich znaczenia fizjologicznego. Ze względu na fakt, że dopamina jest 
domniemanym prekursorem na szlaku syntezy opiatów przypuszcza się, że głównym 
źródłem morfiny są neurony katecholinergiczne. Być może komórki macierzyste 
różnicują się w kilka typów neuronów, z których niektóre produkują adrenalinę i 
noradrenalinę, a inne (neurony „morfinoergiczne”) zdolne są do syntezy morfiny [70]. 
Inna hipoteza zakłada, że ten sam typ komórek w odpowiednich warunkach (np. po 
zadziałaniu stresora) równocześnie może synetyzować katecholaminy i alkaloidy 
opioidowe [71].

Zarówno peptydy opioidowe, jak i morfina są agonistami receptorów opio
idowych, a więc po ich połączeniu z receptorami opioidowymi dochodzi do uruchomienia 
kaskady sygnałowej. Znanych jest również wiele substancji wiążących się z 
receptorami opioidowymi, ale to związanie nie powoduje pobudzenia receptora, lecz 
jego zablokowanie, substancje takie nazywamy antagonistami i w przypadku receptorów 
opioidowych są to np. nalokson, naltrekson, naltrindol, czy CTOP [55]. Na rycinie 2 
przedstawiono wzory niektórych alkaloidów i peptydów opioidowych.
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R Y C IN A . 1 P raw o d o p o d o b n y  sz lak  sy n tezy  m orfiny  w tkan k ach  zw ie rzęcy ch  (w ed łu g  [71] 
zm odyfikow ane)

2. RECEPTORY OPIOIDOWE

Początkowo receptory opiodowe podzielono na 6 typów: p, 8, k , 8, X i a . Jednak 
badania biochemiczne i molekularne nie potwierdzają występowania receptorów typu 
8, X, natomiast zaliczanie receptora typu a  do receptorów opioidowych wydaje się 
kontrowersyjne ze względu na brak blokowania go przez nalokson [31]. Występowanie 
receptorów p, 8, k  zostało potwierdzone zarówno biochemicznie, jak i technikami 
molekularnymi -  zostały sklonowane geny kodujące te receptory. Receptory p (65
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Met-enkefalina T yr-Gly-Gly-Phe-Met

Leu-enkefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

a-endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro-
Leu-Val-Thr

P-endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro- 
Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala— Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr- 
Lys-Lys-Gly-Glu

y-endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro-
Leu-Val-Thr-Leu

dynorfina A Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys- 
Trp-Asp-Asn-Gln

RYCINA 2. W zory alkaloidów (górna część rysunku) i peptydów opioidowych (dolna część rysunku)

kDa), 8 (53 kDa) i k (55 i 35 kDa), ze względu na różną specyficzność i siłę wiązania 
naturalnych i syntetycznych opioidów podzielono jeszcze dodatkowo na podtypy (tab. 
1). I tak na przykład receptory silnie wiążące [3H]-dihydromorfinę i [3H]-nalokson 
nazwano p,, a receptor o słabym powinowactwie do tych związków to p2 [69]. 
Najogólniej rzecz biorąc peptydy pochodzące z proopioiomelanokoryny (POMC) i z 
proenkefaliny (PENK) wykazują większe powinowactwo do receptorów p i 8 niż do 
receptora K. Z kolei peptydy pochodzące z prodynorfiny (PDYN) wiążą się głównie z 
receptorem k. Morfina wiąże się z wszystkimi typami receptorów opioidowych, wykazuje 
jednak do nich zróżnicowane powinnowactwo (p > p 2>p3= k ,= k  >8 > k 2=8 ,) [40].
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Wszystkie receptory opioidowe mają bardzo podobną budowę. Składają się z siedmiu 
domen transbłonowych (TM I-TM VII), oraz mają 3 pętle hydrofobowe (i3-i3) i C- 
końcowy fragment skierowany do wnętrza komórki. Pozostałe 3 pętle (el-e3) oraz 
glikozylowany N-koniec znajdują się na zewnątrz komórki. Zasadniczą część miejsca 
wiążącego ligandy w przypadku tych receptorów stanowią hydrofobowe segmenty 
transbłonowe. Wykazano m.in., że w receptorze typu 5 zastąpienie w trzeciej domenie 
transbłonowej (TM III) kwasu asparaginowego (Asp) w pozycji 128 przez asparaginę 
(Asn) drastycznie obniża siłę wiązanie agonistów o dużym powinowactwie [55]. 
Współczesne badania molekularne oraz fakt hamowania działania opioidów przez 
toksynę krztuśca sugerują, że receptory opioidowe sprzężone są z białkami G./Go, 
chociaż pojawiają się doniesienia, że także białka Gs mogą pośredniczyć w działaniu 
opioidów [60]. Jednak w większości modeli doświadczalnych, zarówno in vivo jak i 
in vitro, przyłączenie agonisty do receptora opioidowego powoduje aktywację białka 
G( i zahamowanie aktywności cyklazy adenyłanowej, w wyniku czego w cytoplazmie 
komórki maleje stężenie cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP). Opisano 
również wpływ opioidów na przemiany fosfoinozytoli. Obok bezpośredniego działania 
na wtórne przekaźniki, opioidy wpływają również na przewodnictwo jonowe. Sądzi 
się, że mogą hamować przewodnictwo Ca2+ oraz nasilać przewodnictwo K+ [55, 60].

Rozmieszczenie poszczególnych typów receptorów opioidowych w centralnym
system ie nerw ow ym  ma 
charak terystyczny  w zór 
zależny od struktury mózgu i 
od gatunku zwierzęcia (np. 
mózg szczura zaw iera 
niewielką ilość receptorów K, 

natomiast w mózgu świnki 
morskiej znajduje się ich 
bardzo dużo). Receptory 
opioidowe znajdują się w 
kilku obszarach centralnego 
system u nerw ow ego, w 
szczególności w substancji 
szarej okołowodociągowej 
oraz w rdzeniu kręgowym 

[55]. Typy i podtypy receptorów opioidowych różnią się również funkcją. I tak na 
przykład w działaniu przeciwbólowym opioidów pośredniczą na poziomie rdzeniowym 
receptory  p „  5, i k ,, a na poziom ie nadrdzeniow ym  receptory  p ,, k 3 i 5 
(najprawdopodobniej 5, i 8,). Receptor p2 ma głównie znaczenie w indukowanej przez 
alkaloidy depresji oddychania, polegającej na zmniejszeniu wrażliwości ośrodka 
oddechowego na zawartość dwutlenku węgla we krwi [40]. Specyficzne receptory 
opioidow e opisano także w centralnym  system ie nerw ow ym  kręgow ców  
zmiennocieplnych [6]. Stwierdzono również występowanie receptorów opioidowych

T ABEL A 1. Selektyw ność receptorów opioidow ych  
(w g [38] zm ienione)

TYP
RECEPTORA

LIGAND

g
P  Morfina, enkefaliny, dermorfina 
p  Głównie morfina
P  Tylko alkaloidy opioidowe (np. morfina)

5
5, Enkefaliny, deltorfma 
8, Met-enkefalina

K Dynorfiny i Ketocyklozocyna
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na komórkach obwodowego układu nerwowego [72], czym tłumaczono przeciwbólowy 
efekt bardzo niskich dawek morfiny podanych miejscowo do uszkodzonych tkanek [13].

3. OPIOIDY A UKŁAD ODPORNOŚCIOWY

Obserwacje ludzi, jak również doświadczenia na zwierzętach laboratoryjnych 
potwierdzają, że opioidy wywierają istotny wpływ na aktywność leukocytów. Wszystkie 
trzy typy peptydów opioidowych, a więc endorfiny, enkefaliny i dynorfiny, wpływają 
na funkcjonowanie układu odpornościowego, co szczegółowo zostało opisane w 
literaturze [48]. W tym miejscu warto zaznaczyć, że pojawia się obecnie coraz więcej 
doniesień porównujących działanie opioidów i cytokin [51]. Wskazuje się na fakt, że 
główne właściwości cytokin są również charakterystyczne dla opioidów. Opioidy 
podobnie jak cytokiny są produkowane przez leukocyty, wykazują działanie para-, 
auto- i endokrynne, wykazują redundancję (różne opioidy działając na ten sam typ 
komórek wywołują podobny efekt) i plejotropię (te same opioidy wpływające na różne 
typy komórek wywołują różne efekty) [51].

Obecnie coraz więcej uwagi poświęca się wpływowi alkaloidów opioidowych, takich 
jak: morfina i heroina, na reakcje odpornościowe. Z klinicznego punktu widzenia zjawisko 
to nabiera nowego znaczenia w związku z powszechnym stosowaniem morfiny w 
leczeniu silnego i umiarkowanego bólu nowotworowego oraz tzw. ostrego bólu 
nienawracającego, spowodowanego przez stany zapalne będące konsekwencją na 
przykład oparzeń, urazów czy operacji chirurgicznych [13], a także w związku z 
obserwacjami o większej podatności na infekcje u osób uzależnionych od narkotyków 
[44]. W tym kontekście ważne wydają się doniesienia na temat podwyższonej ekspresji 
wirusa HIV w leukocytach in vitro inkubowanych z opiatami [2, 27, 51, 57].

3.1. Mechanizmy wpływu morfiny na układ odpornościowy

Obecnie postuluje się dwa główne mechanizmy wpływu morfiny na układ 
odpornościowy: pośredni i bezpośredni (ryc. 3).

Doświadczenia przeprowadzane na gryzoniach uzależnionych od morfiny wskazują, 
że pierwotnym miejscem działania tego alkaloidu jest centralny system nerwowy i 
dopiero to on wtórnie działa na układ odpornościowy [52, 58]. Morfina wiążąc się z 
klasycznymi receptorami opioidowymi w centralnym systemie nerwowym powoduje 
wydzielanie katecholamin -  adrenaliny i noradrenaliny [30]. Katecholaminy wiążą się 
z powierzchniowymi receptorami a - i ß-adrenergicznymi. Połączenie adrenoreceptora 
z odpowiednim ligandem uruchamia szlak przemiany fosfoinozytoli, powoduje wzrost 
wewnątrzkomórkowego poziomu wapnia. Receptory typu a  połączone są z białkiem 
typu G., a zatem ich aktywacja powoduje spadek poziomu cAMP, z kolei ß- 
adrenoreceptory są związane z białkami Gs i ich stymulacja powoduje wzrost cAMP 
w komórce [30]. W tym miejscu trzeba zaznaczyć, że zarówno centralne, jak i wtórne
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RYCINA 3. W pływ  m orfiny na leukocyty kręgowców. CNS -  centralny system  nerwowy, CRF -  
kortykoliberyna, ACTH -  horm on adrenokortykotropow y, GS -  glikokortykosterydy (w edług [52] 
zm odyfikow ane)

narządy limfatyczne są unerwiane właśnie przez adrenergiczne włókna układu 
współczulnego [16,20, 30], oraz że na powierzchni leukocytów krwi człowieka [23, 
77], splenocytów i tymocytów myszy [23], a także leukocytów ryb i płazów [34] 
stwierdzono obecność receptorów (3-adrenergicznych.

Morfina działając na receptory opioidowe zlokalizowane w mózgu może również 
powodować uruchomienie osi stresu: podwzgórze-przysadka-nadnercza (ang. 
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA). Podwzgórze uwalnia kortykoliberynę 
(CRF), która stymuluje wydzielanie z przysadki hormonu adrenokortykotropowego 
(ACTH), odpowiedzialnego za pobudzenie syntezy glikokortykosterydów przez 
nadnercza [53]. Glikokortykosterydy wiążą się ze swoistym receptorem cyto- 
plazmatycznym, który po aktywacji przemieszcza się do jądra komórkowego. 
Cytoplazmatyczne receptory dla glikokortkosterydów znaleziono nieomal we wszystkich 
komórkach organizmu, są one również obecne w leukocytach [37]. Glikokorykosterydy 
działają z reguły hamująco na funkcjonowanie układu odpornościowego, co jest 
zjawiskiem ogólnobiologicznym, stwierdzono je bowiem u przedstawicieli wszystkich 
gromad kręgowców [53].
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Danych potwierdzających tezę o działaniu morfiny na układ odpornościowy za 
pośrednictwem klasycznych receptorów opioidowych zlokalizowanych w centralnym 
systemie nerwowym dostarczyły prace zespołu Y. Shavita [61-63], pokazujące 
zahamowanie aktywności komórek NK (natural killers) u szczurów, którym podawano 
morfinę. Do obniżenia aktywności komórek NK dochodziło po podaniu morfiny zarówno 
do bocznej komory mózgu, jak i pod skórę. Reakcja ta była odwracana przez podanie 
antagonisty receptorów opioidowych -  naltreksonu. Zjawiska zahamowania aktywności 
komórek NK nie obserwowano natomiast po podaniu N-metylomorfiny -  analogu 
morfiny nieprzenikającego przez barierę krew-mózg [61]. Stwierdzono, że morfina 
egzogenna, wiążąc się z klasycznymi receptorami opioidowymi w mózgu aktywuje oś 
HPA i powoduje wzrost stężenia kortykosterydów i katecholamin w surowicy [52, 
58]. W późniejszych badaniach stwierdzono ponadto, że chroniczne działanie morfiny 
powoduje u myszy atrofię narządów limfatycznych, śledziony i grasicy. Przejściowo, 
najprawdopodobniej na skutek wzmożonej apoptozy, ubywa w grasicy limfocytów 
CD4+CD8+. Zjawisko to jest odwracane przez antagonistów receptorów opioidowych 
i antagonistów receptorów dla glikokortykosterydów [52,58]. Zaobserwowano również, 
że usunięcie przysadki, nadnerczy, jak również podanie antagonistów steroidowych 
(np. RU 38486), znosi w pewnych układach eksperymentalnych wpływ morfiny na 
układ odpornościowy [17,32].

Mechanizmy działania morfiny na układ odpornościowy różnią się w zależności od 
sposobu jej podania. Obecnie wskazuje się, że najprawdopodobniej morfina podana 
jednorazowo powoduje zwiększone wydzielanie katecholamin i mamy tutaj do czynienia 
z immunosupresją niezależną od kortykosterydów. Natomiast chroniczne podawanie 
tego alkaloidu powoduje aktywację osi podwzgórze-przysadka- nadnercza i zwiększone 
wydzielanie „hormonów stresu” [44].

Morfina może jednak działać również bezpośrednio na komórki układu odpor
nościowego poprzez receptory opioidowe zlokalizowane na leukocytach.

Dowody na obecność receptorów opioidowych na leukocytach pochodzą głównie 
z doświadczeń in vitro. Najwcześniejsze doniesienia na ten temat zostały opublikowane 
przez J. Wybrana [78]. Zaobserwowano wówczas, że godzinna inkubacja limfocytów 
T z morfiną obniża ich zdolność do tworzenia rozet z erytrocytami owcy (SRBC, ang. 
sheep red blood cells), co wskazywało na zmiany w ekspresji receptorów 
powierzchniowych (jak teraz wiadomo receptorów CD2). Efekt morfiny był 
odwracany przez antagonistę receptorów opioidowych -  nalokson [17]. Metody 
wiązania radioligandów pozwoliły na wykrycie receptorów opioidowych na powierzchni 
limfocytów T i B [58,60], limfocytów śledzionowych ssaków, granulocytów, monocytów 
i makrofagów [40, 59] oraz na leukocytach kręgowców zmiennocieplnych [7, 33], a 
także na fagocytach bezkręgowców [71]. Także na poziomie mRNA stwierdzono w 
leukocytach ekspresję genów kodujących receptory opioidowe. Geverriaux ze 
współpracownikami [24] wykryli mRNA dla receptorów opioidowych typu K, ale nie 
dla receptorów typu 5, w limfocytach i monocytach krwi obwodowej człowieka. 
Transkrypty dla receptorów 8 były natomiast obecne w liniach komórkowych
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limfocytów T i B oraz w leukocytach myszy i małp [24]. Obecność matrycowego 
RNA dla receptorów p stwierdzono też w makrofagach ludzi, małp i szczurów, w 
ludzkich neutrofilach, limfocytach CD4+oraz w komórkach linii limfocytamych CEM 
x 174 T/B i Raji B [73].

Dodatkowo sugeruje się istnienie na leukocytach szczególnych typów receptorów 
opioidowych. Na przykład na powierzchni leukocytów myszy znaleziono nietypowy 
receptor o nanomolamym powinowactwie do 125I-(3-endorfmy (Kd=12 nM). Okazało 
się, że receptor ten wiąże C-końcowy fragment (3-endorfiny o sekwencji H-Leu-Phe- 
Lys-Asn-Ala-Leu-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Gly-Glu-OH, podczas gdy klasyczne 
receptory p, 5 i K wiążąN-końcowe fragmenty peptydów opioidowych [71]. Obecność 
tego typu receptorów wykazano na komórkach linii limfocytamej U937 oraz na 
leukocytach śledziony. Co ciekawe, ekspresja tych receptorów na leukocytach 
zwiększa się po aktywacji komórek np. pod wpływem konkanawaliny A [48]. Sugeruje 
się, że ten typ receptorów pośredniczy we wpływie ^-endorfiny na proliferację komórek 
mono-nukleamych, produkcję interleukiny-2 i na wychwyt wapnia [60]. Zaliczenie jednak 
tego receptora w poczet receptorów opioidowych poddawane jest w wątpliwość w związku 
z jego kompletnym brakiem wrażliwości na nalokson (nawet w stężeniu 100 mM).

Inny typ „szczególnego” receptora opioidowego występującego na powierzchni 
leukocytów to receptor p 3 Receptor ten wykazuje bardzo niskie powinnowactwo do 
peptydów opioidowych, wiąże natomiast specyficznie morfinę (Kd=20-70 nM), podczas 
gdy klasyczne receptory opioidowe wykazują raczej niskie powinowactwo do tego 
alkaloidu [58]. Funkcję fizjologicznego ligandu tego receptora spełnia być może morfina 
syntetyzowana endogennie [71]. Obecność receptora opioidowego p,3 stwierdzono 
między innymi na powierzchni ludzkich granulocytów [41] i monocytów [71], na 
makrofagach linii komórkowych J774.2, BAC 1.2F-5, RAW 264 [40,42], na leukocytach 
karasia [7, 33], a także na fagocytach małża Mytilus edulis [71]. Co ciekawe w 
centralnym systemie nerwowym obecność tego typu receptora opioidowego 
stwierdzono głównie na powierzchni astrocytów i mikrogleju, a więc na komórkach z 
rodziny fagocytów jednojądrzastych [71]. Warto w tym m iejscu zaznaczyć 
występowanie silnych powiązań pomiędzy aktywacją receptora p 3 i wzmożoną 
produkcją tlenku azotu przez komórki. Sugeruje się, że zdolność komórek mikrogleju 
do produkcji NO w odpowiedzi na opiaty może być ważna zarówno z uwagi na 
cytotoksyczne właściwości tlenku azotu, jak również z uwagi na jego funkcję jako 
neuroprzekaźnika [69,71].

Hipotezę o bezpośrednim wpływie morfiny na leukocyty potwierdzają badania in 
vitro. Stwierdzono między innymi, że inkubacja komórek mikrogleju świń z morfiną 
powoduje prawie całkowite zahamowanie fagocytozy grzybów Cryptococcus 
neoformans. Stwierdzono, że zjawisko to ma charakter receptorowy i połączenie 
morfiny z receptorem p powoduje aktywację białek G./Go [66]. W opozycji do tej 
obserwacji pozostają wyniki, w których wykazano nasilenie fagocytozy Mycobacterium 
tuberculosis przez inkubowane z morfiną komórki mikrogleju człowieka [50]. Te same
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komórki wykazują natomiast w obecności morfiny zahamowanie migracji w kierunku 
czynnika C5a dopełniacza [11].

3.1.1. Wpływ morfiny na fagocyty
Wspomniano już wcześniej, że morfina zmienia aktywność fagocytamą komórek 

mikrogleju, będących w mózgu odpowiednikiem makrofagów. Okazuje się również, 
że morfina podana zarówno in vivo, jak i in vitro hamuje fagocytozę w makrofagach 
i neutrofilach [17, 19, 25, 26, 75]. Stwierdzono również zahamowanie migracji tych 
komórek w kierunku różnych chemoatraktantów (IL-8, MIP-1(3, RANTES) [14, 28, 
29]. Autorzy wym ienionych prac sądzą, że zahamowanie to jest wynikiem 
heterologicznego odwrażliwienia receptora dla chemokin, wywołanego przez aktywację 
receptorów opioidowych p, i 8. Najogólniej zjawisko heterologicznego odwrażliwienia 
receptora polega na tym, że odpowiedź z udziałem określonego typu receptora 
modyfikowana jest przez bodźce działające za pośrednictwem innych układów 
receptorowych. W opisywanym tutaj przypadku w wyniku połączenia receptorów 
opioidowych z morfiną dochodzi do aktywacji białka G., a następnie do fosforylacji 
receptora dla chemokin, co osłabia wydajność przekaźnictwa tego układu receptorowego 
[14, 28, 29]. Również inne własności fagocytów są modulowane przez morfinę. Po 
inkubacji in vitro z morfiną obserwowano zahamowanie produkcji wolnych rodników 
tlenowych w stymulowanych konkanawaliną A i PMA monocytach i neutrofilach 
krwi ochotników [17,76]. Z drugiej strony stwierdzono podwyższony wybuch tlenowy 
u myszy in vivo potraktowanych morfiną [8, 15]. Morfina podana podskórnie 
powodowała podniesienie produkcji tlenku azotu w makrofagach myszy i neutrofilach 
ludzi [17,76]. Równocześnie I.D. Welters i współpracownicy [76] zaobserwowali, że 
morfina powodowała obniżenie ekspresji receptorów dla składników dopełniacza i 
fragmentu Fc przeciwciał typu IgG (FcyR) na neutrofilach. Wszystkie powyższe zmiany 
w aktywności neutrofili, spowodowane inkubacją z morfiną, były znoszone przez 
wcześniejszą inkubację komórek z inhibitorem syntazy NO. Sugeruje to, że morfina 
pobudza komórki do produkcji tlenku azotu, a zaobserwowane zmiany w ich aktywności 
sąjuż konsekwencją podniesionego poziomu NO. Wysoka synteza NO w makrofagach 
potraktowanych morfiną jest również przyczyną ich podwyższonej apoptozy, na skutek 
zmian w poziomie białek Bax i p53 [64,65].

Morfina wpływa także na syntezę wielu cytokin. W warunkach in vitro powoduje 
m.in. zaham owanie produkcji TNF-oc i IL-1 w m akrofagach równocześnie 
stymulowanych LPS lub PHA [3, 12]. Co ciekawe, jeżeli inkubacja leukocytów z 
morfiną poprzedza ich stymulację, dochodzi wówczas do podwyższonej produkcji 
cytokin [49, 71].

Oczywiście zjawisko wpływu morfiny na zahamowanie aktywności leukocytów 
związane jest ściśle z wpływem na odczyn zapalny [8, 10, 36, 38, 56]. Stwierdzono 
m.in., że podanie morfiny obniża liczbę leukocytów w ognisku zapalenia, zarówno u 
ryb [7, 8, 10] jak i gryzoni [8, 17] oraz królików [17]. Nie jest to jednak zjawisko 
powszechne w świecie zwierząt, bowiem nie zaobserwowano go ani u płazów [35], 
ani u ptaków [39]. Obniżenie liczby leukocytów w miejscu zapalenia po podaniu morfiny
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wynikać może z kilku przyczyn; morfina docierając do leukocytów w naczyniach i 
tkance hemopoetycznej może hamować ich migrację do ogniska zapalenia. Do 
zahamowania migracji dojść może w wyniku wspomnianego już wcześniej, zależnego 
od morfiny, heterologicznego odwrażliwienia receptorów dla chemokin [28,29]. Morfina 
może również wpływać na znajdujące się w ognisku zapalenia komórki osiadłe 
(makrofagi i komórki tuczne) i hamować syntezę i/lub wydzielanie przez nie czynników 
o charakterze chemotaktycznym. Hipotezę tę potwierdza znaczne obniżenie poziomu 
czynników chemotaktycznych w osoczu i płynie wysiękowym osobników, którym 
lokalnie podano morfinę do ogniska zapalenia [8,10]. Stwierdzono ponadto, że morfina, 
za pośrednictwem obecnych na śródbłonku receptorów p3, indukuje produkcję tlenku 
azotu, co pociąga za sobą obniżenie poziomu białek adhezyjnych i zmniejszenie migracji 
leukocytów do miejsca zapalenia [47].

3.1.2. Wpływ morfiny na komórki NK 
Pierwsze doniesienia na temat wpływu morfiny na aktywność komórek NK pochodzą 

z prac zespołu Shavita [61,62]. Wspomniano już o nich przy omawianiu pośredniego 
mechanizmu działania morfiny. Późniejsze badania przeprowadzone na ochotnikach, 
którym dożylnie podano morfinę, potwierdziły wcześniejsze obserwacje o obniżonej 
aktywności cytotoksycznej tych komórek w obecności opiatów [79]. Podobne zjawisko 
obniżenia czy nawet całkowitego zahamowania aktywności komórek NK pod wpływem 
morfiny zaobserwowano również w przypadku gryzoni i małp [19]. Tylko jedna praca 
donosi o bezpośrednim hamującym wpływie morfiny na komórki NK [43], pozostali 
autorzy zajmujący się tym tematem podkreślają, że w przypadku wpływu opioidów na 
komórki NK mamy do czynienia z działaniem za pośrednictwem współczulnego układu 
nerw owego i osi HPA. W ykazano bowiem , że antagoniści receptorów  (3- 
adrenergicznych i glikokorty kostery do wy ch znoszą hamujący wpływ morfiny oraz nie 
stwierdzono zmian w aktywności komórek NK po podaniu analogów morfiny nie 
przekraczających bariery krew-mózg [19].

3.1.2. Wpływ morfiny na limfocyty 
Pierwsze doniesienia na temat wpływu morfiny na aktywność limfocytów B 

pochodzą z 1975 roku [19]. S.S. Lefkowitz i C.Y. Chiang zaobserwowali wówczas, że 
podanie morfiny redukuje liczbę komórek produkujących przeciwciała w śledzionach 
myszy po podaniu erytrocytów owcy (SRBC). Zjawisko to zostało potwierdzone w 
badaniach in vitro [18]. Późniejsze badania wykazały ponadto wpływ morfiny na 
obniżenie proliferacji limfocytów B stymulowanych LPS [ 19,74]. Pod wpływem morfiny 
dochodzi również do obniżenia proliferacji limfocytów T stymulowanych mitogenami 
[4, 18], zahamowania ich aktywności cytotoksycznej i zmniejszenia produkcji IL-2 
[46]. Badania wykorzystujące opioidy nie przenikające przez barierę krew-mózg 
wskazują, że wpływ morfiny na limfocyty T odbywa się za pośrednictwem receptorów 
opiodowych znajdujących się w centralnym systemie nerwowym [21,22]. Potwierdza 
to wiele badań, w których nie stwierdzono bezpośredniego {in vitro) wpływu morfiny 
na aktywność limfocytów T [17, 21, 22]. Wyniki te pozostają w sprzeczności z
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pionierskimi badaniami J. Wybrana [78] oraz z faktem występowania na limfocytach 
T specyficznych receptorów opioidowych wiążących nalokson [19].

4. PODSUMOWANIE

Badania in vivo, przeprowadzane głównie na gryzoniach, pozwoliły stwierdzić, że 
w większości układów eksperymentalnych morfina wywiera hamujący wpływ na 
aktywność komórek NK, limfocytów T i B oraz fagocytów (tab. 2).

Bezpośredni efekt morfiny nie pozostawia jednak wątpliwości tylko w przypadku 
funkcji fagocytów. W odniesieniu do pozostałych typów leukocytów hamujący wpływ 
morfiny najprawdobodobniej zachodzi przy udziale klasycznych receptorów opio
idowych zlokalizowanych w centralnym systemie nerwowym i jest konsekwencją 
podniesienie poziomu katecholamin (w przypadku ostrego podania morfiny) lub 
kortykosterydów (w przypadku chronicznego podawania opiatów). W tym miejscu 
warto zaznaczyć, że sprzeczne wyniki dotyczące wpływu morfiny na odporność 
wynikać mogą z różnej wrażliwości zwierząt laboratoryjnych na opioidy. A wrażliwość 
ta zależy nie tylko od dawki i sposobu podania, ale również od gatunku, szczepu, płci i 
stanu fizjologicznego osobników, na których wykonywane są doświadczenia.

Dokładne wyjaśnienie powiązań między układem odpornościowym a opioidowym 
wymagać będzie jeszcze wielu lat wytężonej pracy.
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TABELA 2. Przykłady w pływ u m orfiny na aktyw ność leukocytów  ssaków  (M F -  makrofagi, 
M o -  m onocyty, MG -  m ikroglej, PM N  — neutrofile, Li -  lim focyty) T -  pobudzający, i  -  
ham ujący

Typ komórki Gatunek Traktowanie Efekt Literatura

Fagocytoza

MF Mysz In vivo i 19

In vitm i 75

Szczur In vivo i 25, 26

MG Świnia In vitro i 66

Człowiek In vitro T 50

Chemotaksja

Mo Małpa In vitro i 14

C do wiek In vitro i 28, 29

MG Człowiek In vitro i 11

PMN Małpa In vitro i 14

Wybuch tlenowy

Mo Człowiek In vitro i 17

PMN
Człowiek In vitro i 76

Mysz In vivo T 8, 15

Produkcja tlenku azotu

MF Mysz In vivo Î 17

PMN Człowiek In vivo Î 76

Produkcja cytokin prozapalnych

MF Mysz In vitro i 3

Mo Człowiek In vitro i 12
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TA B ELA  2 cd.

Typ komórki Gatunek Traktowanie Efekt Literatura

Produkcja IFN-y

MF Mysz In vivo i 17

Szczur In vivo 4 22

Człowiek In vitro 1 51

Cytotoksyczność

NK Mysz In vivo 4 17

Szczur In vivo 4 21, 61, 62

Człowiek In vivo 4 79

Produkcja przeciwciał

L iB Mysz In vivo 4 17, 18

In vitro 4 17, 18

Proliferacja

L iB Mysz In vitro 4 4, 17, 18, 74

Szczur In vivo 4 17

L iT Mysz In vitro 4 4

In vivo 4 18

Szczur In vivo 4 32
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DZIEDZICZNE ANEMIE HEM OLITYCZNE U MYSZY: 
OD PEŁNEJ CHARAKTERYSTYKI 

DO TERAPII GENOW EJ

THE HEREDITARY HAEMOLYTIC ANAEMIAS IN MICE: 
FROM COMPLETE CHARACTERISTICS TO GENE THERAPY 

Dżamila Marta BOGUSŁAWSKA*, Aleksander F. SIKORSKI*,** 

* Instytut Biotechnologii i Ochrony Środowiska, Uniwersytet Zielonogórski; 
**Instytut Biochemii, Uniwersytet Wrocławski

Streszczenie: Anem ie hem olityczne u m yszy przypom inają dziedziczne defekty u ludzi. Defekty te 
um ożliw iają precyzyjne zanalizowanie podstaw  m olekularnych tych schorzeń. Ponadto, pozw alają na 
dokonyw anie prób terapii genowej korygującej te defekty, na przykład jak  w procedurze opisanej przez 
D oonera i wsp. (Exp. Hematol. 2000; 28: 765-774). Zastosowane techniki dają nadzieję na w ykorzysta
nie terapii genowej w leczeniu dziedzicznych ludzkich schorzeń, takich jak: anem ia sierpowata, talase- 
mia, recesywna sferocytoza i eliptocytoza.

Słowa kluczow e : dziedziczne anem ie hem olityczne, terapia genowa, błona erytrocytu

Summ ary. Haem olytic anaem ias in mice resem ble hereditary defects in humans. These defects allow the 
precise analyses o f  the m olecular basis o f  the diseases. M oreover, they allow attem pts o f  “gene therapy” 
to correct these defects. An exam ple o f  such a procedure was reported by D ooner et al. (Exp. Hematol. 
2000; 28: 765-774). Techniques developed should have relevance to the developm ent o f  gene therapy 
approaches to hum an hereditary disorders such as sickle cell anem ia, thalassaem ia, recessive spherocy
tosis and elliptocytosis.

K eyw ords : inherited haem olytic anaemias, gene therapy, erythrocyte m em brane

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie jednej z udanych prób terapii genowej 
przeprowadzonej przez Doonera i współautorów w celu korekty mutacji powodującej 
dziedziczną sferocytozę u myszy [8]. Badania te dotyczą bezpośrednio dziedzicznej 
sferocytozy, ale z uwagi na stosowane techniki, takie jak: insercja cDNA kodującego 
białko o dużej masie, manipulacja komórkami in vivo i ekspresja genu swoistej tkanki,
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można uznać je za bazę przyszłych prób korekty niedokrwistości hemolitycznych, takch 
jak: talasemia, anemia sierpowata, recesywna sferocytoza, ostre postaci dziedzicznej 
eliptocytozy, jak również niedokrwistości związanych z anomaliami enzymów 
erytrocytów np. dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej.

Podłożem mysich i ludzkich dziedzicznych anemii hemolitycznych są najczęściej 
mutacje w genach kodujących białka błony erytrocytów [7,10,19,20,23]. Szczegółowe 
informacje dotyczące struktury i funkcji białek szkieletu błony erytrocytów znajdzie 
Czytelnik we wcześniejszych publikacjach [2,25]. Mutacje naturalnie występujące u 
myszy wyjaśniają kwestie niezrozumiałe w przypadku ludzkich odpowiedników tej 
choroby. Do anemii hemolitycznych naturalnie występujących zarówno u myszy, jak i 
u ludzi należą: dziedziczna sferocytoza (HS) i dziedziczna eliptocytoza (HE). Znany 
jest pierwszy mysi model ciężkiej postaci HE: mutacja sph06"1 spowodowana insercją 
w genie kodującym spektrynę a , skutkiem czego jest upośledzenie tworzenia 
tetramerów spektryny w wyniku asocjacji jej dimerów [21]. Istnieje analogiczny 
przypadek ciężkiej HE u ludzi (mutacja Dayton) [11]. Mysia HE związana z mutacją 
sphDem jest cięższa w przebiegu niż mysia HS spowodowana mutacjami w genie 
kodującym spektrynę a  [7,20,21].

HS może mieć zróżnicowany przebieg kliniczny od bezobjawowego do letalnego w 
życiu płodowym, a jego podłożem jest defekt jednego z następujących białek błony 
erytrocytu -  ankiryny, spektryny, białka przenoszącego aniony lub białka 4.2 [ 19,23,15]. 
Istnieje kilka typów HS naturalnie występujących u myszy, których przyczyną są również 
mutacje w genach kodujących białka błony erytrocytu, tj. spektryny a  -  Spnal (sph, 
sph2BC, sphJ), spektryny (3- Spnb 1 (ja) oraz ankiryny-A nki (nb) [7,20,24]. Mysz> ja/ 
ja cierpią na ciężką anemię hemolityczną wywołaną całkowitym brakiem spektryny (3, 
co związane jest z wymianą reszty argininy na kodon stop w mRNA kodującym 
powtórzenie 9 tego łańcucha polipeptydowego [6]. Mutacje ja/ja i sph/sph sąprzycz/ną 
ciężkich anemii hemolitycznych z retikulocytoząprzekraczającą 90% i czasem przeżycia 
krwinki wynoszącym zaledwie 1 dzień, przy czym myszy sph/sph przeżywają pnza 
organizmem matki, a myszy ja/ja żyją zwykle tylko 4 dni po urodzeniu [4,5,7]. Mysie 
schorzenia przypominająbardzo ciężkie formy ludzkiej HS, które są zwykle przypadkami 
homozygot lub podwójnych heterozygot [10,22]. Mutacje podobne do obecnych u myszy 
ja/ja i sph/sph, u których obserwuje się całkowity brak ekspresji jednej z podjednostek 
spektryny, są u ludzi letalne w życiu płodowym lub wkrótce po urodzeniu. Przykłacem 
może być przypadek recesywnie dziedziczonej HE, spowodowanej mutacją Providance, 
objawiającej się anomaliami w ekspresji spektryny (3, przy której śmierć płodu następuje 
w trzecim trymestrze ciąży [10]. Podobne skutki obserwuje się u ludzi w przypadku 
całkowitego braku spektryny [22]. Skuteczną metodą terapii ludzkiej HS jest 
splenektomia, natomiast myszy z ciężkąHS po splenektomii nie przeżywały [4]. Debre 
wyniki u myszy daje przeszczep szpiku kostnego [1]. Przeprowadzone badania nad 
skutkiem braku białka 4,2 w szkielecie błony erytrocytu u myszy {protein 4.2-nuli), u 
których defekt spowodowano metodą celowej mutagenezy dowodzą, iż efektem taciej 
mutacji jest łagodna forma HS. Ich erytrocyty charakteryzują się zaburzoną równowagą 
jonów Na+ i K+ [15].
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Szczególnie interesujące mutanty myszy nb/nb charakteryzują się sferocytozą 
spowodowaną dziedziczonym recesywnie defektem polegającym na syntezie skróconej 
ankiryny. Ten przypadek jest analogiczny do ludzkiej HS spowodowanej przez mutację 
ankiryny Prague, w wyniku której syntetyzowana jest skrócona ankiryna [19]. Mysz 
nb/nb ma minimalne ilości ankiryny pełnej długości (białka wiążącego spektrynę do 
białka przenoszącego aniony) oraz około 50% ubytek spektryny. Dodatkowo istnieje 
tu drugi defekt polegający na ubytku białka 4,2 [16]. Istnieją obszerne dane genetyczne 
i molekularne dotyczące mutantów nb/nb [14, 24]. Analizy Western biot błon 
erytrocytów tych myszy wykazują znaczący ubytek ankiryny o pełnej długości (210 
kDa) z jednoczesnym pojawieniem się nowego peptydu o masie około 150 kDa 
reagującego z przeciwciałami przeciw ankirynie erytrocytamej. Stwierdzono rów
nocześnie ubytek transkryptów mRNA o masie 9,0 i 7,5 tysiąca zasad kodowanego 
przez mysi gen ankiryny Ank-1 (odpowiednik ludzkiego genu ANK 1) [3,12,13]. Defekt 
nb jest związany także z ubytkiem ankiryny w komórkach Purkinjego i ziarnistych 
móżdżku, czego skutkiem są anomalie psychomotoryczne w wieku 6 miesięcy [14].

Dooner i in. przeprowadzili transfer cDNA ankiryny do normalnych oraz 
sferocytowych nb/nb komórek szpiku kostnego z użyciem wektora retrowirusowego, 
co spowodowało ekspresję funkcjonalnej ankiryny u mutantów nb/nb. Transdukcji 
komórek szpiku nb/nb dokonano z użyciem „minigenu” skonstruowanego z promotora 
ludzkiego genu ankiryny ANKI, mysiego cDNA ankiryny i domeny regulatorowej 
odpowiadającej izoformie ludzkiej ankiryny 2.2 wbudowanych do wektora retro
wirusowego p G l. Ten retrowirusowy wektor o wielkości około 4600 pz nie posiada 
genu NeoR. Transkrypty interesujących genów po przepisaniu na DNA mogły zostać 
włączone do genomu biorcy. By zredukować całkowity rozmiar cDNA ankiryny nie 
zawarto sekwencji regulatorowej (domeny „2.2”), przez co zwiększono zdolność 
wiązania spektryny i białka przenoszącego aniony, ponieważ ankirynę 2.2 charak
teryzuje zwiększone powinowactwo do obu białek [2]. Region promotora ludzkiego 
genu ANKI o wielkości 270 pz [9] dodano do końca 5’ nadając wrażliwość na ludzką 
erytropoetynę (EPO), co ułatwiło kontrolę ekspresji genu w transdukowanych 
komórkach myszy. Transdukcji retrowirusowym supematantem poddano: krwinki 
erytroleukemicznych myszy (MEL), normalne mysie komórki szpiku kostnego, 
fibroblasty 3T3, komórki szpiku kostnego mutantów mysich nb/nb oraz komórki 
śledziony.

Komórki „produkujące” wirus uzyskiwano poprzez transfekcję komórek GP+86 za 
pomocą DNA wektora pGl zawierającego „minigen” ankirynowy z użyciem 
kationowych lipopleksów. Wyizolowane z supematantu wirusowego RNA, jak i 
komórkowe RNA wyizolowane z komórek „producentów”, poddano analizom na 
obecność transgenu za pomocą reakcji RT-PCR (reakcja odwrotnej transkrypcji z 
następującą po niej reakcją łańcuchowej polimeryzacji) zużyciem starterów dla ludzkiej 
ankiiyny: antysensownego, swoistego dla ludzkiej ankiryny i sensownego uniwersalnego, 
ponieważ cały region jest wysoce homologiczny dla obu gatunków. Następnie dokonano 
transdukcji komórek mysiej erytroleukemii (MEL) za pom ocą supernatantu 
retrowirusowego. Reakcja RT-PCR wykazała obecność mRNA ankiryny w 0 ,2 ,4  i 6
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dniu po transdukcji. Analizy Southern biot wykazały obecność transgenu w ilości ok. 
106 kopii na 10 mg genomowego DNA. Po 12 dniach nietransdukow ane i 
transdukowane komórki MEL indukowano do różnicowania na podłożu fibro- 
nektynowym w obecności DMSO. Badania morfologiczne oraz immuno-fluore- 
scencyjne z zastosowaniem przeciwciał przeciw ankirynie wykazały, że transdukowane 
komórki MEL indukowane do różnicowania po enukleacji osiągają kształt 
polichromatofili. Obserwacje uzyskane techniką immunofluorescencji z użyciem 
przeciwciał przeciw ankirynie potwierdziły funkcjonowanie genu ankiryny. Analizy 
RNA biot komórek MEL wykazały obecność transkryptów mysiego mRNA o wielkości 
9,0 i 7,5 tysięcy zasad w komórkach transdukowanych, natomiast w komórkach 
nietransdukowanych obserwowano prawie wyłącznie transkrypt o wielkości 7,5 tysięcy 
zasad.

Analizy RT-PCR komórek wywodzących się z transdukowanych komórek szpiku 
kostnego wykazały, że hodowle prowadzone w obecności erytropoetyny (EPO) 
zawierały znaczącą liczbę komórek ekspresjonujących mRNA ankirynowe (26%), 
natomiast wśród komórek hodowanych w nieobecności EPO nie stwierdzono 
zawierających tego mRNA. W ilościowych analizach RT-PCR stwierdzono wyraźną 
różnicę w ilości mRNA na korzyść hodowli z EPO. W toku dalszych doświadczeń 
wyizolowano komórki z myszy nb/nb: komórki szpiku kostnego i śledziony. 
Transdukowane komórki szpiku kostnego i śledziony mutantów nb/nb hodowane w 
kulturach płynnych w obecności EPO dawały pozytywną reakcję w analizach PCR i 
RT-PCR. Analiza Western biot komórek szpiku kostnego indukowanych do 
różnicowania wykazywała obecność ankiryny o pełnej długości tylko w komórkach 
transdukowanych. Podobne prążki obserwowano również w analizie Western biot 
transdukowanych komórek MEL. Natomiast w nietransdukowanych komórkach szpiku 
kostnego obserwowano jedynie mniejsze białko o masie ok. 150 kDa. Analizy 
morfologiczne prekursorów komórek nb/nb transdukowanych i nietransdukowanych 
w końcowych fazach różnicowania wykazały, że komórki nietransdukowane mutanta 
nb/nb tworzyły sferocyty i mikrosferocyty. Transdukowane prekursorowe komórki 
nb/nb, z kolei, tworzyły polichromatofile, a ich morfologia okazała się zbliżoną do 
normocytów. Dodatkowo, nietransdukowane komórki mutanta po enukleacji miały 
przeciętne rozmiary 3,8 x 3,9 mm, a transdukowane 6 x 6,5 mm.

Przedstawiony powyżej cykl doświadczeń wskazuje na to, że hybryda cDNA 
ankiryny myszy i człowieka może ulegać skutecznej transdukcji przez retrowirusowy 
wektor pG 1 do komórek MEL oraz komórek mutanta nb/nb szpiku kostnego i śledziony. 
Autorzy wykazali zwiększoną ekspresję mRNA ankiryny w koloniach wzrastających 
w obecności EPO sugerując, że ludzki promotor ankiryny odpowiada za ekspresję 
tego białka w komórkach normalnych i zmutowanych prekursorów erytrocytów.

Nie tylko promotor ankiryny może być istotny w kierowaniu ekspresją ankiryny, ale 
także promotory innych białek szkieletu błony erytrocytu mogą również odgrywać 
rolę w ekspresji innych białek erytrocytów, czego przykładem jest ekspresja genu y- 
globiny z promotorem |3-spektryny u transgenicznych myszy [ 17] oraz genu y-globiny 
z promotorem ankiryny w retrowirusowym wektorze użytym do transdukcji mysich
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komórek [18]. W podobny sposób promotor ankiryny mógłby być wykorzystywany do 
tworzenia procedury terapii genowej w anemiach hemolitycznych spowodowanych 
innymi defektami erytrocytu np. talasemii lub anemii sierpowatej.
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REGULACJA EKSPRESJI GENÓW  JĄDROW YCH  
PRZEZ SYGNAŁY PLASTYDOW E

REGULATION OF EXPRESSION OF NUCLEAR GENES 
BY PLASTID SIGNALS 

Grzegorz JACKOWSKI 

Zakład Fizjologii Roślin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznań

Streszczenie : W  ostatnich latach zgrom adzono liczne dowody eksperym entalne w skazujące, że ekspre
sja niektórych genów jądrow ych, w szczególności tych, które kodują białka chloroplastowe, podlega 
retrogradowej regulacji przez sygnały pochodzenia plastydow ego. Regulacja m oże się odbywać zarów 
no na poziom ie transkrypcji, jak  i translacji mRNA. N iektóre sygnały pochodzenia plastydow ego uda
ło się zidentyfikow ać -  należą do nich prekursory m etaboliczne chlorofilu, stan redoks plastochinonu, 
tioredoksyny i glutationu, a także translokator fosfoenolopirogronianu, zlokalizowany w wewnętrznej 
błonie otoczki chloroplastowej. Tożsam ość innych sygnałów plastydow ych, np. regulujących różnico
wanie kom órek i m orfogenezę liścia, pozostaje niew yjaśniona. Sygnalizacja plastydy-jądro kom órko
we i sygnalizacja zależna od św iatła pozostają w dość skom plikow anych relacjach; w niektórych przy
padkach w ykorzystyw ane są odm ienne szlaki transdukcyjne, w innych częściow o te same. Sygnaliza
cja retrogradow a jes t praw dopodobnie ważnym  elem entem  globalnej sieci powiązań regulacyjnych 
kontrolujących m etabolizm  i rozwój kom órek roślinnych.

Słowa kluczowe: chlorofil, chloroplast, gen, plastyd, stan redoks, sygnalizacja retrogradowa

Summ ary. A considerable body o f  experim ental evidence has been accum ulated over recent years to 
suggest that an expression o f  defined nuclear genes, particularly the ones coding for chloroplast pro te
ins, are controlled in retrograde fashion by signals o f  plastid origin. Transcription and translation level 
o f  expression o f  nuclear genes appear to be affected by retrograde signalling. Some plastid-to-nucleus 
signals have already been identified; they involve m etabolic precursors o f  chlorophyll, redox state o f  
plastoquinone, thioredoxin and glutathione pools as well as a phosphoenolopyruvate/phosphate trans
locator localised to an inner m em brane o f  chloroplast envelope. In some cases the nature o f  plastid 
signals rem ains elusive; for instance the retrograde signals controlling cell differentiation and lea f 
m orphogenesis have not been identified. Plastid-to-nucleus and light-dependent signalling are linked 
by rather com plicated relations; in som e cases the signalling pathw ays are separable, but in other cases 
the signalling m ay proceed, at least partially, through com m on steps. Retrograde signalling appears to 
be a sem inal elem ent o f  global regulatory netw ork controlling plant cell developm ent and m etabolism .
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W każdej komórce eukariotycznej funkcjonuje rozbudowana sieć sygnałów 
regulujących współdziałanie jądra i pozostałych organelli. Jednym z przejawów tej 
regulacji tego jest -  w przypadku roślin wyższych i glonów -  istnienie złożonych 
mechanizmów koordynujących ekspresję genów jądrowych i plastydowych. Koor
dynacja ekspresji genomu jądrowego i piasty do wego polega na kontroli transkrypcji i 
translacji genów plastydowych przez produkty genów jądrowych (sygnalizacja 
anterogradowa) [4, 25], jednak od kilkunastu lat wiadomo, że funkcjonują także 
mechanizmy sygnalizacji retrogradowej, tzn. ekspresja genów jądrowych podlega 
regulacji przez sygnały pochodzenia plastydowego. Istnienia sygnalizacji retrogradowej 
plastyd-jądro komórkowe dowiedziono w doświadczeniach nad roślinami całkowicie 
lub częściowo pozbawionymi karotenoidów na skutek mutacji lub w rezultacie 
traktowania inhibitorami biosyntezy karotenoidów, takimi jak: norflurazon (hamuje 
aktywność desaturazy fitoenowej) czy amitrol (hamuje aktywność cyklazy likopenowej) 
[12, 15]. Plastydy pozbawione karotenoidów są bardzo podatne na uszkodzenia typu 
fotooksydacyjnego (karotenoidy pełnią funkcję wygaszaczy tripletowych stanu 
chlorofilu oraz tlenu singletowego) i -  oświetlone -  stają się praktycznie niefunkcjonalne. 
Stwierdzono, że rośliny pozbawione funkcjonalnych plastydów charakteryzują się 
obniżonym poziomem ekspresji niektórych genów jądrowych kodujących białka 
chloroplastowe, w tym genów rodziny Lhcb. Sugerowało to jednoznacznie istnienie w 
normalnych warunkach szlaku transmitującego do jądra jakieś sygnały plastydowe, 
utrzymujące odpowiedni poziom ekspresji genów jądrowych. Tożsamość sygnałów 
plastydowych pozostawała przez szereg lat całkowitą tajemnicą; dopiero w ciągu 
ostatnich kilku lat zgromadzono dane odnoszące się do natury chemicznej tych sygnałów. 
Niemal lawinowe tempo akumulacji tych informacji uzasadnia potrzebę opracowania 
polskojęzycznego przeglądu stanu wiedzy na temat tożsamości sygnałów plastydowych 
i szlaków regulacyjnych zmieniających ekspresję genów jądrowych pod działaniem 
sygnałów plastydowych. Niniejsze opracowanie pełni rolę takiego właśnie przeglądu.

PREKURSORY CHLOROFILU Z GRUPY 
MAGNEZOPORFIRYN JAKO SYGNAŁY PLASTYDOWE

Funkcję estru metylowego magnezoprotoporfiryny IX (Mg ProtoMe IX) -  
intermediatu w szlaku biosyntezy chlorofilu -  jako sygnału plastydowego regulującego 
ekspresję genów jądrowych zasugerowano po raz pierwszy na podstawie wyników 
eksperymentów, w których udowodniono, że traktowanie Chlamydomonas reinhardtii 
różnymi czynnikami blokującymi biosyntezę chlorofilu na etapie Mg ProtoMe IX 
(bipirydyl, cykloheksimid, warunki anaerobowe) prowadzi do osłabienia zależnej od 
światła akumulacji mRNA LHCP II i mniejszej podjednostki Rubisco, podczas gdy
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zablokowanie syntezy chlorofilu na innych etapach nie ma wpływu na poziom akumulacji 
wspomnianych transkryptów [6]. Nowsze doniesienia wskazują na to, że rolę sygnału 
piasty do wego może pełnić -  poza Mg ProtoMe IX -  także jego bezpośredni prekursor, 
magnezoprotoporfiryna IX (Mg Proto IX), obydwa bowiem związki indukują u 
Chlamydomonas reinhardtii ekspresję dwóch jądrowych genów szoku cieplnego, 
HSP70A i HSP70B, a u roślin wyższych (Lepidium sativum) znacznie osłabiają 
ekspresję jądrowych genów rodziny Lhca \Lhcb [10, 19]. W warunkach kontrolnych 
dla ekspresji HSP70A i HSP70B niezbędne jest działanie wysokiej temperatury lub 
światła, jednak traktowanie komórek Chlamydomonas za pomocą Mg Proto IX i Mg 
ProtoMe IX umożliwia pojawienie się transkryptów także w ciemności [10]. Światło 
działa najprawdopodobniej jako czynnik powodujący przejściowe, bardzo znaczne 
podwyższenie puli Mg Proto IX i Mg ProtoMe IX, na co wskazują zarówno wyniki 
bezpośrednich analiz biochemicznych poziomu tych prekursorów w komórkach 
Chlamydomonas po oświetleniu hodowli, jak i fakt, że znany od kilku lat mutant 
Chlamydomonas niezdolny do światło-zależnej indukcji HSP70A i HSP70B ma defekt 
w obrębie szlaku biosyntetycznego chlorofilu, powodujący niezdolność do syntezy 
magnezoprofiryn [ 11 ]. W próbach rozszyfrowania szlaku sygnałowego prowadzącego 
od magnezoprofiryn do jądra komórkowego intensywnie wykorzystywana jest seria 
mutantów Arabidopsis thaliana gun 1-5, u których transkrypcja Lhcb nie jest -  jak w 
przypadku roślin dzikich -  hamowana w ślad za fotouszkodzeniem plastydów. Oznacza 
to, że u tych form nie funkcjonuje sygnalizacja plastyd-jądro komórkowe. Ostatnio 
sklonowano jeden z alleli serii gun, GUN5, kodujący -  jak się okazało -  katalityczną 
podjednostkę ChlH Mg-chelatazy, zlokalizowanego w wewnętrznej błonie otoczki 
chloroplastowej enzymu katalizującego przekształcenie protoporfiryny IX (PROTO 
IX) w Mg PROTO IX [16]. Zdaniem autorów tego doniesienia katalityczna 
podjednostka ChlH Mg-chelatazy pełni ważną funkcję w zależnym od magnezoprofiryn 
szlaku sygnalizacji plastyd-jądro komórkowe, a mianowicie jest sensorem “wy
czuwającym” zmiany stężenia magnezoprofiryn na terenie otoczki chloroplastowej i 
wysyłającym informację o tych zmianach do jądra komórkowego. Na terenie jądra 
komórkowego transkrypcja Lhcb mogłaby być hamowana -  w odpowiedzi na 
podwyższenie poziomu magnezoporfiryn -  przez aktywację represora transkrypcji lub 
przez inhibicję aktywatora transkrypcji. Hamowanie ekspresji Lhcb mogłoby także 
następować poprzez destabilizację mRNA, a regulującą funkcję na tym poziomie mógłby 
odgrywać produkt jądrowego genu cen, zidentyfikowany u Chlamydomonas reinhardtii. 
Otoczka chloroplastowa wydaje się być idealnym miejscem lokalizacji dla sensora 
uczestniczącego w transdukcji sygnału na trasie plastyd-jądro komórkowe, ponieważ 
tak umiejscowiony sensor ma możliwość wchodzenia w interakcje z czynnikami 
cytozolowymi transmitującymi sygnał w kierunku jądra. Sensorowa aktywność ChlH 
może podlegać modulacji ze strony oddziałujących z niąpodjednostek regulacyjnych 
Mg-chelatazy (ChlD, Chll) oraz produktami genów GUNI i GUN2, będącymi 
enzymami stromy chloroplastowej zaangażowanymi w przekształcenie hemu w 
fitochromobilinę [25,27].
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PROTOPORFIRYNAIX (PROTOIX) JAKO SYGNAŁ 
PT ASTYDOWY

Wyniki prac nad mutantami lafó Arabidopsis thaliana (obniżona reaktywność na 
ciągłe oświetlenie daleką czerwienią) wskazują, że sygnałem piasty do wym regulującym 
(niezależnie od magnezoporfiryn lub w kooperacji z nim i) ekspresję genów jądrowych 
może być także PROTO IX, bezpośredni prekursor Mg PROTO IX w szlaku biosyntezy 
chlorofilu. Regulacji ze strony PROTO IX miałaby podlegać ekspresja jądrowych 
genów rodziny Lhcb oraz genów kodujących syntazę chalkonową i reduktazę 
ferredoksyna:NADP+ [17]. Aktywność sygnałowa porfiryn i magnezoporfiryn 
piasty do wy ch jest kolejnym przykładem regulacyjnych zdolności związków opartych 
w swojej budowie na szkielecie pierścieni pirolowych. Wiadomo, że hem może pełnić 
funkcję mitochondrialnego sygnału modulującego ekspresję genów jądrowych 
kodujących białka mitochondrialne [13].

PLASTYDOWE SYGNAŁY REDOKS

Kontrolą redoks zjawiska biologicznego nazywa się regulację procesu meta
bolicznego na poziomie molekularnym przez stan oksydoredukcyjny określonej 
cząsteczki (lub kilku cząsteczek) [23]. Już dawno udowodniono, że wiele procesów 
podlega regulacji przez sygnały redoks jednak dopiero od kilku lat gromadzone są 
dane sugerujące, że ekspresja genów jądrowych u glonów i roślin wyższych może 
podlegać kontroli przez sygnały redoks pochodzenia plastydowego. Najwcześniej 
opisanym przykładem tego typu jest regulacja poziomu akumulacji transkryptów genów 
Lhcb u glonu Dunaliella tertiolecta w odpowiedzi na zmiany natężenia światła. W 
warunkach kontaktu z niskimi natężeniami światła następuje względny przyrost poziomu 
transkryptów Lhcb, podczas gdy kontakt z wysokimi natężeniami światła prowadzi do 
odwrotnej odpowiedzi [2]. Ustalono, że regulacja odbywa się na poziomie transkrypcji, 
a nie stabilności transkryptów. Z kolei eksperymenty z zastosowaniem DCMU, 
inhibitora redukcji plastochinonu oraz DBMIB, inhibitora utleniania plastochinonu 
pozwoliły na ustalenie, że transkrypcja Lhcb jest hamowana przez zredukowany 
plastochinon, a stymulowana przez plastochinon w formie utlenionej. Stan redoks puli 
plastochinonu jest zatem sygnałem plastydowym regulującym poziom ekspresji Lhcb
[2]. Autorzy opisywanych badań przypuszczają, że sygnał plastydowy dociera do jądra 
komórkowego z wykorzystaniem kaskady fosforylacyjnej. W myśl tych przypuszczeń 
plastochinol miałby aktywować kinazę fosforylującą niezidentyfikowane białko 
efektorowe błony tylakoidowej, przechodzące w rezultacie ufosforylowania w formę 
rozpuszczalną zdolną do przedostania się przez otoczkę chloroplastową do cytoplazmy 
i aktywacji -  poprzez kolejnąfosforylację- represora blokującego region promotorowy 
genów Lhcb (ryc. 1). Innym przykładem regulacji ekspresji genu jądrowego przez 
sygnał plastydowy redoks jest stymulacja aktywności promotora genu kodującego
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plastocyjaninę {PETE) w młodych siewkach tytoniu, towarzysząca zmianie składu 
spektralnego światła docierającego do siewek ze światła preferencyjnie wzbudzającego 
PSI na światło preferencyjnie wzbudzające PSII. Stwierdzenie hamującego wpływu 
DCMU na wspomniany efekt stymulacyjny wskazuje na stan redoks puli plastochinonu 
jako sygnał piasty do wy kontrolujący aktywność promotora PETE [24].

Jak się okazuje, stan redoks puli plastochinonu może być sygnałem plastydowym 
regulującym ekspresję genów jądrowych również na poziomie translacji. Taką sytuację 
stwierdzono u tytoniu w odniesieniu do regulacji ekspresji genu Fed-1, kodującego 
ferredoksynę -  transkrypt Fed-1 powstający w ciemności jest znacznie mniej stabilny 
(ma dwukrotnie krótszy czas półtrwania) niż transkrypt pojawiający się w komórkach 
rośliny eksponowanej na światło [22]. mRNA Fed-1 można eksperymentalnie 
zdestabilizować na świetle do poziomu charakterystycznego dla roślin etiolowanych 
przez działanie DCMU i właśnie ta okoliczność stanowi podstawę do przypuszczeń, 
że zredukowany plastochinon jest plastydowym sygnałem regulującym ekspresję Fed- 
1 na poziomie stabilności transkryptu. Krótko żyjący mRNA Fed-1 z roślin etio
lowanych nie ma zdolności formowania polirybosomów [21].

Sugeruje się, że ekspresja genów jądrowych może być w niektórych sytuacjach 
kontrolowana przez stan redoks innych niż plastochinon komponentów plastydowych, 
np. znaczny wzrost poziomu jądrowych mRNA dla dwóch form cytozolowej per- 
oksysdazy askorbinianowej w warunkach ekspozycji siewek Arabidopsis thaliana 
na bardzo wysokie natężenie światła wydaje się pozostawać pod kontrolą stanu 
redoks puli glutationu (a także, być może, H20 2) [8,9]. Skądinąd wiadomo, że u licznych 
gatunków roślinnych stresowi powodowanemu przez kontakt z bardzo wysokimi 
natężeniami światła towarzyszy wzrost puli utlenionej formy glutationu oraz intensywna 
produkcja reaktywnych form tlenu, w tym H ,0 2 [18].

Poziom ekspresji genów jądrowych może niekiedy podlegać skomplikowanej kontroli 
przez sygnał plastydowy w formie stanu redoks puli glutationu oraz sygnał 
cytoplazmatyczny w formie puli cukrów rozpuszczalnych. Okazało się bowiem, że 
opisaną przed kilku laty represję transkrypcji Lhcb w warunkach dostępności dla siewek 
hodowanych in vitro wysokiego stężenia egzogennych cukrów rozpuszczalnych można 
zaobserwować także w warunkach głodu cukrowcowego, o ile siewki Arabidopsis 
thaliana zostaną potraktowane DCMU [5, 20]. Zważywszy, że pula plastochinonu 
pozostaje w pełni utleniona zarówno w warunkach wysokiej dostępności, jak i 
niedostępności cukrów, sygnał plastydowy -  współdziałający z sygnałem, jakim jest 
cukier -  stanowi stan redoks efektora innego niż plastochinon, najprawdopodobniej 
glutationu. Zasady kooperacji sygnału plastydowego i cytozolowego w regulacji 
transkrypcji Lhcb tłumaczy model tzw. pozytywnego regulatora. Zakłada on, że 
aktywność promotora Lhcb podlega dwóm typom regulacji, a mianowicie
a) pozytywnej, do której dochodzi w rezultacie przeniesienia do jądra komórkowego

sygnału plastydowego w formie puli zredukowanego glutationu,
b) negatywnej, do której dochodzi w rezultacie przeniesienia do jądra sygnału cytozo

lowego w formie wysokiego stężenia cukrów rozpuszczalnych.
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RYCINA 1. M odel regulacji ekspresji jądrow ych genów Lhcb  przez stan redoks puli plastochinonu 
(wg [2], zmienione)
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Tak więc poziom ekspresji Lhcb u roślin wyższych miałby odzwierciedlać stan 
równowagi między zależną od sygnałów plastydowych stymulacją i supresją zależną 
od sygnałów cytozolowych [20].

Natura chemiczna plastydowych sygnałów redoks pozostaje w niektórych układach 
eksperymentalnych nieznana, np. nie udało się narazie ustalić, stan redoks jakiego 
efektora plastydowego reguluje poziom aktywności promotora jądrowych genów 
kodujących dwa białka PSI (PsaD i PsaF) w odpowiedzi na zmiany spektrum światła 
docierającego do rośliny [24]. Zdaniem niektórych badaczy w regulacji ekspresji genów 
jądrowych kodujących białka aparatu fotosyntetycznego, do której dochodzi w 
odpowiedzi na zmiany natężenia światła mogą uczestniczyć w hierarchicznym porządku 
różne plastydowe sygnały redoks. Stan redoks puli plastochinonu miałby sygnalizować 
jądru komórkowemu zmiany w zakresie relatywnie niskich natężeń światła aż do punktu, 
w którym cała pula plastochinonu uległaby redukcji. W takich warunkach, zdaniem 
autorów tej koncepcji, funkcję regulatora ekspresji genów jądrowych przejmowałby 
stan redoks puli tioredoksyny. Z kolei w warunkach oświetlenia światłem o tak znacznym 
natężeniu, że kontakt z nim spowodowałby redukcję całej puli tioredoksyny funkcję 
sygnału regulującego ekspresję genów jądrowych mógłby przejmować stan redoks 
glutationu oraz reaktywne formy tlenu, wśród nich H20 2 [23].

FOSFOENOLOPIROGRONIAN (PEP) 
JAKO SYGNAŁ PLASTYDOWY

Seria mutantów cue 1-1/1-8 Arabidopsis thaliana, mapujących się w locus 
kodującym translokator PEPu, zlokalizowany w wewnętrznej błonie otoczki 
chloroplastowej, cechuje się obniżonym o 20-65% poziomem zależnej od światła 
ekspresji jądrowych genów Lhcb [26]. Funkcja wspomnianego translokatora polega 
na transportowaniu do wnętrza chloroplastu PEP, który staje się w stromie 
chloroplastowej prekursorem aminokwasów aromatycznych w szlaku kwasu sziki- 
mowego oraz prekursorem izopentenylu, zasilającego z kolei szlaki biosyntetyczne 
karotenoidów, chlorofilu i plastochinonu [14]. Wydaje się wysoce prawdopodobne, że 
właśnie metabolity, których synteza zależy od dostępności plastydowej puli PEPu, 
odgrywają istotną rolę w percepcji bodźca świetlnego i reagowaniu przez roślinę na 
zmiany natężenia światła w formie zróżnicowanej ekspresji Lhcb.

SYGNAŁY, KTÓRYCH TOŻSAMOŚĆ NIE ZOSTAŁA USTALONA

W ostatnich latach opisano u kilku gatunków roślinnych (rzodkiewnik, wyżlin, 
pomidor) mutanty o obniżonym poziomie określonych białek chloroplastowych, 
charakteryzujące się zarazem zaburzeniami w procesie morfogenezy liści, polegającymi 
na pojawianiu się białych sektorów, brakiem lub nietypowym wykształceniem się
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komórek miękiszu palisadowego lub epidermy itd. Istnienie takich mutantów nasuwa 
przypuszczenie, że stan rozwojowy lub metaboliczny plastydów może być czynnikiem 
regulującym różnicowanie komórek i morfogenezę liścia, których przebieg w znacznym 
stopniu determinowany jest ekspresją genów jądrowych. Jeśli istotnie różnicowanie 
komórek i morfogeneza liścia pozostaje, przynajmniej częściowo, pod kontrolą genów 
jądrowych regulowanych przez sygnały plastydowe, to powstaje pytanie: czy sygnałami 
tymi mogłyby być któreś z efektorów opisanych w poprzednich podrozdziałach 
niniejszego opracowania kontrolujących ekspresję jądrowych genów kodujących białka 
fotosyntetyczne, tzn. prekursory chlorofilu, stan redoks różnych metabolitów czy 
translokator PEP? Wydaje się, że stan rozwojowy lub metaboliczny chloroplastu jest 
przesyłany genom jądrowym kontrolującym morfogenezę liścia i różnicowanie komórek 
poprzez te same sygnały. Tak w każdym razie można sądzić opierając się na obserwacji, 
że u niemal wszystkich wspomnianych wyżej mutantów zmienionemu wzorowi 
morfogenezy liścia i różnicowania jego komórek towarzyszy znaczna redukcja 
akumulacji mRNA Lhcb na obszarze zmienionych sektorów [1 ,3 ,7 ].
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PREZENTACJA ANTYGENU W MÓZGU*

ANTIGEN PRESENTATION IN THE BRAIN 

Michał ŚLĘZAK 

Zakład Neuroanatomii, Instytut Zoologii, UJ, Kraków

Streszczenie: M ózg był uważany za organ uprzywilejow any imm unologicznie. Pogląd ten podważyło 
m .in. odkrycie, że w ew nątrz CNS dochodzi do prezentacji antygenu. Nie jest dokładnie w iadomo, 
które z endogennych kom órek m ózgu odpowiedzialne są za ten proces. Eksperym enty skupiają się na 
wykazaniu ekspresji M HCII i kostym ulatorów na powierzchni tych kom órek oraz ich zdolności do 
aktyw ow ania lim focytów  T. W pracy om ówiono badania dotyczące roli kom órek glejowych -  astrocy- 
tów, m ikrogleju, a także śródbłonka i m akrofagów okołonaczyniowych -  w prezentacji antygenu w 
mózgu.

Słowa kluczowe: prezentacja antygenu, astrocyty, mikroglej, makrofagi

Summary. The brain was considered as the im m une-privileged organ. This view has been shaken, 
am ong others, by the discovery, that the antigen presentation takes place inside the CNS. It is not 
known precisely, w hich o f  endogenous cells o f  the brain are responsible for this process. Experim ents 
concentrate on expression o f  M HCII and costim ulatory m olecules on the surface o f  these cells, as well 
as on their capability to stim ulate T-lym phocyte activation. In this paper, studies concerning the role o f  
glial cells -  astocytes, m icroglia, and also endothelium  and perivascular m acrophages -  in antigen 
presentation in the brain are reviewed.

Keywords', antigen presentation, astrocytes, m icroglia, m acrophages

Skróty. APC (antigen presenting cell) -  kom órka przentująca antygen; BBB (blood-brain barrier) -  
bariera krew-mózg; CNS (central nervous system) -  centralny układ nerwowy; CSF {colony stimulating 
factor) -  czynnik stym ulujący wzrost kolonii; EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) -  
dośw iadczalne autoim m unologiczne zapalenie m ózgu i rdzenia; FGF {fibroblast growth fac tor)  - c z y n 
nik wzrostu fibroblastów; GFAP (glial fibrillary  acidic protein) -  kwaśne w łókienkow e białko glejowe; 
ICAM (intercellular cell adhesion molecule) -  cząsteczka adhezji m iędzykomórkowej; IFN -  interferon; 
IL -  interleukina; LFA {lymphocyte function associated antigen) -  antygen związany z czynnością 
lim focytów; LPS -  lipopolisacharyd; MBP {myelin basic protein) -  zasadowe białko m ieliny; MHC

* Praca dofinansowana grantem K B N  numer 4P 05A  10117.
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{major histocompatibility complex) -  główny kom pleks zgodności tkankowej; MS {multiple sclerosis) -  
stwardnienie rozsiane; PDGF {platelet derived growth factor) -  płytkopochodny czynnik wzrostowy; 
TCR -  receptor lim focytu T; TGF {transforming growth factor) -  transform ujący czynnik wzrostowy; 
TNF {tumour necrosis factor)  -  czynnik nekrozy nowotworu; TNFR -  receptor dla TNF; Th {T  helper) 
-  podklasa lim focytów  T pom ocniczych; Tc {T cytotoxic) -  podklasa lim focytów  T cytotoksycznych; 
VCAM {vascular cell adhesion molecule) -  cząsteczka adhezji kom órkowej naczyń; VLA {very late 
activation antigen) -  antygen bardzo późno aktywowany.

W organizmie wyróżniano tradycyjnie kilka miejsc uprzywilejowanych immu
nologicznie, czyli takich, które nie mająkontaktu z komórkami immunokompetentnymi. 
Zaliczano do nich także mózg. Pogląd ten został jednak zakwestionowany, gdy wykazano 
obecność reaktywnych limfocytów T w obrębie CNS oraz opisano przebieg i cechy 
charakterystyczne reakcji odpornościowej w mózgu. Szczegółowe poznanie tej reakcji 
może mieć kluczowe znaczenie w zrozumieniu mechanizmów powstawania i terapii 
wielu schorzeń neurologicznych, m.in. stwardnienia rozsianego, udaru mózgu oraz 
chorób neurodegeneracyjnych [18,57]. Jednym z najważniejszych etapów reakcji 
odpornościowej jest prezentacja antygenu. Badania nad tym procesem w mózgu mają 
podstawowe znaczenie w wyjaśnieniu mechanizmów inicjacji reakcji obronnej mózgu, 
jak również patogenezy schorzeń autoimmunizacyjnych. Najważniejszym z nich jest 
stwardnienie rozsiane (MS) i jego zwierzęcy model -  EAE (<experimental autoimmune 
encephalomyelitis). Chorobę wywołują autoreaktywne limfocyty T, rozpoznające 
zasadowe białko mieliny (MBP) jako obce. Reaktywne limfocyty T CD4+ napływają 
przez nietkniętą barierę krew-mózg, następnie wywołują uszkodzenia neuronów, co z 
kolei prowadzi do napływu makrofagów i kolejnych limfocytów T, już po przerwaniu 
bariery krew-mózg. W efekcie komórki układu odpornościowego niszczą tkankę 
nerwową, prowadząc do stopniowego zaniku czynności motorycznych, narastającego 
paraliżu i śmierci [5].

1. REAKCJA ODPORNOŚCIOWA W MÓZGU

Specyfika reakcji odpornościowej w mózgu ma związek z obecnością bariery krew 
-mózg (BBB -  blood-brain barrier), brakiem naczyń limfatycznych w tkance nerwowej 
i silnie immunosupresyjnym środowiskiem.

Jako bariera krew-mózg określany jest zespół mechanizmów izolujących od siebie 
obie te tkanki, jak również umożliwiających i kontrolujących ich wzajemny kontakt. 
Fizycznie bariera jest zbudowana z śródbłonka, który w mózgu, w odróżnieniu od 
innych organów, tworzy ścisłe połączenia międzykomórkowe (tight junctions) oraz 
astrocytów otaczających swymi „stopkami” naczynia krwionośne. Cechą charak
terystyczną BBB jest też niewielka ilość cząsteczek adhezyjnych na powierzchni 
śródbłonka, co uniemożliwia kontakt komórek krwi z wnętrzem mózgu, a w 
szczególności ich napływ w obręb CNS [44]. W normalnych warunkach mechanizmy 
te chronią układ nerwowy przed kontaktem z elementami układu odpornościowego. W 
stanach patologicznych, takich jak: udary, uszkodzenia mechaniczne, infekcje wirusowe, 
choroby neurodegeneracyjne -  następuje przerwanie bariery.
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Po uszkodzeniu mózgu dochodzi do reakcji obronnej, kontrolowanej przez endogenne 
komórki tkanki mózgowej. Przerwanie bariery krew-mózg oraz uwalnianie PDGF i 
TGF(3 z uszkodzonych płytek krwi powoduje napływ makrofagów. Są one odpo
wiedzialne za usunięcie szczątków obumarłych komórek. Chociaż na obwodzie napływ 
makrofagów wydaje się być niezbędny do regeneracji aksonów, to w CNS nie wywołują 
one takiego efektu. Makro fagi wydzielają cytokiny prozapalne oraz chemokiny będące 
sygnałem do napływu limfocytów. Wydzielany przez makrofagi FGF wywołuje napływ 
fibroblastów, których cytokiny z kolei stymulują wzrost ekspresji GFAP w astrocytach 
i proliferację tych komórek. Proces ten jest określany mianem reaktywnej astroglejozy 
[33]. Efektem jest utworzenie się blizny glejowej, której głównym składnikiem są 
astrocyty. Blizna glejowa umożliwia oddzielenie mas martwiczych od zdrowego 
neuropilu oraz odbudowanie bariery krew-mózg. Jej negatywnym skutkiem jest 
hamowanie regeneracji uszkodzonych aksonów przez pewne proteoglikany na 
powierzchni astrocytów [40].

Inną charakterystyczną cechą odpowiedzi immunologicznej w mózgu jest aktywacja 
mikrogleju -  makrofagów rezydujących w mózgu. Dochodzi do proliferacji tych 
komórek i przejścia ze stanu spoczynkowego w postać aktywną [58].

W CNS zdecydowanie mniejszy niż w innych tkankach jest napływ limfocytów, co 
może być spowodowane brakiem wystarczającej ilości chemoatraktantów, cząsteczek 
adhezyjnych lub immunosupresyjnym wpływem środowiska CNS [44]. Zarówno 
reaktywne astrocyty, jak i mikroglej kontrolują przebieg reakcji odpornościowej przez 
wydzielanie cytokin i ekspresję białek adhezyjnych [4,6].

Niezwykle istotną rolę w odpowiedzi obronnej mózgu odgrywają cytokiny. Te 
biologicznie aktywne substancje o plejotropowym działaniu są wydzielane przez 
wszystkie komórki obecne w rejonie zapalenia. Każda z cytokin wywiera swój wpływ 
na przebieg procesu zapalnego, a o aktualnej sytuacji decyduje poziom wszystkich 
cytokin w danej chwili. Stąd trudno ocenić wpływ wyeliminowania czy podwyższonego 
poziomu pojedynczej cytokiny, a właściwe wydaje się badanie molekularnych podstaw 
działania i jak najszerszych współzależności w całej sieci cytokin [11]. W kontekście 
prezentacji antygenu szczególne znaczenie ma IFNy. Cytokina ta należy do 
najważniejszych cytokin immunoregulacyjnych. Jest produkowana przez aktywowane 
limfocyty T i stymuluje odpowiedź komórkową, poprzez wzmacnianie produkcji cytokin 
prozapalnych w komórkach docelowych oraz wpływ na różnicowanie Th w stronę 
Thł. Stwierdzono, iż IFNy podnosi lub indukuje in vitro ekspresję MHCII na wielu 
rodzajach komórek -  makrofagach, komórkach dendrytycznych, limfocytach B, 
mikrogleju, astrocytach, oligodendrocytach, śródbłonku [8,54].

2. PREZENTACJA ANTYGENU

Proces prezentacji antygenu jest jednym z kluczowych momentów inicjacji odpo
wiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko określonemu antygenowi. Polega na 
przedstawieniu limfocytowi T fragmentu białka połączonego z cząsteczką MHC klasy
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II. Komórka prezentująca antygen (APC) najpierw fagocytuje białko, następnie rozkłada 
je na mniejsze fragmenty, które łączą się z MHCII w obrębie siateczki śród- 
plazmatycznej, po czym następuje transport takiego kompleksu na powierzchnię APC. 
W takiej formie jest on rozpoznawany przez receptor limfocytów T (TCR), a także 
przez specyficzny dla limfocytów pomocniczych antygen CD4 [25]. Efektem całego 
procesu jest aktywacja limfocytu T, swoistego dla prezentowanego antygenu. W czasie 
prezentacji antygenu zarówno APC, jak i limfocyt T wydzielającytokiny. APC wydziela 
IL-4 i IL-10, jeśli odpowiedź ma przebiegać w kierunku odpowiedzi humoralnej (Th2), 
lub IL-2 i IL-12, jeśli ma dojść do odpowiedzi komórkowej (Thl). Cytokiny pobudzające 
Th 1 są przez te komórki również wydzielane i wpływają hamująco na podgrupę Th2, 
podobnie -  cytokiny Th2 hamują rozwój Thl. Natomiast limfocyt T wydziela IFNy, 
GM-CSF, IL-4 odpowiedzialne między innymi za podtrzymanie ekspresji cząsteczek 
adhezyjnych na APC [48].

Wśród APC można wyróżnić takie, które zdolne sązaktywować naiwne limfocyty 
T (tzw. prim ing-  stymulacja antygenem), oraz takie, które aktywują tylko te limfocyty, 
które wcześniej miały zaprezentowany antygen w jednym z obwodowych narządów 
limfatycznych (reaktywacja). Prawdopodobnie do pierwszej grupy należą wyłącznie 
komórki dendrytyczne, natomiast reszta komórek prezentujących antygen -  makro fagi, 
limfocyty B i inne -  może tylko reaktywować limfocyty T [46].

Do pełnej aktywacji limfocytu T oprócz oddziaływania MHCII-TCR, pozwalającego 
na selekcję limfocytów swoistych dla danego antygenu konieczny jest drugi sygnał. 
Pochodzi on od cząsteczek kostymulujących obecnych na powierzchni APC. 
Oddziaływanie MHCII-TCR uruchamia szlak przekazu sygnału do wnętrza obu 
komórek, a do najważniejszych konsekwencji należy produkcja IL-2 -  stymulującej 
proliferację i różnicowanie komórki T -  przez APC, wzmocnienie ekspresji antygenu 
CD40 (na APC) oraz indukcja ekspresji CD40L (na limfocycie T). Oddziaływanie 
tych cząsteczek stymuluje produkcję antygenów z grupy B.7, będących najważniejszymi 
kostymulatorami [26]. Jeśli limfocyt T rozpozna antygen na powierzchni APC, ale nie 
dojdzie do kostymulacji, to ulega anergii.

Aby zaliczyć komórkę do grupy APC, należy więc dowieść obecności na jej 
powierzchni MHCII, cząsteczek kostymulujących, a także ocenić jej zdolność do 
indukowania aktywacji i proliferacji limfocytów T.

3. KOMÓRKI PREZENTUJĄCE ANTYGENY 
W MÓZGU

Dopiero w latach osiemdziesiątych udało się wykazać, że aktywne limfocyty T (po 
zaprezentowaniu im antygenu w jednym z obwodowych narządów limfatycznych) mogą 
swobodnie przekraczać barierę krew-mózg i jest to uzależnione jedynie od stanu 
aktywacji limfocytu [55]. Inne eksperymenty pokazały, że do prezentacji antygenu 
dochodzi również w obrębie tkanki nerwowej. W jednym z nich zwierzętom ze
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RYCINA 1. Schem at prawdopodobnych zależności m iędzy kom órkam i prezentującym i antygen w CNS

zmienionym szpikiem kostnym (chimerom) podano limfocyty CD4+ swoiste dla białek 
mieliny, zgodne pod względem MHCII z komórkami rezydującymi w CNS, ale 
niezgodne z MHCII komórek szpikopochodnych. Takie limfocyty wywoływały EAE 
[41]. W innym eksperymencie zwierzętom podano aktywne limfocyty T swoiste dla 
antygenów neuronalnych zgodnych z MHCII gospodarza, swoiste dla antygenów nie 
występujących w mózgu, ale zgodne z MHCII gospodarza oraz swoiste dla MBP, ale 
niezgodne z MHCII gospodarza. Wszystkie grupy znaleziono w obrębie CNS po upływie 
9-12 h, ale po 48 h pozostały tylko limfocyty swoiste dla MBP i zgodne z MHCII 
gospodarza [30]. Oba doświadczenia świadczą o tym, że musiało dojść do prezentacji 
antygenu wewnątrz CNS.

Wnikające do mózgu limfocyty T napotykają na swojej drodze kolejno: komórki 
śródbłonka naczyń krwionośnych, okołonaczyniowe makrofagi/mikroglej, a w 
parenchymie astrocyty, neurony, oligodendrocyty oraz mikroglej. Poniżej przedstawiono
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przegląd doświadczeń mających na celu sprawdzenie zdolności do prezentacji antygenu 
przez poszczególne rodzaje komórek według kryteriów przyjętych powyżej.

3.1. Śródbłonek

Komórki śródbłonka pierwsze kontaktują się z limfocytami T. Jako komórki 
graniczne, o dużej powierzchni kontaktu z komórkami krwi i swobodnie dostępne dla 
komórek T mogłyby pełnić rolę APC. Stwierdzono brak stałej ekspresji MHCII na 
komórkach śródbłonka, natomiast in vitro występuje ekspresja indukowana IFNy lub 
TNFa [8,16]. In vivo zauważono ekspresję MHCII, ale dopiero po napływie limfocytów 
T i makrofagów [8].

Sprawdzając ekspresję kostymulatorów udało się ją  zaobserwować jedynie w 
kulturze komórek, po stymulacji IFNy [28,47]. Zauważono, że kontakt limfocytów T 
z B7.1-pozytywnym śródbłonkiem nie indukuje proliferacji, przeciwnie -  może 
prowadzić do anergii limfocytu [47]. In vitro komórki śródbłonka aktywowały podgrupę 
Th2, ale tylko częściowo aktywowały Thl [28].

Podczas zapalenia wielokrotnie obserwowano -  pod wpływem cytokin prozapalnych 
wydzielanych przez makrofagi i astrocyty, a także pod wpływem kontaktu z limfocytami 
T -  wzrost ekspresji cząstek adhezyjnych (CAM), m.in. ICAM-1, VCAM-1 oraz 
selektyn na komórkach śródbłonka. Cząsteczki te odgrywają istotną rolę w procesie 
napływu limfocytów w obręb CNS [35]. Komórki śródbłonka mogą również wydzielać 
niektóre cytokiny. To potwierdza, że śródbłonek bierze aktywny udział przede wszystkim 
w regulacji napływu egzogennych komórek immunokompetentnych w obręb CNS. 
Jednak z powyższych obserwacji wynika również, że komórki te nie służąjako APC, 
a nawet mogą hamować specyficzną antygenowo odpowiedź limfocytów T.

3.2. Makrofagi okołonaczyniowe

Kolejnym etapem na drodze napływających komórek T jest przestrzeń około- 
naczyniowa, w której obecne są makrofagi i mikroglej okołonaczyniowy. Te dwie 
grupy komórek w tym obszarze są do siebie podobne pod względem fenotypu, a różnią 
się położeniem, jako że mikroglej nie jest przykryty błoną naczyniową. Podczas 
zapalenia w CNS makrofagi fagocytują szczątki komórek, a po interakcji z 
napływającymi limfocytami T produkują różne cytokiny i chemokiny kontrolujące 
wejście odpowiednich komórek immunokompetentnych w obszar CNS -  pełnią więc 
rolę strażników {gatekeepers) [44]. Cytokiny prozapalne produkowane przez 
makrofagi (m.in. TNFa, IL-1, IL-6) aktywują też komórki glejowe, na których zmienia 
się ekspresja CAM i skład wydzielanych cytokin [29]. W obrębie CNS można wyróżnić 
kilka podgrup makrofagów różniących się lokalizacją morfologią immunofenotypem: 
makrofagi okołonaczyniowe, oponowe, splotu naczyniówkowego i inne [46]. Jako APC 
mogą służyć głównie te, z którymi napływające limfocyty mają kontakt w trakcie 
wchodzenia do CNS, czyli makrofagi okołonaczyniowe.

Makrofagi okołonaczyniowe prowadzą aktywną fagocytozę. Znaleziono także na 
nich stałą ekspresję MHCII, której poziom wzrasta po uszkodzeniu mózgu [46] oraz
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pod wpływem IFNy [29]. Stwierdzono stałą ekspresję kostymulatorów B7.1, B7.2, 
której poziom wzrasta w przypadku stwardnienia rozsianego [19]. Limfocyty T swoiste 
dla MBP po kontakcie z okołonaczyniowymi makrofagami proliferująoraz wydzielają 
cytokiny prozapalne [24]. Zaraz po izolacji z mózgu makrofagi są zdolne zainicjować 
proliferację limfocytów T i ich różnicowanie się w kierunku T h l. Uważa się je także 
za zaangażowane w reaktywację komórek CD4+ [ 1 ]. Po unieczynnieniu makrofagów 
limfocyty T pozostają w przestrzeni okołonaczyniowej, co może świadczyć o braku 
prezentacji antygenu tym komórkom [44].

W chwili obecnej większość badaczy zgadza się z poglądem, że makrofagi 
okołonaczyniowe sągłównymi APC wCNS [4,8,16,28,46].

3.3. Mikroglej

Komórkami odpowiedzialnymi za funkcje odpornościowe w parenchymie mózgu 
są komórki mikrogleju. Pochodzą z linii fagocytów jednojądrzastych [29], ale w 
porównaniu z makrofagami mają znacznie zredukowany fenotyp -  niską ekspresję 
MHCII, CD4 i CD45, brak ekspresji EDI [22, 34].

Już pierwsze eksperymenty sprawdzające obecność MHCII w mózgu pokazały, że 
antygen ten występuje na komórkach mikrogleju, choć w niewielkiej ilości, co 
potwierdziły też późniejsze badania. Istotne znaczenie ma wiek i stan badanych zwierząt. 
U młodych, zdrowych szczurów praktycznie brak stałej ekspresji MHCII na mikrogleju. 
Pojawia się ona u zdrowych, ale starszych zwierząt, jak również u zwierząt w różnym 
wieku ze zmianami patologicznymi w mózgu [50]. Sprawę komplikuje fakt 
występowania różnic międzygatunkowych, jako że stałą ekspresję MHC II można 
wykazać u człowieka już w życiu płodowym [56], natomiast nie zawsze u gryzoni 
[16]. Ekspresja MHCII na mikrogleju znacznie wzrasta po zadziałaniu czynników 
aktywujących, m.in.: IFNy, TNFa, w trakcie zwyrodnienia Wallera oraz podczas wielu 
schorzeń, np. niedokrwienia lub EAE [24, 34].

Istnieją prawdopodobnie precyzyjne mechanizmy regulujące poziom MHCII na 
mikrogleju [37]. Jego niski poziom w zdrowej tkance wynika zarówno z braku bodźców 
stymulujących, jak również obecności czynników hamujących ekspresję. Za czynniki 
obniżające poziom MHCII uważa się kontakt komórkowy oraz substancje rozpuszczalne 
obecne w surowicy. Taki rozpuszczalny związek mógłby działać np. przez zmianę 
stężenia jonów, stwierdzono bowiem wzrost poziomu MHCII po zablokowaniu kanałów 
jonowych dla Na+ [46].

W niezmienionej patologicznie tkance mózgu człowieka występuje stała ekspresja 
B7.2, a antygen B7.1 pojawia się po aktywacji mikrogleju [19]. U gryzoni nie 
stwierdzono obecności kostymulatorów na mikrogleju spoczynkowym w zdrowym 
mózgu, jednak obserwuje się wzrost poziomu tych antygenów po zadziałaniu czynników 
stymulujących, na powierzchni aktywnego mikrogleju [10]. Znaleziono skupiska 
komórek mikrogleju i limfocytów T [23], co świadczy o tym, że dochodzi między nimi 
do bezpośredniego kontaktu. Komórki mikrogleju pobrane z mózgu młodej myszy 
wykazywały ekspresję ICAM-1, CD40, B7.2 oraz zostały pobudzone przez IFNy do
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ekspresji MHCII, a mimo tego nie były zdolne wywołać proliferacji naiwnych 
limfocytów T. Natomiast komórki mikrogleju pochodzące z mieszanej hodowli glejowej 
działały jako efektywne APC [12]. Może to świadczyć o kontrolowaniu aktywacji 
mikrogleju przez astrocyty. Kierunek różnicowania limfocytu T po jego oddziaływaniu 
z komórkami mikrogleju może zależeć od historii aktywacji tych ostatnich. Wykazano, 
że mikroglej aktywowany cytokinami supresyjnymi wpływa na różnicowanie komórek 
T w kierunku Th2, natomiast po aktywacji mikrogleju cytokinami prozapalnymi, np. 
IFNy komórki te indukują odpowiedź Thl [38].

W badaniach Bechera [8] porównano zdolność aktywacji limfocytów T przez 
makrofagi i mikroglej. Okołonaczyniowe makrofagi/mikroglej znacznie silniej stymulują 
limfocyty T swoiste dla MBP niż mikroglej parenchymalny. Ma to prawdopodobnie 
związek z antygenem CD45. Jego poziom jest wysoki na komórkach około- 
naczyniowych, natomiast niski na mikrogleju parenchymalnym. Mikroglej o fenotypie 
CD45low dopiero po kontakcie z limfocytem T uzyskuje fenotyp CD45high i zdolność do 
jego pełnej aktywacji [23].

Choć część badaczy zalicza mikroglej do komórek prezentujących antygen i 
stymulujących w pełni limfocyty T [14], to jednak prawdopodobnie nie stymuluje on 
komórek T w typowy sposób. Powoduje zwiększenie ich rozmiarów oraz ekspresję 
niektórych cząsteczek, np.: IL-2R, 0X 40, TN Fa, IFNy, ale nie stymuluje ich 
proliferacji. Interakcja mikrogleju z limfocytem T może nawet prowadzić do apoptozy 
limfocytu [23]. Mikroglej należałoby więc uznać za komórki, które chronią tkankę 
nerwową przed nadmierną reaktywnością limfocytów T, lecz mogą również pod
trzymywać zainicjowaną wcześniej odpowiedź odpornościową.

3.4. Astrocyty

Astrocyty są najliczniejszą subpopulacją komórek glejowych. Pełnią wiele funkcji 
fizjologicznych w CNS, m.in.: współtworzą barierę krew- mózg; utrzymują stałe stężenie 
jonów w środowisku; są zdolne do magazynowania glukozy i udostępnienia jej neuronom 
w razie potrzeby; metabolizują większość neuroprzekaźników oraz niektóre toksyny 
[43]. Odgrywają również istotną rolę w stanach patologicznych mózgu [20].

Na możliwość prezentacji antygenu przez astrocyty wskazały eksperymenty in 
vitro, w których stwierdzono indukowaną IFNy ekspresję MHCII na ich powierzchni 
[21]. Astrocyty nie wykazują stałej ekspresji MHCII [39]. W badaniach in vitro można 
wyindukować ekspresję MHCII stosując IFNy lub cząsteczki wirusowe [2]. 
Eksperymenty in vivo dają sprzeczne wyniki. Obecność MHCII na astrocytach po 
podaniu IFNy stwierdzili Vass i Lassmann [54], obserwowano ją  także w stanach 
patologicznych, np. stwardnieniu rozsianym [57]. Natomiast eksperyment Horwitza 
[31 ] przeczy tym wynikom. W doświadczeniu tym użyto mózgów z normalnych myszy 
oraz z myszy tak zmienionych genetycznie, by wzmożona ekspresja IFNy nastąpiła w 
8 tygodniu życia. Stosując podwójne barwienia na charakterystyczne markery wszyst
kich typów komórek występujących w CNS oraz na MHCI i na MHCII wykazano, że 
kolokalizacja tych antygenów występuje na śródbłonku, mikrogleju i oligodendrocytach,
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ale nie na neuronach ani astrocytach. Horwitz polemizuje z wynikami potwierdzającymi 
obecność MHCII na astrocytach in vivo (prowadzonych w większości na mózgach z 
chorobami neurodegeneracyjnymi) sugerując, że jest to możliwe przy udziale mikrogleju 
i odpowiednich cytokin, ale jedynie w obecności uszkodzonych neuronów.

Istnieją również sprzeczne dane dotyczące istotnych w prezentacji antygenu ekspresji 
cząsteczek adhezyjnych na astrocytach. Według jednych badaczy ICAM-1 występuje 
na powierzchni astrocytów w sposób stały [29], według innych -  tylko indukowalny, 
na reaktywnych astrocytach [15,16]. W odpowiedzi na różne bodźce, np. IFNy, 
IL-lp, TNFa, LPS wzmacniana jest ekspresja ICAM-1, VCAM-1 oraz E-selektyn. 
Inna cząsteczka, CD45, istotna w utrzymaniu adhezji w trakcie prezentacji antygenu, 
także jest obecna na reaktywnych astrocytach [15].

Wyniki doświadczeń sprawdzających obecność kostymulatorów B7.1 i B7.2 nie są 
zgodne. U człowieka te kostymulatory nie występują na powierzchni astrocytów, nawet 
po traktowaniu IFNy [49]. U gryzoni in vitro wykazano stałą ekspresję B7.2, a po 
traktowaniu IFNy ekspresję B7.1 oraz wzrost poziomu B7.2 [42]. W innych 
doświadczeniach stwierdzono obecność obu kostymulatorów po stymulacji IFNy [52] 
lub w tych samych warunkach nie zaobserwowano pojawienia się tych antygenów
[3]. W eksperymentach in vivo u zwierząt z EAE wykazano ekspresję B7.2 na 
astrocytach [32] lub jej brak [17]. Sugeruje się, że obecność B7.1 i/lub B7.2 na 
astrocytach determinuje stopień aktywacji limfocytu T [52].

Na temat zdolności astrocytów do aktywowania napływających do mózgu limfocytów 
T istnieją różne poglądy. W kilku doświadczeniach wykazano, że tylko astrocyty 
traktowane IFNy mogą stymulować proliferację limfocytów T swoistych dla MBP 
[15,21,51]. Ostatnie badania pokazały, że astrocyty preaktywowane IFNy nie tylko 
reaktywują limfocyty T, ale też są zdolne indukować proliferację naiwnych komórek 
T, co ma bezpośredni związek z ekspresją kostymulatora B7.2 [42] i B7.1 [53]. W 
warunkach in vitro pokazano, że astrocyty po preaktywacji IFNy indukują proliferację 
limfocytów CD4+, a aktywować limfocyty CD8+ mogą nawet bez traktowania IFNy 
[ 15]. Te wyniki wskazują, że astrocyty są zdolne do wywołania odpowiedzi komórkowej.

Zaobserwowano także jednak, że limfocyty aktywowane przez astrocyty różnicują 
się w kierunku Th2 [2]. Biorąc pod uwagę, że głównymi komórkami odpowiedzialnymi 
za inicjację EAE są limfocyty Th 1, sugerowałoby to protekcyjną rolę astrocytów. Zgadza 
się to z faktem, że są one głównym źródłem jednej z cytokin antyzapalnych -  TGF(3, 
pod wpływem której spada poziom ekspresji MHCII, ICAM-1 oraz dochodzi do supresji 
bądź apoptozy napływających limfocytów T [2]. Znaleziono też czynnik pochodzenia 
astrocytamego, deaktywujący komórki prezentujące antygen, które weszły w obręb 
CNS [27]. Z drugiej strony odkryto limfocyty CD4+, które działają cytotoksycznie na 
MHCII -  pozytywne astrocyty. Może to świadczyć o wytworzonym mechanizmie 
obronnym tych limfocytów przeciw komórkom mogącym hamować proces zapalny.

Podsumowując można stwierdzić, że astrocyty oprócz swej roli w inicjacji odpo
wiedzi zapalnej przez produkcję cytokin prozapalnych [6], mają istotny udział w jej 
regulacji. Jest bardzo prawdopodobne, że napływające limfocyty T wchodzą w interakcje
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z astrocytami. Nie dochodzi raczej jednak do klasycznej prezentacji antygenu i pełnej 
aktywacji limfocytów T, lecz do częściowej aktywacji limfocytów lub przeciwnie -  do 
ich anergii, a może nawet apoptozy.

4. IMMUNOSUPRESYJNE ŚRODOWISKO MÓZGU

Mózg -  uważany wcześniej za rejon uprzywilejowanym immunologicznie -  okazał 
się organem precyzyjnie kontrolującym aktywność komórek immunokompetentnych 
[13]. Dochodzi tu przede wszystkim do hamowania odpowiedzi obronnej przy pomocy 
różnorodnych mechanizmów.

Jednym z nich jest produkcja czynników immunosupresyjnych, głównie hamujących 
cytokin. Astrocyty produkują TGF(3, jak również inne czynniki supresyjne, których 
działanie opisano powyżej. Mikroglej jest źródłem prostaglandyny E2. Związek ten 
powoduje spadek poziomu kostymulatorów oraz MHCII, hamuje proliferację limfo
cytów T oraz wpływa na ich różnicowanie się w kierunku Th2 [36]. Inne czynniki 
obniżające poziom MHCII w mózgu to wydzielane przez makrofagi CSF-1 [37], a 
także IL-10 [24]. Właśnie wpływ środowiska supresyjnego na napływające limfocyty 
T wydaje się najistotniejszy w hamowaniu odpowiedzi obronnej.

Innym mechanizmem obronnym mózgu jest indukowanie apoptozy komórek T. 
Dowiedziono, że dochodzi do niezależnej od antygenu apoptozy większości reaktywnych 
limfocytów T napływających do mózgu. Proces ten ma miejsce głównie w parenchymie, 
i w znacznie mniejszym stopniu w przestrzeni okołonaczyniowej oraz w oponach mózgu 
[7], a jest wywołany kontaktem limfocytów T z astrocytami i komórkami mikrogleju. 
Inicjacja apoptozy może się odbyć przez związanie antygenu Fas na powierzchni 
limfocytu T z FasL na powierzchni mikrogleju -  jest to podstawowy mechanizm 
wywołujący apoptozę. Stała ekspresja FasL na endogennych komórkach CNS jest 
istotnym elementem bariery immunologicznej ochraniającej ten organ przed na
pływającym limfocytami T [9]. Inny mechanizm apoptozy wykorzystuje receptor 
TNFR1 [45]. Apoptozę może także wywołać TGF(3, co wykazano w badaniach in 
vitro. Kolejnym związkiem wywołującym apoptozę limfocytów T są steroidy. Ilość 
glukokortykoidów wzrasta gwałtownie w obrębie CNS w okresie najintensywniejszej 
apoptozy komórek T w czasie EAE. Za apoptozę limfocytów T mogą być także 
odpowiedzialne gangliozydy, dzięki zdolności wiązania się do receptora IL-2, co jest 
sygnałem hamującym dla limfocytu i zwiększa jego podatność na sygnały apoptozy
[7].
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5. PODSUMOWANIE

Po uszkodzeniu mózgu dochodzi do reakcji odpornościowej kontrolowanej przez 
endogenne komórki CNS. Cytokiny przez nie wydzielane powodują napływ limfocytów 
T. Kierunek reakcji odpornościowej zależy od stymulacji napływających limfocytów. 
Jeśli zostanie im zaprezentowany antygen, w procesie z udziałem makrofagów lub 
aktywnego mikrogleju, może dojść do cytotoksycznej reakcji limfocytów T. Jeśli jednak 
limfocyt wejdzie w interakcję z astrocytami lub nieaktywnym mikroglejem, dojdzie 
prawdopodobnie do jego anergii, a być może apoptozy.

Wiadomo, że większość limfocytów biorących udział w odpowiedzi odpornościowej 
ulega apoptozie [7,45], natomiast nie do końca znane są losy pozostałych komórek 
immunokompetentnych. Makrofagi okołonaczyniowe podlegają prawdopodobnie 
wymianie w okresie kilku miesięcy [30]. Natomiast reaktywne astrocyty i mikroglej 
po wykonaniu swych zadań być może także ulegają apoptozie, ale możliwy jest także 
ich powrót do stanu spoczynkowego.

Badania nad kontrolą odpowiedzi obronnej mózgu pozostają trudnym wyzwaniem, 
ze względu na udział wielu typów komórek oraz wydzielanych przez nie czynników, z 
których same cytokiny tworzą skomplikowaną sieć wzajemnych zależności. Poznanie 
tych mechanizmów może mieć istotne znaczenie dla znalezienia efektywnych sposobów 
leczenia wielu schorzeń mózgu.
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