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WTYMZESZYCIE PBK

Cyklooksygenazy sg enzymami katalizujgcymi przemiany fosfolipidow btony

komoérkowej, prowadzace do powstania prostanoidow - prostaglandyn i
tromboksanéw. Prostaglandyny kontrolujg rozne procesy fizjologiczne m.in.
przebieg odpowiedzi zapalnej. Temu poswiecony jest artykut na stronie
533. W czesci drugiej tego artykutu (str. 555) opisano wptyw niesteroido-
wych lekéw przeciwzapalnych bedacych inhibitorami cyklooksygenaz.
Tam tez znajdziemy historie odkrycia i nazwy aspiryny.

Ukfady komunikacji w roslinach stanowig plazmodesmy, kanaty cytop-
zmatyczne taczace komorki. Tymi kanatami przekazywane sg czastecz-
ki sygnalizacyjne (str. 627). Jednak w komadrkach roslin funkcjonujg, po-
dobnie jak w komoérkach zwierzecych, uktady transdukcji sygnatéw przez
btone komdérkowag w ukltadzie ligand-receptor i kaskady kinaz biatkowych
(str. 595).

Jednym z przekaznikéw sygnatéw komoérkowych u ssakow jest tlenek
azotu (NO). Jest on réwniez produkowany w ros$linach przez enzymy o
aktywnosci podobnej do syntaz tlenku azotu ssakoéw. Tlenek azotu bierze
udziat w procesach obronnych roslin, jak i regulacji niektérych procesow
morfogenetycznych (str. 613).
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CYKLOOKSYGENAZY
I. ROLA W ODCZYNIE ZAPALNYM 1

CYCLOOXYGENASES I. ROLE IN INFLAMMATION

Elzbieta KOLACZKOWSKA*

Zaktad Immunobiologii Ewolucyjnej, Instytut Zoologii, Uniwersytet JagielloAski

Streszczenie: Cyklooksygenazy sa enzymami katalizujacymi przemiany fosfolipidéw btony komérko-
wej, prowadzace do powstawania prostanoidéw obejmujacych prostagladyny i tromboksany. Prosta-
gladyny kontrolujg réznorodne procesy fizjologiczne, takie jak: ochrona przewodu pokarmowego, pra-
widtowe funkcjonowanie nerek, procesy rozrodcze i przebieg odczynu zapalnego. Obecnie wiadomo,
iz cyklooksygenaza (COX) wystepuje w co najmniej dwoch izoformach kodowanych przez geny zloka-
lizowane na ré6znych chromosomach. Istotne réznice pomiedzy odmianami COX obserwuje sie takze
na poziomie mRNA, ale struktura biatek obu izofomi jest bardzo zblizona, z podobng aktywnoscia
katalityczng. Cyklooksygenaza-1 (COX-1) bierze udziat zar6wno w utrzymaniu homeostazy organi-
zmu w prawidtowych warunkach, jak i we wczesnych etapach odczynu zapalnego (0-1 godzina).
Z kolei cyklooksygenaza-2 (COX-2) jest zaangazowana w p6zniejszych etapach reakcji zapalnej (> 1
godzina), kiedy dochodzi do rozwoju odpowiedzi immunologicznej. Najnowsze badania dowodza row-
niez, iz COX-2 uczestniczy w procesie wygaszania odpowiedzi zapalnej poprzez produkcje prostaglan-
dyn cyklopentanowych z serii J (metabolity PGD,), np. 15-deoxy-A1214PGJ,. Prostaglandyny te maja
wtasciwosci przeciwzapalne dzieki zdolno$ci do aktywacji receptoréw jadrowych PPAR-y i/lub hamo-
wania aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NFkB. Préba wyjasnienia tych przeciwstawnych aktyw-
nos$ci COX-2 doprowadzita do wysuniecia hipotezy, iz prozapalng aktywno$¢ nalezy przypisa¢ COX-2,
ale wtasciwosci przeciwzapalne - trzeciej odmianie cyklooksygenazy (COX-3). Hipotetyczna COX-3
bytaby strukturalnie zblizona do COX-2, by¢ moze nawet kodowana przez ten sam gen, gdyz jej aktyw-
no$¢ byta blokowana przez selektywne inhibitory COX-2. Implikacje tego faktu w leczeniu stanéw
zapalnych sg dyskutowane w czesci Il niniejszego artykutu.

Stowa kluczowe: zapalenie - COX - syntaza prostaglandyn G/H - prostaglandyny - modele zwierzece

Abstract: Cyclooxygenases are enzymes involved in an enzymatic pathway for membrane phospholipid-
derivatives, leading to formation of prostanoids i.e. prostaglandins and thromboxanes. Prostaglandins
control different physiological processes such as protection of gastrointestinal integrity, renal func-

'Praca finansowana z DS/ZIE/IZ/UJ/2002.
*Elzbieta Kotaczkowska jest stypendystkg Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej.
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tions, reproduction, and course ofinflammation. Cyclooxygenase exists in at least two isoforms encoded
by different genes that are located on different chromosomes. Significant differences between the iso-
forms are also observed on mRNA level but both enzymes have a similar primary protein structure and
carry out an identical catalytic activity. Cyclooxygenase-1 (COX-1) is involved both, in homeostatic
control ofthe body in normal conditions, and in the early stage of inflammation (0-1 hour). On the other
hand, cyclooxygenase-2 (COX-2) participates in subsequent stages of inflammation (>1 hour) during the
onset of inflammatory reaction. Recent studies, however, reveal that COX-2 is also involved in the
resolution of inflammation since its activity produces cyclopentenone prostaglandins of the J-series
(PGD2metabolites), e.g. 15-deoxy-A1214PGJr These prostaglandins possess anti-inflammatory proper-
ties as they activate the nuclear receptor PPAR-y and/or inhibit nuclear factor kB (NFkB). In order to
explain these contradictory activities of COX-2 a hypothesis was postulated that proinflammatory
activity should be attributed to COX-2 but the anti-inflammatory properties to the third isomer of COX
(COX-3). Putative COX-3 could be structurally similar to COX-2, maybe even encoded by the same
gene since its activity can be blocked by selective COX-2 inhibitors. Implications of this fact for
treatment of inflammatory diseases are discussed in part Il of this article.

Key words: inflammation - COX - prostaglandin G/H synthase - prostaglandins - animal models

»Im bardziej co$ studiujemy, tym bardziej odkrywamy naszg ignorancja”.

Percy Bysshe Shelley

WPROWADZENIE

Cyklooksygenazy (COX) sg enzymami odgrywajacym kluczowa role zarowno w
procesach fizjologicznych, jak i w stanach patologicznych, zwigzang z dziatalnoscig
prostaglandyn bedacych produktami ich aktywnosci katalitycznej. Duze zainteresowanie
cyklooksygenaza w ostatnich latach wigze sie z odkryciem jej dwéch odmian (izoform):
COX-l i COX-2 [15, 38, 45, 76, 83]. Wykazano, iz odmiany te petnig zr6znicowane
funkcje w procesach utrzymania homeostazy organizmu iw czasie stanéw chorobowych.
W przebiegu odczynu zapalnego waznarole prozapalng odgrywajg zaréwno CO X-I,
jak i COX-2, choé izoformy te wydaja sie kontrolowac rézne etapy procesu zapalnego
[9,23,38,85,86]. Ostatnio odkryto nowa, przeciwzapalng aktywno$¢ cyklooksygenazy,
co pozwolito na postawienie hipotezy wskazujgcej na istnienie trzeciej izoformy COX
[85].

SZLAK ENZYMATYCZNY PRZEMIANY FOSFOLIPIDOW
BLONY KOMORKOWEJ W EIKOZANOIDY | PAF

Proces przemiany fosfolipidéw btony komoérkowej rozpoczyna aktywacja
cytoplazmatycznej fosfolipazy A2 (cPLA2. Aktywacje te moze wywota¢ wzrost
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poziomu wewnatrzkomoérkowych jonéw wapnia ([Ca2) w cytoplazmie [22], lecz
mozliwe sg rowniez alternatywne sposoby aktywacji, niezalezne od jonéw wapnia
[65]. W wyniku aktywacji cPLA2dochodzi dojej przemieszczenia do otoczki jadrowej
lub siateczki $rodplazmatycznej [65]. Aktywna fosfolipaza A2tnie kazdg czasteczke
fosfolipidu w taki sposob, iz powstajg dwa typy zwigzkéw. Wieksza cze$é stuzy jako
substrat w syntezie czynnika aktywujacego ptytki krwi (PAF; ang.platelets activating
factor), natomiast mniejszym produktem jest najczesciej kwas arachidonowy (kwas
5,8,11,14-eikozatetraenowy) - wielonienasycony kwas ttuszczowy, ktéry moze ulec
dalszym przemianom wiodgcym do powstania dwoch gtéwnych typéw eikozanoiddw:
prostanoidéw i leukotriendw [55] (ryc.l).

FOSFOLIPIDY Bt ONY KOMORKOWE]J

l'osfolipaza A2 (PLA 2)

KWAS ARACHTPONOWY

v
PAF
PGG:2 > Cyklooksygenaza-1 (COX-1)
LEUKOTRIENY i Cyklooksygenaza-2 (COX-2)
pgh?2
PROSTAGLANDYNY TROMBOKSANY
Synlaza
prostacykliny txa?
Prostacyklina (PG12)
(niestabilna) TXB2

D-lzomeraza F.- 1zomenaza F-Reduktaza

PGD2 PGE2 PGF2a

RYCINA 1 Szlak enzymatyczny przemiany fosfolipidow btony komérkowej w eikozanoidy i czynnik
aktywujacy ptytki krwi (PAF); pogrubione - eikozanoidy i PAF, kursywa - enzymy
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W przypadku aktywnoSci 5-lipoksygenazy kwas arachidonowy ulega dalszemu
przeksztatceniu w leukotrieny, natomiast aktywne czasteczki cyklooksygenazy powodujg
jego przemiane w prostanoidy: prostaglandyny i tromboksany [29]. Spo$réd wielo-
nienasyconych kwaséw ttuszczowych preferowanym substratem dla cyklooksygenazy
jest kwas arachidonowy. Jednak réwniez kwas homo-y-linolenowy i w mniejszym
stopniu kwas eikozapentaenowy moga ulec przemianom w prostanoidy [69]. W spos6b
schematyczny szlak przemian enzymatycznych fosfolipidow btony komorkowej
przedstawiony jest na rycinie 1

Podwdjna aktywnos¢ katalityczna cyklooksygenazy

Cyklooksygenaza katalizuje przemiane wielonienasyconych kwasow tluszczowych
(np. kwasu arachidonowego) dwustopniowo (ryc. 2) [61]. Najpierw di-oksygenaza
powoduje zamknigecie pierScienia piecioweglowego, przez utworzenie wigzania C-C w
czasteczce kwasu arachidonowego oraz powoduje jego utlenienie w wyniku reakcji z
dwoma czasteczkami 0 2 prowadzac do powstania PGG2[75]. Nastepnie peroksydaza
powoduje redukcje, przez dwa elektrony, niestabilnej PGG2do PGH2(ryc. 2) [75].

Obie te aktywnosci katalityczne (di-oksygenaza i peroksydaza) zlokalizowane sg
najednej czasteczce nazwanej w zwigzku z tym syntazg prostaglandyn G/H (PGHS;
ang. prostaglandin H synthase), syntazg endoperoksydazy prostaglandynowej lub
cyklooksygenazg(COX). W niniejszym artykule uzywana bedzie ostatnia z tych nazw,
okreslajgca obie aktywnosci katalityczne enzymu.

Prostaglandyna HZjest wspélnym prekursorem dla wszystkich prostanoidéw, a dalsza
przemiana PGH2w biologicznie aktywne prostaglandyny i tromboksany zalezy od
obecnosci lub braku specyficznych enzymdw (syntaz) przedstawionych na rycinie 1
[15,29, 69].

STRUKTURA CYKLOOKSYGENAZ

Cyklooksygenaza zostata wyizolowana w roku 1976, a nastepnie sklonowana w
roku 1988 [10, 30, 38]. Pierwsze obserwacje wskazujgce na istnienie indukowanej
formy cyklooksygenazy pochodzg z roku 1990, kiedy to zespét Needlemana
zaobserwowat zwiekszong produkcje prostaglandyn pod wptywem LPS zaréwno w
ludzkich monocytach w warunkach in vitro [17], jak iw makrofagach otrzewnowych
myszy in vivo [58]. Wzrost ten byt powigzany z syntezg COX de novo oraz byt
hamowany przez glikokortykosterydy (deksametazon) [17]. Wkrétce potem indukowana
odmiana cyklooksygenazy zostata nazwana COX-2 [76]. Stwierdzono, iz jest ona
kodowana przez inny gen niz dotychczas scharakteryzowana odmiana, nazywana od
tego momentu COX-1. Cyklooksygenaza-2 zostata nastepnie sklonowana [45, 87].
Obecnie obie odmiany sg dobrze scharakteryzowane, zaréwno strukturalnie jak i
funkcjonalnie.
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COOH
Kwas arachidonowy

PGG,

OH

RYCINA 2. Podwoéjna aktywno$¢ katalityczna cyklooksygenazy: dwustopniowa przemiana kwasu
arachidonowego w prekursora prostanoidéw, prostglandyne H2(PGH?2)

Budowa genéw kodujgcych COX-1iCOX-2 oraz ich promotory

Na poziomie gendw obserwuje sie istotne réznice miedzy odmianami cyklo-
oksygenazy poczynajgc od faktu, iz sg one zlokalizowane na réznych chromosomach
(patrz ryc. 3) [42]. Gen kodujagcy COX-I skiada sie z 11 eksondw i 10 intronéw o
Yacznej dlugosci 22,5 kilozasad, podczas gdy gen kodujagcy COX-2 jest znacznie
mniejszy (8,3 kz) (ryc. 3) [30,42]. Roznica w wielkosci gendw wynika z braku jednego
eksonu w genie kodujgcym COX-2 (ekson 1i2 obecne w genie dla COX-I ulegty tu
fuzji) oraz z faktu, iz introny genu kodujgcego COX-2 sg mniejsze [30, 83]. Maly
rozmiar genu kodujgcego COX-2 powigzany jest z tym, iz ulega on gwattownej
transkrypcji i obrébce postranskrypcyjnej [10]. Cechy te sg charakterystyczne dla
genbéw odpowiedzi pierwotnej (ang. primary response genes) [31]. Mimo to z
rozmiarem 8,3 kilozasad, gen kodujagcy COX-2 jestjednym z najwiekszych genéw w
tej grupie [30].

Istotne réznice pomiedzy cyklooksygenazami dotycza rowniez promotoréw
kodujacych je genéw (ryc. 4). Podstawowa réznica dotyczy braku sekwencji TATA
w strukturze genu dla COX-1 [88]. Cecha ta jest charakterystyczna dla genow typu
housekeeping, tj. takich, ktérych produkty sg niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania organizmu w warunkach fizjologicznych [10]. Nie zaobserwowano
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RYCINA 3. Struktura ludzkich genéw kodujagcych COX-I i COX-2 (na podstawie [10,83])

réwniez indukowanej transkrypcji COX-1 [74]. Natomiast promotor genu kodujacego
COX-2 (65% homologii pomiedzy gatunkami) zawiera sekwencje TATA i pewng liczbe
miejsc wigzacych elementy transkrypcyjne, a wiec ma cechy wspélne dla genéw
indukowanych o zmiennej ekspresji, zwtaszcza tych, ktérych produkty uczestniczaw
stanach zapalnych (ryc. 4) [83]. Wérdd elementéw transkrypcyjnych, ktére moga
zwigzac sie z promotorem genu dla COX-2, wyrézniamy czynnik transkrypcyjny NFkB
(ang. nuclearfactor KB) regulujacy produkcje wielu czynnikéw prozapalnych, takich
jak cytokiny (np. TNF-a, IL-1(3, -6, -8, i INF-y) itlenek azotu (NO) [3], oraz czynnik
jadrowy interleukiny 6 (ang. nuclearfactor ofIL-6), CRE (ang. cyclicAMP response
element binding protein) [30, 75, 76, 83]. Miejsce dziatania jednego z czynnikdw
transkrypcyjnych, octanu mirystynianu forbolu (TPA; ang. 12-O-tetradecanoyl-
phorbol-13-acetate = triphorbol myristate acetate), zlokalizowane jest wewnatrz
eksonu 1 [42]. Aktywno$¢ wszystkich tych czynnikéw transkrypcyjnych zwigzana
jest z przebiegiem odczynu zapalnego i wigze sie bezposrednio z gtbwnym mechanizmem
zwiekszajgcym ekspresje COX-2 w trakcie zapalenia [75]. Wykazano, iz
wewnatrzkomaérkowy sygnat prowadzacy do transkrypcji COX-2 moze by¢ przekazany
za posrednictwem roznych drég, w tym poprzez aktywacje szlaku kinazy biatkowej A,
kinazy biatkowej C (estry forbolu), fosfatazy, kinazy tyrozynowej oraz w wyniku
transformacji wirusowej (src) [75, 76].

Réznice pomiedzy izoformami COX napoziomie mRNA ibiatka

Transkrypcja COX-1 i 2 prowadzi do powstania mRNA o rozmiarach odpowiednio,
2,8 14,5 kilozasad (ryc. 5) [30]. Transkrypt COX-2 jest niestabilny, cojest powigzane
z obecnoscig na koricu 3’ trzech sygnatéw poliadenylacji oraz diugiego, niepod-
legajacego translacji regionu zawierajacego 17 kopii ,,sekwencji niestabilnosci RNA”
(AUUUA) zwanej sekwencjg Shawn-Kamensa [83]. Uwaza sie, iz sekwencje te
przyczyniaja sie do gwattownej degradacji transkryptu, a niezmienno$¢ w mysich i
ludzkich genach kodujacych COX-2 wskazuje na ich wazngrole [10,83]. W przypadku
COX-I zaobserwowano tworzenie sie r6znych odmian alternatywnego zespalania
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RYCINA 4. Promotory ludzkich genéw kodujgcych 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 surowice [83]. Obserwowano takze alternatywne
sktadanie mRNA dla COX-2 w wyniku np. stymulacji mitogenem [87].

Pomimo zasadniczych roznic na poziomie DNA i RNA, struktura biatek COX-1 i2
jest zaskakujgco podobna (ryc. 5). Czasteczka cyklooksygenazy-2 ma wielko$¢ 70
kDa, a COX-1 jest tylko nieco mniejsza, z masg 65 kDa [74]. Oba biatka majg cztery
miejsca N-glikozylacji i dwa bardzo konserwatywne obszary z identyczng sekwencja
aminokwasow [10]. Biatka wykazujg 75% homologii. Réwniez domeny katalityczne
sg bardzo konserwatywne [83]. Dwie gtdwne roznice dotyczg I-rzedowej struktury
aminokwasOw. Na N-koricu COX-2 jest nieco krétsza, o 17 aminokwaséw, a na korcu
zwolng grupg karboksylowg znajduje sie 18 dodatkowych aminokwasoéw nieobecnych
w strukturze COX-1 [45] (ryc. 5).

Cyklooksygenazy sghomodimerami zaréwno pod wzgledem struktury, jak i funkcji.
Kazdy monomer sktada sie z trzech strukturalnych domen: domeny homologicznej do
czynnika wzrostu naskérka (ang. epidermal growthfactor), sgsiadujgcej z nim domeny
wigzacej sie z btong (ang. membrane binding domain) i duzej, C-koncowej, globulame;j
domeny katalitycznej (ang. globular catalytic domain) [46].

Centra katalityczne cyklooksygenaz

Kazda czgsteczka COX ma centrum Kkatalityczne di-oksygenazy i peroksydazy,
potagczone ze sobg funkcjonalnie i strukturalnie. Centrum katalityczne di-oksygenazy
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RYCINA 5. Struktura mRNA i biatka COX-1 i COX-2 u ludzi [83, zmodyfikowane]

zlokalizowane jest w rdzeniu enzymu, w kanale hydrofobowym, a centrum katalityczne
peroksydazy znajduje sie w poblizu powierzchni czgsteczki [75]. Aktywno$¢
katalityczna peroksydazy jest niezalezna od aktywnos$ci di-oksygenazy, ale nie
odwrotnie, jak pokazano w warunkach in vitro [43].

Di-oksygenaza. Centra aktywnosci katalitycznej di-oksygenazy izoformy-1 i 2 maja
podobng budowe, mechanizm katalityczny, kinetyke reakcji i dajg podobne produkty
[75]. Niemniej istniejg dwie roznice w strukturze di-oksygenaz o waznych kon-
sekwencjach farmakologicznych i biologicznych. Po pierwsze, miejsce aktywnosci
katalitycznej COX-2 jest wieksze i bardziej elastyczne [56]. Ta rdznica zostata
praktycznie wykorzystana przy syntezie selektywnych inhibitoréw COX-2 (porédwnaj
w czesci Il: Selektywne inhibitory cyklooksygenazy-2). Ponadto, przy niskim stezeniu
kwasu arachidonowego w COX-1, ale nie COX-2, oba centra katalityczne w
homodimerze COX hamujg wzajemnie swojg aktywnos¢ (allosteryzm) [75]. Dzigki
temu zjawisku, przy réwnoczesnej ekspresji obu izoform, COX-2 ma wieksze szanse
skutecznie wspdétzawodniczy¢ o uwolniony kwas arachidonowy z COX-1.

Peroksydaza. Budowa miejsc katalitycznych peroksydazy w czasteczkach obu
izoform COX jest podobna do struktury centréw katalitycznych pozostatych peroksydaz
hemowych [47]. Ponadto, reakcja katalizowana przez peroksydazy COX-1 i -2
przebiega z udziatem zwigzkéw posrednich I'i Il charakterystycznych dla tego typu
enzymow [47,53]. Istniejg dwie réznice dotyczace centrow katalitycznych peroksydazy
pomiedzy izoformami. COX-1 katalizuje prawie wytgcznie dwuelektronowa redukcje
substratu, podczas gdy COX-2 katalizuje 60% reakcji przy udziale dwdch elektronéw,
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a pozostate przez jeden elektron [47]. Z kolei w przypadku COX-2 szybkos¢
powstawania zwigzku posredniego Il z | jest wigeksza niz w przypadku COX-1 [53].

08¢, a takze rodzaj produktdw tworzonych w oksydacyjno-redukcyjnych reakcjach
katalizowanych przez LO i COX silnie zalezy od wewngatrzkomérkowego potencjatu
redoks [13]. Aktywacja katalityczna COX wymaga obecnosci pewnej ilosci nadtlenku
wodoru lub nadtlenoazotynu (ang. peroxynitrite, ONOO"), produktu reakcji NO z
anionem ponadtlenkowym (02) [56]. Kompleksy ferryl-oxo, produkty reakcji
nadtlenoazotynu z zelazem schelatowanym w hemowych grupach prostetycznych COX,
reaguja z tyrozyng w centrum katalitycznym utleniajac ja do rodnika tyrozynowego
[26]. Rodnik ten inicjuje cyklooksygenacje odszczepiajac stereoselektywnie wodor w
pozycji 13S kwasu arachidonowego [56].

FUNKCJA COX-l ICOX-2:PODOBIENSTWA I ROZNICE

Jak juz wspomniano, obie cyklooksygenazy majg podobng aktywno$¢ katalityczng
oraz bardzo podobnag strukture biatek [19,39]. R6znig sie natomiast stabilnoscigmRNA
oraz wykorzystaniem substratu (kw. arachidonowego) pochodzacego z réznych zrédet
[67]. Przez dtuzszy czas za podstawowag réznice pomiedzy izoformami uwazano fakt,
iz ekspresja COX-1 jest konstytutywna, tj. zachodzi w sposob ciagty zaréwno w
warunkach fizjologicznych, jak i w stanach chorobowych, podczas gdy ekspresja COX-
2 jest indukowana podczas stanéw patologicznych. Obecnie wiemy, iz istnieje wiele
wyjatkéw od tej reguty, np. konstytutywna ekspresje COX-2 wykryto w tkankach
nowotworowych [54,62], ale takze w normalnych komoérkach srodbtonka naczyniowego
[59, 89], miesniach gtadkich, osteoblastach i komérkach mezangialnych [61]. Stata
ekspresja COX-2 zachodzi réwniez w niektérych narzgdach, np. w moézgu, nerkach
[15] i w macicy oraz btonach ptodowych w trakcie cigzy [72, 73]. Z drugiej strony w
pewnych przypadkach moze zachodzi¢ indukowana ekspresja COX-1. Pokazano, iz
indukcja COX-1 towarzyszyta réznicowaniu sie ludzkiej linii biataczki monocytowej
wywotanej przez ester forbolu, a czynnik komorki macierzystej (SCF, ang. stem cell
factor) i deksametazon wywotaty ekspresje COX-1 w mastocytach pozyskanych ze
szpiku kostnego myszy [23]. W warunkach in vivo ekspresja COX-1 moze hyé
indukowana w $rodbtonku naczyn tetniczych macicy w trakcie cigzy [34, 36].

Konstytutywna ekspresja COX-1 zwigzanajest zjej rolag w prawidtowym przebiegu
niektorych procesow fizjologicznych, a wiec w utrzymaniu homeostazy organizmu
[15, 76]. Z drugiej strony ciagta gotowos¢ do produkcji PG, bedgca konsekwencja
konstytutywnej ekspresji COX-1, odgrywa rowniez wazngrole w pierwszej fazie stanu
zapalnego umozliwiajac natychmiastowg produkcje prostaglandyn. Natomiast ekspresja
COX-2 moze by¢ wywotana przez liczng grupe bodzcow zewnagtrz- i wewnatrz-
komérkowych, ktére zwigzane sg z rozwojem odpowiedzi immunologicznej. Do
czynnikow indukujacych ekspresje COX-2 nalezg lipopolisacharyd [17], forskolina,
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IL-1, TNF-a, surowica, czynnik wzrostu naskorka (EGF), transformujacy czynnik
wzrostu [3(TGF-(3), interferon-y (IFN-y), czynnik aktywujgcy ptytki krwi (PAF) [10,
83]. Generalnie wiec w odpowiedzi na specyficzny bodziec zewnetrzny moze dojs¢ do
natychmiastowej (minuty do godziny) lub op6znionej (godziny) produkcji prostaglandyn
w zaleznosci od tego, czy jest katalizowana odpowiednio przez COX-I czy COX-2
[49].

Izoformy roznig sie tez lokalizacjg wewnatrz komorki, gdyz COX-I funkcjonuje
gtéwnie w siateczce Srodplazmatycznej (ER), podczas gdy COX-2jest obecny zaréwno
w ER, jak iw ostonce jadrowej [10, 83]. Fakt, iz izoformy sa zlokalizowane w r6znych
przedziatach komérkowych, wskazuje na to, ze ich produkty réwniez moga mie¢ rozne
miejsce dziatania, a to mogtoby by¢ jednym z powoddw wyjasniajacych, dlaczego
enzym ten istnieje w dwoch odmianach [83]. Innym takim powodem moze by¢ fakt, iz
COX-l zuzywa kwas arachidonowy pochodzacy spoza komérki (np. uwalniany w
trakcie degranulacji mastocytéw), a COX-2 katalizuje przemiane endogennego kwasu
arachidonowego [30].

Podczas zapalenia lub innych stanéw patologicznych ekspresja COX-l zwigksza
sie maksymalnie 2-3-krotnie w odréznieniu od dwudziestokrotnie nasilonej ekspresji
COX-2 [83].

PROSTAGLANDYNY JAKO PRODUKTY
CYKLOOKSYGENAZY

Prostanoidy bedace produktami aktywnosci katalitycznej cyklooksygenazy, obejmuja
prostaglandyny (PG) i tromboksany (TX) iw odroznieniu od pozostatych eikosanoidow
zawierajg dodatkowy pierScien piecioweglowy, od ktérego odchodzg dwa fancuchy
boczne, a i co, potgczone z pierScieniem przy C8i C)2 [69]. Zdolnos¢ do produkcji
prostanoidéw ma wiekszos¢ typdw komorek kregowcdw, a prostaglandyny zostaty
wyizolowane nawet z tak prostych organizméw jak jamochtony [15].

Prostaglandyny zostaty odkryte w latach trzydziestych XX wieku w zwigzku z
obserwacja, iz ludzki ptyn nasienny zawiera substancje lipidowg powodujacg obnizenie
ci$nienia krwi [55, 69]. Autorzy odkrycia sadzili, iz czynnik ten jest produkowany
przez gruczot krokowy (prostate) i dlatego nazwali go prostaglandyng. W odroznieniu
od hormondéw rozprowadzanych systemowo poprzez uktad krgzenia do narzadow
docelowych, w ktorych zlokalizowane sg ich specyficzne receptory [38], PG przekazuja
sygnat lokalnie. Sygnat ten przekazywany jest albo w sposob parakrynny na sasiednie
komérki lub autokrynowo, czyli na te same komorki, ktére je wyprodukowaty [38].
Krétki zasieg sygnatu jest konsekwencjg krotkiego biologicznego potrwania
prostaglandyn (w przypadku niektérych PG wynosi on mniej niz 1 minuta) oraz faktu,
iz wszystkie PG sg szybko metabolizowane [69]. Eikozanoidy dziatajg poprzez
specyficzne receptory metabotropowe, majace siedem hydrofobowych domen
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transbtonowych, kooperujace z biatkami G (R7G) [11,33]. W przypadku prostanoidéw
wyrozniamy sze$¢ gtdwnych typow receptoréw: TP, IP, EP, FP, DP, odpowiednio dla
ich gtéwnych ligandow TXA,, PGI2 PGE2 PGF2a i PGD2 oraz cztery podtypy
receptoréw dla PGE2(EP,, EP2 EP3 EP4) [63]. Szczeg6towa rola prostaglandyn jest
przedstawiona w nastepnych podrozdziatach. Natomiast gtéwna rola pozostatych
prostanoidéw, czyli tromboksanéw zwigzana jest z procesem Kkrzepniecia Krwi.
Tromboksan A, (TXA2 ma silne wiasciwos$ci powodujace agregacje ptytek krwi oraz
skurcze naczyn krwionos$nych [38], ajego akcja jest hamowana przez prostacykline
(PGI12),jedna z najbardziej aktywnych naczyniowo prostaglandyn [61, 69].

Rolaprostaglandyn w utrzymaniu homeostazy organizmu

Prostaglandyny regulujg wiele z podstawowych proceséw fizjologicznych w
zréznicowanych uktadach. W uktadzie pokarmowym reguluja funkcje wydzielnicze
poprzez stymulacje produkcji $luzu i hamowanie wydzielania kwaséw, a takze kontrolujg
mchy gastryczne [15,30]. Rola prostaglandyn w nerkach dotyczy modulacji przeptywu
krwi oraz kontroli gospodarki wodno-elektrolitowej [28]. Ich obecnos¢ jest rowniez
wazna dla prawidtowego rozwoju mdzgu, a prostaglandyna D2(PGD,) odgrywa wazng
role w czasie snu [15,30]. W przypadku uktadu rozrodczego prostaglandyny kontroluja
niemal kazdy przebiegajacy tam proces, uczestniczac w migracji plemnikéw, owulaciji,
luteinizacji, zaptodnieniu, zagniezdzeniu sie embrionu w macicy i w rozwoju ptodu.
Wreszcie prostaglandyny odgrywajg wazng role w czasie samego porodu powodujgc
skurcze macicy [30]. Ponadto prostaglandyny moga powodowac zaréwno zwezenie
Swiatta oskrzeli (PGF23, PGD2 TXA4 PGG2), jak ijego rozszerzenie (PGE2 PGI2),
co wskazuje na ich role w procesie oddychania [15, 30]. W poprzednim paragrafie
omowiono przeciwzakrzepowe whasciwosci prostaglandyn i ich przeciwstawng funkcje
w stosunku do tromboksandw.

Rola prostaglandyn w stanie zapalnym iinnych stanach chorobowych

Prostaglandyny odgrywaja kluczowa role w procesach patofizjologicznych, takich
jak: stany zapalne [25,29,61], choroby nowotworowe [16,20] czy choroba Alzheimera
[32]. W przypadku stanow zapalnych dziatanie prostaglandyn wywotuje symptomy
odpowiadajgce wszystkim czterem gidwnym oznakom zapalenia opisanym przez
Celsusa (30 p.n.e.-38 n. e.) [55]. Powodujac skurcze mies$ni gtadkich naczyn
krwionosnych i/lub zwiekszajac przeptyw krwi (co prowadzi do rozszerzenia naczyn),
prostaglandyny powodujg wzrost przepuszczalnosci naczyn krwionosnych [6, 29].
Przejawia sie to zaczerwienieniem (rubor) oraz powstaniem obrzeku (tumor) w ognisku
zapalnym. Ponadto prostaglandyny powodujg lokalne podwyzszenie temperatury
(icator) [8], a dziatajgc na lokalne zakoriczenia nerwowe indukujg bdl (dolor) [29].
Wszystkie te objawy prowadza do zaburzenia funkcji narzadu (Galen:functio laesa),
zjawiska charakterystycznego dla proceséw chorobowych. Gtéwnymi prostaglandynami
zaangazowanymi w proces zapalny sg PGE2 i prostacyklina, ale jest réwniez
obserwowany udziat PGF2a, PGD" i 6-keto-PGF,u [69]. Nalezy wspomnie¢, iz w
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przebiegu procesu zapalnego wazngrole odgrywaja takze inne czynniki lipidowe, ktore
moga przejawia¢ aktywnos¢ przeciwstawng lub podobng do prostaglandyn. Niekt6re
czynniki lipidowe, np. PAF i leukotrieny cysteinowe, przejawiajg aktywnos¢
synergistyczngz PG. Wraz z innymi czynnikami aktywnymi naczyniowo (histamina,
kininami) eikozanoidy te powodujgwzrost przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych.
Niektore przejawy dziatalnoSci prostaglandyn sa zjawiskami ztozonymi, na przyktad
aktywne naczyniowo prostaglandyny (PGE2i PGI,) nie wywotujg bezposredniego
tworzenia obrzeku w miejscu zapalnym. Zjawisko to ttumaczy hipoteza ,,dwoch
mediatoréw”, zgodnie z ktorg PGE2i prostacyklina posredniczg w tworzeniu sie obrzeku
w sposob posredni, wspétdziatajac z druga grupa mediatorow. Najpierw histamina i
bradykinina powodujgwzrost przepuszczalnos$ci naczyn, ktéry prowadzi do wycieku
osocza. Wyciek tenjest nastepnie potegowany przez PGE2i PGI2poprzez zwigkszenie
przeptywu krwi [69, 84]. Réwniez w przypadku zjawiska bolu PGE2i prostacyklina
dzialajg, najprawdopodobniej, na zasadzie mechanizmu potegujacego akcje histaminy
i bradykininy poprzez uwrazliwianie zakonczen nerwow bélowych [69].

Korelacje pomiedzy gwattownym wzrostem syntezy prostaglandyn a rozwojem
choroby wykazano w przypadku takich stanéw chorobowych, jak: astma, reumatoidalne
zapalenie stawow (tez zapalenie stawdw i kosci), zapalenie jelit i okreznicy, a takze w
powigzaniu z procesem resorpcji kosci [38]. Zwiekszong produkcje prostaglandyn
obserwowano réwniez w trakcie niektérych choréb nowotworowych, a zwtaszcza w
przebiegu nowotwordw jelit. Szczeg6ty roli PG icyklooksygenaz(y) w tym aspekcie
sg przedmiotem artykutéw przegladowych w Postepach Biologii Komorki [37, 44]
oraz w czasopismach anglojezycznych [16, 20, 80]. Prawdopodobnie najlepszym
wskaznikiem znaczenia prostaglandyn w przebiegu stanow chorobowych jest pow-
szechne i skuteczne leczenie pacjentow poprzez podawanie inhibitoréw cyklo-
oksygenazy. Charakterystyka i mechanizm dziatania poszczeg6lnych klas inhibitoréw
jest przedmiotem czesci Il niniejszego artykutu. Dla ponizszych dywagacji istotne bedzie,
iz inhibitory aktywnosci cyklooksygenaz najog6iniej dzielimy na nieselektwne, hamujace
zarowno CO X-1iCOX-2, oraz selektywne, hamujgce aktywnosc tylko jednej z izoform
[51, 52, 81].

MYSZY ZNIEAKTYWNYMI GENAMI KODUJACYMI
COX-1 LUB COX-2

Istotnych danych dotyczacych roli poszczeg6lnych izoform w procesach fi-
zjo(pato)logicznych dostarczyty badania przeprowadzone na myszach genetycznie
zmodyfikowanych, z nieaktywnymi, w wyniku manipulacji DNA (gene-targeting),
genami kodujagcymi cyklooksygenaze (ang. COX knockout mice) [48, 49]. U myszy
tych nie obserwowano ani powstawania transkryptu, ani biatka dla odpowiednich
izoform. U myszy bedacych heterozygotami, RNA ibiatko COX-1lub COX-2 osiggato
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ekspresje odpowiadajgcg 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 CO X-1 (cox-P/cox-24) rodzity sie bez komplikaciji,
a dtugosé ich zycia byta normalna. Pomimo iz w wiekszosci tkanek poziom
prostaglandyn byt obnizony 0 99% w stosunku do poziomu u myszy kontrolnych, nie
odnotowano u nich rozwoju zadnej patologii [49, 50]. Wyniki te byly duzym
zaskoczeniem, gdyz poddaty w watpliwos¢ dogmat o roli COX-1 w utrzymaniu
homeostazy organizmu (housekeeping). Co ciekawe nie zaobserwowano tez
kompensacyjnego zwiekszenia aktywnosci COX-2 w warunkach fizjologicznych. By¢
moze ewentualny mechanizm kompensacyjny dziata za posrednictwem innych niz PG
czynnikéw, np. tlenku azotu (poréwnaj w czesci Il: Niesteroidowe Leki Przeciw-
zapalne uwalniajgce tlenek azotu (NO-NSAIDs)). Najwazniejsze powiktania
odnotowane u myszy cox-1'/cox-2+ dotyczyty trudnosci z porodem nastepnego
pokolenia oraz tego, iz potomstwo to rodzito sie martwe albo umierato wkrétce po
narodzinach [48, 50-}. [69].

W przeciwienstwie do myszy cox-l'/cox-2+ u zwierzat z nieaktywnym genem dla
COX-2 (cox-l#cox-2j odnotowano wiele patologii [48, 49]. Zaledwie 60%
nowonarodzonych myszy cox-1Vcox-2'przezyto po odstawieniu od pokarmu matki, a
sposrdd nich tylko 75% dozyto jednego roku [12, 14]. Dotychczas nie poznano
przyczyny $mierci przed uptywem trzech tygodni zycia, a pozniejsze zgony byly
zwigzane z rozwojem zapalenia otrzewnej lub nieprawidtowym funkcjonowaniem nerek.
Ponadto samice cox-l1+¥cox-2' byly prawie catkowicie sterylne [14], a u wszystkich
myszy obserwowano nieprawidtowosci w funkcjonowaniu nerek, ktdre pogtebiaty sie
wraz z wiekiem [14, 60].

PROZAPALNA AKTYWNOSC CYKLOOKSYGENAZY-I
| CYKLOOKSYGENAZY-2

Prébujac wyjasnic¢ role poszczegélnych izoform w procesie zapalnym, u myszy
z nieaktywnymi genami kodujagcymi cyklooksygenazy wywotano stan zapalny ucha
przez podanie kwasu arachidonowego [50, 60]. Zaobserwowano, iz u myszy cox-1V
cox-2+obrzek ucha zostat zahamowany o 70% w stosunku do tegoz u myszy
kontrolnych. U heterozygot COX-1 odpowiedz zapalna miata natezenie posrednie
pomiedzy myszami cox-l'/cox-2+a zwierzetami kontrolnymi [49, 50]. Sugeruje to
role COX-1, ale nie COX-2, natym etapie procesu zapalnego. Ponadto, podanie octanu
mirystynianu forbolu wywotato podobna reakcje zapalng zaré6wno u myszy z
nieaktywnym genem kodujgcym COX-1, COX-2, jak i u myszy kontrolnych [50,60].
Obserwacja ta byta niespodziewana, gdyz octan mirystynianu forbolu indukuje ekspresje
COX-2 (porownaj w Budowa gendw kodujacych COX-1 i COX-2 oraz ich
promotory), co wskazywatoby na role izoformy-2 w reakcji zapalnej na ten zwigzek
[49]. Poniewaz myszy cox-P/cox-2' majg normalng ekspresje COX-1, mozliwe jest,
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iz sama izoforma-1 jest odpowiedzialna za produkcje prostaglandyn w takiej ilosci,
ktéra umozliwia normalny przebieg reakcji zapalnej [48, 49]. Rola COX-1 w
powstawaniu obrzeku zostata réwniez pokazana w trakcie zapalenia tapy myszy
wywotanego przez podanie karrageniny (wielocukier z rodlin morskich) [25]. Tylko
nieselektywny inhibitor COX (indometacyna) zahamowat powstanie obrzeku zaréwno
u myszy cox-l+cox-2', jak i zwierzat kontrolnych wskazujgc na role COX-1 w tym
procesie [23,25]. Wczesnhe etapy odczynu zapalnego zwigzane z powstaniem obrzeku
sq konsekwencjg zwiekszonej prze-puszczalnosci lokalnych naczyn krwionosnych,
prowadzacej do wysieku osocza do tkanek [55]. W naszych badaniach
wykorzystujagcych mysi model zapalenia otrzewnej wywotanego przez podanie
zymosanu (wielocukrowy sktadnik Sciany drozdzy Saccharomyces cerevisiae)
wykazaliSmy, iz nieselektywny inhibitor cyklooksygenaz (indometacyna), w odr6znieniu
od inhibitorow selektywnych dla COX-2 (NS-398, nimesulid), zahamowat wzrost
przepuszczalnosci naczyn w jamie otrzewnej [41]. Ponadto w punkcie czasowym
korelujgcym z maksymalnym zwiekszeniem przepusz-czalno$ci naczyn (pot godziny
po wywotaniu zapalenia [40]), zaobserwowalismy tylko ekspresje genu kodujgcego
COX-1. Natomiast ekspresja genu dla COX-2 nastgpita po uptywie 1godziny i nie
ulegta zmianie na dalszych etapach odczynu zapalnego (przynajmniej do jego szdstej
godziny) [41]. Wszystkie powyzsze wyniki wskazujg na gtéwna role COX-1 we
wczesnych etapach odczynu zapalnego zwigzanych z wysiekiem osocza i powstaniem
obrzeku. Zjawiska te zachodzg na tak wczesnych etapach odczynu zapalnego (minuty
dojednej godziny), iz wykluczajg mozliwos$¢ zajscia ekspresji genu kodujagcego COX-
2,jego transkrypcji itranslacji, co moze ttumaczy¢ udziat COX-1 w tych procesach. Z
drugiej strony cyklooksygenaza-1ma podobng aktywnos¢ katalityczngjak COX-2, co
pozwala na produkcje tych samych prostaglandyn [83].

Opublikowano réwniez prace, ktdre wskazujg na role COX-2 w powyzszych
procesach. Seibert i wsp. [70] pracujacy na modelu odczynu zapalnego wywotanego
przez podanie karrageniny do podskérnych torebek powietrznych utworzonych
uprzednio na grzbiecie myszy (ang. air pouch model), zaobserwowat, iz selektywny
inhibitor COX-2 (SC-58125) zahamowat powstanie wysieku w ognisku zapalnym.
Jednak uzyta dawka SC-58125 byta 100-krotnie wieksza niz potrzebna do zahamowania
produkcji prostaglandyn, podczas gdy lek ten wykazuje 100-krotnie wiekszg selek-
tywno$¢ dla COX-2 niz COX-1 in vitro [66]. Mozliwe jest wiec, iz uzyta dawka SC-
58125 zahamowata réwniez aktywnos¢ COX-1 [23]. Z kolei Katori i zespot [27, 38]
pracujacy na modelu odczynu zapalnego optucnej indukowanego przez podanie
karrageniny wykazali korelacje czasowa pomiedzy ekspresja i aktywnoscig COX-2 a
procesem wysieku osocza do jamy optucnej [27]. Podanie selektywnego inhibitora
COX-1 (aspiryna) oraz selektywnych inhibitoréw COX-2 (nimesulid, SC-58125)
spowodowato zahamowanie wysieku osocza [27]. Wyniki te wskazujag na udziat obu
izoform w procesie zwiekszonej przepuszczalnosci naczyniowej, przy czym nalezy
podkreslié¢, iz w badanym modelu maksymalny wzrost przepuszczalnosci naczyn
krwionosnych obserwuje sie dopiero w pieé¢ godzin od podania karrageniny (czyli bardzo
pozno) [38].
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Jedne z pierwszych doniesien dotyczacych roli cyklooksygenazy-2 w procesach
zapalnych wskazywaty na jej indukowang i przejsciowa ekspresje w komorkach
wysiekowych, zaréwno w czasie ostrego [79] jak i chronicznego [82] odczynu
zapalnego. We wspomnianym juz modelu odczynu zapalnego optucnej indukowanym
przez podanie karrageniny, szczyt ekspresji i aktywnosci COX-2 i produkcji PGE2
przypada po dwéch godzinach od podania irytanta, rGwnocze$nie z naptywem neutrofili
(leukocytow wieloptatowojadrzastych; PMN, ang. polymorphonuclear leukocytes),
przy czym ekspresja COX-2 jest obserwowana zaréwno w PMN, jak iw fagocytach
jednojadrzastych (monocytach/makrofagach) [79]. W tym czasie nieselektywne i
selektywne inhibitory COX-2 hamowaty reakcje zapalng, podczas gdy w szdstej godzinie
stanu zapalnego efekt taki wywotywaly tylko nieselektywne inhibitory COX [25]. Ta
zaskakujaca obserwacja wskazuje na to, iz na tym etapie gtéwng izoforma odpo-
wiedzialng za utrzymanie odpowiedzi zapalnej byta COX-I.

Odczyn zapalny wywotany przez podanie karrageniny do podskérnych torebek
powietrznych utworzonych na grzbiecie myszy réwniez doprowadzit do indukcji COX-
2 iprodukcji PGE2 ktorych Zrodtem byty wysiekowe makrofagi i komorki wyScielajgce
wewnetrzng powierzchnie torebek powietrznych [57]. Podanie deksametazonu
spowodowato zahamowanie ekspresji COX-2 i produkcji PG, a podanie selektywnych
(NS-398) i nieselektywnych (indometacyna) inhibitoréw COX-2, zablokowanie syntezy
prozapalnych PG [57].

Rowniez dozylne podanie LPS (lipopolisacharyd) szczurom wywotato ekspresje
COX-2 w komorkach aorty i leukocytach krwi [18]. Dodatkowa dozylna aplikacja
kwasu arachidonowego doprowadzita do produkcji 6-keto-PGF,a PGE, i TXB,, ktora
byta hamowana przez podanie selektywnego inhibitora COX-2 (NS-398) [18].

Cyklooksygenaza-2 jest takze zaangazowana w przebieg chronicznych odczynow
zapalnych. Podczas reumatoidalnego zapalenia stawéw wywotanego przez podanie
adjuwanta (Mycobacterium butyricum w oleju mineralnym) wykazano indukcje mRNA
i powstanie biatka COX-2 w powigzaniu z powstawaniem obrzeku i syntezg PG w
stawach [2]. Podanie selektywnego inhibitora tej izoformy (SC-58125) zahamowato
powyzsze objawy zapalenia. Podobnych obserwacji dokonano po podaniu oleju
krotonowego w kompletnym adjuwancie Freunda do torebek powietrznych na grzbiecie
myszy [82], a takze w modelu powracajacego zapalenia alergicznego [64].

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

W serii ostatnich artykutow dotyczacych charakterystyki modelu odczynu zapalnego
optucnej, indukowanego u myszy przez podanie karrageniny, grupa pod Kierunkiem
prof. Willoughby zaobserwowata dwie fazy ekspresji cyklooksygenazy-2 [23-25,86].
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Pierwsza, wczesna faza ekspresji i aktywnosci COX-2 zostata wykryta w dwie
godziny od podania irytanta i byta potgczona z rozwojem odczynu zapalnego, naptywem
neutrofili i produkcja prozapalnej PGE2[24,25]. Na tym etapie zar6wno selektywne,
jak inieselektywne inhibitory COX blokowaly reakcje zapalna. Po uptywie 48 godzin
od podania karrageniny ponownie obserwowano wzrost aktywnosci COX-2. Druga
faza aktywnosci tej izoformy byta znacznie silniejsza niz poprzednia i byta potagczona
z procesem wygaszania odczynu zapalnego i péznym naptywem makrofagéw. Nie
towarzyszyta jej produkcja prostaglandyn prozapalnych. Podanie selektywnych
inhibitoréw COX-2, w przeciwienstwie do nieselektywnych, po 24 do 48 godzin od
podania irytanta prowadzito do wydtuzenia zapalenia, czyli nastepowato zahamowanie
procesu wygaszania odczynu zapalnego [24]. Autorzy zasugerowali, iz powtdrna
ekspresja COX-2 ma miejsce w makrofagach naptywajacych do ogniska zapalnego, w
ktorych cyklooksygenaza preferencyjnie indukuje synteze przeciwzapalnych prosta-
glandyn, takichjak: PGD2ijej metabolity, prostaglandyny cyklopentanowe z serii J, np.
15-deoxy-AR 4PGJ2[9,23,86]. Prostaglandyny te dziatajg albo na sasiadujgce komorki,
albo w sposéb autokrynny na komérki macierzyste powodujac aktywacje receptoréw
PPAR-y i/lub hamujac aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego NFkB [35,68,71]. Oba
z tych procesd6w prowadzg do zahamowania ekspresji i aktywnosci cytokin
prozapalnych i indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS), a w konsekwencji do
wygaszenia stanu zapalnego. Zwigzane jest to z faktem, iz receptory PPAR (ang.
peroxisome proliferator activated receptor) tworzg heterodimery z receptorem RXR
(ang. retinoid X receptor), a powstaty kompleks wigze sie z PPRE (ang. peroxisome
proliferator response elements) kontrolujgcymi ekspresje wielu genéw [21]. Z kolei
czynnik transkrypcyjny NFKB bezposrednio reguluje aktywacje wielu czynnikéw
prozapalnych, w tym cytokin i tlenku azotu (poréwnaj w Budowa gendw kodujacych
COX-l i COX-2 oraz ich promotory) [3]. Pokazano w szczeg6lnosci, iz 15-deoxy-
A1214PGJ, powoduje zahamowanie ekspresji genéw zaleznych od NFkB poprzez
mechanizm kowalencyjnej modyfikacji kluczowych cystein w kinazie IkB (aktywujacej
IkB - inhibitor NFkB) iw domenach podjednostek NFkB wigzacych sie z DNA [77].
Niedawno wykazano, iz inhibicja produkcji czynnikdw prozapalnych moze by¢
konsekwencjg nie tylko zahamowania oddziatywan NFkB-DNA, ale i fizycznych
interakcji pomiedzy NFKB i PPAR-y [7].

W mysim modelu odczynu zapalnego optucnej indukowanym przez podanie
karrageniny, PGD, i 15-deoxy-AR-14PGJ2zostaty wykryte w ptynie wysiekowym
zaréwno na wczesnych, jak i na pézniejszych etapach zapalenia. Wydaje sie jednak
prawdopodobnym, iz na wczesnych etapach reakcji zapalnej aktywno$é przeciw-
zapalnych PG byta maskowana przez aktywno$¢ PGE20 wiasciwosciach prozapalnych
[24]. -

Z powyzszych obserwacji wynika wiec, iz w czasie odczynu zapalnego optucnej
wywotanego przez podanie karrageniny, COX-2 odgrywa dwie przeciwstawne role.
Préba wyjasnienia tego ,,funkcjonalnego zamieszania” doprowadzita do postawienia
hipotezy, iz prozapalng aktywnos$¢ nalezy rzeczywiscie przypisac COX-2, ale wihas-
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ciwosci przeciwzapalne - trzeciej odmianie cyklooksygenazy [5, 85]. Hipotetyczna
COX-3 bytaby strukturalnie zblizona do COX-2, by¢ moze nawet kodowana przez ten
sam gen, ale poddana innej obrébce na poziomie RNA, na co wskazuje fakt, iz jej
aktywno$¢ byta blokowana przez selektywne inhibitory COX-2 [85]. Zgodnie z tg
hipoteza ekspresja/aktywnos¢ poszczegdlnych odmian cyklooksygenazy zmieniataby
sie w przebiegu odczynu zapalnego, przynajmniej w tym modelu, w zaleznosci odjego
etapu (poréwnaj tab. 1).

Dane wskazujace na istnienie trzeciej odmiany cyklooksygenazy pochodzg réwniez
z badan nad paracetamolem, ktéry w Swietle powyzszej hipotezy bytby pierwszym
poznanym inhibitorem COX-3 [4,5]. Zagadnienie tojest omOwione w czesci Il niniejszej
pracy.

TABELA 1. Ekspresja i dominujgca aktywnos$¢ izoform cyklooksygenazy (COX) na r6znych
etapach odczynu zapalnego na przyktadzie zapalenia optucnej wywotanego przez podanie
karrageniny [21-23]; - brak ekspresji/brak aktywnosci, ,+” - zajScie ekspresji/natezenie
aktywnos$ci (+ < +++).

EKSPRESJA AKTYWNOSC

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

Zapalenier—

Brak + } . ++ ) -
Wezesne etapy | I+ . +Ht ) -
(0-1 h)

Rozw6j odczynu  + + * Tt
Kulminacja + + - e+ + -

Wygaszanie + ? + + +? tt
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PODSUMOWANIE

Istnienie co najmniej dwéch czasteczek o identycznej aktywnosci katalitycznej, ale
0 zréznicowanej ekspresji (konstytutywna/indukowana) jest zjawiskiem poznanym
stosunkowo niedawno, ale nie odosobnionym (poréwnaj: syntaza tlenku azotu [1,78]).
W przypadku cyklooksygenazy kazda zjej odmian odgrywa istotngrole w przebiegu
odczynu zapalnego, rozngjednak na poszczegélnych jego etapach. Cyklooksygenaza-
1z racji swej konstytutywnej ekspresji jest gotowa do rozpoczecia produkcji prosta-
noidéw natychmiast po otrzymaniu sygnatu aktywacji, natomiast cyklooksygenaza-2 i
hipotetyczna cyklooksygenaza-3 wiaczaja sie na pézniejszych etapach rozwoju i
przebiegu reakcji zapalnej. Jednak ekspresja i aktywno$¢ cyklooksygenazy-1nie ulegaja
w tym czasie zmianie. Ostatnie badania wskazuja, iz cyklooksygenaza, poprzez
produkcje prostaglandyn przeciwzapalnych, rozpoczyna/witgcza sie rGwniez w proces
wygaszania procesu zapalnego. Prace eksperymentalne muszg jeszcze potwierdzié,
czy zaten przejaw aktywnosci cyklooksygenazy jest odpowiedzialna kolejna izoforma
tego enzymu, cyklooksygenaza-3.

PODZIEKOWANIA

Dziekuje wszystkim wspotpracownikom, zaréwno w Krakowie jak i w Tromso,
(Norwegia), za krytyczne komentarze i pomocne sugestie w trakcie przygotowan
wyktadu na obrone mojej pracy doktorskiej, na ktérym oparty jest niniejszy artykut.

PISMIENNICTWO

[1] ALDERTON WK, COOPER CE, KNOWLES RG. Nitric oxide synthases: structure, function and inhibi-
tion. Biochem J 2001; 357: 593-615.

[2] ANDERSON GD, HAUSER SD, MCGARITY KL, BREMER ME, ISAKSON PC, GREGORY SA. Selecti-
ve inhibition ofcyclooxygenase (COX)-2 reverses inflammation and expression of COX-2 and interleukin
6 in rat adjuvant arthritis. J Clin Invest 1996; 97: 2672-2679.

[3] BARNES PJ. Nuclear factor-kappa B. IntJ Biochem Cell Biol 1997; 29: 867-870.

[4] BOTTING R. Paracetamol-inhibitable COX-2. J Physiol Pharmacol 2000; 51: 609-618.

[5] BOTTING RM. Mechanism ofaction ofacetaminophen: is there a cyclooxygenase 3? Clin Infect Dis 2000;
31: S202-210.

[6] BUSSE WW. Leukotrienes and inflammation. Am JRespir Crit Care Med 1998; 157: S210—213; discus-
sion S247-218.

[71 CHUNG SW, KANG BY, KIM SH, PAK YK, CHO D, TRINCHIERI G, KIM TS. Oxidized low density
lipoprotein inhibits interleukin-12 production in lipopolysaccharide-activated mouse macrophages via di-
rect interactions between peroxisome proliferator-activated receptor-gamma and nuclear factor-kappa B.
J Biol Chem 2000; 275: 32681-32687.

[8] COCEANI F, AKARSU ES. Prostaglandin E2 in the pathogenesis of fever. An update. Ann N Y Acad Sci
1998;856:76-82.

[9] COLVILLE-NASH PR, GILROY DW. COX-2 and the cyclopentenone prostaglandins - a new chapter in
the book of inflammation? Prostaglandins Other Lipid Mediat 2000; 62: 33-43.



ROLA CYKLOOKSYGENAZ W ODCZYNIE ZAPALNYM 551

10] CROFFORD LJ. COX-1 and COX-2 tissue expression: implications and predictions. J Rheumatol 1997;
24: 15-19.

11] DAHLEN SE. Pharmacological characterization of leukotricne receptors. Am J Respir Crit Care Med
2000; 161: S41-45.

12] DAVIS BJ, LENNARD DE, LEE CA, TIANO HF, MORHAM SG, WETSEL WC, LANGENBACH R. An
ovulation in cyclooxygenase-2-deficient mice is restored by prostaglandin E2 and interleukin-1beta.
Endocrinology 1999; 140: 2685-2695.

13] DEAN AM, DEAN FM. Carbocations in the synthesis of prostaglandins by the cyclooxygenase of PGH
synthase? A radical departure! Protein Sci 1999; 8: 1087-1098.

14] DINCHUK JE, CAR BD, FOCHT RJ, JOHNSTON JJ, JAFFEE BD, COVINGTON MB, CONTEL NR,
ENG VM, COLLINS RJ, CZERNIAK PM, GORRY SA, TRZASKOS JM. Renal abnormalities and an
altered inflammatory response in mice lacking cyclooxygenase Il. Nature 1995; 378:406-409.

15] DUBOIS RN, ABRAMSON SB, CROFFORD L, GUPTA RA, SIMON LS, VAN DE PUTTE LB, LIPSKY
PE. Cyclooxygenase in biology and disease. FasebJ 1998; 12: 1063-1073.

16] FOSSLIEN E. Review: molecular pathology of cyclooxygenase-2 in cancer-induced angiogenesis. Ann
Clin Lab Sci 2001; 31: 325-348.

17] FU JY, MASFERRER JL, SEIBERT K, RAZ A, NEEDLEMAN P. The induction and suppression of
prostaglandin H2 synthase (cyclooxygenase) in human monocytes. J Biol Chem 1990; 265: 16737-16740.

18] FUTAKIN, TAKAHASHIS, KITAGAWA T, YAMAKAWA Y, TANAKA M, HIGUCHI S. Selective inhi-
bition of cyclooxygenase-2 by NS-398 in endotoxin shock rats in vivo. Inflamm Res 1997; 46:496-502.

19] GARAVITO RM, DEWITT DL. The cyclooxygenase isoforms: structural insights into the conversion of
arachidonic acid to prostaglandins. Biochim Biophys Acta 1999; 1441: 278-287.

20] GATELY S. The contributions of cyclooxygenase-2 to tumor angiogenesis. Cancer Metastasis Rev
2000; 19: 19-27.

21] GELMAN L, FRUCHART JC, AUWERX J. An update on the mechanisms of action of the peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARs) and their roles in inflammation and cancer. Cell Mol Life Sci
1999; 55:932-943.

22] GIJON MA, LESLIE CC. Regulation ofarachidonic acid release and cytosolic phospholipase A2 activa-
tion. J Leukoc Biol 1999; 65: 330-336.

23] GILROY DW, COLVILLE-NASH PR. New insights into the role of COX 2 in inflammation. J Mol Med
2000;78:121-129.

24] GILROY DW, COLVILLE-NASH PR, WILLIS D, CHIVERS J, PAUL-CLARK MJ, WILLOUGHBY DA.
Inducible cyclooxygenase may have anti-inflammatory properties. Nat Med 1999; 5: 698-701.

25] GILROY DW, TOMLINSON A, WILLOUGHBY DA. Differential effects of inhibitors of cyclooxygenase
(cyclooxygenase 1land cyclooxygenase 2) in acute inflammation. EurJ Pharmacol 1998; 355: 211-217.

26] GOODWIN DC, ROWLINSON SW, MARNETT LJ. Substitution of tyrosine for the proximal histidine
ligand to the heme of prostaglandin endoperoxide synthase 2: implications for the mechanism ofcyclooxy-
genase activation and catalysis. Biochemistry 2000; 39: 5422-5432.

271 HARADA Y, HATANAKA K, KAWAMURA M, SAITO M, OGINO M, MAJIMA M, OHNO T, OGINO
K, YAMAMOTO K, TAKETANIY, YAMAMOTO S, KATORIM. Role of prostaglandin H synthase-2 in
prostaglandin E2 formation in rat carrageenin-induced pleurisy. Prostaglandins 1996; 51: 19-33.

28] HARRIS RC, WANG JL, CHENG HF, ZHANG MZ, MCKANNA JA. Prostaglandins in macula densa
function. Kidney Int Suppl 1998; 67: S49-52.

29] HELLER A, KOCH T, SCHMECK J, VAN ACKERN K. Lipid mediators in inflammatory disorders.
Drugs 1998; 55: 4877196.

30] HERSCHMAN HR. Prostaglandin synthase 2. Biochim Biophys Acta 1996; 1299: 125-140.

31] HERSCHMAN HR, KUJUBU DA, FLETCHER BS, MA Q, VARNUM BC, GILBERT RS, REDDY ST.
The tis genes, primary response genes induced by growth factors and tumor promoters in 3T3 cells. Prog
Nucleic Acid Res Mol Biol 1994; 47: 113-148.

32] HULL M, LIEB K, FIEBICH BL. Anti-inflammatory drugs: a hope for Alzheimer’s disease? Expert Opin
Investig Drugs 2000; 9: 671-683.

33] ISHII' S, SHIMIZU T. Platelet-activating factor (PAF) receptor and genetically engineered PAF receptor
mutant mice. Prog Lipid Res 2000; 39:41-82.

34] JANOWIAK MA, MAGNESS RR, HABERMEHL DA, BIRD IM. Pregnancy increases ovine uterine
artery endothelial cyclooxygenase-1expression. Endocrinology 1998; 139: 765-771.



552 E. KOLACZKOWSKA

[35] JIANG C, TING AT, SEED B. PPAR-gamma agonists inhibit production of monocyte inflammatory
cytokines. Nature 1998; 391: 82-86.

[36] JUN SS, CHEN Z, PACE MC, SHALL ?\V. Estrogen upregulates cyclooxygenase-1 gene expression in
ovine fetal pulmonary artery endothelium. J Clin Invest 1998; 102: 176-183.

[371 KAMINSKI R, KOZAR K, GOLAB J. Cyklooksygenazy, niesteroidalne leki przeciwzapalne i raki jelita
grubego - cze$¢ I. Post Biol Kom 1999; 26: 651-666.

[38] KATORI M, MAJIMA M. Cyclooxygenase-2: its rich diversity of roles and possible application of its
selective inhibitors. Inflamm Res 2000; 49:367-392.

[39] KIEFER JR, PAWLITZ JL, MORELAND KT, STEGEMAN RA, HOOD WF, GIERSE JK, STEVENS
AM, GOODWIN DC, ROWLINSON SW, MARNETT U, STALLINGS WC, KURUMBAIL RG. Structu-
ral insights into the stereochemistry ofthe cyclooxygenase reaction. Nature 2000; 405:97-101.

[40] KOLACZKOWSKA E, SELJELID R, PLYTYCZ B. Role of mast cells in zymosan-induced peritoneal
inflammation in Balb/c and mast cell-deficient WBB6F1 mict.JLeukoc Biol 2001; 69: 33-42.

[41] KOLACZKOWSKA E, SHAHZIDI S, SELJELID R, VAN ROOIEN N, PLYTYCZ B. Early vascular
permeability in murine experimental peritonitis is co-mediated by resident peritoneal macrophages and
mast cells: crucial involvement of macrophage-derived cysteinyl-leukotrienes. Inflammation 2002; 26:
61-71.

[42] KOSAKA T, MIYATA A, IHARA H, HARA S, SUGIMOTO T, TAKEDA O, TAKAHASHIE, TANABE T.
Characterization of the human gene (PTGS2) encoding prostaglandin-endoperoxide synthase 2. Eur J
Biochem 1994; 221:889-897.

[43] KOSHKIN V, DUNFORD HB. Coupling ofthe peroxidase and cyclooxygenase reactions of prostaglandin
H synthase. Biochim Biophys Acta 1999; 1430: 341-348.

[44] KOZAR K, KAMINSKI R, GOLAB J. Cyklooksygenazy, niesteroidalne leki przeciwzapalne i rakijelita
grubego - cze$¢ Il. Post Biol Kom 1999; 26: 667-683.

[45] KUJUBU DA, FLETCHER BS, VARNUM BC, LIM RW, HERSCHMAN HR. TIS 10, a phorbol ester
tumor promoter-inducible mMRNA from Swiss 3T3 cells, encodes a novel prostaglandin synthase/cyclo-
oxygenase homologue. J Biol Chem 1991; 266: 12866-12872.

[46] KURUMBAIL RG, STEVENS AM, GIERSE JK, MCDONALD JJ, STEGEMAN RA, PAKJY, GILDE-
HAUS D, MIYASHIRO JM, PENNING TD, SEIBERT K, ISAKSON PC, STALLINGS WC. Structural
basis for selective inhibition of cyclooxygenase-2 by anti-inflammatory agents. Nature 1996; 384: 644-
648.

[47] LANDINO LM, CREWS BC, GIERSE JK, HAUSER SD, MARNETT LJ. Mutational analysis of the role
of the distal histidine and glutamine residues of prostaglandin-endoperoxide synthase-2 in peroxidase
catalysis, hydroperoxide reduction, and cyclooxygenase activation. J Biol Chem 1997; 272:21565-21574.

[48] LANGENBACH R, LOFTIN C, LEE C, TIANO H. Cyclooxygenase knockout mice: models for elucida-
ting isoform-specific functions. Biochem Pharmacol 1999; 58: 1237-1246.

[49] LANGENBACH R, LOFTIN CD, LEE C, TIANO H. Cyclooxygenase-deficient mice. A summary oftheir
characteristics and susceptibilities to inflammation and carcinogenesis. Ann N YAcad Sei 1999; 889; 52-
61.

[50] LANGENBACH R, MORHAM SG, TIANO HF, LOFTIN CD, GHANAYEM BI, CHULADA PC, MAH-
LER JF, LEE CA, GOULDING EH, KLUCKMAN KD, KIM HS, SMITHIES O. Prostaglandin synthase 1
gene disruption in mice reduces arachidonic acid-induced inflammation and indomethacin-induced gastric
ulceration. Cell 1995; 83: 483792.

[51] LIPSKY LP, ABRAMSON SB, CROFFORD L, DUBOIS RN, SIMON LS, VAN DE PUTTE LB. The
classification of cyclooxygenase inhibitors. J Rheumatol 1998; 25: 2298-2303.

[52] LIPSKY PE. Defining COX-2 inhibitors. J Rheumatol Suppl 2000; 60: 13-16.

[53] LU G, TSAI AL, VAN WART HE, KULMACZ RJ. Comparison of the peroxidase reaction kinetics of
prostaglandin H synthase-1 and -2.J Biol Chem 1999; 274: 16162-16167.

[54] MACNAUGHTON WK, CUSHING K. Role ofconstitutive cyclooxygenase-2 in prostaglandin-dependent
secretion in mouse colon in vitro. J Pharmacol Exp Ther 2000; 293: 539-544.

[55] MAJNOG, JORIS I. Cells, tissues, and disease: principles of general pathology. Blackwell, Oxford, 1996.

[56] MARNETT LJ, ROWLINSON SW, GOODWIN DC, KALGUTKAR AS, LANZO CA. Arachidonic acid
oxygenation by COX-1 and COX-2. Mechanisms of catalysis and inhibition. J Biol Chem 1999; 274:
22903-22906.



ROLA CYKLOOKSYGENAZ W ODCZYNIE ZAPALNYM 553

[57] MASFERRER JL, ZWEIFEL BS, MANNING PT, HAUSER SD, LEAHY KM, SMITH WG, ISAKSON
PC, SEIBERT K. Selective inhibition of inducible cyclooxygenase 2 in vivo is antiinflammatory and
nonulcerogenic. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 3228-3232.

[58] MASFERRER JL, ZWEIFEL BS, SEIBERT K, NEEDLEMAN P. Selective regulation ofcellular cyclooxy-
genase by dexamethasone and endotoxin in mice. J Clin Invest 1990; 86; 1375-1379.

[59] MCADAM BF, CATELLA-LAWSON F, MARDINIIA, KAPOOR S, LAWSON JA, FITZGERALD GA.
Systemic biosynthesis of prostacyclin by cyclooxygenase (COX)-2: the human pharmacology ofa selecti-
ve inhibitor of COX-2. Proc Natl Acad Sci USA 1999; 96: 272-277.

[60] MORHAM SG, LANGENBACH R, LOFTIN CD, TIANO HF, VOULOUMANOS N, JENNETTE JC,
MAHLER JF, KLUCKMAN KD, LEDFORD A, LEE CA, ET AL. Prostaglandin synthase 2 gene disrup-
tion causes severe renal pathology in the mouse. Cell 1995; 83: 473-482.

[61] MORTEAU O. Prostaglandins and inflammation: the cyclooxygenase controversy. Arch Immunol Ther
Exp (Warsz) 2000; 48:473-480.

[62] MURAKAMI M, KAMBE T, SHIMBARA S, KUDO I. Functional coupling between various phospholipa-
se A2s and cyclooxygenases in immediate and delayed prostanoid biosynthetic pathways. J Biol Chem
1999; 274:3103-3115.

[63] NARUMIYA S, SUGIMOTO Y, USHIKUBIF. Prostanoid receptors: structures, properties, and functions.
Physiol Rev 1999; 79: 1193-1226.

[64] NIKI H, TOMINAGA Y, WATANABE-KOBAYASHIM, MUE S, OHUCHIK. Possible participation of
cyclooxygenase-2 in the recurrence of allergic inflammation in rats. EurJ Pharmacol 1997; 320: 193—
200.

[65] QIU ZH, GIJON MA, DE CARVALHO MS, SPENCER DM, LESLIE CC. The role ofcalcium and pho-
sphorylation of cytosolic phospholipase A2 in regulating arachidonic acid release in macrophages. J Biol
Chem 1998; 273:8203-8211.

[66] REDDY BS, RAO CV, SEIBERT K. Evaluation ofcyclooxygenase-2 inhibitor for potential chemopreven-
tive properties in colon carcinogenesis. Cancer Res 1996; 56: 4566-4569.

[67] REDDY ST, HERSCHMAN HR. Transcellular prostaglandin production following mast cell activation is
mediated by proximal secretory phospholipase A2 and distal prostaglandin synthase 1.J Biol Chem 1996;
271: 186-191.

[68] RICOTE M, LI AC, WILLSON TM, KELLY CJ, GLASS CK. The peroxisome proliferator-activated re-
ceptor-gamma is a negative regulator of macrophage activation. Nature 1998; 391: 79-82.

[69] SALMON JA, HIGGS GA. Prostaglandins and leukotrienes as inflammatory mediators. Br Med Bull
1987; 43:285-296.

[70] SEIBERT K, ZHANG Y, LEAHY K, HAUSER S, MASFERRER J, PERKINS W, LEE L, ISAKSON P.
Pharmacological and biochemical demonstration of the role of cyclooxygenase 2 in inflammation and
pain. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 12013-12017.

[71] SIMONIN MA, BORDIJIK, BOYAULT S, BIANCHI A, GOUZE E, BECUWE P, DAUCA M, NETTER P,
TERLAIN B. PPAR-gamma ligands modulate effects of LPS in stimulated rat synovial fibroblasts. Am J
Physiol Cell Physiol 2002; 282: C125-C133.

[72] SLATER D, DENNES W, SAWDY R, ALLPORT V, BENNETT P. Expression ofcyclo-oxygenase types-
land -2 in human fetal membranes throughout pregnancy. J Mol Endocrinol 1999; 22: 125-130.

[73] SLATER DM, DENNES WJ, CAMPA JS, POSTON L, BENNETT PR. Expression of cyclo-oxygenase
types-1and -2 in human myometrium throughout pregnancy. Mol Hum Reprod 1999; 5: 880-884.

[74] SMITH WL, DEWITT DL. Biochemistry of prostaglandin endoperoxide H synthase-1and synthase-2 and
their differential susceptibility to nonsteroidal anti-inflammatory drugs. Semin Nephrol 1995; 15: 179—
194.

[75] SMITH WL, DEWITT DL, GARAVITO RM. Cyclooxygenases: structural, cellular, and molecular biolo-
gy. Annu Rev Biochem 2000; 69: 145-182.

[76] SMITH WL, GARAVITO RM, DEWITT DL. Prostaglandin endoperoxide H synthases (cyclooxygena-
ses)-land -2.J Biol Chem 1996; 271: 33157-33160.

[77] STRAUS DS, PASCUAL G, LI M, WELCH JS, RICOTE M, HSIANG CH, SENGCHANTHALANGSY
LL, GHOSH G, GLASS CK. 15-deoxy-delta 12,14-prostaglandin J2 inhibits multiple steps in the NF-
kappa B signaling pathway. Proc Natl Acad Sci USA 2000; 97:4844-4849.

[78] TENG X, ZHANG H, SNEAD C, CATRAVAS JD. Molecular mechanisms of iNOS induction by IL-1beta
and IFN-gamma in rat aortic smooth muscle cells. Am J Physiol Cell Physiol 2002; 282: C144-C152.



554 E. KOLACZKOWSKA

[79] TOMLINSON A, APPLETON I, MOORE AR, GILROY DW, WILLIS D, MITCHELL JA, WILLO-
UGHBY DA. Cyclo-oxygenase and nitric oxide synthase isoforms in rat carrageenin-induced pleurisy.
B rJ Pharmacol 1994; 113: 693-69C.

[80] TSUJI S, TSUJII M, KAWANO S, HORI M. Cyclooxygenase-2 upregulation as a perigenetic change in
carcinogenesis. J Exp Clin Cancer Res 2001; 20: 117-129.

[81] VAN RYN J, TRUMMLITZ G, PAIRET M. COX-2 selectivity and inflammatory processes. Curr Med
Chem 2000; 7: 1145-1161.

[82] VANE JR, MITCHELL JA, APPLETON I, TOMLINSON A, BISHOP-BAILEY D, CROXTALL J, WIL-
LOUGHBY DA. Inducible isoforms of cyclooxygenase and nitric-oxide synthase in inflammation. Proc
Natl Acad Sci USA 1994; 91: 2046-2050.

[83] WILLIAMS CS, DUBOIS RN. Prostaglandin endoperoxide synthase: why two isoforms? Am J Physiol
1996; 270: G3937100.

[84] WILLIAMS TJ. Prostaglandin E2, prostaglandin 12 and the vascular changes of inflammation. BrJ Pharma-
col 1979; 65: 517-524.

[85] WILLOUGHBY DA, MOORE AR, COLVILLE-NASH PR. COX-I, COX-2, and COX-3 and the future
treatment of chronic inflammatory disease. Lancet 2000; 355: 646-648.

[86] WILLOUGHBY DA, MOORE AR, COLVILLE-NASH PR, GILROY D. Resolution of inflammation. Int
J Immunopharmacol 2000; 22: 1131-1 135.

[87] XIE WL, CHIPMAN JG, ROBERTSON DL, ERIKSON RL, SIMMONS DL. Expression of a mitogen-
responsive gene encoding prostaglandin synthase is regulated by mRNA splicing. Proc Natl Acad Sci USA
1991; 88: 2692-2696.

[88] XU XM, TANG JL, CHEN X, WANG LH, WU KK. Involvement oftwo Spl elements in basal endothelial
prostaglandin H synthase-1 promoter activity. J Biol Chem 1997; 272: 6943-6950.

[89] YASOJIMA K, SCHWAB C, MCGEER EG, MCGEER PL. Distribution ofcyclooxygenase-1and cyclo-
oxygenase-2 mMRNAs and proteins in human brain and peripheral organs. Brain Res 1999; 830: 226-
236.

Redaktor prowadzgcy - Maciej Zabel
Otrzymano: 14.02.2002 r.
Przyjeto: 19.04.2002 .
Adres autora: ul. R.Ingardena 6, 30-060 Krakow
E-mail: kolac@zuk. iz. uj.edu.pl.



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 29 2002 NR 4 (555-578)

CYKLOOKSYGENAZY II. NIESTEROIDOWE LEKI
PRZECIWZAPALNE JAKO ICH INHIBITORY1

CYCLOOXYGENASES Il. NONSTEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY
DRUGS AS THEIR INHIBITORS

Elzbieta Kotaczkowska*

Zaktad Immunobiologii Ewolucyjnej, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski

Streszczenie: Odkryta w 1897 roku aspiryna (kwas acetylosalicylowy) byta najwazniejszym i najpow-
szechniej stosowanym lekiem przeciwzapalnym, przeciwb6lowym i przeciwgoragczkowym w XX wie-
ku. Aspiryna ijej analogi o wspdélnej nazwie Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne (NSAIDs) dziataja
poprzez wspdlny mechanizm oparty na zdolno$ci do hamowania enzymoéw cyklooksygenaz. Cyklook-
sygenazy istnieja w co najmniej dw6ch odmianach: konstytutywnej (COX-I) i indukowanej (COX-2).
Aspiryna i pozostate klasyczne NSAIDs powodujg zahamowanie obu izoform COX. Poniewaz prosta-
glandyny produkowane w wyniku aktywnosci katalitycznej COX-l ochraniajg btone sluzowga przewo-
du pokarmowego, dlatego tez zahamowanie jej aktywnosci prowadzi do owrzodzen zotgdka i dwunast-
nicy. W celu zapobiegania rozwojowi owrzodzen mozna réwnolegle podawac leki ostaniajgce $luzéwke
przewodu pokarmowego oraz zastepowaé klasyczne NSAIDs przez ich odpowiedniki uwalniajace
tlenek azotu badz potgczone z fosfolipidami amfipatycznymi. Najnowsze badania pozwolity na stwo-
rzenie selektywnych inhibitorow COX-2, ktére powoduja tylko zahamowanie COX-2 odpowiedzialnej
za symptomy zapalenia i reakcje bélowe. Nowa generacja NSAIDs charakteryzuje sie podniesionym
bezpieczenstwem, cho¢ nie jest wolna od efektéw ubocznych. Efekty te sa konsekwencjg konstytutyw-
nej ekspresji COX-2 w nerkach, gojacych sie wrzodach i uktadzie rozrodczym. Coraz wigcej doniesien
wskazuje na istnienie trzeciej izoformy COX (COX-3), w tym badania nad paracetamolem. Mechanizm
dziatania tego leku byt dotychczas nieznany. Zdolno$¢ paracetamolu do hamowania bélu i gorgczki, ale
nie zapalenia, przy niskiej selektywnosci dla COX-l i COX-2, wydaje sie potwierdza¢ te hipoteze.
Powyzsze odkrycia zmienity pozycje aspiryny w XXI wieku. Jest ona obecnie zalecana, w matych
dawkach, jako lek przeciwzakrzepowy w zwiazku z wytaczng obecnoscig COX-1 w ptytkach krwi.

Stowa 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 most important and common
anti-inflammatory, analgesic and anti-pyretic drug throughout the twentieth century. Aspirin and aspi-
rin-like drugs, named commonly Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs (NSAIDs), exert their action
through inhibition of 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 mucosa of gastrointestinal tract, inhibi-
tion of this isoform leads to ulceration of stomach and duodenum. In order to preventulcer development
mucosal coating drugs can be co-administrated, or classical NSAIDs may be substituted by NSAIDs
releasing nitric oxide or associated with zwitterionic phospholipids. Recent studies led to development
of selective COX-2 inhibitors inhibiting only COX-2 that is involved in inflammation and pain. New
generation of NSAIDs is safer but not free of side effects that are due to constitutive expression of COX-
2 in kidneys, healing ulcers and reproductive tract. Increasing number of studies, including those on
paracetamol, implies existence ofthe third COX isoform (COX-3). Till now the mechanism of paraceta-
mol action was unknown. The fact that paracetamol reduces pain and fever but not inflammation, while
possessing low selectivity for COX-1 and COX-2, seems to confirm this hypothesis. Above discoveries
changed the position of aspirin in the twenty-first century. Nowadays, low-dose aspirin is recommen-
ded as an anti-thrombotic drug since platelets contain exclusively COX-1.

Key words: COX - NSAID-non-selective COX inhibitors - selective COX-2 inhibitors - COX-3-
aspirin - paracetamol

»Najlepszym sposobem pozbycia sie problemujestjego rozwigzanie

Alan A. Saporta

WPROWADZENIE

Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne (ang. Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs\
NSAIDs) to grupa lekéw dziatajgca gtdwnie, cho¢ nie wytgcznie [87, 91], poprzez
hamowanie aktywnos$ci cyklooksygenazy (COX), enzymu uczestniczacego w
biosyntezie prostaglandyn [92]. Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne, a wsrod nich
aspiryna, nalezg do najczesciej przyjmowanych $Srodkéw, gdyz w samych Stanach
Zjednoczonych 17 min ludzi przyjmuje je codziennie [36], ale rGwnoczesnie powoduja
najwieksze komplikacje sposréd wszystkich stosowanych terapii - prawdopodobieristwo
wystgpienia owrzodzenia przewodu pokarmowego wynosi 20-30%, a ryzyko
hospitalizacji dotyczy 1-2% pacjentow rocznie [32]. Cyklooksygenazy istniejg w co
najmniej dwoch odmianach: konstytutywnej (COX-I) i indukowanej (COX-2).
Stwierdzono, iz cytotoksyczno$é NSAIDs jest konsekwencjg zahamowania COX-I,
gdyz produkowane konstytutywnie prostaglandyny spetniajg funkcje ochronne w
przewodzie pokarmowym. Przetom w badaniach nad udoskonalaniem NSAIDs
zwigzany jest z odkryciem drugiej izoformy COX (COX-2) i zsyntetyzowaniem jej
selektywnych inhibitoréw o znacznie podwyzszonym poziomie bezpieczenstwa [19,
30, 71]. Pomimo iz inhibitory te nie sg catkowicie wolne od efektéw ubocznych, ich
zastosowanie otworzyto nowy rozdziat w leczeniu stanéw patologicznych, w tym reakcji
zapalnych.
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Ostatnie badania wykazuja istnienie trzeciej izoformy COX (COX-3). Cze$¢ z nich
wskazuje, iz paracetamol moze by¢ pierwszym poznanym inhibitorem COX-3 [5,6].

HISTORIA ODKRYCIA NIESTEROIDOWYCH LEKOW
PRZECIWZAPALNYCH

Odnalezione kamienne tablice pochodzace z czaséw cywilizacji sumeryjskiej ujawnity,
iz Asyryjczycy uzywali wyciggu z lisci wierzby do leczenia bdlu miesni. Réwniez
starozytni Egipcjanie i Grecy stosowali wyciag z lisci lub kory wierzby w leczeniu
stan6w zapalnych ijako $rodka przeciwbélowego [37]. Chociaz w ciggu nastepnych
wiekow ekstrakt z kory wierzby byt powszechnie uzywany jako analgetyk i srodek
przeciwzapalny, dopiero w XI1X wieku wyizolowano z niego aktywny zwigzek, salicyline.
W 31 lat pdzniej, w roku 1859, z salicyliny wyizolowano kwas salicylowy, ktory zostat
nastepnie zsyntetyzowany [38]. Byt on powszechnie uzywany ze wzgledu na
skuteczno$¢ w obnizaniu stanéw gorgczkowych, znoszeniu bolu i leczeniu stanéw
zapalnych. Najwiekszg jego wadg byt okropny smak. Jak glosi legenda, ta wiasnie
cecha popchneta Feliksa Hoffmana, miodego chemika zatrudnionego w firmie Bayer
do badan, ktére doprowadzity do zsyntetyzowania kwasu acetylosalicylowego w 1897
r. [93]. Ot6z ojciec F. Hoffmana cierpiat z powodu zaawansowanego reumatyzmu i
miat zacheca¢ syna do stworzenia mniej gorzkiego, neutralnego w smaku leku. Kwas
acetylosalicylowy otrzymat handlowg nazwe Aspiryna (niem. Aspiryn): ,,A” oznacza
grupe acetylowa, a ,,spir” pochodzi od nazwy gatunkowej tawuty (Spirea ulmania), z
ktdrej wyizolowano go po raz pierwszy [38]. Heinrich Dreser, dyrektor naukowy w
Bayer, przetestowat aspiryne na sobie i na zwierzetach laboratoryjnych, a badania te
potwierdzity, iz jest skutecznym analgetykiem, lekiem przeciwgorgczkowym i
przeciwzapalnym [16]. Obecnie szacuje sig, ze roczna $wiatowa produkcja aspiryny
wynosi 50 tysiecy ton, a $rednia liczba tabletek przyjmowanych przezjednego pacjenta
to 80 sztuk rocznie [91]. Wskazniki te bylyby na pewno wyzsze, gdyby nie fakt, iz
poczawszy od lat pieédziesiatych zsyntetyzowano wiele pochodnych kwasu ace-
tylosalicylowego, ktére obecne sg na rynku (okoto 15 specyfikéw). Poszukiwania tych
lekéw zwigzane byty z faktem, ze przyjmowanie aspiryny wywotywato powazne efekty
uboczne, w tym uszkodzenia nerek i przewodu pokarmowego (szczeg6ty ponizej).
Kolejne Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne, takie jak: ibuprofen, indometacyna,
naproksen, maja wtasciwosci przeciwzapalne zblizone do aspiryny, ale z nieco tylko
ztagodzonymi skutkami ubocznymi, co wynika z faktu, iz hamujg aktywno$¢ obu izoform
cyklooksygenazy (inhibitory nieselektywne) [38]. Leki te okreslamy mianem
klasycznych Niesteroidowych Lekéw Przeciwzapalnych. NSAIDs najnowszej generacji
to selektywne inhibitory cyklooksygenazy-2 [19,52,93].
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SKUTKI UBOCZNE PRZYIJMOWANIA KLASYCZNYCH
NIESTEROIDOWYCH LEKOW PRZECIWZAPALNYCH
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM ZMIAN
W PRZEWODZIE POKARMOWYM

Klasyczne NSAIDs moga powodowaé¢ powazne efekty uboczne, takie jak:
zahamowanie agregacji ptytek krwi, zwiekszenie ci$nienia krwi u chorych z
nadcisnieniem oraz komplikacje zwigzane z przyjmowaniem lekéw obnizajacych
ci$nienie (np. moczopednych iblokerdw receptoréw (3-adrenergicznych) [58,63]. Leki
te wywotujg réwniez niepozadane efekty u os6b chorych na marsko$¢ watroby i z
chorobami nerek. Nefrotoksyczno$é NSAIDs obejmuje zatrzymywanie wody i
elektrolitéw prowadzace do powstania opuchlizny, ostrg niewydolno$é nerek i inne
stany chorobowe [101].

Przede wszystkim jednak NSAIDs powodujg powazne uszkodzenia przewodu
pokarmowego. Cytotoksycznos¢ dla komérek nabtonka $luzéwki wydaje sie skore-
lowana z hamujacym wptywem danego leku na aktywno$¢ COX-l (tab. 1).
Prostaglandyny bedace produktami aktywnosci katalitycznej tej izoformy odgrywajg
wazng role w normalnych procesach fizjologicznych zachodzacych w $luzéwce
przewodu pokarmowego [94-96]. Prostaglandyny stymulujg wydzielanie $luzu,
pomagajgutrzymac przeptyw krwi w sluzdwce oraz regulujg cykl komérkowy i naprawe
$luzoéwki (ryc. 1) [96]. W przypadku zahamowania produkcji prostaglandyn na skutek
inaktywacji COX-1, procesy te zostaja zaktocone i przewdd pokarmowy jest narazony
na dziatanie kwaséw zotgdkowych. Prowadzi to do réznorodnych komplikacji, od
niegroznej niestrawnosci do powstania wrzodéw zagrazajacych zyciu [32]. Ponadto,
niektore klasyczne NSAIDs moga powodowac bezposrednie uszkodzenia btony $luzowej
przewodu pokarmowego na skutek przenikania przez btone lipidowa do wnetrza komérek
$luzowki powodujac ich zniszczenie [32]. Aspiryna, na przyktad, przy niskim pH jest
niezjonizowana i przez to rozpuszczalna w ttuszczach, co umozliwiajej wnikniecie do
komorek nabtonka $luzowki. W wewnatrzkomoérkowym pH aspiryna traci jednak
zdolno$¢ rozpuszczania sie w tluszczach i zostaje uwieziona wewnatrz komorki.
Prowadzi to do zahamowania funkcji zyciowych komorki, prawdopodobnie na skutek
zatrzymania przebiegu fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach [32].

TABELA 1. Zalezno$¢ pomiedzy niska selektywnoscig przyktadowych Niesteroidowych Lekéw
Przeciwzapalnych a zwigekszonym ryzykiem uszkodzenia btony $luzowej zotadka i dwunastnicy

SELEKTYWNOSC INHIBITOROW DLA COX-2 [65]
Azapropazon < Piroksykam < Ibuprofen < Naproksen < Indometacyna < Diklofenak

STOPIEN CYTOTOKSYCZNOSCI [32]
Azapropazon > Piroksykam > Indometacyna > Naproksen > Diklofenak > Ibuprofen
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RYCINA 1 Procesy kontrolowane przez prostaglandyny produkowane przez komérki btony $luzowej
przewodu pokarmowego [93-95]

Istnieja rowniez doniesienia poddajace w watpliwos¢, iz zdolnos¢ NSAIDs do
zahamowania produkcji prostaglandyn zaleznych od COX-I jest odpowiedzialna za
uszkodzenia dolnego odcinka przewodu pokarmowego, a przynajmniej, izjest gtéwnym
mechanizmem wiodacym do tego efektu. Powyzsze watpliwosci sg szczeg6towo
dyskutowane w artykule przeglagdowym autorstwa Lichtenbergera [48]. Sg one oparte
na pojedynczych obserwacjach zaréwno doswiadczalnych, jak i klinicznych, wska-
zujacych na brak korelacji pomiedzy zmniejszeniem poziomu prostaglandyn w $luzéwce
a powstawaniem owrzodzen i krwawien przewodu pokarmowego [11]. Komdérki
nabtonka $luzowki (np. zotgdka) wydzielajg fosfolipidy, gtownie fosfatydylocholine,
ktére tworzg ochronng bariere hydrofobowg. NSAIDs reagujg z nimi chemicznie
destabilizujac te warstwe fosfolipidow [28]. Oddziatywania takie moga prowadzi¢ do
ekspozycji btony sluzowej i komérek nabtonka $luzéwki na szkodliwe dziatanie kwaséw
(m.in. HC1) i soli kwaséw z6tciowych [50]. Pokazano réwniez, iz NSAIDs sgwydzielane
do zékci, awiec wigczane saw system krazeniajelitowo-watrobowego [48]. Fosfolipidy
zawarte w zékci, podobnie jak w btonie Sluzowej, sq odpowiedzialne za redukcje
cytotoksycznosci soli kwaséw zotciowych. W normalnych warunkach fosfolipidy
zawarte w zoétci tworzg micelle z solami kwaséw zo6tciowych (micelle mieszane)
prowadzac do neutralizacji kwasow. NSAIDs wigzac fosfolipidy powodujg prze-
ksztatcenia mieszanych micelli w micelle cytotoksycznych soli kwaséw zotciowych
[2].

Powyzszg hipoteze wydaja sie wspiera¢ dane pochodzace z badan nad zwierzetami
pozbawionymi COX-l (cox-I'/cox-2+), u ktérych istotnie nie stwierdzono tworzenia
sie spontanicznego owrzodzenia pomimo braku konstytutywnej produkcji prostaglandyn
w przewodzie pokarmowym [43]. Ponadto opublikowano doniesienie, iz niedawno
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zsyntetyzowany selektywny inhibitor COX-1 (SC-560) wywotat uszkodzenia $luzéwki
zotadka tylko przy réwnoczesnym podaniu selektywnego inhibitora COX-2 (celekoksib)
[97].

Aczkolwiek powyzsze rozwazania wydajg sie spdjne i prawdopodobne, to nie
wyjasniajg, dlaczego tylko klasyczne NSAIDs, blokujgce zaréwno aktywno$é¢ COX-
1,jak i COX-2, ale nieselektywne inhibitory COX-2 powodujg uszkodzenia przewodu
pokarmowego. Wydaje sie, ze problem ten jest bardziej skomplikowany i wymaga
dalszych badan nad wyjasnieniem wszystkich mozliwych mechanizméw. Zgodnie z
obecnym stanem wiedzy, za cytotoksyczno$¢ NSAIDs w odcinku zotgdkowo-jelitowym
przewodu pokarmowego odpowiedzialne jest hamowanie aktywnosci COX-1 [19,32,
94,95].

Istotnym problemem zwigzanym z przyjmowaniem klasycznych NSAIDsjest réwniez
brak tolerancji dla tych lekéw w niektérych chorobach alergicznych, np. w astmie.
Astma aspirynowa (ang. aspirin-induced asthma; AIA) to wariant astmy
obserwowany u ok. 10% dorostych oséb (2,5-krotnie czesciej sg to kobiety niz
mezczyzni) cierpigcych na te chorobe [80-82]. U wigkszoSci pacjentéw pierwsze
symptomy (intensywny niezyt nosa) pojawiajg sie po przekroczeniu 30 roku zycia, aw
ciggu kilku lat rozwija sie astma oskrzelowa, ktorej towarzyszy brak tolerancji dla
aspiryny [81]. U pacjentdw cierpigcych na AIA podanie aspiryny lub innego klasycznego
NSAID wywotuje zagrazajace zyciu ostre ataki astmy, ktérym towarzyszy wyciek z
nosa, przekrwienie spojoéwek, zaczerwienienie twarzy iszyi [82]. Pomimo zaniechania
przyjmowania NSAIDs astma aspirynowa nie cofa sie (np. we krwi utrzymuje sie
podwyzszona liczba eozynofili) i moze pozosta¢ na cate zycie. Obecnie za najbardziej
prawdopodobne wyttumaczenie farmakologicznych i klinicznych objawow AIA uwaza
sie ,teorie cyklooksygenazy” [80]. Zgodnie z tg teoriag ataki AIA sg konsekwencja
zahamowania COX przez aspiryne i inne NSAIDs w drogach oddechowych.
Towarzyszy temu zwiekszona produkcja leukotrienéw cysteinowych, w tym LTC4;
jest to najprawdopodobniej mechanizm kompensujgcy zahamowanie produkcji
prostaglandyn (poréwnaj w [40]). Z kolei LTC4jest najwazniejszym mediatorem
zwezajacym oskrzela, co ttumaczy ostre ataki astmy [80]. Ostatnio pokazano, iz astma
aspirynowajest wywotywana przez NSAIDs, ktdre hamujgobie cyklooksygenazy lub
COX-1, ale nie COX-2 [81]. Stad selektywne inhibitory COX-2 moga by¢ bezpiecznie
przyjmowane przez pacjentéw z AlA.

Réwnoczesne podanie lekéw uzywanych w leczeniu owrzodzen
przewodu pokarmowego

Efekty uboczne wywotywane przez klasyczne NSAIDs, przy ich powszechnym
i czesto chronicznym przyjmowaniu, zainicjowaty badania nad zastosowaniem lekéw
ostaniajacych btone sluzowa przewodu pokarmowego, lekéw hamujacych wydzielanie
sokow zotgdkowych i analogéw prostaglandyn, jako lekéw profilaktycznych w
przyjmowaniu NSAIDs.
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Leki ostaniajgce btong $luzowg zotgdka - Sukralfat (Sucralfate) jest jedynym
lekiem z tej grupy, ktory byt testowany pod katem zapobiegania cytotoksycznosci
NSAIDs [32]. Leki te majg cechy, z ktérymi wigzano duze nadzieje: pokrywaja
owrzodzona btone $luzowa, wchtaniajg powierzchniowo pepsyne i kwasy z6tciowe,
stymulujg produkcje prostaglandyn endogennych [13]. Jednak testy kliniczne wykazaty
ich mata skuteczno$¢ w zapobieganiu tworzenia owrzodzen wywotywanych przez
klasyczne NSAIDs, a jedyng obserwowang poprawg byto zmniejszenie problemow
zwigzanych z niestrawnoscia [32]. Ponadto leki ostaniajgce btone $luzowg zotadka
moga zmniejsza¢ wchianianie stosowanych lekéw [8].

Antagonisci receptoréw histaminowych typu //, - Leki z tej grupy majg zdolnos$¢
do blokowania akcji histaminy, ktéra w wyniku interakcji ze swoimi receptorami typu
drugiego (H2 indukuje wydzielanie kwaséw zotgdkowych [34]. Stosowanie
antagonistéw receptorow H2(m.in. ranitydyny) w dawkach standardowych okazato
sie skuteczne w zapobieganiu powstawaniu owrzodzenia dwunastnicy, ale nie zotgdka,
podczas gdy to witasnie ten drugi typ stanowi najwiekszy problem u pacjentow
przyjmujacych NSAIDs [32]. Przeprowadzono réwniez testy kliniczne, w ktorych
wraz z NSAIDs podawano pacjentom wysokie dawki famotydyny (Famotidine).
Okazato sig, izw wysokich dawkach lek ten chronit przed owrzodzeniami obu narzadéw
[83]. Co ciekawe, podobnego zjawiska nie zaobserwowano w przypadku duzych dawek
ranitydyny (Ranitidine) [86]. Wyniki te moga sugerowac, iz owrzodzenie btony $luzowej
zoladka, ale nie dwunastnicy, jest niezalezne od dziatalno$ci kwaséw, cho¢ mechanizm
tego zjawiska w przypadku wysokiej dawki famotydyny nie jest jeszcze poznany [94].

Inhibitory pompy protonowej - Leki z tej grupy hamujg dziatanie pompy
wodorowej (protonowej) generujacej gradient stezenia protonow po obu stronach btony
komorkowej. Gradient ten stuzy do transportujondw i drobnoczasteczkowych zwigzkow
organicznych, wykorzystywanych przez komérki btony $luzowej zotgdka do produkcji
kwasu solnego [55]. Prowadzi to do zmniejszenia uszkodzen btony $luzowej przez
NSAIDs dzieki wzrostowi pH soku zotgdkowego do 4 i powyzej, jak obserwowano w
testach nad omeprazolem (Omeprazole) [31]. Lek ten okazat sie skuteczny w
zapobieganiu powstawaniu owrzodzen zotgdka i dwunastnicy (z wyjatkiem po-
wierzchownych nadzerek) oraz w zapobieganiu nawrotom choroby wrzodowej u
chorych przyjmujgcych NSAIDs przewlekle [12]. Wyniki te spowodowaty, iz omeprazol
jest stosowany w praktyce. Niemniej nalezy zaznaczy¢, iz jego skuteczno$¢ w
powaznych przypadkach owrzodzen jest ciggle nieznana [32].

Analogi prostaglandyn - Najlepiej zbadanym lekiem z tej grupy jest mizoprostol
(Misoprostol) bedacy syntetycznym analogiem prostaglandyny Ej [32]. Suplementacja
PGE,, przez podanie mizoprostolu, umozliwia utrzymanie integralnosci btony $luzowej
ijej prawidtowego ukrwienia [64]. Lek ten ma réwniez pewne zdolno$ci do redukcji
poziomu wydzielanych kwasow zotgdkowych. Podobnie jak omeprazol, mizoprostol
okazat sie skuteczny w profilaktyce owrzodzeri zaréwno zotadka, jak i dwunastnicy
[31]. Ponadto lek ten zmniejsza powstawanie powaznych komplikacji wynikajgcych z
owrzodzenia bton Sluzowych po terapii NSAIDs [64]. Niestety jednak leczenie
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mizoprosolem jest czesto Zle znoszone z powodu niepozgdanych skutkéw ubocznych,
takichjak: biegunki ibole brzucha [32].

Roéwnoczesne podanie, wraz z NSAIDs, lekéw uzywanych w leczeniu owrzodzeh
przewodu pokarmowego okazuje sie by¢ skuteczng metoda, gtownie w przypadku
omeprazolu i mizoprostolu. Ranitydyna jest zalecana dla pacjentéw z chorobg
wrzodowg dwunastnicy. Przeprowadzono testy kliniczne, w ktérych bezpos$rednio
poréwnywano skuteczno$¢ powyzszych lekow [31,32,105]. Okazalo sie, iz omeprazol
by} statystycznie znaczgco bardziej efektywny niz ranitydyna w leczeniujuz istniejgcych
wrzodow [105], podczas gdy skuteczno$¢ mizoprostolu byta zblizona [31]. Omeprazol
byt najskuteczniejszy w zapobieganiu nawrotéw choroby wrzodowej i w przeciwdziataniu
niestrawnosci. Ponadto omeprazol byt lepiej tolerowany niz mizoprostol [32]. Z kolei
w leczeniu powierzchniowych nadzerek btony $luzowej zotgdka lepsze wyniki
obserwowano po zastosowaniu mizoprostolu [31]. Podsumowujac, cho¢ powyzsze
leki stosowane wraz z klasycznymi NSAIDs powodowaty poprawe niektorych
parametrow zwigzanych z uszkodzeniami btony $luzowej, tojednak zaden nie byt wolny
od efektdow ubocznych. Dodatkowym mankamentem takiej terapii jest obcigzenie
pacjenta drugim lekiem, rowniez nie zawsze dobrze tolerowanym.

Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne uwalniajgce tlenek azotu (NO-NSAIDs)

Kolejne badania majace na celu rozwigzanie problemu cytotoksycznosci
klasycznych NSAIDs zostaty skierowane na udoskonalenie lekdw juz istniejgcych.
Efektem tych badan byto zsyntetyzowanie NSAIDs zmodyfikowanych przez dodanie
im fragmentu uwalniajgcego tlenek azotu (NO; ang. nitric oxide). Stworzono w ten
sposéb, na przyktad, zmodyfikowang aspiryne (ryc. 2) [59, 95, 98]. Zsyntetyzowane
NO-NSAIDs maja dodatkowy fragment nitroksybutylowy (z grupg N02 lub
nitrozotiolowy (z grupg NO) potaczony z NSAID wigzaniem estrowym [20]. Wybdr
tlenku azotu nie byt przypadkowy, gdyz wiadomo obecnie, iz mediator ten odgrywa
wazna role w ochronie przewodu pokarmowego, awiele zjego dziatar jest wspolnych
z prostaglandynami [96,97,99]. W szczeg6lnosci teoretyczng podstawg do stworzenia
NO-NSAIDs byty nastepujace obserwacje [20, 59, 94-97, 99]:

m zaréwno prostaglandyny (PG), jak itlenek azotu (NO) sa niezbedne do efektyw-
nej obrony Sluzéwki przewodu pokarmowego;

m  zwigzki te wspotreguluja przeptyw krwi przez $sluzéwke, wydzielanie $luzu i na-
prawe uszkodzen btony Sluzowej;

m zahamowanie produkcji badz PG badz NO moze by¢ kompensowane poprzez
wzrost aktywnosci drugiego z tych mediatoréw; czynniki te moga réwniez krzy-
zowo regulowac aktywnos$¢ syntaz odpowiedzialnych za ich produkcje (COX,
NOS) [60, 70].

Majac ma uwadze powyzsze zaleznosci, stworzono Niesteroidowe Leki Przeciw-
zapalne uwalniajgce tlenek azotu, ktore, jak sie spodziewano, bedg wykazywaty
toksyczno$¢é mniejsza niz wyjsciowe NSAIDs, pomimo nieselektywnego hamowania
aktywnosci COX [94]. Zsyntetyzowane nitroksybutylo-NO-NSAIDs przetestowano
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RYCINA 2. Struktura chemiczna czasteczki aspiryny (kwasu acetylosalicylowego) i czasteczki NCX
4040, aspiryny zmodyfikowanej przez dodanie fragmentu uwalniajgcego tlenek azotu (NO) [97]

nastepnie na zwierzetach. Badania te potwierdzity, iz leki te majg niezmienione
wiasciwosci przeciwzapalne i przeciwbolowe, przy réwnoczesnym braku efektow
ubocznych w przewodzie pokarmowym [15, 85]. Mechanizm dziatania NO-NSAIDs
polega na tym, iz komponent NSAID hamuje aktywno$¢ obu cyklooksygenaz, co
prowadzi do zahamowania zapalenia, zniesienia bdlu, obnizenia goraczki i zmniejszenia
aktywnosci plytek krwi. Rownocze$nie uwalniany NO przeciwdziata wywotanym
przez zahamowanie aktywnosci COX-I efektom ubocznym, takim jak: zwiekszone
przyleganie neutrofili do komorek Srodbtonka, zmniejszenie przeptywu krwi przez
Sluzéwke, zmniejszenie wydzielania $luzu i zwiekszenie produkcji wolnych rodnikéw.
Dzieki temu nie dochodzi do uszkodzenia btony $luzowej przewodu pokarmowego
(ryc. 3) [15, 59, 94]. Wbrew obawom nie zaobserwowano systemowych efektow
ubocznych uwalniania NO (np. zmian ci$nienia tetniczego), najprawdopodobniej dzieki
temu, izNO jest uwalniany powoli i/lub w matych ilosciach [94]. Ponadto, NO-NSAIDs
przyspieszaja gojenie sie istniejagcych juz wrzodéw [18] oraz przywracaja normalne
funkcjonowanie nerek [22].

Pozytywne wyniki badafn na zwierzetach eksperymentalnych pozwolity na
rozpoczecie badan klinicznych, ktore sg obecnie w toku [32, 95].

Niesteroidowe Leki Przeciwzapalne
potaczone z amfipatycznymi fosfolipidami

Biofizyczne wiasciwosci blony sluzowej zotgdka przejawiajg sie powstaniem
bariery hydrofobowej, ktéra nie tylko pokrywa znajdujacy sie ponizej nabtonek, ale
réwniez tworzy warstwe chronigcg przed dziataniem kwasdw zotgdkowych (poréwnaj
w Skutki uboczne przyjmowania klasycznych Niesteroidowych Lekéw Przeciw-
zapalnych) [48]. Lichtenberger i Goddard pokazali, iz NSAIDs taczac sie z fosfolipidami
zlokalizowanymi na powierzchni $luzéwki powodujg zniesienie wiasciwosci
hydrofobowych tej warstwy przyczyniajac sie do uszkodzen znajdujacych sie ponizej
komorek [94]. Zgodnie z ich hipotezg potgczenie klasycznych NSAIDs z
amfipatycznymi fosfolipidami powinno zredukowa¢ wywolywane przez nie owrzodzenia
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RYCINA 3. Mechanizm dziatania Niesteroidowych Lekéw Przeciwzapalnych uwalniajacych tlenek
azotu (NO-NSAIDs) [93 zmodyfikowane]

odcinka zotadkowo-jelitowego przewodu pokarmowego. Na podstawie powyzszej
hipotezy L. Lichtenberg i zesp6t stworzyli aspiryne potgczong z dwupalmitylo-
fosfatydylocholing(DPPC) [51,94]. Testy na modelach zwierzecych potwierdzity, iz
DPPC-aspiryna nie spowodowata obnizenia hydrofobowosci btony Sluzowej,
krwawienia ani innych uszkodzen btony $luzowej zotgdka. Ponadto przy stosowaniu
DPPC-aspiryny nie tylko nie stwierdzono obnizenia przeciwzapalnego,
przeciwbdlowego i przeciwgoraczkowego oddziatywania, ale wrecz jego zwiekszenie
w stosunku do aspiryny [51]. Przeprowadzono réwniez badania na zdrowych
ochotnikach, ktérym podawano przez 4 dni aspiryne lub aspiryne potgczong z
fosfatydylocholing [1]. Uzyskane wyniki wskazujg, iz zmodyfikowana aspiryna
prowadzita do zmniejszenia uszkodzen btony Sluzowej zotgdka, ale nie dwunastnicy i
nie naruszyta warstwy hydrofobowej [94]. DPPC-aspiryna musi by¢ jeszcze
przetestowana u pacjentéw przyjmujgcych lek w sposéb chroniczny. Ostatnio
opublikowano wyniki badan nad DPPC-ibuprofenem, innym klasycznym NSAID, na
ostrym i chronicznym modelu zapalenia stawow wywotanym przez podanie szczurom
kompletnego adjuwanta Freunda [49]. Uzyskane rezultaty wskazujg na podobng
zalezno$¢ jak w przypadku DPPC-aspiryny: wzrost przeciwzapalnych i przeciw-
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bélowych wiasciwosci ibuprofenu. Choc efekt ten jest istotny, to dla petnej oceny
przydatnosci DPPC-ibuprofenu niezbedne jest jeszcze przeprowadzenie badan nad
jego cytotoksycznos$cig w stosunku do btony sluzowej przewodu pokarmowego.

SELEKTYWNE INHIBITORY CYKLOOKSYGENAZY-2

Badaniom nad skutecznos$cig i bezpieczenstwem klasycznych NSAIDs towarzyszyty
badania nad stworzeniem selektywnych inhibitorow COX-2. Jezeli bowiem przeciw-
zapalne i przeciwbdlowe wiasciwosci NSAIDs wynikajg z ich zdolnoSci do zaha-
mowania COX-2, a efekty uboczne sg konsekwencjg zahamowania COX-1 [91], to
zablokowanie aktywnosci tylko drugiej izoformy COX powinno rozwigza¢ problem
cytotoksycznosci NSAIDs. Ale jak w tym kontekScie wyttumaczy¢ przeciwzapalne
wiasciwosci aspiryny hamujacej COX-1? Obecnie istnieje coraz wiecej wskazéwek
na to, ze aspiryna dziata rowniez poprzez inne mechanizmy niz blokowanie COX-1:
powoduje zahamowanie NFkB, dziata pro-apoptotycznie, modyfikuje transkrypcje
COX-2 [39].

Selektywnos¢ inhibitorow dla COX-1 i COX-2

L. Lipsky zaproponowat klasyfikacje selektywnych inhibitoréw uwzgledniajaca trzy
kategorie [52]. Pierwsza kategoria to okre$lenie biochemicznej selektywnosci leku w
warunkach in vitro. Inhibitor mozna testowac¢ w systemach wykorzystujacych enzymy
zwierzece, ludzkie badz rekombinowane (recombinant-enzyme assay) [66, 91], w
ktérych oznacza sie ilosciowo produkty reakcji (prostaglandyny): enzym (COX-1 lub
COX-2), substrat (np. kwas arachidonowy) oraz testowany inhibitor. W badaniach
tych wyznacza sie ICD- stezenie leku, przy ktérym dochodzi do 50% zahamowania
aktywnosci enzymatycznej [19]. Selektywno$¢ inhibitora definiuje sie jako stosunek
ICDdla COX-2 do ICDdla COX-1, tzn. im wieksza jest selektywno$¢ dla COX-2,
tym mniejszy jest stosunek COX-2/COX-1 [30]. Ograniczeniem takich obliczen jest
wymaog, ze selektywno$¢ moze byé wyznaczona tylko wéwczas, gdy sigmoidalne
krzywe stezenia dla obu izoform stuzgce do wyznaczenia IC3sg réwnolegle [19,66].

Nastepna kategoria to oszacowanie biologicznej i farmakologicznej selektywnosci
inhibitora w badaniach in vivo, w ktérych wykorzystuje sie tkankowo specyficzna
ekspresje izoform COX [30, 52]. Zwierzetom laboratoryjnym podaje sie testowany
inhibitor, a nastepnie oznacza sie zahamowanie aktywnosci kazdej z izoform, poprzez
pomiar produkcji PG. W przypadku COX-1 oznaczenia dokonuje sie w przewodzie
pokarmowym, a COX-2 w ognisku zapalnym (u zwierzat wywotuje sie uprzednio
lokalny odczyn zapalny np. jamy otrzewnej). Alternatywnie, inhibitor testuje sie ex
vivo w tescie wykorzystujacym ludzka krew {whole blood test) [100]. W badaniach
tychjako indeks aktywnosci COX-1 stuzy produkcja tromboksanéw przez ptytki krwi
w czasie procesu krzepniecia, gdyz w pozbawionych jadra ptytkach krwi nie zachodzi
indukowana ekspresja COX-2. Z kolei w wyniku stymulacji LPS dochodzi do ekspresji
COX-2 w monocytach, co mozna posrednio oznaczy¢ mierzac poziom PGE, [30].
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Pozytywne przejscie powyzszych testdw umozliwia rozpoczecie badan klinicznych
umozliwiajacych ostateczne oszacowanie selektywnos$ci danego inhibitora u ludzi [21].

Okreslenie danego inhibitora jako selektywny dla danej izoformy nie oznacza, iz
hamuje on wytacznie te odmiane, np. uznawana za selektywny inhibitor COX-I aspiryna
jest 100-krotnie bardziej selektywna dla COX-I niz dla COX-2, natomiast celekoksib,
jeden z najpotezniejszych inhibitorow COX-2, jest 375-krotnie bardziej selektywny dla
COX-2 (wg testu z rekombinowanymi enzymami) [52]. Zaproponowano, aby inhibitor,
ktéry w dawkach terapeutycznych hamuje COX-2 nie wywotujac obserwowalnego
wptywu na COX-I, nazywaé specyficznym inhibitorem COX-2 [7]. Farmakolodzy
jednak definiuja ,,specyficzny inhibitor” bardziej rygorystycznie niz ,,selektywny” [91].
Ten pierwszy musi mie¢ okoto 1000-krotnie wiekszg selektywno$¢ dlajednej z izoform,
podczas gdy lek o 100-krotnie wigkszej selektywnosci to dobry selektywny inhibitor.
Obecnie za selektywny inhibitor COX-2 uznaje sie taki, ktory hamuje produkcje PG w
ognisku zapalnym, ale nie blokuje syntezy PG w przewodzie pokarmowym [94].

Stworzenie selektywnych inhibitoréw COX-2 zmienito klasyfikacje NSAIDs.
Obecnie mozemy je podzieli¢ na 4 kategorie ze wzgledu na zdolno$¢ do hamowania
aktywnosci COX-l lub COX-2 (tab. 2) [100]. Klasyfikacja ta obejmuje selektywne
inhibitory COX-I, NSAIDs ze stabg selektywnoscia, selektywne inhibitory COX-2 i
inhibitory preferujgce COX-2. Ta ostatnia grupa charakteryzuje sie tym, iz w matych
stezeniach leki te hamujg tylko COX-2, ale w wiekszych stezeniach moga réwniez
hamowac¢ COX-I [52]. Bez wzgledu na posiadang selektywno$¢ NSAIDs moga dziataé
powodujac zahamowanie COX poprzez rézne mechanizmy [78]. Generalnie wigzanie
enzymu z inhibitorem moze by¢ odwracalne, nieodwracalne (wigzanie kowalencyjne),
lub praktycznie (pozornie) nieodwracalne przy powolnej dysocjacji (tab. 2).

Mechanizm pozwalajacy na selektywne zahamowanie aktywnosci COX-2

Zasadnicze roznice w budowie czasteczek i centrow katalitycznych COX-I i COX-2
zostaty omowione w czesci | niniejszego artykutu. W tym miejscu przedstawione beda
te roznice, ktére wykorzystano przy syntezie selektywnych inhibitoréw COX-2 (ryc. 4).

Cyklooksygenaza-2 ma szersze wejscie do kanatu hydrofobowego, a jego
sklepienie jest bardziej elastyczne niz w COX-I [54]. W normalnych warunkach, bez
obecnosci inhibitorow, kwas arachidonowy wchodzi do wnetrza enzymu, gdzie w
miejscu aktywnosci katalitycznej dochodzi do powstania prostanoidéw, np. prosta-
glandyn. Zaréwno cyklooksygenaza-1,jak i-2 w pozycji 120 sekwencji aminokwasowej
majaarginine [30], z kt6rg wigza sie klasyczne NSAIDs [88]. Najistotniejsza réznica
pomiedzy izoformami to obecno$¢ innych aminokwaséw w pozycji 523: w czasteczce
COX-I znajduje sie tam izoleucyna, a w czasteczce COX-2 - walina [45]. Walina
jest mniejsza od izoleucyny, majedng grupe metylowa mniej, co prowadzi do utworzenia
kieszeni bocznej w Scianie kanatu (ryc. 4), ktérajest miejscem wiazania sie selektywnych
inhibitorow COX-2, co uniemozliwia kontakt kwasu arachidonowego z centrami
katalitycznymi [30]. Izoleucyna w pozycji 523 w COX-I jest wystarczajgco duza
(pomimo tak matej réznicy w stosunku do waliny), aby zablokowac¢ dostep do kieszeni



NIESTEROIDOWE LEKI PRZECIWZAPALNE 567

TABELA 2. Klasyfikacja Niesteroidowych Lekéw Przeciwzapalnych (NSAIDs) [wg 51]

Klasyfikacja Niesteroidowych Lekédw Przeciwzapalnych

Na podstawie zdolnosci do hamowania Na podstawie mechanizmu hamowania
aktywnos$ci COX-1iCOX-2 aktywnosci COX:
1. Selektywne inhibitory C O X -1(aspiryna) K| k2
E+1 El ~ El*
ki k.2
1. Leki z niska selektywnosciag (wiekszo$¢ Klasa I: inhibitory wigzace si¢ odwracalnie
NSAIDs, np. indometacyna) (wiekszo$¢ NSAIDs, np. ibuprofen) 1= 10
I11. Inhibitory preferujace COX-2 Klasa Il: inhibitory wigzace sie odwracalnie,
(nimesulid, celekoksib) ale w sposéb powolny (np. indometacyna,
NS-398, nimesulid)
k2>0 k2>0
IV. Selektywne inhibitory COX-2 Klasa Il1: inhibitory tworzace nieodwracalne
(N'S-398, rofekoksib) wigzanie (np. aspiryna) k2>0 k =0

bocznej (ryc. 4). Mutacja punktowa polegajgca na podstawieniu izoleucyny waling
okazata sie wystarczajaca, aby COX-1 mogta byé blokowana przez selektywne
inhibitory COX-2 [24].

»Superaspiryny” - nowa generacja NSAIDs

Zsyntetyzowane selektywne inhibitory COX-2 (tab. 2) byly testowane na
zwierzecych modelach ostrego i chronicznego odczynu zapalnego [23,27,62, 67]. W
badaniach tych okreslano zdolnos$¢ tych lekéw do zniesienia bdlu, goraczki i innych
objawéw zapalenia przy jednoczesnym zachowaniu integralnosci btony Sluzowej
przewodu pokarmowego. Okazato sie, iz istotnie selektywne inhibitory COX-2 nie
powodowaty owrzodzen $luzéwki zotadka i dwunastnicy oraz nie blokowaty COX-1-
zaleznej funkcji ptytek krwi [58]. Ponadto, leki te wykazywaly silne wiasciwosci
przeciwzapalne, przeciwbolowe i przeciwgorgczkowe [91]. Niezmienione w stosunku
do klasycznych NSAIDS wiasciwosci terapeutyczne sg warunkiem niezbednym
dopuszczenia leku do dalszych testéw klinicznych [21]. ,,Super aspiryny” okazaty sie
réwniez skuteczne w hamowaniu wzrostu nowotwordéw, gtownie jelita grubego,
angiogenezy i polipowatosci jelit, gdyz nie blokowaly syntezy prostaglandyn
konstytutywnych [21]. Zastosowanie selektywnych inhibitorow COX-2 wydaje sie
réwniez obiecujgce w terapii oséb z chorobg Alzheimera w zwigzku z doniesieniami o
zwiekszonej ekspresji tej izoformy w przebiegu choroby [35].

Sposrad selektywnych inhibitorow COX-2 (tab. 2) amerykarska Food and Drug
Administration dopuscita dwa leki do uzytku terapeutycznego [88]. Celekoksib (nazwa
handlowa: Celebrex™) i Rofekoksib (Vioxx™) sg obecne takze na rynku polskim.
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RYCINA 4. R6znice w strukturze COX-l i COX-2, zaznaczono r6znice (kieszen boczna) wykorzystang
w syntezie selektywnych inhibitorow COX-2 [wg 19, 30, 87]

Celekoksib

Celekoksib (zmodyfikowany SC-58125) (ryc. 5) jest inhibitorem COX-2 o wysokiej
selektywnosci. Jest on 375 razy bardziej selektywny dla COX-2 niz dla COX-I [53].
Celekoksibjest amidem kwasu sulfonowego, ktory ulega przemianom metabolicznym
i jest wydalany gtéwnie przez watrobe z z64cig [88]. Lek ten zostat zatwierdzony, w
konsekwencji pozytywnych testéw klinicznych, jako Srodek przeciwbolowy w leczeniu
reumatoidalnego zapalenia stawéw oraz zapalenia kosci i stawdw [29]. Na przykiad,
pokazano, iz u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawow przyjmujacych
celekoksib przez 4 tygodnie lek ten znaczgco poprawit ogélng kondycje oraz zmniejszyt
sztywno$¢ i bolesnos$é stawdw [53]. Rowniez krétkotrwate testy potwierdzity jego
dobre wiasciwosci analgetyczne w bolach zeb6w i w leczeniu reumatoidalnego
zapalenia stawow oraz zapalenia kosci i stawdéw [42].

Rofekoksib

Rofekoksib (MK-0966) (ryc. 5) charakteryzuje sie 80- do 1000-krotnie (w zaleznosci
od testu) wieksza selektywnoscig dla COX-2 w stosunku do COX-I [100]. Lek ten
jest furanem, ktéry ulega przemianom na wskutek dziatalnosci enzymoéw watroby i
jest wydalany gtéwnie z moczem [88]. Rofekoksib moze by¢ przyjmowany przez
pacjentéw uczulonych na amidy kwasu sulfonowego. MK-0966 zostat zatwierdzony
jako analgetyk w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow lub zapalenia kosci i
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stawOw oraz w przeciwdziataniu ostremu boélowi menstruacyjnemu [29, 88]. W
przyktadowych badaniach wykazano, iz szeSciotygodniowe przyjmowanie rofekoksibu
spowodowato zmniejszenie sztywnosci stawdw i poprawe ogdlnej kondycji pacjentow
z reu-matoidalnym zapaleniem kosci i stawéw kolanowych i biodrowych [17]. Jego
skuteczno$¢ byta na poziomie efektywnosci diklofenaku [9]. Ponadto rofekoksib
wykazywat whasciwosci przeciwgoraczkowe [72]. Skuteczno$¢ rofekoksibu w
przeciwdziataniu bélowi po operacjach dentystycznych byta poréwnywalna z
ibuprofenem i naproksenem [57].

Efekty uboczne przyjmowania selektywnych inhibitoréw COX-2

Podstawowym zatozeniem, ktore dato poczatek stworzeniu nowej generacji
NSAIDs, byto przyjecie, iz uszkodzenia/owrzodzenia btony $luzowej zotgdka i
dwunastnicy sg konsekwencjg zahamowania aktywnosci COX-1 [71]. W praktyce
okazato sie, iz rzeczywiscie selektywne inhibitory COX-2, celekoksib i rofekoksib,
powodujg owrzodzenia przewodu pokarmowego tylko na poziomie placebo [44, 76].
Ponadto pokazano, iz rofekoksib zredukowat 0 49% prawdopodobienstwo powstania
komplikacji gastrycznych w okresie powyzej jednego roku od rozpoczecia przyjmowania
leku, w stosunku do standardowych NSAIDs [44].

Selektywne inhibitory COX-2 nie wptywajg rowniez na funkcje ptytek krwi, jak
pokazano w testach in vitro (testy na zdolno$¢ do agregacji) i w warunkach in vivo
(czas krwawienia) [89]. Brak wptywu zahamowania COX-2 na funkcjonowanie ptytek
krwi wyptywa z tego, ze majg one tylko COX-1 [71]. W zwigzku z tym jednak
selektywne inhibitory COX-2 nie mogga zapewni¢ ochrony kardiologicznej opartej na
tym mechanizmie. Uwaza sig, iz osoby, ktére maja lub sg narazone na schorzenia
uktadu krwionos$nego, powinny przyjmowac aspiryne w matych dawkach, w ktérych
nie wywotuje ona szkodliwego wptywu na uktad pokarmowy [33]. Istniejg jednak
wyniki wskazujgce na to, iz nawet w takich dawkach aspiryna moze cze$ciowo lub
catkowicie niwelowac korzysci z przyjmowania selektywnych inhibitoréw COX-2 [4,
73].

RYCINA 5. Struktura chemiczna selektywnych inhibitorow COX-2 dopuszczonych do stosowania u
ludzi [19]
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Wiadomo, iz w czasie procesu gojenia sie wrzodow ekspresja COX-2 jest zwigkszona
[84]. Zgodnie z oczekiwaniami, zahamowanie COX-2 powodowato spowolnienie tego
procesu [56]. Blokada COX-2 powodowata rowniez zaostrzenie odpowiedzi zapalnej
w trakcie zwierzecego modelu zapalenia okreznicy [65]. Efekty te nie byty jednak
wieksze niz w przypadku klasycznych NSAIDs [56, 65].

W nerkach zdrowej dorostej osoby ma miejsce ekspresja zarowno COX-1, jak
i COX-2, dlatego tez spodziewano sie efektow ubocznych przyjmowania selektywnych
inhibitorow COX-2 na funkcjonowanie tego wiasnie narzadu [41]. Badania kliniczne
potwierdzity te obawy. Przyjmowanie celekoksibu irofekoksibu (przez 1do 2 tygodni)
powodowato przejSciowe okresy (1-3 dni) zatrzymania sodu w nerkach [10, 69].
Znaczenie tego procesu nie jest jasne. Poniewaz zaobserwowano réwniez przypadki
obrzeku po przyjeciu obu lekdw, uwaza sieg, iz procesy te moga by¢ potaczone, zwiaszcza
iz obserwuje sie je réwniez po przyjeciu klasycznych NSAIDs [3]. Prawdopodobnie
wszystkie NSAIDs i selektywne inhibitory COX-2 powodujg czasowe zatrzymanie
sodu w nerkach, ale tylko u niektérych os6b organizm nie adaptuje sie do tego stanu,
co prowadzi do powstania obrzeku [71]. Przyjmowanie celekoksibu i rofekoksibu nie
wptyneto na inne parametry funkcjonalne nerek [33,44].

Ekspresja COX-2 zachodzi réwniez w uktadzie rozrodczym, gdzie wazng role
odgrywajg produkowane przez nig prostaglandyny (poréwnaj w czesci | w: Myszy z
nieaktywnymi genami kodujacymi COX-I lub COX-2). Efekty przyjmowania
selektywnych inhibitorow COX-2 przez kobiety nie sg znane, ale nie zaleca sie ich
przyjmowania w czasie cigzy [71].

Selektywne inhibitory COX-2 nie sg wolne od efektéw ubocznych, niemniej
jednak stosunek wad i zalet wydaje sie wypadac na ich korzys¢.

PARACETAMOL: SELEKTYWNY INHIBITOR
CYKLOOKSYGENAZY-3?

Paracetamol (acetaminofen) jest Niesteroidowym Lekiem Przeciwzapalnym o
silnych wiasciwosciach przeciwbélowych iprzeciwgorgczkowych, ale wbrew nazwie
grupy lekéw, do ktérych nalezy, o stabych wiasciwos$ciach przeciwzapalnych [5, 6,
75]. Paracetamol obniza poziom metabolitéw prostaglandyn wydalanych z moczem,
ale nie obniza produkcji PG przez ptytki krwi i komérki btony $luzowej przewodu
pokarmowego [6]. Ponadto nie powoduje uszkodzen btony $luzowej zotadka i
dwunastnicy jak inne nieselektywne dla COX-2 NSAIDs. Stwierdzono, iz paracetamol
nie powoduje uszkodzen btony Sluzowej przewodu pokarmowego dzieki temu, iz
powoduje zwiekszenie produkcji PGE2i PG12[14,90] oraz najprawdopodobniej usuwa
wolne rodniki hydroksylowe [6]. Lek ten moze natomiast powodowaé uszkodzenia
watroby przy dziennej dawce wiekszej niz 10 g, podczas gdy dla oséb dorostych
zalecang dawkajest 4 g [5]. Pomimo powszechnego uzycia paracetamolu mechanizm
jego dziatania nie zostat do dzisiaj jednoznacznie wyjasniony. Wiadomo, iz powoduje
on w warunkach in vitro tylko nieznaczne zahamowanie produkcji PG oraz aktywnosci
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COX-l i COX-2 [6]. Aczkolwiek ma tylko znikome wiasciwosci przeciwzapalne, to
istniejg doniesienia ojego skutecznosci, podobnej do aspiryny, w zmniejszaniu opuchlizny
po operacjach dentystycznych [6, 77]. W badaniach na modelach zwierzecych
pokazano, iz paracetamol moze dziata¢ przeciwzapalnie tylko wéweczas, gdy jest uzyty
w duzych dawkach (z EDXOkilkukrotnie wiekszym niz ED®aspiryny) [5].

Zaobserwowano, izw matych stezeniach paracetamol stymuluje, aw duzych hamuje
synteze prostaglandyn [6, 68]. Obnizenie produkcji PG mozna ttumaczyé wspot-
zawodnictwem z substratem, kwasem arachidonowym o wigzanie z centrum
katalitycznym COX [6]. Natomiast mechanizm stymulacji produkcji PG jest trudniej
wyttlumaczy¢, cho€ jest on obserwowany rowniez w przypadku niektérych NSAIDs
(np. aminopiryny, fenylobutazonu). Zaobserwowano, iz niskie stezenia stabych
inhibitorow COX stymulujg synteze PG, gdy dostepnos$¢ kwasu arachidonowego jest
ograniczona [79].

Zaobserwowano réwniez, iz zahamowanie produkcji PG przez paracetamol jest
ograniczone tylko do niektorych tkanek (mdzgu, $ledziony, nerek i ptuc), podczas gdy
nie dochodzi do niego w ptytkach krwi i komorkach btony sluzowej zotadka [6].
Wszystkie powyzsze cechy paracetamolu wskazujg na to, iz rézni sie on zasadniczo
od pozostatych NSAIDs i nie wyjasniajg, dlaczego jest analgetykiem i lekiem
przeciwgoraczkowym, ale nie przeciwzapalnym. Jako mozliwe wytlumaczenie
zaproponowano, iz skoro paracetamol jest tylko stabym inhibitorem obu poznanych
izoform COX, to by¢é moze ma zdolno$¢ do hamowaniajakiej$ innej, trzeciej odmiany
tego enzymu [5, 6, 75, 103]. Wskazoéwki na istnienie COX-3 pochodza réwniez z
badan nad zjawiskiem wygaszania odczynu zapalnego optucnej, indukowanego u myszy
przez podanie karrageniny (poréwnaj w czesci I: Przeciwzapalna aktywnos$¢
cyklooksygenazy: COX-2 czy COX-3?) [25, 26]. Skuteczne zastosowanie
paracetamolu w powyzszym modelu datoby wazng wskazéwke do dalszych badan.

Wazne obserwacje dotyczace selektywnosci paracetamolu pochodzg réwniez z
badan na mysiej linii komérek makrofagowych J774.2 [61, 74]. W komoérkach tych
wywotano aktywnosé COX, ktéra byta hamowana przez paracetamol w stopniu
wiekszym, niz blokuje on COX-I i COX-2 [75]. Interesujace jest to, iz aktywnos¢ te
wywotata inkubacja z diklofenakiem, nieselektywnym inhibitorem COX (poréwnaj tab.
3) [61]. Poniewaz dawka diklofenaku byta wystarczajgco duza, aby zahamowac
zaréwno COX-I, jak i COX-2, autorzy spekulowali, iz indukcja ta mogta by¢ krokiem
majacym na celu uratowanie komorki od letalnego w skutkach zahamowania wszelkiej
aktywnosci COX. W takim wypadku indukowana w krytycznych warunkach izoforma
COX mogtaby mie¢ nowa, odmienng aktywnosc¢ katalityczng (COX-3) [75]. Pokazano
réwniez, iz trzecia aktywno$¢ COX byla hamowana przez sam diklofenak i inne
NSAIDs, gdy zostaly uzyte w znacznie wiekszych dawkach niz potrzebne dla
zahamowania COX-1i COX-2 w komorkach J774.2 [74]. Co bardzo wazne, aspiryna,
nie hamujaca COX-2, nie zablokowata réwniez COX-3. Wskazuje to, iz trzecia izoforma
COX bytaby strukturalnie zblizona do COX-2 lub bytaby jej wariantem katalitycznym
[75].



572 E. KOLACZKOWSKA

Indukcja trzeciej aktywnosci COX w komérkach J774.2 moze zaj$¢ w wyniku
aktywacji PPAR (ang. peroxisome proliferator activated receptor) przez NSAIDs,
jak pokazano w przypadku COX-2 [46,47]. W przeciwienstwie do COX-2, w wyniku
aktywnosci katalitycznej tej izoformy nie dochodzi do produkcji PGE2[61,74]. Podobne
zjawisko obserwowano w trakcie odczynu zapalnego optucnej wywotanego przez
karragenine, kiedy to ekspresji trzeciej odmiany COX towarzyszyta produkcja nie PGE2
ale 15-deoxy-AL MPGJ0(metabolitu PGD2), ktérajest naturalnym agonistg receptorow
PPAR-y [26]. Aktywacja tych receptordw jest zwigzana z odpowiedzig przeciwzapalng
prowadzacg do wygaszenia odczynu zapalnego (poréwnaj w czesci |: Przeciwzapalna
aktywnos$¢ cyklooksygenazy: COX-2 czy COX-37?).

Przewidywania na przyszto$é

Jezeli powyzsza hipoteza wskazujgca na istnienie trzeciej, przeciwzapalnej
cyklooksygenazy jest prawdziwa, to moze mie¢ to powazne implikacje dla przyjmowania
selektywnych inhibitoréw COX-2 i paracetamolu. Selektywne inhibitory COX-2,
celekoksib i rofekoksib, sg zatwierdzone do uzytku w trakcie reumatoidalnego zapalenia
(kosci i) stawdw, ktore sg chorobami chronicznymi [29,88]. Przebieg odczynu zapalnego
chronicznego charakteryzuje sie okresami wzmozonej aktywnosci choroby i okresami
remisji [103]. Przyjmowanie selektywnych inhibitorow COX-2 iparacetamolu, cho¢
korzystne w czasie okreséw aktywnosci choroby, moze zahamowaé wystapienie
okresow remisji chronicznego stanu zapalnego. W tym Swietle niezbedne wydaje sie
wzmozenie poszukiwan markerow okreséw aktywnos$ci choroby w celu zaniechania
przyjmowania tych lekow, gdy markery beda zanikaty, umozliwiajac naturalne wejscie
w faze remisji odczynu zapalnego [103].

Zaobserwowano rowniez korelacje pomiedzy wygaszaniem odczynu zapalnego a
indukcja niektérych biatek stresu, w tym oksygenazy hemowej-1 (ang. heme
oxygenase-7; HO-1; hsp32) i niektérych innych cztonkéw rodziny hsp70 [102, 104].
Pokazano, iz zwigzek wywotujacy ekspresje HO-1 promowat wygaszanie zapalenia,
natomiast inhibitor dziatat prozapalnie [104]. Potencjalne zastosowanie tego zjawiska,
by¢ moze w potaczeniu z modulacjg aktywnosci COX-2 i COX-3, mogtoby poszerzy¢
dotychczasowe rozwigzania terapeutyczne.
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WPLYW WANADU NA GOSPODARKE CUKROWA
ORGANIZMU | PRZEBIEG INNYCH PROCESOW
KOMORKOWYCH

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

Dariusz DZIGA

Zaktad Fizjologii i Biologii Rozwoju Roslin
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechologii UJ, Krakow

Streszczenie: Zainteresowanie potencjalng rolg zwigzkéw wanadu w leczeniu ludzi wynika z interesuja-
cych i obiecujacych wynikéw badan z zastosowaniem tego pierwiastka, a dotyczacych przede wszyst-
kim jego wtasnosci insulino-nasladowczych. Sposréd witasnosci biologicznych najwazniejsza wydaje
sie by¢ zdolno$¢ pochodnych wanadu do normalizacji szeregu parametrow zaburzonych w cukrzycy.
Polega ona na minimalizowaniu podstawowych zaburzen chorobowych, takich jak: hyperglikemia,
hyperlipidmia czy zmniejszona wrazliwos$¢ tkanek na insuline, oraz cato$ciowym regulowaniu meta-
bolizmu cukréw i lipidéw, jak tez cofaniu wtérnych objawéw choroby. Ponadto, oprécz obserwowanej
aktywnosci insulino-podobnej, zwigzki wanadu badane sa pod wzgledem zastosowania w szerszym
aspekcie, gdyz sa efektywne w regulacji rozmaitych proceséw komérkowych. Dos$wiadczenia prowa-
dzone z zastosowaniem wanadu wykazaty jego udziat w regulacji apoptozy, proliferacji i transformacji
nowotworowej, w kontrolowaniu stezeniajonéw w komorce i aktywacji odpowiedzi immunologicznej.
W igkszos$¢ ze znanych efektdw dziatania pochodnych wanadu opiera sie na ich zdolno$ci do hamowa-
nia fosfataz i stymulowania aktywnosci kinaz, enzyméw kluczowych w utrzymaniu réwnowagi pomie-
dzy procesami fosforylacji i defosforylacji w komérce. W zwigzku z tym istnieje mozliwos$¢ szerokiego
stosowania omawianych zwiazkéw w regulacji znacznej ilosci szlakéw metabolicznych. Ponadto zwigzki
wanadu, ze wzgledu na powszechno$¢ stosowania w licznych doswiadczeniach, stajg sie narzedziem
do badan proceséw komdrkowych, szczeg6lnie tych, w ktérych istotng role odgrywajg kinazy i fosfata-
zy.

Stowa kluczowe: wanad, cukrzyca, fosfatazy, kinazy

Summary: The potential role of vanadium compounds in human therapy promises an interesting study
in the use of this element, in particular as an insulin-mimetic agent. Among many other biological
properties, the most important is the capability of vanadium compounds to normalise several parameters
disturbed in diabetes mellitus. Vanadium decreases both blood glucose and lipids to normal levels, insulin
resistance oftarget tissues and regulates many processes that are included in sugar and lipids metabolism.
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Besides insulin-mimetic activities, vanadium compounds are studied from others aspect because they are
effective in the regulation of various processes in the cell. Vanadium has been used in several studies as a
regulator of apoptosis, proliferation, cancer development or immunological responses. Most of these
effects are a direct result of phosphatase inhibition or kinase activation by vanadium. These are key
enzymes that control the phosphorylation and dephosphorylation ratio in the cell so vanadium compo-
unds could be useful in the regulation of many important metabolic processes. Regardless of their
ultimate success or failure as therapeutic agents, vanadium continues to be a useful probe of enzyme
structure and function in a number of biological processes.

Key words: vanadium, diabetes, phosphatases, kinases

Stosowane skrdty. pV - nadtlenek wanadu, V 0S 04- siarczan wanadylu, VO(ma)2- maltolan wanady-
lu, VO (ka)2- kojan wanadylu, VAc - acetyloaceton wanadylu, IR - receptor insuliny, IRS-1 - substrat
receptora insuliny, PTP - fosfataza fosfotyrozyny, PI13-K - 3-kinaza fosfatydyloinozytolu, STZ -
streptozotocyna, TGN - powierzchnia trans aparatu Golgiego, IP3- tr6jfosforan inozytolu, PIP3-
tréj fosforan fosfatydyloinozytolu, GLUT-4 - biatko transportujace glukoze.

1. WSTEP

Wanad wykazuje aktywno$¢ insulino-nasladowczg w cukrzycy doswiadczalnej i
klinicznej, ktora przejawia sie zdolnoscig do normalizowania szeregu parametrow
morfologicznych, biochemicznych i klinicznych zmienionych w tej chorobie. Pochodne
wanadu sg zdolne do przywrécenia normalnego poziomu cukru we krwi i poprawy
gospodarki cukrowo-lipidowej w organizmie, regulacji aktywnos$ci kluczowych
enzymdw zwigzanych z transdukcja sygnatu od insuliny, zwiekszenia wrazliwosci tkanek
docelowych na hormon. Mechanizm dziatania tych zwigzkéw opiera sie miedzy innymi
na hamowaniu lub stymulacji aktywnosci enzymow (kinaz i fosfataz) wiaczonych w
szlaki metaboliczne zwigzane z przemianami cukréw i ttuszczy. Aktywnos$¢ pochodnych
wanadu oraz proponowane mechanizmy ich dziatania opisywane sgw licznych pracach
przegladowych [3, 4, 33, 41, 42, 46, 55].

Wsrdd licznie stosowanych zwigzkdw wanadu wyrdznia sie kompleksy nieorganiczne
i organiczne. Do pierwszej grupy nalezg siarczan wanadylu - V 0S04, wanadany sodu
- Na3v 04 NaVv03[24, 29, 32, 36, 44, 54, 56, 64, 70] i szereg nadtlenkéw wanadu
(pVs), powstatych w wyniku réznorodnych reakcji wanadu z wodg utleniong [13, 18,
25,38,60,72,75]. Druga grupa zwigzkéw to wanad zwigzany z réznymi organicznymi
ligandami, ktore utatwiajg pokonanie bariery btony plazmatycznej i dostarczenie
pierwiastka do wnetrza komorki. Naleza tu na przyktad szczawian wanadylu i pochodne
zwigzane 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 sg kolejne zwigzki, takie jak: bis(pikolinato)-
oksowanad(V) [19,35], bis(biguanidato)oksowanad(IV) i inne pochodne biguanidéw
[69] oraz kompleksy wanadu z L-cysteing i N-glicyng [31]. Nalezy zaznaczy¢, ze
prowadzonojuz kliniczne ,,leczenie” wybranymi zwigzkami wanadu ochotnikéw chorych
na cukrzyce [27, 32].
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2. MECHANIZM DZIALANIAROZNYCH POCHODNYCH
WANADU W CUKRZYCY

Wanadany moga aktywowac kinaze tyrozynowa, bedacg domena cytoplazmtyczng
receptora insuliny (IR), przez zahamowanie aktywnosci fosfatazy tyrozynowej (PTP),
znanego inhibitora kinaz [63]. Nastepuje to prawdopodobnie przez tworzenie
odwracalnych kompleksow z grupami tiolowymi. Natomiast nadtlenki wanadu (pVs)
catosciowo oddziatujg na aktywno$¢ fosfataz tyrozynowych i/lub kinaz [60]. Jest
prawdopodobne, ze wptyw zwigzkdéw pVs na fosforylacje tyrozyn docelowych biatek
jest adekwatny do ich zdolnosci do hamowania wewnatrzkomérkowych PTPs.

Nie majednego, uniwersalnego mechanizmu molekularnego dziatania wanadu, ale
wiekszos$¢ jego pochodnych powoduje wzrost poziomu ufosforylowanej tyrozyny
receptora insuliny ijego aktywacje. R6znice w efektywnosci dziatania insuliny i wanadu
na poszczegélne parametry (np. stymulacje pobierania glukozy, synteze glikogenu,
utlenianie glukozy itp.) moga by¢ ttumaczone przez r6zny sposéb oddziatywania na
receptor insuliny przez te dwa zwigzki. Wanad stymuluje jedynie fosforylacje tyrozyny,
podczas gdy insulina powoduje réwniez fosforylacje seryny i treoniny zlokalizowanych
na podjednostce (3receptora. Wanad takze aktywnie oddziatuje na liczne receptory i
ligandy w réznych typach komérek, przez zwiekszenie liczby receptoréw wewnatrz
komarki i hamowanie degradacji kompleksu ligand-receptor, takie dziatanie wykazuje
m.in. na receptory insuliny. Ortowanadan sodu reguluje degradacje kompleksu ligand-
receptor u zwierzat cukrzycowych, prawdopodobnie przez hamowanie PTP, blokujac
przeniesienie tego kompleksu do lizosoméw i podwyzszajac liczbe receptoréw insuliny
w btonach, w poréwnaniu ze zwierzetami nieleczonymi [32,56]. W nowotworowych
komérkach watroby (gdzie liczba receptoréw insuliny jest znacznie podwyzszona),
podawanie wanadu i insuliny nonnalizuje ten parametr przez redukcje transkrypcji
gendw receptora i obnizenie poziomu mRNA [9]. Nalezy zwr6ci¢ uwage na poznany
niedawno udziat endosoméw w przekazie sygnatu od insuliny, co zostato zwiezle
oméwione w jednej z prac przegladowych [7]. Okazuje sie, ze gromadzenie kompleksow
receptor-insulina w tym przedziale komdrkowym odgrywa istotng role w przekazie
sygnatu na substrat receptora insuliny (IRS-1) w regionach komorki odlegtych od
btony plazmatycznej. Wykazano, ze jedna z pochodnych pV hamuje fosfataze zwigzana
z btonami endosomow i przez to wydtuza aktywno$¢ kinazy IR.

Proponowane sg liczne modele wyjasniajagce mechanizm hamowania PTPs,
wiadomo, ze r6zne pochodne inaczej oddziatujg na ten enzym. Wanad, ale takze molibden
i wolfram, wystepujac w komoérce w formie jondw mogg hamowac fosfatazy
tyrozynowe poprzez nasladowanie tetraedrycznej geometrii jonéw fosforu [55, 75].
Stata dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor jest jednak wieksza niz dla pary fosfor-
PTP, dlatego sugeruje sie, ze tejony metalu moga tworzy¢ z enzymem innego rodzaju
kompleksy. Zaréwno wanad, jak i molibden wigzg sie z centrum aktywnym fosfatazy
[75] iw obrebie tego regionu mozna zaobserwowac mate, ale znaczace zmiany fancucha,
mimo ze ogo6lna struktura biatka nie zmienia sie. PTP ma w centrum aktywnym
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konserwatywne aminokwasy - cysteine i asparagine. Zwiazki pV hamujg enzym
poprzez utlenianie cysl 2, co powoduje, ze fosfataza nieodwracalnie traci swoje funkcje
katalityczne [75]. Natomiastjedna z pochodnych, podobna strukturalnie do zwigzkow
pV wykazuje catkowicie odwracalne hamowanie, spontanicznie reagujac z centrum
aktywnym PTP [51, 52]. Na podstawie modelowania molekularnego wykazano duze
powinowactwo tego zwigzku do PTP, tworzgcego z enzymem silne wigzania wodorowe
przy udziale asparaginy, stabilizowane dodatkowo oddziatywaniami hydrofobowymi
[51]. Wykazano takze [13], ze wanad (pV) poprzez aktywacje kinazy tyrozynowej
powoduje silng fosforylacje transbtonowej fosfatazy, wbudowanej w btony komorkowe
i majacej dwie domeny cytoplazmatyczne.

Jak wynika z powyzszego zestawienia, zdolno$¢ hamowania fosfatazy tyrozynowej
przez r6zne pochodne jest prawdopodobnie zwigzana z duzym powinowactwem
zwigzkow wanadu do enzymu, przy czym znaczna ilos¢ odmian PTPs moze by¢ w
wiekszym lub mniejszym stopniu wrazliwa na dziatanie r6znorodnych form wanadu,
jakie sg dostarczane do komaérki.

Zwiazki wanadu moga dziata¢ takze niezaleznie od receptora insuliny wywotujac
insulino-podobne efekty przez aktywacje cytozolowej formy kinazy [63]. W tym
przypadku wanad obniza oporno$c¢ tkanek na insuline u zwierzat chorych na cukrzyce,
zwieksza liczbe receptordw insuliny i ich wrazliwo$¢ na hormon, to wszystko bez
zmian w aktywnosci receptorowej kinazy [8]. Ponadto, niezaleznie od insuliny, wanad
moze wptywac na zmiany pH komorki, regulowac stezeniejonéw wapnia [28,43,53]
i zwieksza¢ aktywnos¢ biatek MAP [5, 39]. Te alternatywne drogi dziatania wanadu
moga odgrywac istotng role w takich komérkach jak adipocyty, w ktérych jest 0 60%
mniej receptoréw IR, a ponadto sg one mniej wrazliwe na hormon. Wéwczas wanad
moze by¢ bardziej efektywny niz insulina, gdyz wigcza odmienne drogi przekazu sygnatu

3]

[ ]Oprécz znanych kinaz aktywowanych przez wanad stwierdzono niedawno obecno$¢
niereceptorowej btonowej kinazy biatkowej w szczurzych adipocytach, ktéra jest
zwigzana z antylipolityczng aktywnoscig i pobieraniem glukozy ijest wrazliwa na
stymulowanie wanadem [29]. Sugeruje sie, ze po podaniu wanadanu kinaza ta jest
aktywowana przez autofosforylacje i oddziatuje na kinaze 3-fosfatydyloinozytolowa
(P13-K). Istnienie takiego enzymu moze wyjasni¢, wjaki sposéb wanad aktywuje PI3-
K bez aktywacji receptora insuliny i fosforylacji IRS-1. Badania te wskazujg, w jaki
sposob wanad zmniejsza opornosc¢ tkanek na insuling, wywotujac efekt przez mechanizm
niezalezny od hormonu [29], gdyz w stanach cukrzycowych aktywno$¢ niereceptorowej
kinazy nie jest znaczgco zmieniona.

3-kinaza fosfatydyloinozytolujest istotnym enzymem na drodze stymulacji wanadem
niezaleznej od receptora insuliny. Aktywacja tej kinazy indukuje m.in. translokacje
transporteréow GLUT-4 do btony plazmatycznej adipocytow i zwiekszenie pobierania
glukozy [48]. Taka aktywacja kinazy pod wplywem wanadu zachodzi w wyniku
interakcji i utworzenia kompleksu miedzy podjednostkagp85a enzymu z IRS-1 [48].
Dtugotrwate podawanie wanadylu moze chronié tez przed obnizeniem aktywnosci i
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poziomu transporterdw GLUT-4 w komérkach miesnia sercowego, ktére w cukrzycy
wywotanej streptozotocyng (STZ) wykazujg zmniejszone pobieranie glukozy [44].
Normalizujgce dziatanie wanadu polega w tym wypadku na podwyzszeniu poziomu
mRNA transporterow i ochronie przed obnizeniem ich ilosci w komodrkach. Takze
pochodne organiczne tego pierwiastka poprawiajg parametry zwigzane z glikoliza w
watrobie poprzez regulacje kluczowych enzyméw (glukokinazy i kinazy pirogro-
nianowej) na poziomie mRNA [38].

Jedna z pochodnych pV wykazuje wyrazny insulino-nasladowczy efekt na procesy
pobierania glukozy w adipocytach pacjentow z cukrzycatypu Il (insulinoniezalezng),
chociaz stymulacja pobierania glukozy w komorkach osobnikéw chorych jest wyraznie
nizsza zaréwno przy podawaniu wanadu, jak i insuliny w poréwnaniu z komorkami
kontrolnymi [72]. Mimo podniesionego poziomu fosforylacji tyrozyny receptora insu-
liny, badany zwigzek wanadu nie zmienia stymulowanego insuling pobierania glukozy.
W tym modelu doswiadczalnym wanad nie poprawia wrazliwosci i zdolnosci odpowiedzi
na insuline komérek adipocytéw, a opornos¢ na insuline nie jest zwigzana z zaktéceniami
fosforylacji kinaz tyrozynowych receptora [72].

Z kolei badania Dehghani i wsp. sugerujg [24], ze siarczan wanadylu nie moze
samodzielnie normalizowa¢ poziomu cukru we krwi zwierzat z cukrzycg STZ. Dopiero
w obecnosci niewielkiej dawki insuliny nastepuje przywrdcenie euglikemii, przy czym
ilos¢ potrzebnego hormonu jest znacznie mniejsza niz w przypadku terapii czysto
insulinowej. To dowodzi, ze normalizacja poziomu cukru we krwi pod wpltywem
dziatania wanadu nie jest niezalezna od insuliny osocza. Minimalna jej dawka jest
wymagana do skutecznego dziatania tego pierwiastka, ktérego aktywno$¢ moze polegac
na zwiekszeniu wrazliwosci obwodowych tkanek na insuline, cojest prawdopodobnie
dodatkowym dziataniem wanadu, manifestowanym przy obnizonym poziomie hormonu.
[15,24].

Doswiadczenia oparte na badaniach morfologicznych wykazaty, ze pochodne wanadu
moga zapobiegaé postepujgcemu pogarszaniu sie stanu komorek trzustki w cukrzycy
wywotanej STZ, poprzez zniesienie hipersekrecyjnej odpowiedzi komérek po podaniu
STZ [69]. To zahamowanie wydzielania insuliny przez trzustke nie jest zalezne od
redukcji poziomu glukozy we krwi i moze by¢é bezposrednim efektem zmian w
komdrkach (@ Samo podawanie insuliny nie powoduje regeneracji komérek (3 cho¢
normalizuje ich metabolizm i tempo wzrostu [25], natomiast podawanie wanadu
wspélnie z insuling cofa rozwéj choroby i prowadzi do euglikemii takze po catkowitym
zaprzestaniu leczenia, poprzez poprawe funkcji sekrecyjnych komérek odpowie-
dzialnych za wydzielanie insuliny [14, 25]. Podobnie pozytywny efekt dziatania
wykazuje wanad w komdrkach watrobowych szczuréw z cukrzyca wywotang STZ
[23], gdzie juz po tygodniu leczenia VO(ma)2nastepuje poprawa morfologii i funkcji
sekrecyjnych aparatu Golgiego oraz przywrécenie normalnej aktywnosci transferazy
galaktozylowej, enzymu biorgcego udziat w modyfikacji potranslacyjnej biatek, ktéra
w ,,nieleczonej” cukrzycy jest znaczgco obnizona [23].

VO(ma)2wykazuje takze znaczaca poprawe dysfunkcji serca bedgcych wtérnymi
zaburzeniami w chorobie cukrzycowej, a zwigzanych z zaburzeniami metabolizmu
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cukréw i lipidow [73]. Poprawa homeostazy glukozy jest przy tym pozytywnie
skorelowana z poprawa funkcji tego organu, co $wiadczy o tym, ze VO(ma)2dziata
skutecznie takze w komoérkach miesnia sercowego. W komdrkach miesniowych i
endotelium aorty wanadany, podobnie jak insulina, uczestniczg w stymulacji cyklazy
adenylowej, poprzez wptyw na kinaze tyrozynowa [66]. Efekt rozszerzenia naczyn,
wywotany podniesieniem aktywnos$ci enzymu, jest podobny po stymulacji zaréwno
wanadem, jak i insulina.

Wobec przytoczonych przyktadéw mozna wnioskowaé, ze aktywnos$¢é hormonu i
wanadu pokrywa sie nie tylko na szlakach zwigzanych z metabolizmem cukrow.
Dziatanie pochodnych wanadu nie ogranicza sie do normalizacji stezenia cukru we
krwi, lecz takze poprawia szereg innych parametréw zmienionych w cukrzycy.

3. UDZIAEL. WANADU W ROZNORODNYCH PROCESACH
KOMORKOWYCH

Ostatnie lata badan wykazaty, ze dziatanie biologiczne wanadu nie ogranicza sie
jedynie do aktywnosci insulino-nasladowczej, lecz dotyczy regulacji réznorodnych
procesow komorkowych, takich jak: ekspresja DNA [6, 31], apoptoza [16, 71],
odpowiedz immunologiczna [28, 57], powstawanie nowotworow [6,31]. W zwigzku
z tym zwiekszajg sie mozliwosci stosowania roznych jego pochodnychjako czynnikow
terapeutycznych w rozmaitych stanach chorobowych.

Podejmowane sg proby stosowania zwigzkéw wanadu jako czynnikéw anty-
nowotworowych. Na przyktad kompleks wanad(l11) z L-cysteingjest w niskich dawkach
skutecznym $rodkiem przeciwdziatajagcym eksperymentalnie indukowanemu nowo-
tworowi u szczurdéw [31], co objawia sie znaczacym przedtuzeniem zycia, cofnieciem
rozwoju raka i ograniczeniem efektu dziatania karcynogenéw. Badania Bishayee i
wsp. wskazujg, ze ochrona komorek, w tym wypadku hepatocytéw, przez wanad moze
by¢ realizowana przez podniesienie poziomu detoksykacji prokarcynogenow lub
hamowanie ich aktywacji, a zatem ograniczenie ich wiazania z DNA [6]. Zwigzane
jest to z wptywem na enzymy i zmiang metabolicznego procesu choroby przez
zastosowanie pochodnej wanadu [6]. Poniewaz w komorkach nowotworowych istniejg
bardzo swoiste warunki srodowiskowe (szczego6lnie jesli chodzi o pH ipoziom wolnych
rodnikéw), w zaleznosci od nich wanad moze dziata¢ bardzo odmiennie. W niektorych
stanach ortowanadany wykazujg aktywnos$¢ zaréwno promujaca, jak i inicjujaca
transformacje komdrek nowotworowych [61]. W obecnosci estréw forbolu i innych
karcynogendéw powoduja istotne zmiany w komérkach transformowanych, ale bez
ich obecno$ci nie wykazujg dziatania. Biatka fosforylowane przez te czynniki (takze
przy udziale wanadu) moga by¢ kluczowymi w indukowanej chemicznie transformacji
NOWOtWOrowej.
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RYCINA 1 Przyktadowe miejsca dziatania pochodnych wanadu w komérce. Biatka, z ktérymi oddziatuje
wanad, zaznaczono ciemnym kolorem; stosowane skroty: PTK cytozolowa - niebtonowa kinaza
tyrozynowa, PTK btonowa - niereceptorowa btonowa kinaza tyrozynowa, PTK IR - kinaza receptora
insuliny, PTP - fosfataza tyrozynowa, PI3-K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa, MAPK - kinaza
biatkowa aktywowana przez mitogeny, GLUT-4 - transportery glukozy, 1RS-1 - substrat receptora
insuliny, R af- kinaza biatkowa ser/treo, PLCY -fosfolipazaCy, DAG - diacyloglicerol, IP - trifosforan
inozytolu; szczeg6towe objasnienia w tek$cie, opracowano na podstawie [2, 12, 28, 29, 373 42, 43, 53,
58]

Zwigkszenie poziomu wanadu w diecie badanych zwierzat moze oddziatywa¢ na
odpowiedz immunologiczngprzez zmiany w aktywnosci i liczbie makrofagéw. Wynika
to prawdopodobnie z inhibicji PTP iw konsekwencji podniesienia poziomu fosforylacji
biatek [60] oraz z podwyzszenia stezeniajondw wapnia w limfocytach T, co decyduje
o aktywacji komérek biorgcych udziat w odpowiedzi immunologicznej [28].

Innym przejawem aktywnosci zwigzkéw wanadu jest regulacja wewnatrz-
komoérkowego stezeniajondw wapnia, poprzez oddziatywanie na rozne etapy kaskady
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sygnatu zwigzanej z biatkowagkinazgC [28,43, 53]. Podawanie zwigzku pV indukuje
uwalnianie Ca2+z puli wewnatrzkomérkowej i zwiekszenie ich stezenia w réznych
typach komdrek, miedzy innymi w limfocytach T [28]. Fosforylacja tyrozynowa
fosfolipazy Cy przez wanad powoduje w tym przypadku generacje dwoch wtdrnych
przekaznikdw - diacyloglicerolu (DAG) itrojfosforanu inozytolu (IP3 iw konsekwencji
naptyw jonéw Ca2+ Natomiast w komdrkach trzustki uwalnianie wapnia pod wptywem
wanadu jest zwigzane ze zmianami w aktywnosci ATP-azy Ca2+ ktéra reguluje ilos¢
jonéw wapniaw komarce prowadzac aktywny transportjondw przez btony wewnatrz-
komorkowe [43, 53]. Dziatanie wanadu opiera sie w tym wypadku na utlenianiu grup
sulfhydrylowych enzymu, co znaczgco wplywa najego aktywnosc.

Przez wptyw na procesy bioenergetyczne i aktywno$é rozmaitych enzymoéw,
pochodne wanadu mogga decydowac o dalszym losie komdrki. Odbywa sie to czesto
poprzez regulacje syntezy DNA. Miedzy innymi stwierdzono stymulacje proliferacji
komorek fibroblastow [30] i osteoblastéw [17], przy czym badania te wskazuja, ze
istotny wptyw na efektywnos$¢ dziatania ma stan utlenienia wanadu i rodzaj nosnika.
Badane zwigzki przy wyzszych stezeniach hamujg wzrost powodujac znaczne zmiany
w morfologii komorek, najwyrazniejsze po podaniu pochodnych, w ktérych wanad
wystepuje na +5 stopniu utlenienia [17, 30]. Takie formy wanadu powodujg, w
zaleznosci od stezenia, wzrost lub hamowanie syntezy DNA oraz hamowanie enzymow
zwigzanych z syntezg DNA [31]. Formy, w ktérych wanad wystepuje na +4 stopniu
utlenienia, moga reagowac¢ z komérkowym H2 2 powodujagc w konsekwencji usz-
kodzenia nici kwasu dezoksyrybonukleinowego [38]. Niewykluczone, ze mogg istnie¢
bezposrednie oddziatywania pochodnych wanadu z DNA, tym bardziej ze stwierdzono
powstawanie nierozpuszczalnych kompleksow wanadan6w z histonami [47]. Tworzenie
takich struktur moze by¢ jednym z mechanizméw wptywajacych na ekspresje genow.

Indukcja dojrzewania oocytdw przez zwigzki pV zwigzana jest natomiast ze
stymulacjg czynnikéw promujacych dojrzewanie i aktywacjg kinazy MAP [21]. Wanad
dziata tu, podobniejak insulina, przeciwnie do hamujacego dziatania PTP, podwyzszajac
stezenie tréjfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIPJ, produktu dziatania 3-kinazy
fosfatydyloinozytolowej (P13-K), kt6ra jest efektorem receptora insuliny. Aktywacje
kinaz MAP stwierdzono tez w komorkach endotelium [39], w ktérych wanadany dziataja
podobniejak niektore czynniki wzrostu (IL-1, TGF), indukujac ekspresje biatek COX-
2 z rodziny cyklooksygenaz. Takze antyapoptotyczny efekt podawania wanadu jest
zwigzany z aktywacjg PI3-K [16] i skierowaniem komérek na droge przezycia, co
wynika nie tyle ze stymulacji proliferacji, lecz z zatrzymania fazy G2 cyklu
komdérkowego. Inne prace wskazujg na wanad jako czynnik promujacy apoptoze, a
jego dziatanie, majace stuzy¢ eliminacji komérek z uszkodzonym DNA, opiera si¢ na
podniesieniu poziomu syntezy reaktywnych czynnikéw utleniajacych [71].

Z powyzszych przyktadéw wynika, ze wanad moze wywotywaé w komérkach
réznorakie efekty, czesto przeciwstawne, jak indukcja lub hamowanie rozwoju
nowotworu czy tez stymulacja apoptozy lub dziatanie antyapoptotyczne. Taka
niespecyficznos$¢ bardzo ogranicza mozliwo$¢ zastosowania omawianych zwigzkow
w tak ztozonym ukladzie, jakim jest organizm. Z drugiej strony, w $cisle okreslonych
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warunkach labolatoryjnych (tzn. przy danym rodzaju komérek, w sprecyzowanych
warunkach hodowli iznanym stezeniu podawanego zwigzku) dziatanie danej pochodnej
wanadu jest powtarzalne, co umozliwia stosowanie jej jako wzorca w badaniach
podstawowych.

4. WANAD JAKO REGULATOR AKTYWNOSCI KINAZ
| FOSFATAZ

Komérkowa odpowiedZ na hormony, czynniki wzrostu czy cytokiny w znacznej
mierze zachodzi za posrednictwem aktywacji wewngtrzkomdérkowych kinaz. Enzymy
te fosforylujg tyrozyny swoistych biatek, niektére z nich sg przy tym zdolne do
autofosforylacji. Pojawianie sie w czasie ufosforylowanych biatek ma krytyczne
znaczenie we wiaéciwym funkcjonowaniu komorki. Scista regulacja tych proceséw
jest zwigzana z obecnoscig fosfataz, przeprowadzajacych procesy defosforylaciji.
Dlatego kluczowa rola pochodnych wanadu polega na ich zdolnosci do regulacji
aktywnosci tych enzymow i mozliwosci kontrolowania réwnowagi miedzy procesami
fosforylacji i defosforylacji biatek komdrkowych. Pojawia sie coraz wiecej doniesien,
ze pochodne wanadu sg zdolne do wigzania i aktywowania lub hamowania tego rodzaju
enzymow zwigzanych nie tylko ze szlakami metabolizmu cukréw i lipidéw. Efekty ich
dziatania dotyczg wiec takze wielu innych proceséw zyciowych zachodzacych wewnatrz
komorki.

Dwie pochodne wanadu - V0S04i NaV03stymulujg pobieranie jonéw K+w
izolowanych komérkach watroby szczura przez stymulacje pompy ATP-azowej Na7
K+[12]. Badane zwiazki wanadu, by¢ moze przez fosforylacje tyrozyny, bezposrednio
aktywujg ATP-aze Na#K+ lub tez, poprzez fosforylacje innych biatek, regulujg
aktywnos$¢ lub liczbe pomp jonowych w komérce. Kinaza MAP oraz rybosomalna
kinaza S6, ktére sg istotnymi elementami w kaskadzie fosforylacji indukowanej
sygnatem od insuliny, sg tez aktywowane po podaniu insulino-nasladowczego zwigzku
wanadu - V 0S04 ktory wykazuje przedtuzone dziatanie na aktywnos$¢ enzymow [37].
W obu przypadkach [12,37] mechanizm tego typu dziatania zwigzany jest ze stymulacjg
kinazy tyrozynowej, gdyz genisteina, inhibitor tej kinazy, blokuje efekt wywotany
wanadem.

Pochodne wanadu moga by¢ istotnym czynnikiem decydujacym o skierowaniu
komorki na droge apoptozy lub proliferacji czy tez wptywac¢ stymulujgco badz hamujaco
na transformacje nowotworowg [6, 31, 61], gdzie rbwnowaga miedzy procesami
fosforylacji i defosforylacji odgrywa decydujgcarole. Przykfadowo, antyapoptotyczny
efekt wywotany przez V 0S04zwigzany jest ze wzrostem aktywnosci kinazy biatkowej
B Akt [16] poprzez aktywacje P13-K wanadem (wortmanina, inhibitor tej kinazy, hamuje
antyapoptotyczne dziatanie wanadu).

Mozliwos¢ regulacji aktywnosci PTP zalezna jest od stanu redoks komarki [22].
Wanadany mogg wykazywac rézng efektywnos¢ dziatania w komdrce, zwigkszajac
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TABELA 1. Przyktadowe procesy biologiczne, w ktorych stwierdzono zmiany w aktywnosci
knaz lub fosfataz pod wptywem dziatania wanadu (opracowano na podstawie cytowanej
literatury)

Rodzaj aktywnosci biologicznej wanadu Stwierdzony sposob dziatania  Literatura

aktywacja  hamowanie

kinaz fosfataz
Aktywacja receptora insuliny u [60, 63, 75]
Pobieranie glukozy w adipocytach + [48]
Transport GLUT-4 w kierunku btony plazmatycznej + [48]
Stymulacja biatek MAP i ekspresji genéw + [21,67]
Zmiany w aktywnosci i liczbie makrotagow + [57]
Stymulacja ATP-azy Na7K+ + [12]
Zahamowanie apoptozy + [16]
Zmiany w strukturze sieci filamentéw aktynowych + [68]
Hamowanie sekrecji pecherzykow ze strony trans + [2]

aparatu Golgiego

poziom ufosforylowanej tyrozyny tylko w warunkach obnizonego poziomu glutationu,
przy czym hamowanie PTP przez wanad, przeciwnie niz w badaniach in vitro, jest
nieodwracalne [22]. In situ wanadan inaktywuje PTP, by¢ moze przez tworzenie
zwigzkow pVs lub innych czynnikdw utleniajgcych. Taka modulacja dziatania wanadu
powoduje, ze zwiazki te mogg wykazywaé selektywne efekty w komdrkach lub ich
czesciach w zaleznosci od stanu redoks przedziatu komdrkowego.

Hamowanie fosfatazy przez wanad prawdopodobnie powoduje tez zmiany w
strukturze sieci filamentow aktynowych oraz hamuje oparty na mikrotubulach
mechanizm transportu pecherzykéw [68]. W keratynach, biatkach budujgcych filamenty
posrednie, pod wptywem dziatania pV (podobnie jak po stymulacji czynnikami wzrostu)
nastepuje fosforylacja reszt tyrozyny oraz seryny, co powoduje modulacje ich organizacji
i interakcji ze zwigzanymi biatkami [34]. Procesy fosforylacji i defosforylacji biatek
sgrowniez istotne w tworzeniu pecherzykow sekrecyjnych z powierzchni trans aparatu
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Golgiego (TGN) komoérek endokrynnych. Cynk i pV jako inhibitory PTP hamuja ten
proces, a stopien fosforylacji biatek i polipeptydow obecnych w TGN jest skorelowany
z hamowaniem tworzenia pecherzykéw [2]. Po stymulacji fibroblastéw zwigzkami
pVs nastepuje fosforylacja koneksyn, gtéwnie koneksyny 43 budujgcych kanaty
odpowiedzialne za bezposredni kontakt miedzy cytoplazmami sasiednich komarek [20].

5. PRZEMIANY WANADU W KOMORCE | ORGANIZMIE

Oprocz insulino-na$ladowczych wasnosci opisywanych form wanadu wazng cecha,
jesli chodzi o ewentualne zastosowanie terapeutyczne, jest mozliwo$¢ swobodnego
dostarczenia leku do miejsca jego dziatania oraz trwatos¢ w komérce i akumulacja
tego pierwiastka, ktory moze w wiekszym stezeniu wywotywac niepozadane efekty
toksyczne. W dostarczaniu zwigzkow wanadu przez bariery skérne bardzo istotne sg
takie parametry, jak: ksztat, rozmiar i lipofilno$¢ czasteczek [10]. Wchianianie zalezy
od rozpuszczalnosci i sposobu podawania pochodnych wanadu. Wiekszo$¢ z nich
dostarczana jest do organizmu przez uktad pokarmowy. W zotagdku najczesciej sg one
zamieniane na dodatnie jony wanady lowe V 0 2-(wanad na +4 stopniu utlenienia) i w
takiej formie pozostajg w alkalicznym Srodowisku dwunastnicy [2].

Zrdznicowanie w Ugandach chelatujgcych ma ogromny wptyw nie tylko na zdolno$é
wchianiania, ale i na wtasnosci fizykochemiczne r6znych zwigzkéw wanadu. Najlepiej
wchtaniane sg przez organizm niektére pochodne nadtlenkéw wanadu i wanadyl, przy
czym, przy podobnej kinetyce wchtaniania, wystepuja miedzy tymi zwigzkami znaczne
roznice w zdolnosci do hamowania PTP [59]. Niektore pochodne pV sg znacznie
efektywniejsze w obnizaniu poziomu cukru po podaniu przez skoére niz doustnym [11].
Z kolei organiczne pochodne (wanad koordynacyjnie zwigzany z maltolem lub kwasem
kojowym) sg znacznie lepiej wchianiane przez tkanki niz siarczan wanadylu, ktérego
wiekszos¢ jest wydalana przez uktad pokarmowy [58,65,70,74]. Charakterystyczne,
ze nie ma korelacji miedzy poziomem wanadu w tkankach a poprawg parametrow
metabolizmu glukozy, co sugeruje, ze r6znice w efektywnosci dziatania poszczeg6lnych
zwigzkéw nie zalezg od stopnia absorpcji i stezenia w organizmie, lecz wynikajg z
wiasnosci insulino-nasladowczych, niejednakowych dla réznych pochodnych [58]. W
0g0lnej przydatnosci leczniczej istotnajest wiec dostepnos¢ w komorce i transport do
miejsca dziatania oraz aktywno$¢ wewnatrz komorki, czyli przede wszystkim zdolnosé
do oddziatywania z centrum aktywnym enzymow.

Przemiana zwigzkéw wanadu wewnatrz organizmu prowadzi do powstania gtownie
formy V 02+ Jednak zaréwno siarczan wanadylu, jak i ortowanadan sodu po wniknieciu
do krwinek ulegajg czeSciowemu przeksztatceniu na kation wanadylowy, i anion
wanadanowy, ktory wewnatrz komarki przechodzi do przedziatéw ograniczajacych
obrdt pierwiastka. Ta porcja wanadu jest inaczej wydalana z komorki niz ta, ktora jest
akumulowana bezposrednio w formie wanadylu [40]. Tak wiec rodzaj podawanego
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zwigzku moze mie¢ wptyw najego przemiany metaboliczne, co ma zapewne bardzo
wazne konsekwencje w obnizeniu toksycznosci i w efektywnosci leczenia.

Wanad zmienia w komérce swoj stan utlenienia. We krwi i ptynach ustrojowych
wystepuje gtdwnie w formie utlenionej, czyli na +5 stopniu utlenieniajako anion (V03-
- metawanadan i V043-- ortowanadan), a w komérce na +4 - w formie kationu
wanadylowego V 02+ (przemiana nastepuje prawdopodobnie przez nieenzymatyczng
redukcje przy udziale glutationu). W krwi jony wanadylowe wchodzg w kompleksy z
biatkami -transferyng ialbuming [35,49]. Kompleksjonu z albuming surowicy wotowej
przedtuza stabilnos¢ formy V4 w formie niezwigzanej wanadyl spontanicznie ulega
utlenieniu do wanadanu, obecnos$¢ zredukowanego glutationu (GSH) nie wptywa na
tempo tego procesu [49]. Biatka lub peptydy in vivo przytgczajac wanad na +5 stopniu
utlenienia powodujg redukcje do stanu V4+bezposrednio przez NADPH (petnig wiec
role taka, jakg in vitro spetnia EDTA) [40]. Wigzanie jonu V 0 2+przez peptydy powoduje
jego wtdrng inaktywacje i moze by¢ sposobem detoksykacji wanadu [35]. W kosciach
jony V 02+lokujasie obok jonéw Ca2+w hydroksyapatycie. Oddziatujaz nieorganiczng
frakcja kosci, tworzgc rozne kompleksy z tlenkami fosforu [26,35]. Uwaza sie, zejon
V 02tmoze by¢ stopniowo uwalniany z tego kompleksu i transportowany do innych
organéw, gdzie po przeksztatceniu w inne formy, moze powtoérnie wykazywacé insulino-
podobngaktywnosé [35].

Akumulacja pierwiastka w poszczegélnych cze$ciach organizmujest nieréwnomierna
i zalezy od stosowanej w terapii pochodnej, okresu podawania oraz w mniejszym stopniu
od stezenia. Najwieksze iloSci gromadza sie w kosciach, nerkach, $ledzionie i watrobie,
znacznie mniej wanadu odktada sie w miesniach i mézgu [36,62,76]. Taka akumulacja
niewatpliwie powoduje szeroko opisywane efekty toksyczne [4, 27], objawiajgce sie
przede wszystkim wiekszg Smiertelnoscig komorek, zwigzang z uszkodzeniami DNA
[1, 63]. Jednak wg innych autoréw brak jest efektow toksycznych u zwierzat cukrzy-
cowych leczonych wanadem, przynajmniej po krotszym okresie podawania [54, 70].
Ponadto, oprécz normalizacji parametrow zwigzanych z metabolizmem cukrow i
lipidéw, zaobserwowano nawet poprawe stanu komdrek mieénia sercowego [36],
trzustki [14, 25] czy watroby [23] uszkodzonych w wyniku rozwoju cukrzycy.

6. ZASTOSOWANIE ZWIAZKOW WANADU
W BADANIU PROCESOW BIOLOGICZNYCH

Oprocz opisanych powyzej przyktadéw zastosowania pochodnych wanadu pojawia
sie mozliwo$¢ wykorzystania omawianych zwigzkdw w badaniach majacych na celu
wyjasnienie molekularnych mechanizméw zwigzanych z cukrzycg w szczegdlnosci
biologicznych proceséw stymulowanych przez insuling oraz do badania struktury i
funkcji enzyméw [33]. Publikowane sg kolejne prace, w ktérych wykorzystuje sie
znane wiasnosci wanadu - hamowanie aktywnosci fosfataz i aktywacja kinaz - w
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badaniu réznorodnych zjawisk, miedzy innymi tych zwigzanych z transdukcjg sygnatu
pochodzacego od insuliny [45, 50, 60]. Dziekijednej z pochodnych pVs stwierdzono
istnienie dwéch niezaleznych drég modulujacych aktywnos¢ syntazy glikogenu, jedna
z nich jest niezalezna od insuliny [45]. Zastosowanie wanadu jako inhibitora PTP
pozwolito okresli¢ udziat proceséw fosforylacji i defosforylacji w indukowanej H,0,
aktywacji fosfolipazy D [50] oraz w procesie tworzenia pecherzykéw sekrecyjnych
na powierzchni trans aparatu Golgiego (fosforylacja polipeptydéw zlokalizowanych
we frakcji bton TGN hamuje ten proces) [2]. Pochodne wanadu mogg tez stuzy¢ do
badania mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie nowotworu [61] czy tez,
przy wykorzystaniu ich zdolno$ci do regulacji ATP-azy Ca2+ jako $rodek
farmakologiczny stosowany w mobilizacji jon6éw wapnia [53].
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TRANSDUKCJA SYGNALOW W KOMORCE
ROSLINNEJ POD WPLYWEM STRESOW
ABIOTYCZNYCH

ABIOTIC STRESS SIGNALING PATHWAYS IN PLANT CELL

Karolina Stepien

Pracownia Biologii Molekularnej Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu

Streszczenie'. R6znorodno$¢ mechanizméw obronnych roélin przeciwko stresom abiotycznym pozwala
im na adaptacje do niekorzystnych warunkéw $rodowiska. Pierwszym etapem adaptacji jest percepcja
bodzca, a nastepnie jego przekazanie na szlak transdukcji sygnatéw. Rozpoznanie czgsteczek sygnato-
wych zachodzi dzieki receptorom obecnym w btonie komorkowej. Przytaczenie liganda do receptora
wptywa najego aktywnos$¢ enzymatyczng lub na aktywnos$¢ czasteczki przenos$nikowej. Ostatnie bada-
nia wskazujg na uniwersalno$¢ mechanizméw transdukcyjnych z udziatem kaskad kinaz MAP tgcza-
cych rézne receptory z réznymi elementami odpowiedzi komérki. Szlaki transdukcyjne stanowig wspét-
zalezng sie¢, okreslangjako ‘cross-talk'.

Stowa kluczowe: transdukcja sygnatéw, stresy abiotyczne, receptory, przenosniki sygnatéw, ‘cross-
talk’

Summary. Plants exhibit a variety of 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 plasma membrane of the cell. Binding of a ligand can result in the stimulation of an
intrinsic enzymatic activity of its receptor or the modulation of transducing protein. Recent studies in
plants indicate that mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascades have emerged as a universal
signal transduction mechanism that connects diverse sensors to cellular and nuclear responses. The
signaling pathways 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. WSTEP

Prawidtowy wzrost i rozwdj roslin moze zachodzi¢ tylko w odpowiednich warunkach
Srodowiska zewnetrznego. Jego zasadniczymi sktadowymi sg wilgotno$¢ powietrza i
gleby, temperatura otoczenia, natezenie Swiatta oraz sktad chemiczny podioza. W
warunkach naturalnych czynniki $rodowiska ulegajg ustawicznym zmianom, a po
przekroczeniu progowych wartos$ci stajg sie stresowe dla rozwoju rosliny. W niniejszej
pracy zostang omowione mechanizmy odbierania i przekazywania przez komorke
roslinna sygnatéw pochodzacych ze srodowiska.

Pierwszym etapem rozpoczynajgcym odpowiedz na stres jest percepcja sygnatu, a
nastepnym jego transdukcja do wnetrza i wewnatrz komoérek. Rezultatem odpowiedzi
na stres jest uruchomienie ekspresji genow, ktérych produkty prowadza do zmian
proces6w metabolicznych w komorkach i tkankach roslinnych [1, 35].

2. TRANSDUKCJA SYGNALOW

Wyro6znia sie trzy etapy reakcji komarki na bodzce Srodowiskowe: percepcja sygnatu,
jego przenoszenie i odpowiedz koncowa rosliny [79].

2.1. Receptory

Receptory, to komorkowe struktury odpowiedzialne za rozpoznawanie i selektywne
wigzanie czasteczek majacych wiasciwosci sygnalowe oraz uczestniczace w
powstawaniu reakcji wewnatrzkomaorkowych [30].

2.1.1. Receptory jonotropowe.

Receptorjonotropowy to receptor potgczony z kanatem jonowym. Zwigzanie liganda
wywotuje zmiany konformacyjne receptora tak, iz kanat zamyka sie albo otwiera dla
specyficznych jondéw, takich jak: Na+ K+ Ca2+ ClI". Przeptyw jonéw w poprzek biony
prowadzi do zmian potencjatu transbtonowego [79].

Specyficzne skutki ma tu otwarcie kanatdbw Ca2; poniewaz zmiany wew-
natrzkomérkowego stezenia Caz-mogaw sposéb istotny wptywaé na aktywnos¢ wielu
enzymow, m.in. uczestniczacych w transdukcji sygnatow [30].

2.1.2. Receptory wspotpracujace z biatkiem G (receptory metabotropowe).

Receptory metabotropowe maja siedem transbtonowych fragmentéw. Wspétpracuja
one z heterotrimerycznymi biatkami G. U roslin poznano wiele genéw kodujacych
podjednostki biatek G (rozdz. 2.2.1.) [27, 79]. Po zwigzaniu czasteczki sygnatowej,
receptor ulega zmianie konformacyjnej, ktéra odksztatca cytoplazmatyczng domene
receptora, umozliwiajgc mu oddziatywanie z biatkiem G, umieszczonym po stronie
cytozolowej btony komdrkowej. Receptor pozostaje aktywny tak dtugo, jak dtugo jest



TRANSDUKCJA SYGNALOW W KOMORCE ROSLINNEJ POD WPLYWEM STRESOW ABIOTYCZNYCH 597

z nim zwigzana zewnatrzkomoérkowa czasteczka sygnalizacyjna i przez to moze
katalizowa¢ aktywacje wielu czasteczek biatka G [79].

2.1.3. Receptory o aktywnoSci enzymatycznej (receptory katalityczne)

Receptory katalityczne sgbiatkami transbtonowymi, ktérych domeny wigzgace ligandy
sg eksponowane na zewnetrznej powierzchni btony komoérkowej. Jednakze domena
cytoplazmatyczna w receptorze katalitycznym dziatajak enzym lub tworzy kompleks
z innym biatkiem o aktywnosci enzymatycznej [30,70]. Do tej grupy receptoréw nalezg
m.in. receptorowe kinazy biatkowe.

Roslinne kinazy receptorowe majajeden lub kilka regionéw transbtonowych. W
regionie katalitycznym moga mie¢ reszty histydynowe, treoninowe lub serynowo-
tyrozynowe [70]. Typowa kinaza receptorowa u roslin ma cztery regiony strukturalne:
region odbierajacy bodzce z otoczenia; domena zewngtrzkomdrkowa; region trans-
btonowy; domena kinazowa [http://www.wisc.edu/prkr/].

Obecnie wiadomo, ze kinazy receptorowe nalezg do duzej rodziny genow i w
przypadku poznanego juz genomu Arabidopsis stanowig prawie 2,5% wszystkich
genow, jest to w przyblizeniu 600 gendéw [http://www.wisc.edu/prkr/].

2.1.3.1. Receptorowe kinazy serynowo-treoninowe. Roslinne receptorowe kinazy
serynowo-treoninowe sg grupg biatek zlokalizowanych w btonie komérkowej. Uczes-
tnicza w regulacji rozwoju roslin, jak i w percepcji bodzcédw pochodzacych z otoczenia,
np. Swiatto [3]. Kinazy te sg klasyfikowane ze wzgledu na obecnos¢ charakterystycznej
domeny, znajdujgcej sie w czesci zewnatrzkomorkowej biatka. Wiekszo$¢ kinaz
serynowo-treoninowych zawiera sekwencje bogate w powtérzenia leucynowe LRR
(ang. Leucine Rich Repeat) odgrywajacych istotngrole w interakcjach biatko-biatko
[34, 82]. Inna grupa zawiera tzw. domene S podobng do SLG (ang. S-Locus
Glycoprotein), ponadto moga réwniez wystepowac, m.in. takie, ktére majg analogie
do motywu wystepujgcego w czynniku rozwoju nabtonka - EGF (ang. Epidermal
Growth Factor, EGF-like motif) czy tez w czynniku TNFR (ang. Tumor Necrosis
Factor Receptor-like motif) lub tzw. domene wigzgcg lektyny [3, 4, 19]. Dotychczas
nie zidentyfikowano w ros$linie receptorowej kinazy serynowo-treoninowej, bioracej
udziat w percepcji i transdukcji sygnatow zwigzanych ze stresami abiotycznymi.

Przyktadem kinazy serynowo-treoninowej jest ERECTAL, biatko majgce w swojej
domenie pozakomorkowej region LRR. ERECTAL ulega ekspresji w apikalnej czesci
merystemow, ajego mutacja prowadzi do wstrzymania kwitnienia lub powoduje rozwdj
skréconych strgkéw i ogonkow lisciowych. Prawdopodobny jest tez udziat tej kinazy
w przekazywaniu sygnatéw z komorki do komarki podczas rozwoju merystemu [82].

Jak dotychczas u roslin nie zidentyfikowano receptorowych kinaz tyrozynowych,
jednakze jedna z poznanych kinaz-PRKI (ang. Pollen Receptor-like Kinase 1) ma
reszty zardGwno serynowo-treoninowe, jak ityrozynowe [54].

2.1.3.2. Receptorowe kinazy histydynowe. Receptorowe kinazy histydynowe
zbudowane sg z dwéch elementdw, sensora i regulatora odpowiedzi. Sensor wigzacy
sygnat ze Srodowiska zewnetrznego zawiera kinaze histydynowg, ktora po zadziataniu
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bodZca ulega autofosforylacji. Nastepnie grupa fosforanowa przeniesiona zostaje na
reszty asparaginianu, znajdujace sie w domenie regulatora odpowiedzi [83]. Pobudzona
czasteczka kinazy receptorowej dziata aktywujgco na inne biatka wystepujace w
kaskadach sygnalizacyjnych, a w konsekwencji wptywa na ekspresje specyficznych,
indukowanych okreslonym bodzcem - stresem, genow. Dobrze poznang receptorowg
kinaza histydynowag jest ATHK1 (ang. Arabidopsis thaliana Histidine Kinase J)
oraz receptor etylenowy ETR1. Badania nad biatkiem ATHK1 wykazaty, ze reaguje
ono na zmiany osmotyczne $rodowiska. Receptor odbierajacy sygnaty na zasadzie
osmosensora, w dalszym etapie przekazuje sygnat do kaskady MAP kinaz (ang.
Mitogen Activated Protein Kinases) [7, 20, 41, 51, 83].

Obecnie niewiele wiadomo na temat receptoréw roslinnych, ktére odbierajgbodzce
pochodzace z otoczenia. W przypadku niskich temperatur sama plazmalemma moze
bra¢ udziat w percepcji sygnatu. Pod wptywem chtodu moze dojs¢ do zwiekszenia
ptynnosci bton, jest to wtérna reakcja na obnizona temperature wynikajgca z desaturacji
kwasow thuszczowych [61,69]. Przypuszcza sie, ze w btonie istnieje receptor wrazliwy
na zmiany wjej ptynnosci. Inng mozliwoscig zaproponowang przez Monroy’a i Dhindsa
[52] jest kanat wapniowy, ktéry mogtoy petnic¢ role receptora, chociaz dotychczas kanat
Ca2+o takiej funkcji nie zostat zidentyfikowany. Zgodnie z tg hipotezg kanaly Ca2+
otwieratyby sie wtedy, gdy zwieksza sie ptynno$¢ bton komérkowych pod wptywem
niskiej temperatury otoczenia. Z kolei otwarcie kanatéw wapniowych aktywowatoby
transdukcje sygnatow uruchamiajgcych ekspresje okreslonych genow [61].

2.2. Przenosniki sygnatow

2.2.1. Biatko G

Biatko G jest jednym z najlepiej poznanych przeno$nikéw sygnatéw wewnatrz
komorki. W przypadku receptorow wspétpracujgcych z biatkiem G, zwigzanie przez
receptor sygnatu powoduje aktywacje biatka G, ktére wptywa na regulacje kanatéw
btonowych oraz uruchomienie aktywnosci cyklazy adenylanowej, AC (ang. Adenylyl Cyclase)
i fosfolipaz C i D, PLC i PLD ( z ang. PhosphoLipase C, PhosphoLipase D) [64, 70, 76].

Biatko G jest heterotrimerem ztozonym z trzech podjednostek a, 3iy. W stanie
niepobudzonym podjednostka a jest zwigzana z GDP, a czasteczka biatka G znajduje
sie w stanie spoczynkowym. Zwigzanie zewnatrzkomaorkowego liganda przez receptor,
powoduje potaczenie receptora z biatkiem G ijego aktywacje, ktora polega na wymianie
GDP na GTP w podjednostce a. W wyniku tego procesu nastepuje rozdzielenie sie
biatka G na zaaktywowangpodjednostke a ina kompleks podjednostek (3y. Podjednostka
a dyfunduje nastepnie wzdtuz cytozolowej powierzchni btony komdrkowej az do
napotkania jej biatka docelowego [27, 30, 56, 64].

2.2.2. Fosfolipazy

Katabolizm fosfolipidow petni szczeg6lng role w funkcjonowaniu komorki i wptywa
na wiele proceséw, takich jak: reorganizacja i degradacja bton, wytwarzanie
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przekaznikoéw drugiego rzedu [58, 69]. Fosfolipazy biorgce udziat w przemianach
fosfolipidéw, pogrupowane sgw klasy w zaleznos$ci od rodzaju substratu i miejsca ich
reakcji. Na tej podstawie wyrdzniono trzy typy fosfolipaz: A, C i D, (PLA, PLC,
PLD) [8].

Podczas odpowiedzi roslin na bodzce stresowe pochodzace ze $rodowiska, na
szlakach przenoszenia sygnatdw pojawiajg sie aktywne formy fosfolipaz [8]. W
przypadku zranienia roslin uruchamiana jest synteza kwasu jasmonowego, ktora jest
poprzedzona pojawieniem sie kwasu linolenowego uwalnianego z bton komérkowych
pod wptywem aktywnej PLA [11, 12, 28]. Fosfolipazy odgrywaja istotng role na
wczesnych etapach transdukcji sygnatu pochodzacego od stresu osmotycznego oraz w
procesach zwigzanych z osmoregulacjg u roslin. W transdukcji sygnatu pod wptywem
stresu osmotycznego biorg udziat fosfolipazy C i D [16, 60, 74].

Wsréd fosfolipaz C wyr6znia sie izoformy: PLC-p, PLC-y i PLC-8 [18]. Fosfolipaza
C jest enzymem zwigzanym z biona. Po aktywacji hydrolizuje btonowy fos-
fatydyloinozytol na dwie wtdrne czasteczki informacyjne, 1,4,5-tr6jfosforan inozytolu
(IP3 i dwuacyloglicerol (DAG). IP3opuszcza btone komoérkowsa i przemieszcza sie w
cytoplazmie. Po dotarciu do retikulum endoplazmatycznego, wigze sie z zawartymi w
jego btonie kanatami Ca2+i wptywa na ich otwarcie [59]. W cytoplazmie zwieksza sie
stezenie jonow Ca2+ Diacyloglicerol pozostaje w btonie komorkowej i wraz z Caz+
wspotdziata w aktywacji kinazy biatkowej C PKC (ang. Protein Kinase C), [62].
Szlak fosfatydyloinozytolowy prowadzi do powstania w ro$linie wielu czasteczek
petnigcych role sygnalizacyjna.

Fosfolipaza D aktywowana jest przez biatko G wspotpracujgce z receptorami
btonowymi [58]. Jej aktywacja moze nastepowaé w odpowiedzi na takie stresy, jak:
uszkodzenia mechaniczne, uszkodzenia spowodowane przez mrdz oraz promieniowanie
typu y [55, 66, 85]. Ponadto, PLD do swojej aktywnosci potrzebuje odpowiedniego
stezeniajonéw Ca2tw cytozolu iw przeciwienstwie do PLC produktem jej aktywnosci
jest kwas fosfatydowy PA (ang. Phosphatidic Acid), ktory powstaje w wyniku hydrolizy
fosfolipidow btonowych fosfatydylocholiny lub fosfatydyloetanoloaminy [55].
Powstajagcy w wyniku aktywnosci PLC DAG moze ulegaé fosforylacji do kwasu
fosfatydowego przez kinaze DAG [84].

2.2.2.1. Kwas fosfatydowy. Kwas fosfatydowy jest przekaznikiem drugiego rzedu
uruchamianym na dwa sposoby, jeden z udziatem PLC, drugi - PLD. Jest wysoce
prawdopodobne, ze szlaki te sg uruchamiane przez réznego rodzaju bodzce, moga
zachodzi¢ w réznych miejscach w komérce i moga tez w nich bra¢ udziat r6znego
rodzaju prekursory PA. Sg nimi fosfatydylocholina lub fosfatydyloetanoloamina
powstate w wyniku dziatania PLD lub powstate na szlaku PLC DAG (ryc. 1) [55].

R6zne formy stresow osmotycznych wplywajg na wzrost stezenia PA w komaérce.
Jak wykazano, zwiekszony poziom NaCl oraz susza wptywaja na powstawanie PA
najczesciej na szlaku PLC-kinaza DAG [56]. W przypadku uszkodzenia tkanki roslinnej
efektorowym enzymem jest PLD. Powstaty PA moze rowniez aktywowa¢ WIPK (ang.
Wound Induced Protein Kinases), ktére sg zaliczane do kaskady kinaz MAP [38].
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RYCINA 1 Model przedstawiajacy dziatanie kwasu fosfatydowego (PA) w komorce. PA jest
produkowany w komoérce poprzez aktywacje dwéch réznych szlakdw, jednego z udziatem PLC, drugiego
z PLD. PLC hydrolizuje fosfatydyloinozytolo 4,5-dwufosforan (PtdIns(4,5)P2) do 1,4,5, trifosforanu
inozytolu Ins(1,4,5)P3i diacyloglicerolu (DAG). PtdIns(4,5)Pi dyfunduje w cytozolu, gdzie uwalnia
jony wapnia. DAG pozostaje w btonie komdrkowej, gdzie jest fosforylowany przez kinaze DAG do
PA. PLD natomiast wptywa na powstanie PA poprzez hydrolize lipidéw strukturalnych, takich jak:
fosfatydylocholina (PtdCho). Zwigkszony poziom PA wptywa na szereg proceséw poprzez interakcje
z takimi biatkami, jak: szlak MAPK, CDPK, kanaly potasowe. PA jest fosforylowany do DGPP
poprzez kinaze PA. DGPP jest niewielkim lipidem i moze by¢ sam w sobie czasteczkg sygnatowg
(zaznaczone jako *?°). Znaczenie pozostatych skrotéw uzytych w schemacie: kinaza DAG (DGK);
kinaza PA (PAkin) [wg 57, zmodyfikowane].

Komérki roslinne wyksztatcity specyficzny mechanizm obnizania stezenia PA w
komaérce w wyniku fosforylacji PA do DGPP {ang. DiacylGlycerol PyroPhosphate)
[57]. Wzrost stezenia tego fosfolipidu inicjujg rézne bodzce, w tym takze te zaliczane
do stresow dehydratacyjnych, takich jak: susza, wysokie stezenie NaCl i in. [15,46].
Ponadto czgsteczka DGGP moze sama w sobie stanowi¢ element sygnatowy w
transdukcji sygnatéw (ryc. 1) [57, 59].

2.2.3. Jony wapnia

Wapn jest wtornym informatorem wewnatrzkomadrkowym. Dziata w potgczeniu z
réznymi biatkami, prowadzac do zmian ich aktywnos$ci. Jony wapnia odgrywaja
szczegdlng role w odpowiedzi roslin na bodzce zewnetrzne nalezace do stresow
biotycznych (wirusy, grzyby) i abiotycznych (Swiatto, chtod, susza, wysoka temperatura,
hipoksja). Jako przekaznik, Caz-wywotuje zmiany w komadrce roslinnej wptywajac na
jej wzrost, rozwdj i fizjologie, w wyniku ktorych roslina moze dostosowaé swéj rozwoj
do zmieniajgcych sie warunkéw Srodowiska (ryc. 2) [77].
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Stezenie wolnych jonéw wapnia w kom@arce jest niskie i wynosi przecietnie KF4
mM, natomiast stezenie zewnatrzkomérkowe wynosi 1-2 mM [1]. Poziom jonéw
wapnia wewnatrz komorki jest $cisle kontrolowany poprzez wymienniki jonowe obecne
w btonie komdrkowej itonoplascie. W warunkach normalnych utrzymuje sie wysoki
gradient Ca2+w poprzek bton. W przypadku przejsciowego otwarcia kanatu Cazw
jednej z bton przez sygnat, jony Ca2+szybko wptywajg do cytozolu zgodnie z gradientem
elektrochemicznym i uruchamiajg zmiany w cytozolowych biatkach wrazliwych na
Ca2+[79].

Ca2rwplywa aktywujgco na biatka okreslane czesto sensorami wapniowymi. Zalicza
sie do nich kalmoduline CaM, wapniowo-zalezne kinazy biatkowe CDPKs (ang.
Calcium Dependent Protein Kinases) oraz kalcyneuryno-podobne biatka wigzace
wapn [73, 77, 92].

2.2.3.1. Kalmodulina (CaM). Kalmodulina nalezy do rodziny biatek o motywie
dtoni EF. Jej czasteczka sktada sie z dwoch podobnych, globularnych ptatéw
potaczonych dtuga helisg a. Kazdy ptat zawiera dwa motywy dtoni EF, a kazdy motyw
wigze jeden atom wapnia. Kompleks kalmodulina-Ca2+stymuluje szeroki wachlarz

RYCINA 2. Transdukcja sygnatéw z udziatem biatek wigzacych wapn. BodZzce pochodzace ze stresow
biotycznych i abiotycznych odbierane sg przez komérki wptywajg na zmiany stezenia jonéw Ca w
cytozolu i/lub w innych przedziatach komérkowych (np. w jadrze). Zwiekszenie stezenia wolnych
jonéw Ca naptywajacych spoza komérki czy tez z siateczki §rédplazmatycznej dziata na biatka Ca -
zalezne jak kalmodulina oraz biatka kalmodulino-podobne. Aktywacja tych biatek umozliwia im
wchodzenie w interakcje z wieloma komérkowymi czgsteczkami sygnalnymi i docelewymi wptywajac
na zmiany w metabolizmie, modyfikacjach biatek i cytoszkieletu. Kalmodulina ijony Ca' mogaregulowaé
ekspresje genow poprzez uruchamianie okreslonych kaskad sygnalizacyjnych jub aktywacje okreslonych
czynnikéw transkrypcyjnych. Linie przerywane oznaczajg naptyw jonéw Ca' z otoczenia lub organelli
komérkowych. Znaki zapytania oznaczajg niepoznane dotychczas czasteczki biorgce udziat w transdukcji
[wg 77, zmodyfikowane]
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enzyméw-pomp oraz innych biatek. Taki kompleks moze wywiera¢ wptyw bezposredni
aktywujac enzymy lub posredni poprzez aktywacje zaleznych od kompleksu kinaz
biatkowych, ktdre fosforylujac specyficzne biatka przeprowadzajg je w forme aktywng
[79, 92]. Zaktywowana kalmodulina reguluje dziatanie zaleznej od niej kinazy CaM
I, pomp Ca2+ATP-azowych znajdujgcych sie w btonie wakuoli, plazmalemmy i siateczki
Srodplazmatycznej oraz czynnikéw transkrypcyjnych ielongacyjnych [79, 80].

Ostatnie badania wykazaty, ze wystepuja inne biatka kalmodulino-podobne, ktérych
sekwencja aminokwasowa jest w 40% identyczna z kamoduling filogenetycznie
konserwatywna. Grupa tych biatek charakteryzuje sie zr6znicowang iloscig motywaéw
EF wigzacych wapn (od 3 do 6) [77]. Biatka te na koricach C czasteczek majg miejsca
dla prenylacji, co wskazuje, ze moga by¢ zakotwiczane w btonach komorkowych.
Dodatni tadunek ich czasteczek sugeruje subkomoérkowsg lokalizacje i praw-
dopodobienstwo transportu do jadra, co moze mie¢ zwigzek z ich rolg w regulacji
transkrypcji [13].

Przyktadem biatka o budowie podobnej do kalmoduliny jest biatko RD20 (ang.
Responsive Dehydration), ktére zidentyfikowano uArabidopsis thaliana. Wzmozona
ekspresja genu kodujacego to biatko zachodzi pod wptywem suszy, ABA iwysokiego
stezenia soli [81].

2.2.3.2. Kinazy wapniowe. Kinazy biatkowe zalezne od wapnia (CDPK ang.
Calcium Dependent Protein Kinases) zostaty wykryte tylko u roslin i Protozoa [37].
Domena wigzgca Ca2+zawiera cztery motywy dtoni EF. Kinazy wapnio-zalezne nalezg
do grupy kinaz serynowo-treoninowych i odr6zniajg si¢ od innych regulowanych
wapniem kinaz, takichjak: kinazy biatkowej typu C czy kinazy wapniowo-kalmodulinowej
[68]. CDPK sg zbudowane z jednego faficucha polipeptydowego, ktéry zawiera trzy
funkcjonalne domeny: katalityczna, autoinhibujaca i wiazaca wapn [21, 89]. Wystepuja
w cytozolu oraz w btonach komérkowych, w ktérych sa zakotwiczone za pomoca
domeny SH4 wystepujacej na koricu N czasteczki biatka. Sekwencja SH4 ulega
mirystylacji po przytgczeniu kwasu mirystynowego (C[4. Proces ten umozliwia interakcje
zmo-dyfikowanego biatka z receptorem btonowym lub dwuwarstwowa btona lipidowa [2,45].

Poziom mRNA kodujacego CDPK wzrasta w roslinach pod wptywem chiodu.
Przyktadem moze by¢ wzmozona ekspresja genu CDPK7 u ryzu (Oryza sativa) pod
wptywem chtodu i zwiekszonego stezenia NaCl [44, 67, 68]. Autorzy przypuszczaja
ze kinaza CDPK7 moze petnic role regulacyjng w tolerancji ryzu na susze i chtdd.
Kinazy CDPK moga petni¢ funkcje regulacyjngw ekspresji gendéw podczas stresu i w
metabolizmie komérkowym. Z drugiej strony mogg stanowi¢ zrédto czasteczek
sygnatowych w kaskadach sygnalizacyjnych. Ponadto, moga petni¢ role w transporcie
jonéw i wody przez btony oraz wptywac na strukture i dynamike cytoszkieletu [44].

Innym przyktadem kinaz wapniowych sg kinazy asocjujgce z sensorami wapnia np.
biatkiem AtCBL (ang. Arabidopsis thaliana Calcineurin B-Like Ca2* binding
protein), ktore odgrywajg wazna role w transdukcji sygnatéw pod wptywem chiodu,
suszy i zasolenia [37,73]. AtCBL ma podobngbudowe do podjednostki B kalcyneuryny
i sensora Ca2twystepujgcego w neuronach zwierzat. AtCBL, podobnie jak kalmodulina
i kalcyneuryna B, jest matym biatkiem przytgczajgcym wapn. Nie majednak funkcji
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enzymatycznej [32, 65, 92]. Zwiekszony poziom AtCBLI w komérce obserwuje sie
pod wptywem chtodu, suszy izranienia, kiedy to biatko CBL1 oddziatuje ze specyficzng
kinazg CIPKI (ang. CBL-Interacting Protein Kinase 1). CIPK 1 ma budowe
charakterystyczna dla kinaz, tj. przy koincu N- czasteczki biatka znajduje sie domena
katalityczna zawierajgca reszty serynowo-treoninowe, natomiast przy koricu C
wystepuje unikalny region, niezbedny do asocjacji z AtCBLI. Interakcje pomiedzy
obiema czasteczkami biatka majg miejsce w przypadku podwyzszonego stezeniajonéw
wapnia [73].

Innym genem zwigzanym z odpornos$cig.Arabidopsis na stres solny jest gen kodujacy
biatko SOS3 (ang. SALT OVERLY SENSITIVE 3), nalezacy do tej samej rodziny
genow co AtCBLI. Biatka AtCBL i SOS3 pod wzgledem strukturalnym sg do siebie
podobne. Podobienstwo ich sekwencji aminokwasowej wynosi od 50 do 60% [39, 73].
Mutacje w genach SOS sprawiajg, ze Arabidopsis staje sie bardziej wrazliwa na
podwyzszony poziom jonéw Na+ W warunkach stresu solnego, podczas ktdérego
zwieksza sie stezenie wapnia cytozolowego, SOS3 wigze jony wapnia [24, 39]. Biatko
SOS3 ma w swej strukturze trzy motywy EF. SOS3 wchodzi w reakcje z biatkiem
S0OS2, ktore jest kinazg serynowo-treoninowg [17, 40]. Powstaty kompleks SOS3-
SOS2 oddziatuje na biatko SOS1, ktére jest antyporterem dla uktadu jonéw Na+H+
eksportujac jony Na+z komérki [72].

Zmiany w stezeniu jondw wapnia w komoérce wywotujg zmiany konformacyjne
sensor6w wapniowych. W zaleznosci od rodzaju uaktywnionych sensoréw (CaM,
CDPK, AtCBL), nastepuje aktywacja réznych biatek docelowych w wyniku interakcji
biatko-biatko. Natomiast powstanie kombinacji ztozonej z okre$lonych sensoréw i ich
substratéw zalezy od rodzaju sygnatu.

2.2.4. Kinaza biatkowa C

Poziom kinazy biatkowej C PKC (ang. Protein Kinase C) jest SciSle zwigzany z
iloscig DAG w komdrce. Ta wielofunkcyjna kinaza biatkowa fosforyluje w biatkach
docelowych reszty seryny itreoniny [1, 70]. Diacyloglicerol zwigksza powinowactwo
PKC do Ca2 ktdry uaktywnia PCK juz przy fizjologicznym poziomie wapnia w
komdrce. Do substratow PKC zalicza sie biatka tworzace uklady przenoszenia
sygnatow. PKC moze fosforylowac miedzy innymi biatko G i tym samym stymulowaé
kaskade sygnalizacyjnagzwigzangz cyklazgadenytanowa. Ponadto PKC moze oddziatywac
na proces translacji poprzez fosforylacje rybosomowego biatka S6 [1,62,70].

2.2.5. Kaskady kinaz MAP

Aktywno$¢ wiekszosci wewngtrzkomdrkowych biatek sygnalizacyjnych jest
wigczana lub wytgczana w procesach fosforylacji. Wiaczenie zachodzi w wyniku
dziatania kinazy biatkowej, ktora dodaje do biatka grupe fosforanowa, a wytaczenie
zachodzi poprzez usuniecie tej grupy przez specyficzne fosfatazy. Liczne biatka
kontrolowane przez fosforylacje same petnig funkcje kinaz biatkowych i sg zor-
ganizowane w kaskady sygnalizacyjne, w ktérych pierwsza z aktywowanych kinaz
fosforyluje nastepng kinaze znajdujaca sie w szeregu. Cykl ten wielokrotnie powtarza
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sie podczas przenoszenia sygnatu. Kaskadowe przenoszenie reszty fosforanowej
podczas przekazywania sygnatu zachodzi przy udziale kinaz MAPK (ang. Mitogen-
Activated Protein Kinase) [20]. Kinazy MAP przenoszga sygnaty do wnetrza komorki
od réznych pozakomdérkowych bodzcow, takich jak: czynniki wzrostowe, hormony,
etylen oraz od czynnikdw stresowych srodowiska i patogenéw. Szlaki transdukcyjne,
w ktorych uczestnicza MAPK, biorg udziat w licznych procesach zwigzanych z
funkcjonowaniem komorek, takich jak: podziaty komdrkowe, wzrost i réznicowanie
komorek oraz w odpowiedzi roslin na stresowe czynniki $rodowiska. Kinazy MAP
odgrywajatakze kluczowgrole w integrowaniu wielu wewngtrzkomdrkowych sygnatow
pochodzacych od réznych przekaznikow drugiego rzedu. Integrujg takze sygnaty
pochodzace od réznych receptorow [20, 51].

Kinaza MAPKKK fosforyluje kinaze MAPKK, w wyniku przeniesienia grupy
fosforanowej na reszty serynowe i serynowo-treoninowe wystepujace w sekwencji
SxxxS/T kinazy MAPKK. Z kolei aktywna MAPKK fosforyluje reszty tyrozynowe i
treoninowe wystepujace w sekwencji TxY kinazy MAPK. Kinaza MAPK jest ostatnim
ogniwem w faincuchu fosforylacji kinaz MAP (ryc. 3). Po ufosforylowaniu moze by¢
transportowana do jadra komorkowego i tam uruchamiac ekspresje okre$lonych genow
w wyniku uaktywnienia czynnikow transkrypcyjnych przez fosforylacje ich czasteczek.
Z drugiej strony, MAPK kinazy mogapozostawac w cytoplazmie i fosforylowaé specyficzne
dlanich enzymy, takiejak: kinazy biatkowe, lipazy lub elementy cytoszkieletu [20].

2.2.5.1. Udziat kinaz MAP w transdukcji sygnatéw pochodzacych od streséw
abiotycznych. Kinazy MAPK u Arabidopsis thaliana sg kodowane przez rodzine
genow liczacg co najmniej dziewie¢ grup (ATMPK1-9). Na podstawie analizy ich
sekwencji aminokwasowej mogg by¢ sklasyfikowane w czterech mniejszych
podgrupach [48]. Wsrod zidentyfikowanych kinaz MAP sghomologi kinazy MAPK,
np. ATMPK1, ATMPK?2 [48]; kinaz MAPKK, np.AtMEK, NPK2, ATMKK2-4 [50]
oraz MAPKKK, takie jak: NPK1, ATMEK1-4, CTR1 [49, 50]. Pomimo ze
zidentyfikowano wiele komponent6éw kaskad kinazowych, dane o interakcjach pomiedzy
kinazami MAPK i MAPKK oraz MAPKK z MAPKKK nie zostaty jeszcze do kohica

RYCINA 3. Regulacja kaskady MAP Kkinaz
przez fosforylacje. Nieaktywna, zdefos-
forylowana MAPK aktywowana jest przez
fosforylacje reszty treoninowej i tyrozynowej,
sekwencja TxY, przeprowadzanej przez
MAPKK. Kinaza MAPK (MAPKK)
aktywowana jest przez przytgczanie grup
fosforanowych do reszt serynowej i serynowo-
treoninowej, sekwencja SxxxS/T. Reakcja ta
katalizowana jest przez kinaze MAPKK
(MAPKKK) [wg 20, zmodyfikowane]
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ustalone [28]. Poznano jedynie interakcje pomiedzy AtMEK (MAPKK) a ATMPK4
(MAPK), ktdére wskazaty na kinaze AtMEK jako aktywatora ATMPKA4. Ponadto
wykazano, iz u drozdzy homolog kinazy MAPKKK-ATMEKK1 nie tylko wchodzi w
interakcje, ale réwniez dziata aktywujgco na kinaze AtMEK. Dane te sugeruja, iz
kinazy: ATMEKK1, ATMEK i ATMPK4 stanowig kaskade MAPK kinaz w komérkach
Arabidopsis [22, 50, 51].

Niska temperatura, stres solny i dotyk wptywajg na zwiekszenie poziomu
transkryptéw kodujacych 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 jednocze$nie pod wplywem wyzej
wymienionych czynnikéw [49,51].

U Medicago sativa zidentyfikowano kinaze p44MV& indukowang przez chiéd i
susze. Dalsze badania nad kinazagp44 MMdwykazaty, ze jej zawartos¢ w komaérce nie
ulegata zmianie pod wptywem czynnikdw stresowych, ujawniajac tym samym, ze inne
potranslacyjne mechanizmy aktywujajej dziatanie. Jakkolwiek ekstremalne temperatury,
susza, stres solny sg zaliczane do réznych form stresu osmotycznego, to wysoka
temperatura oraz wysokie stezenie jonow sodu nie aktywuja kinazy p44Mvikco wskazuje
na wystepowanie odrebnych szlakéw uruchamianych przez rdzne stresy przy udziale
kinazy p44MJd [26].

W przypadku stresu solnego uruchamiana jest kinaza SIMK (ang. Salt Stress-
Induced MAPK) aktywowana specyficznie przez SIMKK. Jak wykazano, kinaza
SIMKK wspoétdziata tylko z kinazg SIMK. Kinazy SIMK i SIMKK sg zwigzane ze
szlakiem sygnatow uruchamianym przez stres solny, ktéry jest bezposrednim
aktywatorem kinazy SIMKK [31, 60].

W komérkach tytoniu stres osmotyczny (250 mM NaCl lub 900 mM sorbitol)
wywoluje szybka aktywacje dwoch kinaz biatkowych: kinazy SIPK (ang. Salicylic
acid-Induced Protein Kinase) oraz homologa kinazy ASK1 (ang. Arabidopsis
Serine/threonine Kinase 1). Obie kinazy uczestniczg w odpowiedzi komorki roélinnej
na stres, pojawiajg sie w kilka minut po zadziataniu czynnika stresowego. Szybka
aktywacja tych biatek moze sugerowac udziat dwoch réznych, rownolegtych szlakow
sygnalizacyjnych z udziatem kinazy SIPK oraz homologa kinazy ASK1 [47].

Kolejnym przyktadem kinazy MAP jest kinaza uruchamiana przez czasteczke
sygnatowa, jakajest H,02 ktéry moze pojawiaé sie w komdrce pod wptywem réznych
czynnikéw stresowych. Kinaza aktywowang przez HD 2jest ANP1 (ang.Arabidopsis
NPK-1 like Protein kinase; NPK-1, Nicotiana Protein Kinase). ANP1 inicjuje kaskade
fosforylacyjng ztozong z dwéch kinaz, ATMPK3 oraz ATMPK®6 [40]. Szlak transdukciji,
uruchamiany przez ANP1, prowadzi do indukcji syntezy, m.in. glutationo-S-transferazy,
biatek szoku termicznego - HSP (ang. Heat Shock Proteins), ktdre uczestniczg w
detoksyfikacji i stabilizacji zniszczonych biatek, pomagajac tym samym komérce
roélinnej w odpowiedzi na catg game streséw [36,42, 43, 71].
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2.2.6. Fosfatazy

Fosforylacja i defosforylacja biatek reguluje wiele proceséw biologicznych, w ktérych
uczestniczg kinazy i fosfatazy [5,23]. Kinazy i fosfatazy biatkowe zostaty podzielone
na dwie gtéwne grupy ze wzgledu na specyficzno$¢ substratowg: grupe serynowo-
treoninowych kinaz i serynowo-treoninowych fosfataz oraz tyrozynowych kinaz i
tyrozynowych fosfataz [25, 63].

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

Tyrozynowe fosfatazy, PTPazy (ang. Protein Tyrosine Phosphatases), defosforylujg
reszte fosfotyrozynowa kinaz tyrozynowych. Wsréd PTPaz wyrdzniono trzy podgrupy
w zaleznosci od miejsca ich wystepowania: PTPazy receptorowe, wewnatrzkomadrkowe
i PTPazy wystepujace w obu przedziatach komorkowych [63, 78]. Typowa cechg
strukturalng PPazy receptorowej jest obecnos¢ w strukturze jej czasteczki domeny
zewnatrzkomoérkowej, pojedynczego regionu transbtonowego i jednej lub dwéch
katalitycznych domen zlokalizowanych w cytozolu. Wewnatrzkomérkowa PTPaza
zawiera jedng domene katalityczng oraz rézne zakonczenia N- i C-terminalne, ktére
prawdopodobnie petnig funkcje regulatorowg [78].

MAPK kinazy, ktore aktywowane sg przez roznego rodzaju stresy, moga by¢
inaktywowane przez PPazy i PTPazy. MAP kinaza HOG1 z drozdzy wystepujaca w
szlaku transdukcyjnym wywotanym stresem solnym jest inaktywowana przez fosfataze
PTP [86, 87]. Ekspresja genu kodujgcego fosfataze tyrozynowgAtPTPI u Arabidopsis
jest zwiekszona pod wptywem stresu solnego, natomiast pod wptywem niskiej
temperatury nastepuje szybki spadek poziomu jego transkryptu [53].

Fosfataza 2A (PP2A), tak jak AtPTPI jest réwniez inaktywowana pod wptywem
chtodu [58]. Niska temperatura m.in. wywotuje intensywny naptyw jonéw Ca2+do
cytozolu i fosforylacje elementow transdukcji sygnatow i czynnikéw transkrypcyjnych
[9]. Obecnos¢ PP2A w cytozolu moze zablokowaé dziatanie wielu kluczowych kinaz,
ktore nalezg do szlaku uruchamianego przez podwyzszony poziom wapnia w komorce,
jednakze obecnos¢ tychjondw blokujejej aktywnos¢ fosfatazowg[14]. Dezaktywacja
PP2A umozliwia uruchomienie szlaku transdukcji indukowanego chtodem [53].

2.3. Zjawisko ‘cross-talk’

Bodzce pochodzace ze Srodowiska zewnetrznego sa odbierane za pomoca réznych
receptorow komorkowych, potozonych na zewnetrznej stronie membrany. Odebrane
sygnaty sg przekazywane do wnetrza komorki za pomocg réznych szlakéw trans-
dukcyjnych. Koncowym efektem przeniesienia sygnatu jest uruchomienie ekspresji
okreslonych genéw, w wyniku ktdrej nastepujgzmiany w stanie fizjologicznym komorek,
dostosowanie metabolizmu komdérkowego do warunkdw stresu oraz zabezpieczenie
struktur komérkowych, membran i sciany komdrkowej przed szkodliwym wptywem
czynnika stresowego [29, 91]. W warunkach naturalnych roslina moze odbieraé catg
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kombinacje réznych sygnatéw i wobec nich musi skierowaé zintegrowang odpowiedz
[33, 88]. Czesto odpowiedz rosliny na dziatanie jednego czynnika stresowego moze
powodowac zwiekszenie tolerancji na inne czynniki stresowe lub odwrotnie, odpowiedz
na jeden czynnik stresowy moze blokowa¢ odpowiedz rosliny na inny czynnik. W
zwiazku z tym, reakcja rosliny na rdzne bodzce stanowi zintegrowany system wzajemnie
naktadajacych sie i powigzanych z sobg proceséw, ktére zachodzg w komérkach po
odebraniu sygnatéw i ich przekazaniu do komdrek. Wiekszo$¢ streséw abiotycznych,
takich jak: susza, chtdd i zasolenie, powoduje dehydratacje komérek [6, 29, 75, 91].
Sygnaty pochodzace od tych streséw mogaby¢ odbierane w postaci zmian osmotycznych
zachodzgacych w $cianach komoérkowych [29]. Jak wspomniano wyzej, osmosensorowe
receptory kinazowe oraz kinazy MAPK zostaly zidentyfikowane u wielu roslin
poddanych stresom abiotycznym [20, 51]. Wynika stad, ze odbieranie bodZcow
pochodzacych od streséw abiotycznych, a nastepnie ich przekazywanie do komoérek
zachodzi przy udziale receptoréw kinazowych i MAPK kinaz. System MAP kinaz jest
prawdopodobnie gtéwnym systemem, ktory integruje procesy zachodzace w odpowiedzi
roslin na réznego rodzaju stresy. Ze wzgledu na duzg réznorodnos$¢ zidentyfikowanych
gendw kodujacych receptory kinazowe oraz kinazy typu MAPK [3,20, 83,90], sygnaty
pochodzace od okreSlonych streséw moga byé odbierane i przekazywane przez
specyficzne dla danego stresu receptory kinazowe i kinazy MAPK. Przyktadem
specyficznego przekazywania sygnatu od okreslonego stresu moga by¢ kinazy SIMK,
ktdre przenosza sygnaty pochodzace tylko od stresu solnego [31].

Innym czynnikiem integrujagcym odpowiedz komorki na rézne stresy Srodowiska sa
jony wapnia, ktérych poziom wzrasta w komdérkach pod wptywem streséw. Jony wapnia
aktywuja kalmoduliny, ktére po zwigzaniu z Ca2+-reguluja dziatanie kinazy CaM I,
aktywujg pompy Ca2+ATP-azowe znajdujace sie w btonie wakuoli, plazmalemmy i
retikulum oraz aktywujg czynniki transkrypcyjne i elongacyjne. Pod wptywem wapnia
aktywowane sgw komorkach kinazy zalezne od wapnia (CDPK), ktére zjednej strony
stanowig zrédto czasteczek sygnatowych w kaskadach sygnalizacyjnych [68], a z
drugiej moga petnic role w transporcie jonéw i wody w poprzek btony podczas stresu
oraz wptywac na strukture i dynamike cytoszkieletu (ryc. 2) [44]. Podobnie jak w
przypadku MAP kinaz, ogromna réznorodno$¢ kinaz CDPK sugeruje, ze mogg
wystepowac kinazy specyficzne dla réznych stresdw. Wapnh aktywuje fosfolipaze C
oraz D, ktdére prowadzg do wytworzenia przekaznikdw drugiego rzedu oraz uruchamiajg
procesy prowadzace do reorganizacji bton komdérkowych podczas stresu (ryc. 1). Pod
wpltywem wapnia nastepuje uaktywnienie biatek kalcyneurynopodobnych, kinaz
wapniowych asocjujacych z sensorami wapnia, np. biatkiem AtCBL (ang. Arabidopsis
thaliana Calcineuin B-Like Ca2+binding protein) odgrywajacych wazng role w
transdukcji sygnatéw pod wptywem chtodu, suszy i zranienia [73], wptywajac na
uruchomienie ekspresji wielu genéw [52]. Zwiekszone stezenie wapnia w komorce
inhibuje fosfataze PP2A, ktorajest inhibitorem szlaku MAP kinazowego w warunkach
niestresowych [9, 53].
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Zjawisko ‘cross-talk’ wskazuje, iz szlaki transdukcji nie istniejg od siebie niezaleznie,
lecz tworzg charakterystyczng sie¢ wspoétzaleznosci. Przyktadem na to moze by¢
aktywacja biatka G, odbywajaca sie za pomocg albo receptora witasnie z nim
wspotpracujacego, albo receptora kinazowego. Aktywna czasteczka tego biatka nie
tylko uczestniczy w aktywacji szlaku, ktory uruchamia szlak fosfolipazowy, ale réwniez
aktywuje kaskady kinaz MAP (ryc. 4) [33, 64, 88].

Obecny stan wiedzy na temat transdukcji sygnatow w komorce roslinnej pod
wplywem stresdw nie daje jeszcze petnego obrazu proceséw zachodzgcych w roslinie.
Trudnojest przedstawi¢ catoSciowy szlak prowadzacy od receptora poprzez wszystkie
elementy transdukcji, wywotany okreslonym bodzcem. Ztozenie wszystkich znanych
nam elementéw kaskad sygnalizacyjnych wjedng catos¢ nie jest rzeczg tatwg, choéby
dlatego, ze kazda czasteczka biorgca udziat w transdukcji, z requty badana byta pod
katem dziatania jednego okre$lonego bodzZca. Nalezy zwroci¢ uwage, iz rosliny
poddawane sg w warunkach naturalnych dziataniu czynnikéw, na ktére z réwnaprecyzjq
reaguja specyficzng odpowiedzig. Ponadto znajgc wspdtzaleznosci pomiedzy szlakami
transdukcyjnymi okreslanych mianem ‘cross-talk’, nalezy zda¢ sobie sprawe zaréwno

RYCINA 4. Schemat przedstawiajagcy wewngatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne zwigzane z biatkiem
G. Przedstawiony zostat szlak prowadzacy od receptorow wspotpracujacych z biatkiem G poprzez
cAMP i PLC, a takze od receptoréw katalitycznych poprzez PLC i kaskade kinaz MAP [wg 79,
zmodyfikowane]
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ze ztozonosci catego uktadu, jak ijego skutecznosci wynikajacej z reakcji obronnych
roslin.

Autorka pracy dziekuje Tadeuszowi Roratowi za dyskusje i pomoc w reda-
gowaniu niniejszej pracy.
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TLENEK AZOTU U ROSLIN

NITRIC OXIDE IN PLANTS

Adam MATKOWSKI

Katedra Biologii i Botaniki Farmaceutycznej, Akademia Medyczna we Wroctawiu

Streszczenie: Tlenek azotu NO, znany przekaznik sygnatéw komoérkowych u ssakéw odgrywa nie
mniejsza role w procesach fizjologicznych roélin. W artykule tym omoéwiono aktualny stan wiedzy o
pochodzeniu, funkcjach i mechanizmach dziatania NO w organizmach roslinnych.Tlenek azotu jest
produkowany w roslinie przez enzymy o aktywnosci podobnej do ssaczych syntaz tlenku azotu
(NOS). Innym, specyficznym dla roélin Zzrédiem NO sg reduktazy azotanowe oraz w szczeg6lnych
warunkach nieenzymatyczne reakcje oksydoredukcyjne.Reakcje odpornosciowe na stres zwigzany z
patogeneza, promieniowaniem nadfioletowym czy uszkodzeniem mechanicznym sa najlepiej dotad
udokumentowang rolg NO.Wywiera on takze wplyw na zwigzang ze stresem produkcje metabolitow
wtérnych i bierze udziat w regulacji przynajmniej niektdrych proceséow morfogenetycznych.W roéli-
nach wpotistnieje kilka drég przekazywania sygnatu od NO. Uczestniczg w tym cykliczne nukleotydy
(cGMP i cADP-ryboza), kwas salicylowy, reaktywne formy tlenu i kinazy biatkowe oraz prawdopo-
dobnie inne, niezbadane jeszcze elementy. Przedstawiono réwniez wazniejsze zagadnienia wymagajace
zbadania w najblizszej przysztosci i przedyskutowano role NO jako regulatora wzrostu i rozwoju oraz
uniwersalnego mediatora w fizjologii stresu.

Stowa kluczowe: tlenek azotu, stres, odpornosé roslin, 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 of NO production, function and
mechanisms of action in plants. Nitric oxide in plants is synthesized by the enzymes of similar activity
to the mammalian nitric oxide synthases. Alternatively, it can be produced by nitrate reductases, which
are a plant-specific source of NO. Non-enzymatic formation of NO by redox reactions was also obser-
ved. Nitric oxide mediates a variety of 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 of some developmental processes.The coexistence of 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 of the most urgent problems to be studied in the next future are
also presented. The significance of 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 stosowanych skréotow: NO - tlenek azotu, NOS - syntaza tlenku azotu, ROS - reaktywne
formy tlenu, SA - kwas salicylowy, NR - reduktaza azotanowa, PAL - amoniakoliaza L-fenyloalaniny,
ChS - syntaza chalkonowa, PR-1 (patogenesis related) - biatko zwigzane z patogeneza, cGMP -
cykliczny monofosforan guanozyny, cADPR - rybozyd cyklicznego difosforanu adenozyny.

ROSLINY,NO ICO ZTEGO... WYNIKA

O roli tlenku azotu (NO) w organizmach i komdrkach ssakéw, w tym i cztowieka,
wiadomo juz bardzo duzo przy wcigz szybkim postepie badai nad mechanizmami
dziatania tej czasteczki orazjej znaczeniem w medycynie. W 1998 roku nagroda Nobla
w dziedzinie medycyny zostata przyznana za odkrycia zwigzane z NO. Nie sposob
wymienié choc¢by niewielkiej czesci prac dotyczacych tego zwigzku - jest ich co
najmniej 35 tysiecy (informacja ze strony internetowej poswieconej NO -
URL: http://www.apnet.com/no). W polskim piSmiennictwie problematyka zwigzana
z tlenkiem azotu byta takze podejmowana, jednak tylko z punktu widzenia fizjologii
cztowieka [20]. W przypadku roslin, zainteresowanie NO jest znacznie Swiezszej daty
i daleko jeszcze do petnego obrazu jego roli w fizjologii organizmu roslinnego. Mimo
tej dysproporcji, coraz wieksza ilos¢ ciekawych wynikéw badan jest dowodem, iz
warto podjac prébe zebrania i usystematyzowania wiedzy o dziataniu NO, réwnocze$nie
wskazujac na pojawiajace sie w zwigzku z tymi wynikami nowe pytania dotyczgce
mechanizméw regulujacych zycie roélin. Tym bardziej ze NO wydaje sie dziata¢ w
roslinach nie tylko w spos6b dla nich specyficzny, ale takze podobniejak w organizmach
zwierzecych. Analogie takie otwierajg zupetnie nowe mozliwosci poznania
mechanizméw dziatania biologicznie aktywnych substancji pochodzenia roslinnego w
medycynie, a rbwnoczesnie wyjasniania ich funkcji w roslinie, ktére byty czesto dotad
spychane na drugi plan.

Poczatkowo tlenki azotu przyciggaty uwage biologéw roélin, gtéwnie w kontekscie
zanieczyszczen atmosfery jako gazy o dziataniu toksycznym. Pierwsze doniesienia 0
funkcjonowaniu endogennego NO w ro$linach dotyczyty udziatu w interakcji roslin
motylkowych z bakteriami Rhizobium oraz kaskadowej reakcji na atak patogendéw
[17,39]. Kolejne badania wskazywaty na coraz bardziej wielokierunkowe dziatanie
NO, jednak szczegO6lnie istotny wydaje sie obecnie udziat tego zwigzku w regulacji
szeroko pojetych reakcji na abiotyczne i biotyczne czynniki srodowiskowe.

1. SKAD SIE BIERZE, NO I JAK?

Syntazy tlenku azotu

W komérkach ssakow [20,45] NO jest produkowany przez dobrze poznany enzym
- syntaze tlenku azotu (NOS - nitric oxide synthase EC 1.14.13.39), wystepujgcg w
kilku formach. Substratem NOS jest tlen czgsteczkowy i L-arginina, a produktami
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katalizowanej przez ten enzym reakcji jest czasteczka NO i aminokwas L-cytrulina.
Enzym ten, o kompleksowej strukturze, wymaga do swego dziatania kofaktoréw:
NAD(P)H, jonéw wapnia, kalmoduliny, FAD (dinukleotyd flawino-adeninowy), FMN
(mononukleotyd flawinowy) i tetrahydro-L-biopteryny(TH4). Wyr6znia sie indukowalng
(NOS2) i konstytutywna syntaze tlenku azotu (wystepujacajako izoformy: neuronowa
-NOSI isrodbtonkowaNOS3).

W ciagu ostatnich Kilku lat wykazano dziatanie syntazy tlenku azotu u roslin, ale
wcigz nie wyizolowano czynnego enzymu, nie zostaty tez zidentyfikowane geny kodujace
NOS [49]. Wiekszo$¢ danych na temat aktywnosci NOS zostata zresztg uzyskana
metodami zaadaptowanymi z badan nad aktywnos$cig enzymu pochodzacego z tkanek
ssakéw. Posrednio, stwierdzono aktywno$¢ NOS zalezng od argininy po traktowaniu
korzeni roslin motylkowych (Lupinus albus) elicytorem bakteryjnym z Rhizobium [17].
Inny, dobrze udokumentowany przyktad produkcji NO z L-argininy przez syntaze
stanowig rezultaty badan [21,29] nad indukcja gendw odpornosci (PR-1 i PAL) u tytoniu
(Nicotiana tabacum) pod wptywem wirusa mozaiki tytoniowej(TMV - tobacco
mosaic virus). Do wykrywania aktywnosci NOS stosowano testy polegajace na
oznaczaniu zmian ilosci 3H lub 14C L-cytruliny, produktu reakcji wytwarzania NO ze
znakowanej radioaktywnie egzogennej L-argininy. Stwierdzono, ze produkcjaNO przez rosliny
zainfekowane TMV zalezy od L-argininy i kofaktoréw NOS - NADPH, FAD i FMN.

Podanie inhibitorow NOS, takich jak: NMMA (octan L-N-metylo-L-argininy) i
chlorek difenylojodoniowy, powodowato z kolei zahamowanie badz ostabienie produkcji
biatek zwigzanych z reakcjg obronng (PR-1 i PAL). Wzmozenie ich produkcji
nastepowato tez u niezakazonego wirusem tytoniu, po infiltracji lisci NOS z ssakéw,
co sugeruje udziat podobnych enzymow w reakcji na infekcje i potwierdza podobienstwo
niektorych mechanizmow indukujgcych odpornos¢ uroslin izwierzat.

Kaskada reakcji na patogen, zachodzaca w hodowlach komérek soi (Glycine max)
i lisciach Arabidopsis thaliana zakazonych bakterig Pseudomonas syringae lub po
podaniu NO w postaci donoréw, byta hamowana przez inhibitory ssaczych form NOS,
takie jak: L-NNA (Nwnitro-L-arginina) i PBITU (S,S’-1,3-phenylene-bis(l,2-
ethanediyl)-bis-isothiourea) [18,19]. Analogiczne efekty obserwowano u A. thaliana,
naswietlanych promieniowaniem UV-B. Wykazano, iz inhibitor NOS (L-NAME, N-
metylo-L-arginina) zapobiega ekspresji genu syntazy chalkonowej pobudzanej przez
UV-B [34]. W kulturach tkanek cisu (Taxus brevifolia) rowniez obserwuje sie
zahamowanie produkcji NO pod wptywem inhibitorow NOS, co sugeruje szerokie
rozpowszechnienie tego enzymu w obrebie krolestwa roslin [40,41].

Neuronowa NOS podlega aktywacji przez sojowa kalmoduling, przy rownocze$nie
hamujgcym wptywie zmutowanej formy kalmoduliny (SCaM-1) [30]. Jest to kolejny
przyktad analogii w dziataniu ze zwierzecg NOS, ukazujacy jeden z mozliwych
mechanizmdw regulacji aktywnosci roslinnej NOS przez kalmoduline.

Bardziej bezposrednich danych o istnieniu roslinnego odpowiednika NOS dostarczyty
badania wykorzystujagce immunologiczng identyfikacje i lokalizacje biatek, uzupetnione
zastosowaniem inhibitoréw i znakowanych substratow NOS. W wierzchotkach korzeni
i lisciach kukurydzy wystepuje biatko o masie czasteczkowej okoto 166 kDa, wykazujace
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powinowactwio do przeciwciat przeciwko mysiej NOS2 oraz NOS 1z mo6zgu krélika
[42]. We frakcji zawierajgcej to biatko wykryto aktywno$¢ NOS zalezng od argininy.
W tych samych wierzchotkach korzeni w cytoplazmie komorek strefy podziatow i
jadrach w strefie wydtuzania zlokalizowano immunofluorescencyjnie biatko
rozpoznawane przez powyzsze przeciwciata. Ponadto, aktywno$¢ NOS zaobserwowano
w chloroplastach komérek przyszparkowych epidermy lisci Kalanchoe daigremontiana
[40]. Obecno$¢ immunoreaktywnego biatka o aktywno$ci NOS stwierdzono w
peroksysomach lisci grochu [1]. W bibliotece cDNA grochu stwierdzono sekwencje
czesciowo homologiczne do ssaczychNOS, ale badaniajeszcze trwajg [16].

Wykazano tez zalezno$¢ aktywnosci NOS odjondéw wapnia, cojestjeszcze jednym
podobienstwem do ssaczej NOS, szczegdlnie konstytutywnej [49]. Z kolei zastosowanie
inhibitora NOS2 - aminoguanidyny, silniej niz inne substancje hamowato aktywnos¢
NOS z peroksysoméw [1,16]. Dlatego trudno przy obecnym stanie wiedzy pisa¢ o
wiekszym podobienstwie roslinnych form enzymu do ktérejkolwiek z form zwierzecych.
Dopoki jednak enzym ten nie zostat wyizolowany i oczyszczony, ani nie poznano
molekulamo-genetycznego tta jego wytwarzania przez rosling, mozna tylko mowié
0g0lnie o roslinnych NOS.

Alternatywne ZrodtaNO

NOS niejestjedynym zrédtem aktywnego fizjologicznie endogennego NO. Trzeba
pamieta¢ o niezaleznej od NOS, ale tez enzymatycznej drodze biosyntezy NO, jak
réwniez o mozliwosci powstawania tej czasteczki droga nieenzymatyczng. Jednym ze
sposobow nieenzymatycznych polega na chemicznej reakcji, zachodzacej pod wptywem
Swiatta miedzy zwigzkami tlenu i azotu (jak dwutlenek azotu NO2i azotyn N0O2) i
metabolitami roslinnymi jak na przyktad karotenoidy [15]. NO moze takze powstawac
z azotyndéw przez redukcje w warunkach niskiego pH, wymaganego do przejscia azotynu
w niezdysocjowang forme kwasowag [51].

Istnieje tez droga enzymatycznej redukcji azotanéw, poprzez azotyny do NO.
Enzymami odpowiedzialnymi za te reakcje sg reduktazy azotanowe (NR - nitrate
reductase) [44,51,52]. Dziatanie NR polega na transferze elektronow z NADH lub
NADPH na azotan. W normalnych warunkach powstaty wskutek dziatania NR azotyn
jest redukowany do jonéw amonowych przez reduktaze azotynowa dziatajagca w
chloroplastach. W szczeg6lnych warunkach, na przyktad stresu fotooksydacyjnego
albo podczas zahamowania fotosyntezy, moze dojs¢ do zmniejszenia efektywnosci
transportu azotynéw do chloroplastéw, co prowadzi do ich akumulacji. Azotyny staja
sie substratem dla NR, ktora przeksztatca je w tlenek azotu. Zwigkszenie emisji NO
jest rzeczywiscie obserwowane w roslinach hodowanych w ciemnosci lub w warunkach
nadmiernego o$wietlenia [51,52]. Wystepowanie i charakterystyka NR zostaty doktadnie
opisane w literaturze [26,27,44,51,53]. W roslinach motylkowych znajduje sie
konstytutywna NR (cNR - EC 1.6.6.2) produkujaca NO z azotynéw. Podobng
aktywnos$¢ wykazuje indukowalna NR (iNR - EC 1.6.6.1) wystepujaca w roslinach z
innych rodzin (kukurydza, szpinak, tyton, A. thaliana [26,44,51,53]. Yamasaki i
Sakihama [53] na podstawie kinetyki produkcji NO sugeruja, ze w odpowiednich
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warunkach to wtasnie NR jest gtownym Zrodtem tego gazu w procesach fizjologicznych,
a jego wytwarzanie jest nie dodatkowa, ale réwnie wazna jak redukcja N 03
alternatywng funkcjg tego enzymu. Na poparcie tego poglagdu mozna doda¢, ze NR
podlega ztozonej kontroli i regulacji w komorce roslinnej. Regulacja odbywa sie na
réznych poziomach, od transkrypcji po inaktywacje przez fosforylacje z udziatem
miedzy innymi wapnia i biatek 14-3-3 [26,27]. Tak wielokierunkowe mechanizmy
sterujgce wydaja sie przekraczac¢ potrzeby zwigzane wytgcznie z asymilacjg azotanow
jako sktadnika odzywczego. Co wiecej, znany jest wptyw azotanéw na procesy
metaboliczne i rozwojowe, niewiele natomiast wiadomo o mechanizmach tego wptywu.
Mozliwe wiec, ze NR regulujg te procesy witasnie poprzez produkcje NO.

Wynika wiec z tego, iz w roslinie istniejg i dziatajgprzynajmniej dwa alternatywne
zrédta NO, ale wcigz niejest rozstrzygniete, ktory z tych mechanizméw odpowiada za
konkretne funkcje NO, ani czy ktorykolwiek z nich przewaza w réznych warunkach
indukujacych jego produkcje.

2. DZIALANIE TLENKU AZOTU

Podkresla sie czesto wielokierunkowe dziatanie NO w organizmie roslinnym, czasami
catkowicie przeciwne, a rownoczes$nie zalezne od wielu czynnikédw wewnetrznych i
Srodowiskowych [5,7,9,22,24,39,49]. Jedng z najbardziej oczywistych funkcji tego
gazu jest regulacja reakcji na stres biotyczny i abiotyczny. Najlepiej zbadane jest
znaczenie NO w indukcji odpowiedzi odpornosciowej na atak patogenéw. W jednym z
pierwszych doniesien o fizjologicznej roli NO opisano jego wptyw na akumulacje
fitoaleksyn przez rosliny ziemniaka [38]. NO produkowany jest tez podczas kontaktu
korzeni tubinu z symbiotycznymi bakteriami brodawkowymi (Bradyrhizobium), co
wskazuje najego role w interakcji gospodarza z symbiontem [17]. Zgromadzono liczne
dowody udziatu NO w kilku mechanizmach reakcji na infekcje. W obronie rosliny
duze znaczenie maja reaktywne formy tlenu (ROS) wytwarzane zar6wno we wczesnej
fazie odpowiedzi immunologicznej, jak i p6Zniej, podczas uzyskiwania odpornosci
systemicznej [9,25,39,48]. Rodniki tlenowe petnia tu role zaréwno bezposredniej broni,
jak i sygnatéw wewnatrz- i miedzykomoérkowych. Do pobudzenia kaskady reakcji
obronnych przez rodniki tlenowe niezbedny jest udziat wtasnie NO jako wtornego
przekaznika sygnatu. Jednym z wyrazniejszych objawo6w zlokalizowanej reakcji na
stres, tak biotyczny (atak patogena) jak i uszkodzenie mechaniczne, radiacyjne czy
termiczne, jest tez obumieranie tkanek zachodzace wskutek programowanej smierci
komarek (PCD) [2], znane u roslin jako ,hypersensitive response” (HR). Ze wzgledu
na podobny przebieg, PCD moze by¢ uwazana za roslinny odpowiednik apoptozy
[50]. W komérkach soi i Arabidopsis thaliana tlenek azotu wzmagat HR indukowang
przez HX 2 aponadto stymulowat produkcje enzyméw zwigzanych z odpornosciag na
stres - syntazy chalkonowej (CHS) i PAL [18]. Istnieje tez zwigzek NO z ciggiem
reakcji stresowych zwigzanych z indukcjg kwasu salicylowego. U tytoniu
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zaobserwowano wzrost ilosci SA pod wpltywem donoréw NO [21,29]. SA jest
podstawowg substancjg uczestniczacg w procesach odpornosciowych u roslin,
indukujac miedzy innymi produkcje biatek zwigzanych z patogenezg (PR-1) [14,29,35].
Wzrost poziomu tych biatek jest u tytoniu pozytywnie skorelowany nie tylko z SA, ale
izNO, ktéry jeszcze dodatkowo wzmacnia stymulujace dziatanie SA. Z kolei mutanty
niezdolne do grorfadzenia SA okazaty sie niewrazliwe réwniez na NO. Réwnoczesnie
jednak NO oddziatuje na niezalezny od kwasu salicylowego metabolizm
fenylopropanowy, ktérego jednym z enzymdw jest PAL [21]. Ta drogg powstaja
niektore fitoaleksyny (m.in. pochodne izoflawonéw). Jednocze$nie PAL uczestniczy
w biosyntezie SA. Wszystkie te mechanizmy nie tylko biorgudziat w szybkiej odpornosci
miejscowej, ale ksztaltujg tez nabyta odporno$¢ systemiczng organizmu roslinnego.
Szczegolnie wazngrole mégtby odgrywac NO jako czasteczka gazu o duzej zdolnosci
do dyfuzji.

NO a Programowana Smier¢ Komérek

Istnieje wiele obserwacji potwierdzajacych udziat NO w indukcji objawow apoptozy
u roslin [5, 9,18,19,40,41], aczkolwiek nie brak tez obserwacji wskazujgcych na
przeciwdziatanie PCD przez tg substancje [3,4,5,19]. W komdrkach soi zakazonych
Pseudomonas syringae albo uszkodzonych mechanicznie zwiekszenie produkcji HA,
poprzedzato objawy obumierania. W obecnosci nizszych stezen NO obumieranie byto
zintensyfikowane, natomiast podwyzszenie stezenia NO powodowato zjawisko
odwrotne - catkowite zatrzymanie obumierania. Istotngrole odgrywa tu stosunek NO/
H2 2 ktéry indukuje apoptoze w zakresie 0,25 do 2 [19]. Bardziej jednoznacznie
dziata NO na komérki Taxus brevifolia, w ktérych silnie indukuje PCD. Wptyw taki
wywiera zaréwno endogenny NO, produkowany przez komorki w odpowiedzi na stres
grawitacyjny, jak ijego egzogenne donory. W tym wypadku to wiasnie pozbawienie
komaérek NO przez zastosowanie wymiatacza lub inhibitora NOS zahamowuje frag-
mentacje DNA i obumieranie [40,41]. Warto przy tym wspomnie¢ o interesujacej
korelacji szybkiego zwiekszenia produkcji NO poprzedzajacej apoptoze ze wzmozong
biosyntezg metabolitéw wtérnych (u T. brevifolia - taksandéw). Pomijajac dos¢
oczywiste potencjalne zastosowanie praktyczne tego zjawiska, moze to tez sugerowac
wptyw sygnatéw NO na odlegte procesy metaboliczne, a rownoczes$nie wskazywac
na mato poznane znaczenie niektérych substancji wtérnych w odpornosci na stres.

NO uczestniczy tez, razem z rodnikami tlenowymi w reakcjach na promieniowanie
UV. Badanie reakcji na promieniowanie UV-B wArabidopsis thaliana [33] wykazaty
odrebnos¢ sygnatow pochodzacych od aktywnych fonu tlenu stymulujacych produkcje
PR-1 iod NO, ktérego emisja poprzedzata ekspresje genu CHS. Wynika z tego, ze
NO na réwni z SA, kwasem jasmonowym i rodnikami tlenowymi bierze udziat w
przystosowaniu rosliny do szkodliwego promieniowania.

Bezposrednie dziatanie ochronne NO zostato stwierdzone takze u ziemniaka
(Solanum tuberosum) traktowanego herbicydami oraz zakazanego Phytophthora
infestans [3]. Okazato sie, ze NO zapobiega zmianom chlorotycznym spowodowanym
degradacja chlorofilu. Inne skutki podania NO w postaci donoréw to zahamowanie
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fragmentacji DNA, bedacej wskaznikiem apoptozy oraz obumierania fragmentow
tkanki liscia. Na podstawie obserwacji o ograniczaniu skutkéw aktywnosci wolnych
rodnikow tlenowych przez wysokie stezenia NO mozna przypuszczaé, ze jednym z
bezposrednich mechanizméw ochronnego dziatania jest reakcja nadmiaru NO z
rodnikami ponadtlenkowymi, ktérej produkty sa mniej cytotoksyczne od samych
ponadtlenkéw [3,5,19].

NO jako regulator rozwoju

Odmienng grupa zaobserwowanych skutkéw dziatania NO sg eksperymentalnie
wywotane efekty o charakterze morfogenetycznym. Stymuluje on kietkowanie bedacych
w stanie spoczynku nasion kilku gatunkéw: Lactuca sativa, Paulownia tomentosa,
Emmenanthe penduliflora [6,7]. Nie jest jednak jasne, czy dziatanie to ma rowniez
miejsce w naturze, cho¢ mozna przypuszczaé, ze NO wytwarzany przez mikroflore
glebowg mégtby by¢ sygnatem do przerwania spoczynku przez nasiona. W
dojrzewajgcych organach zmniejsza sie produkcja NO, a pod wptywem jego donorow
nastepuje przyspieszenie wzrostu, ale opdznienie starzenia sie organow, tak
wegetatywnych (liscie) jak i generatywnych (owoce). Dziatanie to jest ujemnie
skorelowane z obecnoscig etylenu, regulatora proceséw dojrzewania i starzenia sie
[32]. Szczegdty powigzan miedzy tymi dwoma gazami pozostajg jednak wcigz
nieodkryte. Wiadomo tez o udziale NO w tworzeniu i wzroscie korzeni bocznych i
przybyszowych u ogorka, lawendy oraz bulw ziemniaka [7]. Poza tym tlenek azotu
stymuluje tez deetiolacje siewek i zahamowanie wydtuzania miedzywezli roslin
pozbawionych dostepu $wiatta [4]. Uczestnictwo w przekazywaniu bodzcow $wietlnych
jest wiec kolejng funkcjg NO.

Z ta ostatnig rolg wigze sie tez regulacja rozwarcia aparatow szparkowych, w
ktorej uczestniczy NO. Przyspiesza on i intensyfikuje zamykanie szparek wskutek
przynajmniej niektorych bodzcow, z ktorychjednym jest wysychanie. U kilku gatunkow
roslin jednolisciennych idwulisciennych donory NO obnizaty intensywnos¢ transpiracji
0 20%, zwiekszajgc retencje wody w roslinach. Réwnoczes$nie obserwowano
zwiekszenie stopnia przymkniecia szparek, hamowane z kolei przez wymiatacze NO
[23]. Adaptacyjna rola NO przejawia sie wiec takze przez regulacje gospodarki wodnej
organizmu.

Szybkie zamykanie szparek pod wptywem kwasu abscysynowego (ABA) odbywa
sie wiasnie za posrednictwem NO powstajgcego wskutek aktywnosci NOS [37]. W
doswiadczeniach z donorami NO wykazano odwracalng reakcje aparatow szparkowych
podobng jak przy traktowaniu rosliny ABA. Wymiatanie NO lub zastosowanie
inhibitoréow NOS zapobiegato indukowanemu przez ABA zamknieciu szparek.
Stwierdzong we wczesniejszych badaniach [40] aktywno$¢ syntazy tlenku azotu
komoérkach przyszparkowych Kalanchoe daigremontiana mozna wiec wyttumaczy¢
jej miejscowym udziatem w regulacji funkcji aparatow szparkowych. Obiecujgca
obserwacja jest potwierdzenie podobnego wptywu NO na Arabidopsis thaliana, co
pozwoli na wykorzystanie znanych u tego modelowego gatunku mutantéw biosyntezy
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ABA oraz niewrazliwych naten regulator, do petnego opisu mechanizmoéw transdukcji
sygnatu przez NO [37].

3. MECHANIZMY DZIALANIATLENKUAZOTU

Drogi przekazywania sygnatu od NO

U zwierzat transdukcja sygnatu NO odbywa sie przez cGMP, drogg aktywacji
przezen cyklazy guanylowej, a takze drogg alternatywng okreslangjako niezalezna od
cGMP [22,49]. W roslinach takze dziata cGMP, a jego funkcje to miedzy innymi
stymulacja ekspresji genéw kodujacych CHS, posrednictwo w dziataniu giberelin oraz
bodzcow Swietlnych odbieranych przez uktad fitochromowy [22]. Sqrowniez badania
wskazujace na udziat cGMP w transdukcji sygnatdéw od tlenku azotu. U tytoniu wzrost
ilosci NO poprzedzat gwattowne podwyzszenie poziomu cGMP, a podanie egzogennego
analogu cGMP wywotywato charakterystyczne dla NO efekty w postaci ekspresji genow
zwigzanych z reakcjg odpornosciowg. RAdwnoczesnie, ekspresja tych genow byla
zahamowana przez egzogenne inhibitory cyklazy guanylowej. Enzym ten stanowi wiec
sktadnik kaskadowej reakcji na NO. Jednym z nastepnych etapdw tej kaskady jest tez
produkcja cADP-rybozy (cADPR), kolejnego przekaznika sygnatu, ktérego podanie
dolistne zwieksza produkcje biatek zwigzanych z odpornoscig (PAL i PR-1) [21,29].
cGMP u roélin, podobnie jak u ssakéw moze aktywowaé kinazy biatkowe wptywajace
nastepnie na produkcje cADPR [29]. Dziatanie cADPR i jego rola jako wtdrnego
przekaznika sygnatéw NO niejestjeszcze szczegdtowo wyjasniona. W wymienianych
badaniach stwierdzono tylko hamujacy wptyw blokera kanatéw wapniowych -
czerwieni rutenowej na aktywacje biatek PR-1, a brak takiego hamowania w stosunku
do PAL. Wyniki te wskazujg na odrebno$¢ drog aktywacji genow CHS i PR-1 przez
cADPR i udzial jondw wapnia w przynajmniej jednej z nich. Jest réwniez
prawdopodobne istnienie omijajacych cADPR drég przekazu sygnatu od NO, podobnie
jak u ssakéw. Moga to by¢ zalezne od cGMP kinazy dziatajagce bez posrednictwa
cADPR albo kanaty wapniowe regulowane bezposrednio przez NO. Warto jeszcze w
tym miejscu wspomnieé o ciekawym odkryciu wskazujagcym na udziat cGMP w
procesach regulowanych przez NO oraz na podobiefstwa tych proceséw u roslin i
ssakdw. Ot0z okazuje sig, ze powszechnie znany lek wzmagajacy potencje - cytrynian
sildenafilu (Viagra®) zapobiega wiednieciu kwiatow cietych [43]. Lek ten op6znia
rozktad cGMP, produkowanego przez rosline pod wptywem NO, co z kolei zmniejsza
synteze etylenu bedacego stymulatorem starzenia sie. Te wyniki potwierdzajg role
cGMP-zaleznych sygnatéw w regulacji dojrzewania i starzenia sie organizmu roslinnego.
Udziat NO w hormonalnej regulacji proceséw morfogenetycznych potwierdzaja
obserwacje zwiekszenia jego produkcji pod wptywem cytokinin [46]. Hormony tej
grupy reguluja wzrost i dojrzewanie organdw, stymuluja produkcje chlorofilu oraz
zwiekszajg czestos¢ podziatow komaorkowych. Jest wiec mozliwe, ze i te procesy sg
kontrolowane za posrednictwem NO.
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Wplyw naenzymy oksydacyjne

Wielokierunkowo$¢ dziatania NO oznacza tez istnienie odrebnych drdg transdukcji
sygnatu réwniez u roslin. Podobnie jak u ssakéw, u Nicotiana tabacum NO hamuje
aktywnos$¢ cytoplazmatycznej i mitochondrialnej akonitazy oraz mitochondrialnych
oksydaz cytochromowych [11,34,54]. Ograniczanie przez NO aktywnos$ci enzyméw
oddechowych moze odgrywa¢ wazna role w indukcji szybkiej odpowiedzi odpor-
nosciowej typu HR oraz w uruchomieniu alternatywnej nie-cytochromowej oksydazy
mitochondrialnej (AOX). AOX odgrywa wazng role w zaleznym od SA hamowaniu
replikacji i rozprzestrzeniania sie niektorych wiruséw (TMV, CMV, AIMV i PV X)[35].
Inng funkcja akonitazy, na ktorg wptywa NO, jest regulacja gospodarki jonami zelaza.
U ssakdw NO przeksztatca akonitaze cytoplazmatycznagw biatko IRP-1(iron regulatory
protein), ktére zwieksza poziom wolnychjonéw zelaza. U ro$linjednak takie dziatanie
akonitazy jest wciaz hipotetyczne. Wzmozone uwalnianie jondw zelaza miatoby duze
znaczenie w procesach odpornosciowych, polegajacych na produkcji wolnych rodnikéw
hydroksylowych w reakcji Fentona [47]. Poparciem tej hipotezy jest wykazana dzigki
sklonowaniu genu kodujgcego cytoplazmatyczng akonitaze tytoniu (NtACOI) duza
homologiasekwencjiNtACOI do ludzkiej IRP-1 [29].

Wcigz nie wiadomo, jak NO wptywa na zmiane aktywnosci regulowanych przezen
biatek. Prawdopodobnyjest mechanizm S-nitrozylacji, ktéry mogtby na przyktad dziata¢
na kanaty wapniowe przy niezaleznej od cGMP aktywacji PR-1.

Tlenek azotu a kinazy biatkowe

Mechanizm aktywacji kinaz biatkowych przez NO zachodzgcej na skutek indukcji
elicytorami patogendw nie jest jeszcze poznany [31]. U tytoniu pobudzanego tak do
reakcji odpornosciowej stwierdzono zwigkszenie aktywnosci kinaz indukowanych SA
(SIPK - salicylic acid-inducedprotein kinase) i indukowanych zranieniem (W1PK -
wounding-inducedprotein kinase). Kinazy indukowane SA, ale nie WIPK, byty réwniez
aktywowane przez tlenek azotu. Sg one wiec jeszcze jednym skiadnikiem szlaku
przekazywania sygnatu od NO poprzez SA, chociaz ich funkcja w ciggu reakcji
odpornosciowych niejest wcigz jasna. Kaskady kolejnych aktywacji ro$linnych kinaz
biatkowych sg coraz doktadniej opisywane [8]. W odpowiedzi na bodziec stresowy
kinazy typow SIPK i WIPK moga byé aktywowane kinazg MAPK (MAPKK), ataz
kolei kinazga MAPKK (MAPKKK) [8,39]. Jest prawdopodobne, ze w taficuchu tym
bierze udziat NO, dowoddw na to jednak nie znaleziono.

Tlenek azotu w interakcji z innymi wolnymi rodnikami

Trzeba réwniez wspomnieé¢ o0 mechanizmach dziatania NO bezposrednio zwigzanych
z jego wolnorodnikowym charakterem. NO jako zwigzek bardzo reaktywny moze
reagowaé w kontakcie z ROS np. anionorodnikiem ponadtlenkowym 0 2, ktérego
ilos¢ wzrasta natychmiast po zadziataniu czynnikéw stresowych, przeksztatcajac sie
w rodnik peroksyazotynowy (inaczej peroksynitrylowy) - ONOQO". Pomiedzy tymi
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czterema czasteczkami (NO, HXD,, 0 2, ONOO) istniejg ztozone relacje zalezne od
wzajemnych proporcji ilosciowych i stanu fizjologicznego rosliny. Obronny wybuch
tlenowy zachodzgcy pod wpltywem stresu i zwiekszona produkcja NO dziatajg
synergistycznie w indukcji PCD soi, ale nie posredniczy w tym ONOO [19]. Dziatanie
indukujace apoptoze przypisuje sie produkowanemu przez dysmutaze ponadtlenkowg
(SOD) HD 2 ktéry moze byé zrodtem toksycznych czasteczek, takich jak: rodnik
hydroksylowy. NO odgrywatby tu role czynnika tworzgcego sprzyjajace warunki, na
przyktad przez uwalnianie jondw zelaza z biatek typu IRP-1. Poziom NO ma w tych
zaleznosciach kluczowe znaczenie [10,19]. W nadmiarze NO peini funkcje zmiatacza
wobec rodnika ponadtlenkowego tworzac ONOO*, ktéry nie wykazuje tak silnego
dziatania indukujgcego apoptoze, rdwnoczesnie uniemozliwiajgc powstawanie
wystarczajacych ilosci HD 2 Z kolei przy niedoborze NO w stosunku do O,“ jest on
zuzywany w reakcji tworzenia peroksyazotynu, co powoduje brak warunkow do
przejscia HAD 2w rodniki hydroksylowe. Sam rodnik peroksyazotynowy ma dziatanie
toksyczne w stosunku do patogendw, wiec moégtby by¢ pierwotng ewolucyjnie formg
immunologicznego wykorzystania NO. Rodnik ONOO*“moze zreszta powstawac tez
w drodze enzymatycznej, przez utlenienie NO przez reduktaze azotanowg [53]. Bytaby
tojeszcze jedna funkcja tego powszechnie wystepujacego enzymu bioracego udziat w
przyswajaniu azotu. Nitrozotiole - jak nitrozoglutation (GSNO) powstajacy przez
bezposrednignitrozylacje glutationu przez NO moga by¢ wykorzystywane przez rosling
w obronie przed chorobami infekcyjnymi [22,24]. Sa one rozprowadzane po catym
organizmie rosliny, gdzie wspomagajg nabytg odpornos¢ systemiczna.

Wysokie powinowactwo NO do rodnika ponadtlenkowego jest przykiadem
bezposredniego dziatania antyoksydacyjnego. Efekt ten jest dodatkowo wzmacniany
przez omoéwione wyzej hamowanie aktywnosci oksydaz cytochromowych i akonitazy
[11,31,36,54].

4. PROBLEMY | PERSPEKTYWY BADAWCZE
NA NAJBLIZSZAPRZYSZt0S$C

Ponizej przedstawione sgnajwazniejsze zdaniem autora zagadnienia dotyczgce NO

u roélin, ktére powinny by¢ rozwigzane w przysztosci.

Doktadne zbadanie pochodzenia endogennego NO w réznych sytuacjach stymuluja-
cychjego synteze. Niezbedne jest ostateczne potwierdzenie istnienia u roslin syn-
tazy NO analogicznej do zwierzecych NOS oraz poznanie budowy tego enzymu i
charakterystyka molekularna genéw kodujacych NOS. Do rozstrzygniecia pozo-
staje problem interakcji miedzy roslinng NOS i reduktazami azotanowymi jako
alternatywnymi zrédtami endogennego tlenku azotu.

Zbadanie mechanizmow regulacji produkcji NO pod wptywem bodzcow o charakte-
rze stresowym oraz w przebiegu proceséw rozwojowych. Wciaz nie sg wyjasnio-
ne drogi aktywacji badz hamowania produkcji NO przez poszczeg6lne czynniki
Srodowiskowe i wewnetrzne.
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Zebranie wigkszej ilosci danych o zaleznosSciach miedzy NO a innymi regulatorami
wzrostu i rozwoju. Badania takie zostaty rozpoczete w stosunku do cytokininy
ABA [37,46], a niektdre dane wskazuja tez na zwigzek NO z giberelinami, etyle-
nem, a posrednio réwniez z auksynami [6, 32, 39, 43].

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

Rozpoznanie zaleznych iniezaleznych od cGMP drdg przekazywania sygnatu od NO
oraz bezposredniego dziatania NO na procesy oksydoredukcyjne. Wazne jest wy-
jasnienie mechanizmoéw, dzieki ktérym komaérki roslinne w rézny sposob, zaleznie
od sytuacji, reagujag na NO, co prawdopodobnie lezy u podstaw jego wielokierun-
kowego dziatania. W rozwigzaniu tych probleméw bardzo pomocne powinny sta¢
sie mutanty Arabidopsis thaliana niewrazliwe na NO albo ktorykolwiek z przy-
puszczalnych sktadnikow przekazywania sygnatu.

Udoskonalenie technik umozliwiajagcych wykrycie i $ledzenie in vivo jak najmniej-
szych wahan produkcji NO w ciggu zycia rosliny. Nie wiadomo bowiem, czy NO
jest produkowany réwniez niezaleznie od czynnikéw stresowych czy innych bodz-
cow zewnetrznych jako konstytutywny regulator proceséw fizjologicznych, wiec
jego znaczenie powinno by¢ wyjasnione.

Istotnym aspektem, zwtaszcza w odniesieniu do potencjalnych zastosowar praktycz-
nych jest powiazanie NO z regulacjg metabolizmu wtornego. Wazng wskaz6wka
powinny sie sta¢ obserwacje wptywu substancji ro$linnych na produkcje i dziata-
nie NO u ssakdéw. Wptyw taki, hamujacy lub stymulujacy wywierajg zaréwno
wielosktadnikowe ekstrakty roélin leczniczych [28,55], jak iczyste substancje, na
przyktad flawonoidy [12,13]. Do wyjasnienia pozostaje wazne zagadnienie roli i
mechanizmoéw dziatania wielu produktéw metabolizmu wtdrnego w fizjologii ro-
$lin. Mozliwe, ze NO podobnie jak w komorkach ssakéw podlega regulacji przez
tego typu zwigzki, wptywajgc zarazem na ich metabolizm. Rysujg sie przy tym
szerokie perspektywy poszukiwania nowych fitoterapeutykéw oraz udoskonalenia
biotechnologicznego pozyskiwania substancji leczniczych pochodzenia roslinnego.

5. UWAGI KONCOWE

W rezultacie dotychczasowych odkryé okazato sig, ze NO jest uroslin powszechnym
posrednikiem w wielu procesach fizjologicznych. Jego wiasciwosci, takie jak:
wolnorodnikowy charakter czasteczki, jej niewielkie rozmiary i przenikliwosc¢, fatwosé
wchodzenia w reakcje utleniania i redukcji z rozmaitymi czasteczkami organicznymi i
nieorganicznymi, sprawiajg, iz poza rolgw immunologii ibiologii stresu u roslin, moze
by¢ on kluczowym elementem wielu sposréd niezbadanych jeszcze proceséw. Moze
by¢ wiec uznany zar6wno za niekonwencjonalny regulator wzrostu i rozwoju, jak iza
uniwersalny w Swiecie zywym przekaznik bodzcow stresowych, ajego rola w miare
kontynuacji badan bedzie sie z pewnoscig okazywac¢ coraz wigksza.
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PLAZMODESMY, JAKO ELEMENT
SYSTEMU KOMUNIKACJI W ROSLINACH

PLASMODESMATA
AS THE PART OF THE COMMUNICATION SYSTEM IN PLANTS

Pawel SOWINSKI

Zak}ad Biochemii i Fizjologii Roslin, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
w Radzikowie

Streszczenie: Plazmodesmy - kanaty cytoplazmatyczne taczace komérki - stanowigjedng z cech odréz-
niajagcych budowe komérkowa roélin od zwierzat. Mimo ze plazmodesmy odkryto ponad sto lat temu,
dopiero w ostatniej dekadzie przyblizono si¢ do zrozumienia ich roli w regulacji wymiany metabolitow
izwigzkéw sygnatowych miedzy komérkami. Szczegélnie interesujace sg dane odnoszace sie do funkcji
plazmodesm w regulacji ponadkomérkowego transportu biatek i kwaséw nukleinowych. Najnowsze
doniesienia sugeruja, ze makromolekuty te moga petni¢ role nosnikéw informacji w nieznanym wczesniej
uktadzie sygnalizacji u roslin.

Stowa kluczowe: apoplast, floem, plazmodesmy, sygnalizacja, symplast, transport krétkodystansowy,
wirusy roslinne, zwigzki wielkoczasteczkowe

Summary:Plazmodesmata - cytoplasmic bridgesjoing cells - are one of the features specific to plants.
In spite of discovery of plasmodesmata as early as more than 100 years ago, the mechanism of their
functioning as the way for metabolite and sygnalling molecules exchange between cells was not clear until
the last decade. The information on plasmodesmata role in protein and nucleic acids transport are of
particular interest. Current discoveries suggest existing in plants the new communication system, invo-
lving proteins and/or nucleic acids as signalling molecules.

Key words: apoplast, macromolecules, phloem, plant wiruses, plasmodesmata, signalling, short distance
transport, symplast

1. WSTEP

Plazmodesmy zostaty opisane wiecej niz sto lat temu i od poczatku fascynujag wielu
badaczy. Ich nazwa - oznaczajgca wiezadta miedzy cytoplazmami - zostata nadana
w 1901 r. przez wielkiego botanika Edwarda Strassburgera. Obecno$é plazmodesm
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jestjedng z cech odrézniajacych budowe komaérkowa roslin od zwierzat. Ich istnienie
powoduje, ze komarki roslinne tworzg w zasadzie jedng cato$¢ nazywang symplastem,
zanurzong w apoplascie, na ktory sktadajg sie $ciany komdrkowe i przestrzenie
miedzykomadrkowe. Dopiero jednak ostatnie lata przyniosty przetom w naszej wiedzy
o funkcjonowaniu plazmodesm. Szczegolnie interesujgce sg informacje o miedzy-
komdrkowym czy nawet miedzyorganowym transporcie zwigzkow wielkoczastecz-
kowych. Dane te sugerujg istnienie u roslin nieznanego wczes$niej uktadu sygnalizacji
w roslinie. Szczegélnarole w funkcjonowaniu tego uktadu petnigplazmodesmy i floem.
Poznanie tej roli byto mozliwe dzieki badaniom prowadzonym w réznych dziedzinach:
anatomii, embriologii, biochemii, biologii molekularnej i wirusologii. Natomiast integracja
wynikdw tych badan, zrozumienie ich znaczenia i wysuniecie hipotez wyznaczajacych
nowe kierunki badan jest zadaniem fizjologii roslin.

2. BUDOWA PLAZMODESM I TRANSPORT ZWIAZKOW
NISKOCZASTECZKOWYCH

Plazmodesmy sg to proste lub rozgateziajgce sie cytoplazmatyczne potaczenia
komorek przechodzace przez kanaty w Scianach komoérkowych. W strefie centralnej,
kanaty te majg Srednice okoto 60 nm. Przez plazmodesme przechodzi rdzen w postaci
cylindra zespolonego retikulum endoplazmatycznego potgczony z plazmalemma
wiezadtami [14] z miozyny i/lub aktyny [4,42]. Miedzy plazmalemmaa cylindrem ER
wystepuja kanaty transportowe o $rednicy ok. 2,5 nm [7].

Przeptyw zwigzkow niskoczasteczkowych przez plazmodesmy odbywa sie w drodze
dyfuzji. Przeptyw tenjest prawie o 2 rzedy wielkosci wolniejszy lub tyle samo szybszy
co odpowiednio dyfuzja w czystej wodzie [5,52] i transport przez btony [40].
Przemieszczanie metabolitow przez plazmodesmy moze sie tez odbywac sie w drodze
przeptywu masowego, tzn. ruchu zwigzkéw rozpuszczonych wraz zwodg pod wptywem
réznicy cisnieri miedzy komdrkami [5,39].

Plazmodesmy przepuszczajg z reguty zwigzki o masie nie wiekszej niz okoto 1
kDa, a wiec wode, cukry, jony i mate zwigzki sygnatowe [44]. Warto$¢ tajest okreslana
w tym artykule jako przekréj czynny plazmodesmy (ang. size exlusion limit). Zdolnos$¢
do przemieszczania konkretnego zwigzku zalezy nie tylko od jego masy, ale tez od jego
fadunku, ksztattu czasteczki i innych wiasnosci. Plazmodesmy nie przepuszczajg ujemnie
natadowanych czastek hydrofilowych, a takze pewnych aminokwasow i zwigzkéw
pokrewnych, jak np. pochodna tryptofanu, kwas indolilooctowy (IAA) [53]. Natomiast
drogg symplastyczng moga sie przemieszczac inne hormony roslinne, gibereliny [31].

Generalnie przyjmuje sie, ze transport miedzykomadrkowy odbywa sie w kanatach
transportowych, jednak nie mozna wykluczyé, ze zwiazki niskoczasteczkowe,
szczegolnie lipidy i cukry moga sie przemieszcza¢ w cylindrze ER [19,20,23]. Dyfuzja
przez plazmodesmy moze by¢ regulowana przez réznice stezefi danego zwiazku badz
ci$nienia hydrostatycznego w sasiednich komérkach. Przepuszczalno$é plazmodesm
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RYCINA 1. Schemat budowy plazmodesmy. W $wietle kanatu cytoplazmatycznego o $rednicy ok. 60
nm znajduje sie rdzen w postaci cylindra zespolonego retikulum endoplazmatycznego potgczonego z
plazmalemma wiezadtami biatkowymi. Transport biatek, kwaséw nukleinowych i innych zwigzkéw
wielkoczasteczkowych o masie przekraczajgcej podstawowy przekr6j czynny plazmodesmy (850 Da)
odbywa sie w kanatach transportowych ($rednica 2,5 do 3,5 nm) znajdujacych sie miedzy plazmalemmag
ardzeniem, natomiast dyfuzja zwigzkéw niskoczgsteczkowych moze odbywac sie zaréwno w kanatach
transportowych, jak i w cylindrze retikulum

moze byé rowniez zmieniana przez zamykanie ich Swiatta przez kaloze odktadajacag
sie po zewnetrznej stronie btony komérkowej [58]. Udraznianie plazmodesm nastepuje
przez enzymatyczne usuwanie kalozy. Przepuszczalno$¢ plazmodesm moze sie tez
zmienia¢ pod wptywem czynnikéw Srodowiska. Sugerowano, ze w niskiej temperaturze
cylinder ER traci swa przepustowos$é dla sacharozy i innych zwigzkéw nisko-
czasteczkowych [19], a obnizenie potencjatlu osmotycznego moze powodowac
przejSciowe zwiekszanie sie $rednicy plazmodesm [48].

Intensywnos$¢ wymiany metabolitow moze tez zaleze¢ od liczby plazmodesm
taczacych dane komorki. Dla przyktadu, natezenie fotosyntezy netto u traw C3i C4
koreluje dobrze z czestoscig plazmodesm na styku mezofil-pochwy okotowigzkowe
[6]. Ponadto, liczba plazmodesm na styku parenchyma-kompleks komorki towa-
rzyszace/rurki sitowe moze determinowac droge, jakg asymilaty przemieszczajq sie
do floemu - przez symplast lub z apoplastu [18]. Uwaza sie [17], ze ta ostatnia wielko$¢
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jest specyficzna dla rodzin, chociaz moze tez roznic sie miedzy gatunkami [6], a nawet
podgatunkami [50].

3. TRANSPORT BIALEKPRZEZPLAZMODESMY

Wraz z rozwojem badan coraz jaskrawiej uwidaczniat sie problem transportu
zwigzkéw wielkoczasteczkowych przez plazmodesmy. Masa biatek badz kwasow
nukleinowych znacznie przekracza przekr6j czynny plazmodesm. A transport tych
zwigzkéw miedzy komdérkami jest ewidentny. Przyktadem jest lokalizacja czynnika
transkrypcyjnego KNOTTED 1(KN1)ijego mRNA w tunice i korpusie wierzchotka
wzrostu pedu u kukurydzy. Czynnik transkrypcyjny KN 1jest zaangazowany w
utrzymanie komdrek merystemu wierzchotkowego w stanie niezroznicowanym [49].
Wystepuje on zar6wno w tunice, jak i w gtebszych warstwach merystemu. Natomiast
jego mMRNA znajdowane jest tylko w korpusie. Oznacza to, ze KN 1 musi byé
transportowany z korpusu do tuniki [27]. Stwierdzono, ze réwniez inne czynniki
transkrypcyjne, np. FLORICAULA, DEFFICIENS i GLOBOSA moga sie
przemieszcza¢ miedzy komdrkami [8,41]. Efektem miedzykomorkowego transportu
biatek jest tez wystepowanie ogromnej ich liczby w rurkach sitowych [47,51]. Dojrzate
rurki sitowe u roslin okrytonasiennych nie zawierajg jadra, totez wszystkie biatka w
nich wystepujgce pochodzg z zewnatrz.

Rozwigzanie problemu, jakim jest mechanizm transportu biatek przez plazmodesmy,
przyszto z wirusologii. Wirusy, w tym ro$linne, sg to czastki kwasu nukleinowego z
biatkowg ostong. Po zakazeniu, namnazajg sie w komorce i przemieszczajq dalej do
innych organéw przez plazmodesmy, a dalej przez floem. W przypadku niekt6rych
typéw wiruséw pewne biatka z ich ostonki majg zdolno$¢ okresowego zwiekszenia
przekroju czynnego plazmodesm tak, ze moga one przepuszczaé kompleksy kwasu
nukleinowego i biatka [13,16,38,55]. Biatka te okreslane sg obecnie wspdlng nazwg
MP (ang. movement protein). Umozliwiajg one wirusowi przemieszczanie przez
okresowe otwieranie kanatu transportowego.

Uwaza sie, ze wirusy wykorzystaty istniejgcy juz w roslinach mechanizm
umozliwiajacy transport biatek i kwasdw nukleinowych miedzy komdérkami [35].
Ewolucjawiruséw mogta polega¢ na dotgczeniu do kwasu nukleinowego wirusa mRNA
biatek endogennych, zaangazowanych w regulacje przekroju czynnego plazmodesm
roslin. Wydaje sie bowiem nieprawdopodobne, aby wirusy wytworzyty w roslinach
mechanizm nieistniejacy tam wczesniej. Obecnie przyjmuje sie, ze mechanizm ten
moze odgrywac kluczowa role w regulacji wzrostu i rozwoju rosliny na poziomie
tkankowym iwyzszym [34].

Istnieje kilka hipotez odnoszacych sie do mechanizmu transportu biatek przez
plazmodesmy [11,36]. Jedna z nich zaktada, ze przylaczenie transportowanego
polipeptydu do receptora cytozolowego, a nastepnie do biatka dokujacego zlo-
kalizowanego w rejonie szyjki plazmodesmy otwiera kanat transportowy. Po przejsciu
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przez ten kanat biatko jest kierowane do cytozolu lub jadra za posrednictwem
cytoszkieletu. Inna hipoteza zaktada udziat biatek opiekuriczych. Zmieniajgone strukture
danego biatka do formy transportowej. Po przejsciu przez kanat transportowy zachodzi
proces odwrotny. Mozliwe jest tez przemieszczanie sie biatka wzdtuz dynamicznie
otwierajgcego i zamykajacego sie kanatu transportowego plazmodesmy.

Wydaje sie, ze plazmodesmy w réznych tkankach moga sie r6znié pod wzgledem
funkcji transportowych. Przekroj czynny pierwotnych plazmodesm mtodych lisci tytoniu
nie ulega zwiekszeniu pod wptywem biatka typu MP wirusa mozaiki tytoniu [9,10]. Z
kolei przekroj czynny plazmodesm w tkankach akceptoréw asymilatow moze by¢
znacznie wiekszy niz podstawowy [29,56], a przekroj czynny plazmodesm #gczacych
komorki towarzyszace i rurki sitowe moze wynosi¢ nawet do 25 kDa [28]. Dzieje sie
tak zapewne pod wpltywem niektérych biatek syntetyzowanych w komorkach
towarzyszacych i przemieszczanych do rurek sitowych. Wiele biatek wystepujacych
w rurkach sitowych wykazuje bowiem zdolno$¢ otwierania kanatéw transportowych
plazmodesm réwniez w innych tkankach, np. w mezofilu [1,25]. W eksudatach floemu
znaleziono tez biatka opiekunicze [46]. Mogga one uczestniczyé w transporcie biatek
tibrylamych o masie nawet do 96 kDa z komaérek towarzyszacych do rurek sitowych
[22]. W druga strone usuwane sg biatka przeznaczone do degradacji. Zapewne
mechanizm umozliwiajacy transport zwigzkéw wielkoczasteczkowych przez
plazmodesmy taczace komorki towarzyszace i rurki sitowejest w pewien sposéb unikatowy.
Wynikac to moze ze specjalizacji i charakteru wspotdziatania obu typéw komarek.

4. TRANSPORT RNAPRZEZPLAZMODESMY

Podobnie jak biatka, miedzy komdrkami moze przemieszcza¢ sie RNA. Klasycznym
tego przyktadem jest inwazja wiroidow [12]. Sato czastki kolistego RNA autonomicznie
replikujgcego sie w jadrze komorki roslinnej i nastepnie infekujgcego catg rosline.
Proces ten obejmuje przemieszczanie do wnetrza i na zewngtrz jadra, transport
miedzykomoérkowy i dalsze rozprzestrzenianie sie przez floem. Wydaje sie, ze w
podobny spos6b moze by¢ przemieszczane endogenne RNA. Przykitadem jest
wystepowanie mRNA nosnika sacharozy SUT1 w rurkach sitowych [30]. Biatko to
jest odpowiedzialne za symport sacharozy z apoplastu do wnetrza kompleksu komérki
towarzyszace/rurki sitowe. U niektérych gatunkéw roslin biatko to jest zlokalizowane
gtownie w plazmalemmie rurek sitowych. W rurkach sitowych lokalizuje sie tez jego
mRNA, chociaz jego rola w tych komdrkach nie jestjasna, bowiem nie zachodzi tam
-jak sie wydaje - biosynteza biatek. Mechanizm miedzykomoérkowego transportu
RNA nie jest poznany. Uwaza sie, ze przemieszczanie RNA przez plazmodesmy jest
umozliwiane przez wyspecjalizowane biatka, dziatajgce jak biatka opiekuricze [59].

Sugerowane sg rdzne funkcje RNA, ktdry jest transportowany z komérki do komorki,
badz na wigksze odlegtosci [11]. W$rdd tych funkcji, najczesciej wymienia sie zdalna
regulacje transkrypcji DNA oraz zalezng od RNA postranskrypcyjngregulacje ekspresji
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genéw. W pierwszym przypadku, jako przykiad podaje sie metylacje DNA zalezna
od RNA [57]. RNA hybrydyzujacy z okreslonym fragmentem DNA moze wskazywacé
metylazie odpowiednig sekwencje DNA. W drugim, przyktadem jest wyciszanie genéw
(ang. gene silencing) - zwigzane z zalezng od RNA degradacjg nadmiarowego lub
btednego mRNA [32,54]. Mechanizm taki jest zapewne wigczony w obrone przeciw
wirusom.

5. NADKOMORKOWY SYSTEM INFORMACJI
| REGULACJI PROCESOW FIZJOLOGICZNYCH
W ROSLINIE

Ostatnio pojawity sie hipotezy zaktadajace, ze w roslinach oprécz znanych juz
hormonalnych czynnikéw regulujgcych wzrost i rozwdj, funkcje rosliny moga by¢
koordynowane przez inny system, w ktérym nosnikiem informacji miedzy komérkami,
tkankami, a nawet organami moga by¢ biatka i kwasy nukleinowe [33,45]. Uzywajac
jezyka informatycznego, role bramek logicznych takiego systemu odgrywatyby
plazmodesmy, natomiast floem petnitby role szyny danych. System ten uczestniczytby
w koordynacji procesow wzrostu i rozwoju, a takze w reakcji rosliny na stresy biotyczne
i abiotyczne.

Znaleziono juz niektore elementy sktadowe proponowanego systemu regulacji.
Wymiana zwigzkow sygnatowych, np. czynnikow transkrypcyjnych, moze mie¢ istotne
znaczenie dla réznicowania domen symplastycznych. Sg to strefy komérkowe
oddzielajgce sie od innych symplastycznie [15]. Tworzenie domen symplastycznych
moze koordynowa¢ morfogeneze roslin, zaréwno podczas rozwoju wegetatywnego
jak i generatywnego [2,43].

Wiele biatek ma zdoIno$¢ nie tylko do zwiekszania przekroju czynnego plazmodesm,
ale moze sie takze przemieszcza¢ we floemie miedzy organami. Przyktadem jest
endogenne biatko CmPPI16 z dyni [59]. Podobne wiasnosci jak biatko CmPP16 maja
tzw. P-proteiny wystepujace gtéwnie u Cucurbitae [1,21], a takze thioredoksyna h z
ryzu biorgca udziat w regulacji réznicowania sie systemu przewodzacego we wczesnych
stadiach rozwojowych oraz tworzenia aerenchymy w korzeniach w warunkach
anaeorobowych [25,26]. We floemie moga sie tez przemieszczac biatka endogenne,
np. metalochaperon CCH, biatko odpowiedzialne za mobilizacje miedzi ze starzejacych
sie lisci Arabidopsis [37], a nawet egzogenne, takie jak biatko GFP (ang. green
fluorescent protein) [24]. Byé moze dalsze prace pozwolg znalez¢ inne wielko-
czasteczkowe zwigzki sygnatowe integrujgce procesy w roslinie.
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6. PODSUMOWANIE

Przedstawione tu koncepcje stanowig nowa jako$¢ w naszej wiedzy o roslinach.
Nie tylko bowiem dostarczajg nowych danych. Juz na tym etapie majg duzg warto$¢
praktyczng, zwigzangchociazby z wiedza dotyczgcg mechanizméw rozprzestrzeniania
sie wirusOw i wiroidow w roslinie. Ostatnio zasugerowano réwniez, ze specyficzne
substancje sygnatowe, biatka badZ mRNA, syntetyzowane w komérkach floemu, moga
determinowac tak wazng gospodarczo cechejak kartowato$¢ niektérych odmian jabtoni
[3]. Przede wszystkim jednak nowe koncepcje dotyczgce funkcjonowania plazmodesm,
jako elementu nowopoznanego systemu sygnalizacji w ro$linie opartego na makro-
molekutach, jako zwigzkach sygnatowych, integrujg informacje pochodzace z réznych
dziedzin i pozioméw badawczych. A w dobie coraz wiekszej specjalizacji nauk
szczegbtowych jest to wartoscia samag w sobie.
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WPLYW MORFINY
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THE EFFECT OF MORPHINE ON IMMUNITY OF VERTEBRATES

Magdalena CHADZINSKA

Zaktad Immunobiologii Ewolucyjnej, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski,
Krakow

Streszczenie: Zainteresowanie wptywem narkotykéw na dziatanie uktadu odpornosciowego, ze specjal-
nym uwzglednieniem opiatéw, wynika ze zwiekszajacej sie obecnie liczby os6b uzaleznionych oraz
pacjentow stosujacych morfine do usmierzania b6lu. Morfina dziata rozmaicie na uktad odpornosciowy,
hamujac lub nasilajgc efektywno$¢ odpowiedzi. Opiaty moga wptywac na uktad odpornosciowy badz
posrednio wigzac sie z klasycznymi receptorami opioidowymi w centralnym systemie nerwowym, co
powoduje zwiekszone wydzielanie katecholamin i glikokortykosterydéw, badZz moga wigzac sie bezpo-
$rednio ze specyficznym receptorem opioidowym - p3zlokalizowanym na leukocytach. Badania na
uzaleznionych od morfiny gryzoniach dowiodty, ze w zahamowaniu aktywnosci cytotoksycznej komé-
rek NK posredniczg receptory opioidowe zlokalizowane w mézgu. Badania in vitro dotyczace gtéwnie
fagocytow potwierdzajg natomiast teorie o bezposrednim dziataniu opiatéw. Stwierdzono m.in., ze
inkubacja leukocytéw z morfing powoduje zahamowanie ich aktywnos$ci migracyjnej poprzez heterolo-
giczne odwrazliwienie receptoréw dla chemokin. Morfina obniza réwniez aktywno$¢ zemg fagocytéw,
ale pobudza w nich wybuch tlenowy. Morfina wptywa takze na odczyn zapalny. Podana wraz ze
stymulantem do jamy otrzewnej obniza liczbe leukocytéw i poziom czynnikéw chemotaktycznych u
myszy i ryb, ale nie u ptazéw i ptakéw. Wykazano, ze morfina upo$ledza takze odpowiedZ z udziatem
limfocytow, gdyz hamuje ich aktywnos$¢ proliferacyjng i produkcje przeciwciat.

Stowa kluczowe: morfina, receptory opioidowe, immunoneuroendokrynologia

Summary: Interest in the effects of drugs, especially opiates, on the immune system has increased with
progression in the number of abusers and patients using morphine to relief pain. Morphine shows a
diversity of effects on the immune system, inhibiting or enhancing the response. Opiates can alter a
variety ofimmune responses either indirectly, via classical opioid receptors in CNS, what induces release
of calecholamines and glucocorticosteroids or directly via selective - p3opiate receptor localised on

*Zrodto finansowania: projekt badawczy KBN 6P04C04721 oraz DS/ZIE/1Z/UJ/2002.
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leukocytes. Studies on morphine-dependent rodents demonstrated that suppressed NK-cell cytotoxici-
ty was mediated by opiate receptors in the brain. In vitro studies on phagocytes confirm theory about the
direct effects of opiates on these type of cells. For example incubation of leukocytes with morphine
inhibits their migratory activity due to heterologous desensitization of chemokine receptors. Morphine
reduces also phagocytic activity, but enhances the respiratory burst of phagocytes. Morphine also
modulates inflammation; injected to peritoneal cavity together with an irritant reduced number ofelicited
leukocytes and the level of chemotactic factors in mice and fish, but not in amphibians and birds.
Morphine also reduces lymphocyte-mediates immunity as it reduces proliferative response and produc-
tion of antibodies.

Key words: morphine, opioid receptors, immunoneuroendocrinology

1. OPIOIDYIOPIATY

Okre$lenie “opioicT jest nazwg rodzajowa dla wystepujgcych naturalnie, pét-
syntetycznych i syntetycznych substancji, ktore dziatajg poprzez receptory opioidowe.
Endogennymi ligandami receptorow opioidowych sgpeptydy opioidowe, ktore dzieli
sie na trzy podstawowe grupy: endorfiny, enkefaliny i dynorfiny. Powstajg one z trzech
prekursoréw: proopiomelanokortyny (POMC, 265 aminokwaséw), proenkefaliny
(PENK, 263 aminokwasy) i prodynorfiny (PDYN, 256 aminokwaséw), w wyniku
ciecia enzymatycznego przez enzymy z grupy metylopeptydaz zaleznych od jonéw
cynku. Z proopiomelanokortyny w wyniku przemian potranslacyjnych powstajg a-, |3-
iy-endorfma, jak rowniez 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
sg gtownie w przysadce, nadnerczach i obwodowym systemie nerwowym [55].
Wykazano réwniez, ze leukocyty moga by¢ zrodtem opioidédw [9, 54]. Stwierdzono
miedzy innymi, ze podczas odczynu zapalnego w leukocytach gryzoni roénie ekspresja
mRNA dlajednego z prekursoréw peptydoéw opioidowych -pro-enkefaliny [9, 54]

Wystepowanie peptyddw opioidowych nie ogranicza sie do ssakow. Z przysadki
ryb kostnoszkieletowych wyizolowano dwie formy endorfm, natomiast z tkanek ptazéw
otrzymano dwa peptydy opiodowe (dermorfme i deltorfine), a nastepnie sklonowano
ich cDNA [45]. Zwiazki te sg wysoce selektywne odpowiednio dla receptoréw opio-
idowych typu 8 i p. Interesujacy jest fakt, ze obydwa te zwigzki w drugiej pozycji N-
konicowej sekwencji zawierajg aminokwasy prawoskretne (Tyr-D-Xaa-Phe), podczas
gdy biatka ssakéw zbudowane sg wytgcznie z aminokwaséw lewoskretnych (L-) [1,
45]. Réwniez w tkankach bezkregowcow stwierdzono obecno$é prekursoréw
opioiddéw, m.in. czasteczek podobnych do prodynorfiny [70].

Z kolei nazwa “opiaty” zarezerwowanajest dla naturalnych substancji uzyskiwanych
z maku lekarskiego (tac. Papaverum somniferum L., ang. opium poppy) oraz dla ich
péisyntetycznych i syntetycznych pochodnych [13]. Nazwa opiaty wywodzi sie od
stowa opium, ktore oznacza substancje uzyskiwang z wysuszonego soku mlecznego
makdéwek. Wykopaliska archeologiczne z Egiptu i Babilonii wskazujg, ze juz 4000 lat
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przed naszg erg opium uzywane byto jako Srodek usmierzajacy bol. Opium znane byto
w starozytnym Rzymie i Grecji, a w Europie rozpowszechnito sie w dobie renesansu.
Wiek XVII i XVIII to okres badan wptywu opium na fizjologie i zachowanie cztowieka
izwierzat.

W opium wystepuja dwa rodzaje alkaloidéw: alkaloidy fenatrenowe (tebaina, kodeina
i morfina) oraz alkaloidy izochinolinowe (papaweryna, narkotyna, narceina). Chociaz
preparaty zawierajgce morfine stosowane byty od dawna, morfine w postaci czystego
alkaloidu wyodrebnit w 1805 roku Sartumer i nazwat na cze$¢ greckiego boga snu
Morfeusza.

Pojawia sie coraz wiecej prac na temat endogennej syntezy kodeiny i morfiny w
organizmach zwierzecych. Pierwsze doniesienia na temat wystepowania endogennych
alkaloidéw opioidowych w tkankach zwierzat, pochodza z prac S. Spectora i
wspoOtpracownikéw idotyczgropuch [9,67,68,71]. Nastepnie obecnos¢ morfiny ijej
bezposrednich prekursoréw (tebainy, kodeiny i salutarydyny) stwierdzono m.in. w
watrobie, $ledzionie, nadnerczach, skoérze i podwzg6rzu ssakéw oraz w hemolimfie i
tkance nerwowej matza Mytilus edulis [70]. W przypadku matzy po zadziataniu stresu
szoku elektrycznego lub stresu unieruchomienia stwierdzono wzrost poziomu endogennej
morfiny z 9 do 59 pmol/ml [71]. Ponadto okazato sie, ze podanie szczurom egzogennej
salutarydyny i tebainy powoduje gwattowng konwersje tych substancji do morfiny
[70]. Najprawdopodobniej w tkankach zwierzecych w wyniku wielu reakcji utleniania,
redukcji, karboksylacji, izomeryzacji i odmetylowania dochodzi do przeksztatcenia
fenyloalaniny do dopaminy idalej do salutarydyny i morfiny (ryc. 1). Obecne badania
skupiajg sie na doktadnym zlokalizowaniu miejsca syntezy alkaloidow opioidowych i
wyjasnieniu ich znaczenia fizjologicznego. Ze wzgledu na fakt, ze dopamina jest
domniemanym prekursorem na szlaku syntezy opiatéw przypuszcza sie, ze gtdwnym
zrodtem morfiny sg neurony katecholinergiczne. Byé moze komérki macierzyste
réznicujg sie w kilka typow neuronéw, z ktérych niektére produkujg adrenaline i
noradrenaling, a inne (neurony ,,morfinoergiczne”) zdolne sg do syntezy morfiny [70].
Inna hipoteza zaktada, ze ten sam typ komoérek w odpowiednich warunkach (np. po
zadziataniu stresora) rownoczesnie moze synetyzowac katecholaminy i alkaloidy
opioidowe [71].

Zarowno peptydy opioidowe, jak i morfina sg agonistami receptoréw opio-
idowych, awiec po ich potgczeniu z receptorami opioidowymi dochodzi do uruchomienia
kaskady sygnatowej. Znanych jest réwniez wiele substancji wigzacych sie z
receptorami opioidowymi, ale to zwigzanie nie powoduje pobudzenia receptora, lecz
jego zablokowanie, substancje takie nazywamy antagonistami i w przypadku receptoréw
opioidowych sg to np. nalokson, naltrekson, naltrindol, czy CTOP [55]. Na rycinie 2
przedstawiono wzory niektdrych alkaloidéw i peptydéw opioidowych.
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RYCINA. 1 Prawodopodobny szlak syntezy morfiny w tkankach zwierzecych (wedtug [71]
zmodyfikowane)

2. RECEPTORY OPIOIDOWE

Poczatkowo receptory opiodowe podzielono na 6 typow: p, 8, k, 8, X i a. Jednak
badania biochemiczne i molekularne nie potwierdzaja wystepowania receptorow typu
8, X, natomiast zaliczanie receptora typu a do receptoréw opioidowych wydaje sie
kontrowersyjne ze wzgledu na brak blokowania go przez nalokson [31]. Wystepowanie
receptoréw p, 8, k zostato potwierdzone zardwno biochemicznie, jak i technikami
molekularnymi - zostaty sklonowane geny kodujgce te receptory. Receptory p (65



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

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-Pro-
Leu-Val-Thr

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-Pro-
Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala—lle-Lys-Asn-Ala-Tyr-
Lys-Lys-Gly-Glu
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-Pro-
Leu-Val-Thr-Leu

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-
Trp-Asp-Asn-Glin
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RYCINA 2. Wzory alkaloidow (gorna cze$¢ rysunku) i peptydéw opioidowych (dolna czes¢ rysunku)

kDa), 8 (53 kDa) i k (55 i35 kDa), ze wzgledu na r6zng specyficznos¢ i site wigzania
naturalnych i syntetycznych opioidéw podzielono jeszcze dodatkowo na podtypy (tab.
1). | tak na przyktad receptory silnie wigzace [3H]-dihydromorfine i [3H]-nalokson
nazwano p,, a receptor o stabym powinowactwie do tych zwigzkéw to p2 [69].
Najogolniej rzecz biorac peptydy pochodzace z proopioiomelanokoryny (POMC) iz
proenkefaliny (PENK) wykazujg wieksze powinowactwo do receptoréw p i 8 niz do
receptora K. Z kolei peptydy pochodzace z prodynorfiny (PDYN) wigzg sie gtéwnie z
receptorem k. Morfina wigze sie z wszystkimi typami receptoréw opioidowych, wykazuje

jednak do nich zroéznicowane powinnowactwo (p>p2>p3 k,=k >8 >k2=8,) [40].
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Wszystkie receptory opioidowe majgbardzo podobna budowe. Sktadaja sie z siedmiu
domen transbtonowych (TM I-TM VII), oraz maja 3 petle hydrofobowe (i3-i3) i C-
koricowy fragment skierowany do wnetrza komdrki. Pozostate 3 petle (el-e3) oraz
glikozylowany N-koniec znajduja sie na zewngatrz komorki. Zasadniczg czes¢ miejsca
wigzacego ligandy w przypadku tych receptoréw stanowig hydrofobowe segmenty
transbtonowe. Wykazano m.in., ze w receptorze typu 5 zastapienie w trzeciej domenie
transbtonowej (TM I11) kwasu asparaginowego (Asp) w pozycji 128 przez asparagine
(Asn) drastycznie obniza site wigzanie agonistow o duzym powinowactwie [55].
Wspdiczesne badania molekularne oraz fakt hamowania dziatania opioidéw przez
toksyne krztusca sugeruja, ze receptory opioidowe sprzezone sg z biatkami G./Gq,
chociaz pojawiajg sie doniesienia, ze takze biatka Gsmoga posredniczyé w dziataniu
opioidéw [60]. Jednak w wiekszosci modeli doswiadczalnych, zaréwno in vivo jak i
in vitro, przytaczenie agonisty do receptora opioidowego powoduje aktywacje biatka
G (i zahamowanie aktywnosci cyklazy adenytanowej, w wyniku czego w cytoplazmie
komorki maleje stezenie cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP). Opisano
rowniez wptyw opioidéw na przemiany fosfoinozytoli. Obok bezposredniego dziatania
na wtérne przekazniki, opioidy wptywajg rdwniez na przewodnictwo jonowe. Sadzi
sie, ze mogg hamowac przewodnictwo Ca2toraz nasila¢ przewodnictwo K+[55, 60].

Rozmieszczenie poszczegolnych typow receptoréw opioidowych w centralnym

systemie nerwowym ma

TABELA 1 Selektywno$¢ receptoréw opioidowych CharakteryStyczny wzor

(wg [38] zmienione) zalezny od struktury mézgu i

od gatunku zwierzecia (np.

TYe LIGAND mozg szczura zawiera
RECEPTORA

niewielka ilo$¢ receptorow k,

natomiast w mézgu $winki

P Morfina, enkefaliny, dermorfina morskiej znajduje sie ich

‘ p Gibwnie morfina _ bardzo duzo). Receptory
P Tylko alkaloidy opioidowe (np. morfina) .. Ly .

opioidowe znajdujg sie w

5 5, Enkefaliny, deltorfma kilku obszarach centralnego
8, Met-enkefalina systemu nerwowego, w
- szczegOlnosci w substancji

K Dynorfiny i Ketocyklozocyna

szarej okotowodociggowej

oraz w rdzeniu kregowym
[55]. Typy i podtypy receptoréw opioidowych rdznig sie réwniez funkcja. | tak na
przyktad w dziataniu przeciwbélowym opioidéw posrednicza na poziomie rdzeniowym
receptory p, 5, i k,, a na poziomie nadrdzeniowym receptory p,, k3i 5
(najprawdopodobniej 5, i8,). Receptor p2ma gtéwnie znaczenie w indukowanej przez
alkaloidy depresji oddychania, polegajacej na zmniejszeniu wrazliwosci osrodka
oddechowego na zawartos¢ dwutlenku wegla we krwi [40]. Specyficzne receptory
opioidowe opisano takze w centralnym systemie nerwowym kregowcéw
zmiennocieplnych [6]. Stwierdzono réwniez wystepowanie receptoroéw opioidowych
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na komoérkach obwodowego uktadu nerwowego [72], czym ttumaczono przeciwbolowy
efekt bardzo niskich dawek morfiny podanych miejscowo do uszkodzonych tkanek [13].

3. OPIOIDY A UKEAD ODPORNOSCIOWY

Obserwacje ludzi, jak réwniez doswiadczenia na zwierzetach laboratoryjnych
potwierdzaja, ze opioidy wywierajg istotny wptyw na aktywnos¢ leukocytéw. Wszystkie
trzy typy peptydow opioidowych, a wiec endorfiny, enkefaliny i dynorfiny, wptywajg
na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego, co szczegétowo zostato opisane w
literaturze [48]. W tym miejscu warto zaznaczy¢, ze pojawia sie obecnie coraz wiecej
doniesieri porownujacych dziatanie opioidow i cytokin [51]. Wskazuje sie na fakt, ze
gtéwne wiasciwosci cytokin sg rowniez charakterystyczne dla opioidéw. Opioidy
podobnie jak cytokiny sg produkowane przez leukocyty, wykazujg dziatanie para-,
auto- i endokrynne, wykazuja redundancje (rézne opioidy dziatajgc na ten sam typ
komérek wywotujg podobny efekt) i plejotropie (te same opioidy wptywajace na rézne
typy komérek wywotuja rozne efekty) [51].

Obecnie coraz wiecej uwagi poswieca sie wptywowi alkaloidéw opioidowych, takich
jak: morfina i heroina, na reakcje odpornosciowe. Z klinicznego punktu widzenia zjawisko
to nabiera nowego znaczenia w zwigzku z powszechnym stosowaniem morfiny w
leczeniu silnego i umiarkowanego bdlu nowotworowego oraz tzw. ostrego bélu
nienawracajacego, spowodowanego przez stany zapalne bedace konsekwencjg na
przyktad oparzen, urazow czy operacji chirurgicznych [13], a takze w zwigzku z
obserwacjami o wiekszej podatnosci na infekcje u 0s6b uzaleznionych od narkotykéw
[44]. W tym kontekS$cie wazne wydajg sie doniesienia na temat podwyzszonej ekspresji
wirusa HIV w leukocytach in vitro inkubowanych z opiatami [2, 27, 51, 57].

3.1. Mechanizmy wptywu morfiny na uktad odpornosciowy

Obecnie postuluje sie dwa gtéwne mechanizmy wptywu morfiny na uktad
odpornosciowy: posredni i bezposredni (ryc. 3).

Doswiadczenia przeprowadzane na gryzoniach uzaleznionych od morfiny wskazuja,
ze pierwotnym miejscem dziatania tego alkaloidu jest centralny system nerwowy i
dopiero to on wtérnie dziata na uktad odpornoSciowy [52, 58]. Morfina wigzac sie z
klasycznymi receptorami opioidowymi w centralnym systemie nerwowym powoduje
wydzielanie katecholamin - adrenaliny i noradrenaliny [30]. Katecholaminy wigzg sie
z powierzchniowymi receptorami a- i B-adrenergicznymi. Potgczenie adrenoreceptora
z odpowiednim ligandem uruchamia szlak przemiany fosfoinozytoli, powoduje wzrost
wewnatrzkomdérkowego poziomu wapnia. Receptory typu a potgczone sg z biatkiem
typu G., a zatem ich aktywacja powoduje spadek poziomu cAMP, z kolei B-
adrenoreceptory sg zwigzane z biatkami Gsi ich stymulacja powoduje wzrost cAMP
w komorce [30]. W tym miejscu trzeba zaznaczy¢, ze zaréwno centralne, jak i wtérne
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RYCINA 3. Wptyw morfiny na leukocyty kregowcéw. CNS - centralny system nerwowy, CRF -
kortykoliberyna, ACTH - hormon adrenokortykotropowy, GS - glikokortykosterydy (wedtug [52]
zmodyfikowane)

narzady limfatyczne sg unerwiane wiasnie przez adrenergiczne widkna uktadu
wspobtczulnego [16,20, 30], oraz ze na powierzchni leukocytow krwi cztowieka [23,
77], splenocytédw i tymocytow myszy [23], a takze leukocytow ryb i ptazéw [34]
stwierdzono obecno$¢ receptoréw (3-adrenergicznych.

Morfina dziatajgc na receptory opioidowe zlokalizowane w m6zgu moze réwniez
powodowac uruchomienie osi stresu: podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang.
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA). Podwzgérze uwalnia kortykoliberyne
(CRF), ktora stymuluje wydzielanie z przysadki hormonu adrenokortykotropowego
(ACTH), odpowiedzialnego za pobudzenie syntezy glikokortykosterydéw przez
nadnercza [53]. Glikokortykosterydy wigzg sie ze swoistym receptorem cyto-
plazmatycznym, ktéry po aktywacji przemieszcza sie do jadra komdrkowego.
Cytoplazmatyczne receptory dla glikokortkosterydéw znaleziono nieomal we wszystkich
komorkach organizmu, sa one réwniez obecne w leukocytach [37]. Glikokorykosterydy
dziatajg z reguty hamujaco na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego, co jest
zjawiskiem ogdlnobiologicznym, stwierdzono je bowiem u przedstawicieli wszystkich
gromad kregowcow [53].
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Danych potwierdzajgcych teze o dziataniu morfiny na uktad odpornosciowy za
posrednictwem klasycznych receptoréw opioidowych zlokalizowanych w centralnym
systemie nerwowym dostarczyty prace zespotu Y. Shavita [61-63], pokazujace
zahamowanie aktywnosci komdrek NK (natural killers) u szczuréw, ktérym podawano
morfine. Do obnizenia aktywnos$ci komorek NK dochodzito po podaniu morfiny zaréwno
do bocznej komory mozgu, jak ipod skoére. Reakcja ta byta odwracana przez podanie
antagonisty receptorow opioidowych - naltreksonu. Zjawiska zahamowania aktywnosci
komorek NK nie obserwowano natomiast po podaniu N-metylomorfiny - analogu
morfiny nieprzenikajgcego przez bariere krew-mozg [61]. Stwierdzono, ze morfina
egzogenna, wigzac sie z klasycznymi receptorami opioidowymi w mézgu aktywuje 0$
HPA i powoduje wzrost stezenia kortykosteryddw i katecholamin w surowicy [52,
58]. W pézniejszych badaniach stwierdzono ponadto, ze chroniczne dziatanie morfiny
powoduje u myszy atrofie narzagdow limfatycznych, $ledziony i grasicy. PrzejSciowo,
najprawdopodobniej na skutek wzmozonej apoptozy, ubywa w grasicy limfocytow
CD4+CD8+. Zjawisko tojest odwracane przez antagonistow receptoréw opioidowych
i antagonistow receptoréw dla glikokortykosterydéw [52,58]. Zaobserwowano réwniez,
ze usuniecie przysadki, nadnerczy, jak réwniez podanie antagonistow steroidowych
(np. RU 38486), znosi w pewnych uktadach eksperymentalnych wptyw morfiny na
uktad odpornosciowy [17,32].

Mechanizmy dziatania morfiny na uktad odpornosciowy réznig sie w zaleznosci od
sposobu jej podania. Obecnie wskazuje sie, ze najprawdopodobniej morfina podana
jednorazowo powoduje zwiekszone wydzielanie katecholamin i mamy tutaj do czynienia
z immunosupresjg niezalezng od kortykosterydéw. Natomiast chroniczne podawanie
tego alkaloidu powoduje aktywacje osi podwzgorze-przysadka- nadnercza i zwiekszone
wydzielanie ,,hormonoéw stresu” [44].

Morfina moze jednak dziata¢ réwniez bezposrednio na komdrki uktadu odpor-
nosciowego poprzez receptory opioidowe zlokalizowane na leukocytach.

Dowody na obecno$¢ receptoréw opioidowych na leukocytach pochodza gtownie
z doswiadczen in vitro. Najwczesniejsze doniesienia na ten temat zostaty opublikowane
przez J. Wybrana [78]. Zaobserwowano wowczas, ze godzinna inkubacja limfocytow
T z morfing obniza ich zdolno$¢ do tworzenia rozet z erytrocytami owcy (SRBC, ang.
sheep red blood cells), co wskazywato na zmiany w ekspresji receptoréw
powierzchniowych (jak teraz wiadomo receptoréw CD2). Efekt morfiny byt
odwracany przez antagoniste receptoréw opioidowych - nalokson [17]. Metody
wigzania radioligand6éw pozwolity na wykrycie receptoréw opioidowych na powierzchni
limfocytow T i B [58,60], limfocytéw $ledzionowych ssakéw, granulocytéw, monocytow
i makrofagéw [40, 59] oraz na leukocytach kregowcow zmiennocieplnych [7, 33], a
takze na fagocytach bezkregowcoéw [71]. Takze na poziomie mMRNA stwierdzono w
leukocytach ekspresje genow kodujacych receptory opioidowe. Geverriaux ze
wspotpracownikami [24] wykryli mRNA dla receptoréw opioidowych typu K, ale nie
dla receptorow typu 5, w limfocytach i monocytach krwi obwodowej cztowieka.
Transkrypty dla receptorow 8 byty natomiast obecne w liniach komdrkowych
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limfocytow T i B oraz w leukocytach myszy i matp [24]. Obecno$é matrycowego
RNA dla receptoréw p stwierdzono tez w makrofagach ludzi, matp i szczuréw, w
ludzkich neutrofilach, limfocytach CD4+4oraz w komorkach linii limfocytamych CEM
x 174 T/B i Raji B [73].

Dodatkowo sugeruje sie istnienie na leukocytach szczeg6lnych typdw receptorow
opioidowych. Na przyktad na powierzchni leukocytdw myszy znaleziono nietypowy
receptor o nanomolamym powinowactwie do 13-(3-endorfmy (Kd=12 nM). Okazato
sig, ze receptor ten wigze C-koricowy 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 KwigzgN-kofAcowe fragmenty peptydow opioidowych [71]. Obecnos¢
tego typu receptorow wykazano na komoarkach linii limfocytamej U937 oraz na
leukocytach $ledziony. Co ciekawe, ekspresja tych receptoréw na leukocytach
zwieksza sie po aktywacji komorek np. pod wptywem konkanawaliny A [48]. Sugeruje
sig, ze ten typ receptordw posredniczy we wptywie ~-endorfiny na proliferacje komérek
mono-nukleamych, produkcje interleukiny-2 i na wychwyt wapnia [60]. Zaliczeniejednak
tego receptora w poczet receptoréw opioidowych poddawanejest w watpliwo$¢ w zwiagzku
zjego kompletnym brakiem wrazliwosci na nalokson (nawet w stezeniu 100 mM).

Inny typ ,,szczegdlnego” receptora opioidowego wystepujacego na powierzchni
leukocytéw to receptor p3 Receptor ten wykazuje bardzo niskie powinnowactwo do
peptydow opioidowych, wigze natomiast specyficznie morfine (Kd=20-70 nM), podczas
gdy klasyczne receptory opioidowe wykazujg raczej niskie powinowactwo do tego
alkaloidu [58]. Funkcje fizjologicznego ligandu tego receptora spetnia by¢ moze morfina
syntetyzowana endogennie [71]. Obecno$¢ receptora opioidowego p,3stwierdzono
miedzy innymi na powierzchni ludzkich granulocytéw [41] i monocytéw [71], na
makrofagach linii komorkowych J774.2, BAC 1.2F-5, RAW 264 [40,42], na leukocytach
karasia [7, 33], a takze na fagocytach matza Mytilus edulis [71]. Co ciekawe w
centralnym systemie nerwowym obecno$¢ tego typu receptora opioidowego
stwierdzono gtéwnie na powierzchni astrocytéw i mikrogleju, a wiec na komaérkach z
rodziny fagocytow jednojadrzastych [71]. Warto w tym miejscu zaznaczy¢
wystepowanie silnych powigzan pomiedzy aktywacjg receptora p3i wzmozong
produkcja tlenku azotu przez komérki. Sugeruje sie, ze zdolnos¢ komdrek mikrogleju
do produkcji NO w odpowiedzi na opiaty moze by¢ wazna zardwno z uwagi na
cytotoksyczne witasciwosci tlenku azotu, jak réwniez z uwagi na jego funkcje jako
neuroprzekaznika [69,71].

Hipoteze o bezposrednim wptywie morfiny na leukocyty potwierdzajg badania in
vitro. Stwierdzono miedzy innymi, ze inkubacja komorek mikrogleju $win z morfing
powoduje prawie catkowite zahamowanie fagocytozy grzybéw Cryptococcus
neoformans. Stwierdzono, ze zjawisko to ma charakter receptorowy i potaczenie
morfiny z receptorem p powoduje aktywacje biatek G./Go [66]. W opozycji do tej
obserwacji pozostaja wyniki, w ktérych wykazano nasilenie fagocytozy Mycobacterium
tuberculosis przez inkubowane z morfing komérki mikrogleju cztowieka [50]. Te same
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komorki wykazujg natomiast w obecnosci morfiny zahamowanie migracji w kierunku
czynnika C5a dopetniacza [11].

3.1.1. Wpltyw morfiny na fagocyty

Wspomniano juz wczesniej, ze morfina zmienia aktywno$¢ fagocytamg komarek
mikrogleju, bedacych w mozgu odpowiednikiem makrofagow. Okazuje sie réwniez,
ze morfina podana zaréwno in vivo, jak i in vitro hamuje fagocytoze w makrofagach
i neutrofilach [17, 19, 25, 26, 75]. Stwierdzono réwniez zahamowanie migracji tych
komoérek w kierunku réznych chemoatraktantéw (IL-8, MIP-1(3, RANTES) [14, 28,
29]. Autorzy wymienionych prac sadza, ze zahamowanie to jest wynikiem
heterologicznego odwrazliwienia receptora dla chemokin, wywotanego przez aktywacje
receptoréw opioidowych p, i 8. Najogdlniej zjawisko heterologicznego odwrazliwienia
receptora polega na tym, ze odpowiedz z udziatem okreslonego typu receptora
modyfikowana jest przez bodzZce dziatajace za posrednictwem innych ukiadéw
receptorowych. W opisywanym tutaj przypadku w wyniku potaczenia receptoréw
opioidowych z morfing dochodzi do aktywacji biatka G., a nastepnie do fosforylacji
receptora dla chemokin, co ostabia wydajnos¢ przekaznictwa tego uktadu receptorowego
[14, 28, 29]. Réwniez inne wiasnosci fagocytéw sa modulowane przez morfine. Po
inkubacji in vitro z morfing obserwowano zahamowanie produkcji wolnych rodnikéw
tlenowych w stymulowanych konkanawaling A i PMA monocytach i neutrofilach
krwi ochotnikow [17,76]. Z drugiej strony stwierdzono podwyzszony wybuch tlenowy
u myszy in vivo potraktowanych morfing [8, 15]. Morfina podana podskornie
powodowata podniesienie produkcji tlenku azotu w makrofagach myszy ineutrofilach
ludzi [17,76]. Réwnoczes$nie 1.D. Welters i wspGtpracownicy [76] zaobserwowali, ze
morfina powodowata obnizenie ekspresji receptorow dla sktadnikéw dopetniacza i
fragmentu Fc przeciwciat typu 1gG (FcyR) na neutrofilach. Wszystkie powyzsze zmiany
w aktywnosci neutrofili, spowodowane inkubacja z morfing, byly znoszone przez
wczesniejszg inkubacje komorek z inhibitorem syntazy NO. Sugeruje to, ze morfina
pobudza komérki do produkcji tlenku azotu, a zaobserwowane zmiany w ich aktywno$ci
sgjuz konsekwencjg podniesionego poziomu NO. Wysoka synteza NO w makrofagach
potraktowanych morfingjest rowniez przyczyng ich podwyzszonej apoptozy, na skutek
zmian w poziomie biatek Bax i p53 [64,65].

Morfina wptywa takze na synteze wielu cytokin. W warunkach in vitro powoduje
m.in. zahamowanie produkcji TNF-oc i IL-1 w makrofagach réwnoczesnie
stymulowanych LPS lub PHA [3, 12]. Co ciekawe, jezeli inkubacja leukocytéw z
morfing poprzedza ich stymulacje, dochodzi wéwczas do podwyzszonej produkcji
cytokin [49, 71].

Oczywiscie zjawisko wptywu morfiny na zahamowanie aktywnosci leukocytow
zwigzane jest scisle z wptywem na odczyn zapalny [8, 10, 36, 38, 56]. Stwierdzono
m.in., ze podanie morfiny obniza liczbe leukocytow w ognisku zapalenia, zaréwno u
ryb [7, 8, 10] jak i gryzoni [8, 17] oraz krolikow [17]. Nie jest to jednak zjawisko
powszechne w Swiecie zwierzat, bowiem nie zaobserwowano go ani u ptazéw [35],
ani u ptakdw [39]. Obnizenie liczby leukocytow w miejscu zapalenia po podaniu morfiny
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wynika¢ moze z kilku przyczyn; morfina docierajgc do leukocytow w naczyniach i
tkance hemopoetycznej moze hamowac ich migracje do ogniska zapalenia. Do
zahamowania migracji dojs¢ moze w wyniku wspomnianego juz wczesniej, zaleznego
od morfiny, heterologicznego odwrazliwienia receptoréw dla chemokin [28,29]. Morfina
moze réwniez wptywac na znajdujgce sie w ognisku zapalenia komdrki osiadte
(makrofagi i komorki tuczne) i hamowac synteze i/lub wydzielanie przez nie czynnikdw
o charakterze chemotaktycznym. Hipoteze te potwierdza znaczne obnizenie poziomu
czynnikéw chemotaktycznych w osoczu i ptynie wysiekowym osobnikéw, ktérym
lokalnie podano morfine do ogniska zapalenia [8,10]. Stwierdzono ponadto, ze morfina,
za posrednictwem obecnych na $rédbtonku receptoréw p3 indukuje produkcje tlenku
azotu, co pociagga za sobg obnizenie poziomu biatek adhezyjnych i zmniejszenie migracji
leukocytéw do miejsca zapalenia [47].

3.1.2. Wptyw morfiny na komorki NK

Pierwsze doniesienia na temat wptywu morfiny na aktywnos$¢ komoérek NK pochodza
z prac zespotu Shavita [61,62]. Wspomniano juz o nich przy omawianiu posredniego
mechanizmu dziatania morfiny. PdZniejsze badania przeprowadzone na ochotnikach,
ktérym dozylnie podano morfine, potwierdzity wczesniejsze obserwacje o obnizonej
aktywnosci cytotoksycznej tych komdérek w obecnosci opiatéw [79]. Podobne zjawisko
obnizenia czy nawet catkowitego zahamowania aktywnosci komorek NK pod wptywem
morfiny zaobserwowano rowniez w przypadku gryzoni i matp [19]. Tylkojedna praca
donosi o0 bezposrednim hamujacym wptywie morfiny na komoérki NK [43], pozostali
autorzy zajmujacy sie tym tematem podkreslaja, ze w przypadku wptywu opioidéw na
komérki NK mamy do czynienia z dziataniem za posrednictwem wspotczulnego uktadu
nerwowego i osi HPA. Wykazano bowiem, ze antagonisci receptoréow (3
adrenergicznych i glikokortykosterydowych znoszg hamujgcy wptyw morfiny oraz nie
stwierdzono zmian w aktywnosci komoérek NK po podaniu analogdw morfiny nie
przekraczajgcych bariery krew-mozg [19].

3.1.2. Wptyw morfiny na limfocyty
Pierwsze doniesienia na temat wptywu morfiny na aktywnos$¢ limfocytow B
pochodzg z 1975 roku [19]. S.S. Lefkowitz i C.Y. Chiang zaobserwowali woéwczas, ze
podanie morfiny redukuje liczbe komdérek produkujgcych przeciwciata w $ledzionach
myszy po podaniu erytrocytow owcy (SRBC). Zjawisko to zostato potwierdzone w
badaniach in vitro [18]. POzZniejsze badania wykazaty ponadto wptyw morfiny na
obnizenie proliferacji limfocytow B stymulowanych LPS [19,74]. Pod wptywem morfiny
dochodzi réwniez do obnizenia proliferacji limfocytow T stymulowanych mitogenami
[4, 18], zahamowania ich aktywnosci cytotoksycznej i zmniejszenia produkcji IL-2
[46]. Badania wykorzystujace opioidy nie przenikajace przez bariere krew-mozg
wskazuja, ze wptyw morfiny na limfocyty T odbywa sie za posrednictwem receptorow
opiodowych znajdujacych sie w centralnym systemie nerwowym [21,22]. Potwierdza
to wiele badan, w ktorych nie stwierdzono bezposredniego {in vitro) wptywu morfiny
na aktywnos$é limfocytow T [17, 21, 22]. Wyniki te pozostajg w sprzecznosci z
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pionierskimi badaniami J. Wybrana [78] oraz z faktem wystepowania na limfocytach
T specyficznych receptoréw opioidowych wiazacych nalokson [19].

4. PODSUMOWANIE

Badania in vivo, przeprowadzane gtownie na gryzoniach, pozwolity stwierdzi¢, ze
w wiekszosci uktadéw eksperymentalnych morfina wywiera hamujacy wptyw na
aktywnos¢ komérek NK, limfocytéw T i B oraz fagocytéw (tab. 2).

Bezposredni efekt morfiny nie pozostawiajednak watpliwosci tylko w przypadku
funkcji fagocytéw. W odniesieniu do pozostatych typéw leukocytéw hamujacy wptyw
morfiny najprawdobodobniej zachodzi przy udziale klasycznych receptorow opio-
idowych zlokalizowanych w centralnym systemie nerwowym i jest konsekwencja
podniesienie poziomu katecholamin (w przypadku ostrego podania morfiny) lub
kortykosteryddw (w przypadku chronicznego podawania opiatéw). W tym miejscu
warto zaznaczy¢, ze sprzeczne wyniki dotyczace wptywu morfiny na odpornosé
wynikaé¢ moga z roznej wrazliwosci zwierzat laboratoryjnych na opioidy. A wrazliwos¢
ta zalezy nie tylko od dawki i sposobu podania, ale réwniez od gatunku, szczepu, ptci i
stanu fizjologicznego osobnikéw, na ktérych wykonywane sa doswiadczenia.

Doktadne wyjasnienie powigzan miedzy uktadem odporno$ciowym a opioidowym
wymagac bedzie jeszcze wielu lat wytezonej pracy.
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TABELA 2. Przyktady wptywu morfiny na aktywno$¢ leukocytéow ssakéw (MF - makrofagi,
Mo - monocyty, MG - mikroglej, PMN — neutrofile, Li- limfocyty) T - pobudzajacy, i -
hamujacy

Typ komérki  Gatunek Traktowanie Efekt Literatura
Fagocytoza
MF Mysz In vivo i 19
In vitm i 75
Szczur In vivo i 25, 26
MG Swinia In vitro i 66
Cztowiek In vitro T 50
Chemotaksja
Mo Matpa In vitro i 14
Cdowiek In vitro i 28, 29
MG Czlowiek In vitro i u
PMN Matpa In vitro i 14

Wybuch tlenowy

Mo Cztowiek In vitro i 17
Cztowiek In vitro i 76
PMN
Mysz In vivo T 8, 15

Produkcja tlenku azotu

MF Mysz In vivo I 17
PMN Czlowiek In vivo | 76
Produkcja cytokin prozapalnych

MF Mysz In vitro i 3

Mo Cztowiek In vitro i 12
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TABELA 2 cd.

Typ komorki Gatunek

Produkcja IFN-y

MF Mysz
Szczur
Cztowiek

Cytotoksycznos¢

NK Mysz
Szczur
Cztowiek

Produkcja przeciwciat

LiB Mysz

Proliferacja

LiB Mysz
Szczur

LiT Mysz
Szczur

Traktowanie

vivo

vivo

vitro

vivo

vivo

vivo

vivo

vitro

vitro

vivo

vitro

vivo

vivo

Efekt

B T T~

Literatura

17

51

17

21, 61, 62

79

17, 18

17, 18

4, 17, 18, 74

17

18

32
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Streszczenie: Anemie hemolityczne u myszy przypominajg dziedziczne defekty u ludzi. Defekty te
umozliwiajg precyzyjne zanalizowanie podstaw molekularnych tych schorzeh. Ponadto, pozwalaja na
dokonywanie préb terapii genowej korygujacej te defekty, na przyktad jak w procedurze opisanej przez
Doonera iwsp. (Exp. Hematol. 2000; 28: 765-774). Zastosowane techniki daja nadzieje na wykorzysta-
nie terapii genowej w leczeniu dziedzicznych ludzkich schorzen, takich jak: anemia sierpowata, talase-
mia, recesywna sferocytoza i eliptocytoza.

Stowa kluczowe: dziedziczne anemie hemolityczne, terapia genowa, btona erytrocytu

Summary. Haemolytic anaemias in mice resemble hereditary defects in humans. These defects allow the
precise analyses ofthe molecular basis of the diseases. Moreover, they allow attempts of “gene therapy”
to correct these defects. An example of such a procedure was reported by Dooner et al. (Exp. Hematol.
2000; 28: 765-774). Techniques developed should have relevance to the development of gene therapy
approaches to human hereditary disorders such as sickle cell anemia, thalassaemia, recessive spherocy-
tosis and elliptocytosis.

Keywords: inherited haemolytic anaemias, gene therapy, erythrocyte membrane

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie jednej z udanych prob terapii genowej
przeprowadzonej przez Doonera i wspétautoréw w celu korekty mutacji powodujacej
dziedziczng sferocytoze u myszy [8]. Badania te dotycza bezposrednio dziedzicznej
sferocytozy, ale z uwagi na stosowane techniki, takie jak: insercja cONA kodujgcego
biatko o duzej masie, manipulacja komarkami in vivo iekspresja genu swoistej tkanki,



658 D. M. BOGUSLAWSKA, A. F. SIKORSKI

mozna uznac je za baze przysztych prob korekty niedokrwistosci hemolitycznych, takch
jak: talasemia, anemia sierpowata, recesywna sferocytoza, ostre postaci dziedzicznej
eliptocytozy, jak rowniez niedokrwistosci zwigzanych z anomaliami enzymoéw
erytrocytow np. dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej.

Podtozem mysich i ludzkich dziedzicznych anemii hemolitycznych sg najczesciej
mutacje w genach kodujacych biatka btony erytrocytéw [7,10,19,20,23]. Szczeg6towe
informacje dotyczace struktury i funkcji biatek szkieletu btony erytrocytéw znajdzie
Czytelnik we wczesniejszych publikacjach [2,25]. Mutacje naturalnie wystepujace u
myszy wyjasniaja kwestie niezrozumiate w przypadku ludzkich odpowiednikow tej
choroby. Do anemii hemolitycznych naturalnie wystepujacych zaréwno u myszy, jak i
u ludzi nalezg: dziedziczna sferocytoza (HS) idziedziczna eliptocytoza (HE). Znany
jest pierwszy mysi model ciezkiej postaci HE: mutacja sph06'lspowodowana insercja
w genie kodujagcym spektryne a, skutkiem czego jest upoS$ledzenie tworzenia
tetrameréw spektryny w wyniku asocjacji jej dimeréw [21]. Istnieje analogiczny
przypadek ciezkiej HE u ludzi (mutacja Dayton) [11]. Mysia HE zwigzana z mutacjg
sphDmjest ciezsza w przebiegu niz mysia HS spowodowana mutacjami w genie
kodujagcym spektryne a [7,20,21].

HS moze mie¢ zrdznicowany przebieg kliniczny od bezobjawowego do letalnego w
zyciu ptodowym, ajego podtozem jest defekt jednego z nastepujacych biatek btony
erytrocytu - ankiryny, spektryny, biatka przenoszacego aniony lub biatka 4.2 [19,23,15].
Istnieje kilka typéw HS naturalnie wystepujacych u myszy, ktérych przyczyngsa réwniez
mutacje w genach kodujgcych biatka btony erytrocytu, tj. spektryny a - Spnal (sph,
sphZ28G sphJ), spektryny (3- Spnb 1(ja) oraz ankiryny-Anki (nb) [7,20,24]. Mysz>ja/
ja cierpigna ciezka anemie hemolityczng wywotang catkowitym brakiem spektryny (3
€O zwigzane jest z wymiang reszty argininy na kodon stop w mRNA kodujacym
powtorzenie 9 tego tancucha polipeptydowego [6]. Mutacjeja/ja i sph/sph sgprzycz/ng
ciezkich anemii hemolitycznych z retikulocytozaprzekraczajacg 90% i czasem przezycia
krwinki wynoszacym zaledwie 1dzien, przy czym myszy sph/sph przezywaja pnza
organizmem matki, a myszy ja/ja zyjg zwykle tylko 4 dni po urodzeniu [4,5,7]. Mysie
schorzenia przypominajabardzo ciezkie formy ludzkiej HS, ktére sg zwykle przypadkami
homozygot lub podwdéjnych heterozygot [10,22]. Mutacje podobne do obecnych u myszy
jalja i sph/sph, u ktorych obserwuje sie catkowity brak ekspresjijednej z podjednostek
spektryny, sa u ludzi letalne w zyciu ptodowym lub wkrotce po urodzeniu. Przyktacem
moze by¢ przypadek recesywnie dziedziczonej HE, spowodowanej mutacjg Providance,
objawiajacej sie anomaliami w ekspresji spektryny (3 przy ktérej smieré ptodu nastepuje
w trzecim trymestrze cigzy [10]. Podobne skutki obserwuje sie u ludzi w przypadku
catkowitego braku spektryny [22]. Skuteczng metoda terapii ludzkiej HS jest
splenektomia, natomiast myszy z ciezkgHS po splenektomii nie przezywaty [4]. Debre
wyniki u myszy daje przeszczep szpiku kostnego [1]. Przeprowadzone badania nad
skutkiem braku biatka 4,2 w szkielecie btony erytrocytu u myszy {protein 4.2-nuli), u
ktorych defekt spowodowano metodg celowej mutagenezy dowodzg, iz efektem taciej
mutacji jest tagodna forma HS. Ich erytrocyty charakteryzuja sie zaburzong réwnowaga

jonéw Na+i K+[15].
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Szczegolnie interesujgce mutanty myszy nb/nb charakteryzujg sie sferocytoza
spowodowang dziedziczonym recesywnie defektem polegajacym na syntezie skroconej
ankiryny. Ten przypadek jest analogiczny do ludzkiej HS spowodowanej przez mutacje
ankiryny Prague, w wyniku ktérej syntetyzowana jest skrocona ankiryna [19]. Mysz
nb/nb ma minimalne ilosci ankiryny petnej dtugosci (biatka wigzacego spektryne do
biatka przenoszgcego aniony) oraz okoto 50% ubytek spektryny. Dodatkowo istnieje
tu drugi defekt polegajacy na ubytku biatka 4,2 [16]. Istniejg obszerne dane genetyczne
i molekularne dotyczace mutantéw nb/nb [14, 24]. Analizy Western biot bton
erytrocytow tych myszy wykazujg znaczacy ubytek ankiryny o petnej dtugosci (210
kDa) z jednoczesnym pojawieniem sie nowego peptydu o masie okoto 150 kDa
reagujacego z przeciwciatami przeciw ankirynie erytrocytamej. Stwierdzono row-
noczesnie ubytek transkryptéw mRNA o masie 9,0 i 7,5 tysigca zasad kodowanego
przez mysi gen ankiryny Ank-1(odpowiednik ludzkiego genu ANK 1) [3,12,13]. Defekt
nb jest zwigzany takze z ubytkiem ankiryny w komorkach Purkinjego i ziarnistych
mézdzku, czego skutkiem sg anomalie psychomotoryczne w wieku 6 miesiecy [14].

Dooner i in. przeprowadzili transfer cDNA ankiryny do normalnych oraz
sferocytowych nb/nb komdrek szpiku kostnego z uzyciem wektora retrowirusowego,
co spowodowato ekspresje funkcjonalnej ankiryny u mutantéw nb/nb. Transdukcji
komérek szpiku nb/nb dokonano z uzyciem ,,minigenu” skonstruowanego z promotora
ludzkiego genu ankiryny ANKI, mysiego cDNA ankiryny i domeny regulatorowej
odpowiadajacej izoformie ludzkiej ankiryny 2.2 wbudowanych do wektora retro-
wirusowego pG 1. Ten retrowirusowy wektor o wielkos$ci okoto 4600 pz nie posiada
genu NeoR Transkrypty interesujgcych gendw po przepisaniu na DNA mogty zostac
wigczone do genomu biorcy. By zredukowac catkowity rozmiar cDNA ankiryny nie
zawarto sekwencji regulatorowej (domeny ,,2.2”), przez co zwiekszono zdolnos¢
wigzania spektryny i biatka przenoszgcego aniony, poniewaz ankiryne 2.2 charak-
teryzuje zwiekszone powinowactwo do obu biatek [2]. Region promotora ludzkiego
genu ANKI o wielkos$ci 270 pz [9] dodano do konca 5’ nadajac wrazliwos$¢ na ludzka
erytropoetyne (EPO), co utatwito kontrole ekspresji genu w transdukowanych
komoérkach myszy. Transdukcji retrowirusowym supematantem poddano: krwinki
erytroleukemicznych myszy (MEL), normalne mysie komérki szpiku kostnego,
fibroblasty 3T3, komorki szpiku kostnego mutantéw mysich nb/nb oraz komérki
$ledziony.

Komorki ,,produkujace” wirus uzyskiwano poprzez transfekcje komorek GP+86 za
pomocg DNA wektora pGl zawierajgcego ,,minigen” ankirynowy z uzyciem
kationowych lipoplekséw. Wyizolowane z supematantu wirusowego RNA, jak i
komoérkowe RNA wyizolowane z komoérek ,,producentow”, poddano analizom na
obecno$¢ transgenu za pomocg reakcji RT-PCR (reakcja odwrotnej transkrypcji z
nastepujaca po niej reakcjatafncuchowej polimeryzacji) zuzyciem starteréw dla ludzkiej
ankiiyny: antysensownego, swoistego dla ludzkiej ankiryny i sensownego uniwersalnego,
poniewaz caty region jest wysoce homologiczny dla obu gatunkdw. Nastepnie dokonano
transdukcji komorek mysiej erytroleukemii (MEL) za pomocg supernatantu
retrowirusowego. Reakcja RT-PCR wykazata obecno$¢ mRNA ankirynyw 0,2,4 i6
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dniu po transdukcji. Analizy Southern biot wykazaty obecno$¢ transgenu w ilosci ok.
106 kopii na 10 mg genomowego DNA. Po 12 dniach nietransdukowane i
transdukowane komérki MEL indukowano do réznicowania na podtozu fibro-
nektynowym w obecnosci DMSO. Badania morfologiczne oraz immuno-fluore-
scencyjne z zastosowaniem przeciwciat przeciw ankirynie wykazaty, ze transdukowane
komoérki MEL indukowane do réznicowania po enukleacji osiagajg ksztatt
polichromatofili. Obserwacje uzyskane technikg immunofluorescencji z uzyciem
przeciwciat przeciw ankirynie potwierdzity funkcjonowanie genu ankiryny. Analizy
RNA biot komérek MEL wykazaty obecno$¢ transkryptow mysiego mRNA o wielkosci
9,0 i 7,5 tysiecy zasad w komdrkach transdukowanych, natomiast w komérkach
nietransdukowanych obserwowano prawie wytgcznie transkrypt o wielkosci 7,5 tysiecy
zasad.

Analizy RT-PCR komorek wywodzacych sie z transdukowanych komérek szpiku
kostnego wykazaty, ze hodowle prowadzone w obecnosci erytropoetyny (EPO)
zawieraly znaczaca liczbe komorek ekspresjonujgcych mRNA ankirynowe (26%),
natomiast wsrod komorek hodowanych w nieobecnosci EPO nie stwierdzono
zawierajacych tego mRNA. W iloSciowych analizach RT-PCR stwierdzono wyrazng
roznice w ilosci mMRNA na korzys¢ hodowli z EPO. W toku dalszych doswiadczen
wyizolowano komérki z myszy nb/nb: komorki szpiku kostnego i $ledziony.
Transdukowane komérki szpiku kostnego i $ledziony mutantéw nb/nb hodowane w
kulturach ptynnych w obecnosci EPO dawaty pozytywng reakcje w analizach PCR i
RT-PCR. Analiza Western biot komorek szpiku kostnego indukowanych do
réznicowania wykazywata obecnos¢ ankiryny o petnej dtugosci tylko w komdrkach
transdukowanych. Podobne prazki obserwowano réwniez w analizie Western biot
transdukowanych komdrek MEL. Natomiast w nietransdukowanych komérkach szpiku
kostnego obserwowano jedynie mniejsze biatko o masie ok. 150 kDa. Analizy
morfologiczne prekursoréw komarek nb/nb transdukowanych i nietransdukowanych
w konicowych fazach r6znicowania wykazaty, ze komarki nietransdukowane mutanta
nb/nb tworzyty sferocyty i mikrosferocyty. Transdukowane prekursorowe komorki
nb/nb, z kolei, tworzyty polichromatofile, a ich morfologia okazata sie zblizong do
normocytow. Dodatkowo, nietransdukowane komorki mutanta po enukleacji miaty
przecietne rozmiary 3,8 x 3,9 mm, a transdukowane 6 x 6,5 mm.

Przedstawiony powyzej cykl doSwiadczen wskazuje na to, ze hybryda cDNA
ankiryny myszy i cztowieka moze ulega¢ skutecznej transdukcji przez retrowirusowy
wektor pG 1do komérek MEL oraz komorek mutanta nb/nb szpiku kostnego i $ledziony.
Autorzy wykazali zwiekszong ekspresje mRNA ankiryny w koloniach wzrastajgcych
w obecnosci EPO sugerujac, ze ludzki promotor ankiryny odpowiada za ekspresje
tego biatka w komdrkach normalnych i zmutowanych prekursoréw erytrocytow.

Nie tylko promotor ankiryny moze by¢ istotny w kierowaniu ekspresja ankiryny, ale
takze promotory innych biatek szkieletu btony erytrocytu moga rowniez odgrywac
role w ekspresji innych biatek erytrocytéw, czego przyktadem jest ekspresja genu y-
globiny z promotorem |3-spektryny u transgenicznych myszy [17] oraz genu y-globiny
z promotorem ankiryny w retrowirusowym wektorze uzytym do transdukcji mysich
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komorek [18]. W podobny sposéb promotor ankiryny mogtby by¢ wykorzystywany do
tworzenia procedury terapii genowej w anemiach hemolitycznych spowodowanych
innymi defektami erytrocytu np. talasemii lub anemii sierpowatej.
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REGULACJA EKSPRESJI GENOW JADROWYCH
PRZEZ SYGNALY PLASTYDOWE

REGULATION OF EXPRESSION OF NUCLEAR GENES
BY PLASTID SIGNALS

Grzegorz JACKOWSKI

Zaktad Fizjologii Roslin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznan

Streszczenie: W ostatnich latach zgromadzono liczne dowody eksperymentalne wskazujace, ze ekspre-
sja niektorych genéw jadrowych, w szczeg6lnosci tych, ktére kodujg biatka chloroplastowe, podlega
retrogradowej regulacji przez sygnaty pochodzenia plastydowego. Regulacja moze sie odbywac zaréw-
no na poziomie transkrypcji, jak itranslacji mMRNA. Niektore sygnaty pochodzenia plastydowego uda-
to sie zidentyfikowac¢ - nalezg do nich prekursory metaboliczne chlorofilu, stan redoks plastochinonu,
tioredoksyny i glutationu, a takze translokator fosfoenolopirogronianu, zlokalizowany w wewnetrznej
btonie otoczki chloroplastowej. Tozsamos$¢ innych sygnatéw plastydowych, np. regulujacych réznico-
wanie komérek i morfogeneze liscia, pozostaje niewyjasniona. Sygnalizacja plastydy-jadro komérko-
we isygnalizacja zalezna od $wiatta pozostajg w do$¢ skomplikowanych relacjach; w niektérych przy-
padkach wykorzystywane sg odmienne szlaki transdukcyjne, w innych cze$ciowo te same. Sygnaliza-
cja retrogradowa jest prawdopodobnie waznym elementem globalnej sieci powigzan regulacyjnych
kontrolujacych metabolizm i rozw6j komaérek roslinnych.

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

Summary. A considerable body of experimental evidence has been accumulated over recent years to
suggest that an expression of defined nuclear genes, particularly the ones coding for chloroplast prote-
ins, are controlled in retrograde fashion by signals of plastid origin. Transcription and translation level
of expression of nuclear genes appear to be affected by retrograde signalling. Some plastid-to-nucleus
signals have already been identified; they involve metabolic precursors of chlorophyll, redox state of
plastoquinone, thioredoxin and glutathione pools as well as a phosphoenolopyruvate/phosphate trans-
locator localised to an inner membrane of chloroplast envelope. In some cases the nature of plastid
signals remains elusive; for instance the retrograde signals controlling cell differentiation and leaf
morphogenesis have not been identified. Plastid-to-nucleus and light-dependent signalling are linked
by rather complicated relations; in some cases the signalling pathways are separable, but in other cases
the signalling may proceed, at least partially, through common steps. Retrograde signalling appears to
be a seminal element of global regulatory network controlling plant cell development and metabolism.
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W kazdej komorce eukariotycznej funkcjonuje rozbudowana sie¢ sygnatow
regulujacych wspotdziatanie jadra i pozostatych organelli. Jednym z przejawéw tej
regulacji tego jest - w przypadku roslin wyzszych i glonéw - istnienie ztozonych
mechanizméw koordynujacych ekspresje gendw jadrowych i plastydowych. Koor-
dynacja ekspresji genomu jadrowego i piastydowego polega na kontroli transkrypcji i
translacji genéw plastydowych przez produkty gendéw jadrowych (sygnalizacja
anterogradowa) [4, 25], jednak od kilkunastu lat wiadomo, ze funkcjonuja takze
mechanizmy sygnalizacji retrogradowej, tzn. ekspresja gendéw jadrowych podlega
regulacji przez sygnaty pochodzenia plastydowego. Istnienia sygnalizacji retrogradowej
plastyd-jadro komorkowe dowiedziono w doswiadczeniach nad roslinami catkowicie
lub czesciowo pozbawionymi karotenoidow na skutek mutacji lub w rezultacie
traktowania inhibitorami biosyntezy karotenoidow, takimi jak: norflurazon (hamuje
aktywno$¢ desaturazy fitoenowej) czy amitrol (hamuje aktywnos$¢ cyklazy likopenowej)
[12, 15]. Plastydy pozbawione karotenoidéw sg bardzo podatne na uszkodzenia typu
fotooksydacyjnego (karotenoidy petnig funkcje wygaszaczy tripletowych stanu
chlorofilu oraz tlenu singletowego) i- o$wietlone - stajg sie praktycznie niefunkcjonalne.
Stwierdzono, ze rosliny pozbawione funkcjonalnych plastydéw charakteryzuja sie
obnizonym poziomem ekspresji niektdrych genéw jadrowych kodujgcych biatka
chloroplastowe, w tym gendw rodziny Lhcb. Sugerowato to jednoznacznie istnienie w
normalnych warunkach szlaku transmitujgcego do jadra jakie$ sygnaty plastydowe,
utrzymujace odpowiedni poziom ekspresji genéw jadrowych. Tozsamos$é sygnatow
plastydowych pozostawata przez szereg lat catkowitg tajemnica; dopiero w ciggu
ostatnich kilku lat zgromadzono dane odnoszace sig do natury chemicznej tych sygnatow.
Niemal lawinowe tempo akumulacji tych informacji uzasadnia potrzebe opracowania
polskojezycznego przegladu stanu wiedzy na temat tozsamosci sygnatéw plastydowych
i szlakéw regulacyjnych zmieniajacych ekspresje gendéw jadrowych pod dziataniem
sygnatdw plastydowych. Niniejsze opracowanie petni role takiego wiasnie przegladu.

PREKURSORY CHLOROFILU Z GRUPY
MAGNEZOPORFIRYN JAKO SYGNALY PLASTYDOWE

Funkcje estru metylowego magnezoprotoporfiryny I1X (Mg ProtoMe IX) -
intermediatu w szlaku biosyntezy chlorofilu - jako sygnatu plastydowego regulujacego
ekspresje gendéw jagdrowych zasugerowano po raz pierwszy na podstawie wynikéw
eksperymentow, w ktérych udowodniono, ze traktowanie Chlamydomonas reinhardtii
réznymi czynnikami blokujgcymi biosynteze chlorofilu na etapie Mg ProtoMe 1X
(bipirydyl, cykloheksimid, warunki anaerobowe) prowadzi do ostabienia zaleznej od
Swiatta akumulacji mRNA LHCP Il i mniejszej podjednostki Rubisco, podczas gdy
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zablokowanie syntezy chlorofilu na innych etapach nie ma wptywu na poziom akumulacji
wspomnianych transkryptéw [6]. Nowsze doniesienia wskazujg na to, ze role sygnatu
piastydowego moze petni¢ - poza Mg ProtoMe IX - takze jego bezpos$redni prekursor,
magnezoprotoporfiryna 1X (Mg Proto 1X), obydwa bowiem zwigzki indukuja u
Chlamydomonas reinhardtii ekspresje dwoch jadrowych gendéw szoku cieplnego,
HSP70A i HSP70B, a u roslin wyzszych (Lepidium sativum) znacznie ostabiaja
ekspresje jadrowych genéw rodziny Lhca \Lhcb [10, 19]. W warunkach kontrolnych
dla ekspresji HSP70A i HSP70B niezbedne jest dziatanie wysokiej temperatury lub
Swiatha, jednak traktowanie komorek Chlamydomonas za pomocg Mg Proto 1X i Mg
ProtoMe IX umozliwia pojawienie sie transkryptéw takze w ciemnosci [10]. Swiatto
dziata najprawdopodobniej jako czynnik powodujacy przejsciowe, bardzo znaczne
podwyzszenie puli Mg Proto IX i Mg ProtoMe IX, na co wskazuja zarowno wyniki
bezposrednich analiz biochemicznych poziomu tych prekursoréw w komérkach
Chlamydomonas po os$wietleniu hodowli, jak i fakt, ze znany od kilku lat mutant
Chlamydomonas niezdolny do $wiatto-zaleznej indukcji HSP70A iHSP70B ma defekt
w obrebie szlaku biosyntetycznego chlorofilu, powodujacy niezdolno$¢ do syntezy
magnezoprofiryn [11]. W prébach rozszyfrowania szlaku sygnatowego prowadzacego
od magnezoprofiryn do jgdra komdrkowego intensywnie wykorzystywana jest seria
mutantow Arabidopsis thaliana gun 1-5, u ktoérych transkrypcja Lhcb niejest - jak w
przypadku roélin dzikich - hamowana w $lad za fotouszkodzeniem plastydéw. Oznacza
to, ze u tych form nie funkcjonuje sygnalizacja plastyd-jadro komdrkowe. Ostatnio
sklonowano jeden z alleli serii gun, GUNS5, kodujacy - jak sie okazato - katalityczng
podjednostke ChlH Mg-chelatazy, zlokalizowanego w wewnetrznej btonie otoczki
chloroplastowej enzymu katalizujagcego przeksztatcenie protoporfiryny IX (PROTO
IX) w Mg PROTO IX [16]. Zdaniem autoréw tego doniesienia katalityczna
podjednostka ChlH Mg-chelatazy petni wazng funkcje w zaleznym od magnezoprofiryn
szlaku sygnalizacji plastyd-jagdro komoérkowe, a mianowicie jest sensorem “wy-
czuwajacym” zmiany stezenia magnezoprofiryn na terenie otoczki chloroplastowe;j i
wysytajgcym informacje o tych zmianach do jagdra komoérkowego. Na terenie jadra
komdrkowego transkrypcja Lhcb mogtaby byé hamowana - w odpowiedzi na
podwyzszenie poziomu magnezoporfiryn - przez aktywacje represora transkrypcji lub
przez inhibicje aktywatora transkrypcji. Hamowanie ekspresji Lhcb mogtoby takze
nastepowac poprzez destabilizacje mMRNA, aregulujaca funkcje na tym poziomie mogtby
odgrywac produktjadrowego genu cen, zidentyfikowany u Chlamydomonas reinhardtii.
Otoczka chloroplastowa wydaje sie by¢ idealnym miejscem lokalizacji dla sensora
uczestniczacego w transdukcji sygnatu na trasie plastyd-jgdro komérkowe, poniewaz
tak umiejscowiony sensor ma mozliwo$¢ wchodzenia w interakcje z czynnikami
cytozolowymi transmitujgcymi sygnat w kierunku jadra. Sensorowa aktywno$¢ ChlH
moze podlega¢ modulacji ze strony oddziatujgcych z nigpodjednostek regulacyjnych
Mg-chelatazy (ChlID, Chll) oraz produktami genow GUNI i GUN2, bedgcymi
enzymami stromy chloroplastowej zaangazowanymi w przeksztatcenie hemu w
fitochromobiline [25,27].
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PROTOPORFIRYNAIX (PROTOIX) JAKO SYGNAL
PT ASTYDOWY

Wyniki prac nad mutantami lafé Arabidopsis thaliana (obnizona reaktywnos$¢ na
ciggte oswietlenie dalekg czerwienia) wskazuja, ze sygnatem piastydowym regulujgcym
(niezaleznie od magnezoporfiryn lub w kooperacji znimi) ekspresje genéw jadrowych
moze by¢ takze PROTO IX, bezposredni prekursor Mg PROTO IX w szlaku biosyntezy
chlorofilu. Regulacji ze strony PROTO IX miataby podlegaé ekspresja jadrowych
genoéw rodziny Lhcb oraz genéw kodujacych syntaze chalkonowg i reduktaze
ferredoksyna:NADP+ [17]. Aktywnos¢ sygnatowa porfiryn i magnezoporfiryn
piastydowych jest kolejnym przyktadem regulacyjnych zdolnosci zwiazkéw opartych
w swojej budowie na szkielecie pierscieni pirolowych. Wiadomo, ze hem moze peic
funkcje mitochondrialnego sygnatu modulujgcego ekspresje genéw jadrowych
kodujacych biatka mitochondrialne [13].

PLASTYDOWE SYGNALY REDOKS

Kontrolg redoks zjawiska biologicznego nazywa sie regulacje procesu meta-
bolicznego na poziomie molekularnym przez stan oksydoredukcyjny okreslonej
czasteczki (lub kilku czasteczek) [23]. Juz dawno udowodniono, ze wiele proceséw
podlega regulacji przez sygnaty redoks jednak dopiero od kilku lat gromadzone sg
dane sugerujace, ze ekspresja gendéw jadrowych u glonéw i roélin wyzszych moze
podlegac¢ kontroli przez sygnaty redoks pochodzenia plastydowego. Najwczes$niej
opisanym przyktadem tego typujest regulacja poziomu akumulacji transkryptéw gendw
Lhcb u glonu Dunaliella tertiolecta w odpowiedzi na zmiany natezenia Swiatta. W
warunkach kontaktu z niskimi natezeniami Swiatta nastepuje wzgledny przyrost poziomu
transkryptow Lhcb, podczas gdy kontakt z wysokimi natezeniami $wiatta prowadzi do
odwrotnej odpowiedzi [2]. Ustalono, ze regulacja odbywa sie na poziomie transkrypcji,
a nie stabilnosci transkryptéw. Z kolei eksperymenty z zastosowaniem DCMU,
inhibitora redukcji plastochinonu oraz DBMIB, inhibitora utleniania plastochinonu
pozwolity na ustalenie, ze transkrypcja Lhcb jest hamowana przez zredukowany
plastochinon, a stymulowana przez plastochinon w formie utlenionej. Stan redoks puli
plastochinonu jest zatem sygnatem plastydowym regulujgcym poziom ekspresji Lhch
[2]. Autorzy opisywanych badan przypuszczajg, ze sygnat plastydowy dociera do jgdra
komorkowego z wykorzystaniem kaskady fosforylacyjnej. W mysl tych przypuszczen
plastochinol miatby aktywowaé kinaze fosforylujgcg niezidentyfikowane biatko
efektorowe btony tylakoidowej, przechodzace w rezultacie ufosforylowania w forme
rozpuszczalng zdolng do przedostania sie przez otoczke chloroplastowg do cytoplazmy
i aktywacji - poprzez kolejnagfosforylacje- represora blokujacego region promotorowy
genéw Lhcb (ryc. 1). Innym przykiadem regulacji ekspresji genu jadrowego przez
sygnat plastydowy redoks jest stymulacja aktywnosci promotora genu kodujgcego
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plastocyjanine {PETE) w miodych siewkach tytoniu, towarzyszgca zmianie skiadu
spektralnego $wiatta docierajacego do siewek ze Swiatta preferencyjnie wzbudzajgcego
PSI na Swiatto preferencyjnie wzbudzajace PSII. Stwierdzenie hamujgcego wptywu
DCMU na wspomniany efekt stymulacyjny wskazuje na stan redoks puli plastochinonu
jako sygnat piastydowy kontrolujacy aktywno$¢ promotora PETE [24].

Jak sie okazuje, stan redoks puli plastochinonu moze by¢ sygnatem plastydowym
regulujagcym ekspresje genéw jadrowych réwniez na poziomie translacji. Takg sytuacje
stwierdzono u tytoniu w odniesieniu do regulacji ekspresji genu Fed-1, kodujacego
ferredoksyne - transkrypt Fed-1 powstajacy w ciemnosci jest znacznie mniej stabilny
(ma dwukrotnie krétszy czas pdttrwania) niz transkrypt pojawiajgcy sie w komorkach
rosliny eksponowanej na $wiatto [22]. mMRNA Fed-1 mozna eksperymentalnie
zdestabilizowaé na Swietle do poziomu charakterystycznego dla roslin etiolowanych
przez dziatanie DCMU i witasnie ta okoliczno$é stanowi podstawe do przypuszczen,
ze zredukowany plastochinon jest plastydowym sygnatem regulujacym ekspresje Fed-
1 na poziomie stabilno$ci transkryptu. Krétko zyjacy mRNA Fed-1 z roélin etio-
lowanych nie ma zdolnosci formowania polirybosoméw [21].

Sugeruje sie, ze ekspresja genow jadrowych moze by¢ w niektérych sytuacjach
kontrolowana przez stan redoks innych niz plastochinon komponentéw plastydowych,
np. znaczny wzrost poziomu jadrowych mRNA dla dwdch form cytozolowej per-
oksysdazy askorbinianowej w warunkach ekspozycji siewek Arabidopsis thaliana
na bardzo wysokie natezenie Swiatta wydaje sie pozostawaé pod kontrola stanu
redoks puli glutationu (a takze, by¢ moze, HD 2 [8,9]. Skadingd wiadomo, ze u licznych
gatunkoéw roslinnych stresowi powodowanemu przez kontakt z bardzo wysokimi
natezeniami $wiatta towarzyszy wzrost puli utlenionej formy glutationu oraz intensywna
produkcja reaktywnych form tlenu, w tym H,02[18].

Poziom ekspresji gendéw jadrowych moze niekiedy podlega¢ skomplikowanej kontroli
przez sygnat plastydowy w formie stanu redoks puli glutationu oraz sygnat
cytoplazmatyczny w formie puli cukréw rozpuszczalnych. Okazato sie bowiem, ze
opisang przed kilku laty represje transkrypcji Lhcb w warunkach dostepnosci dla siewek
hodowanych in vitro wysokiego stezenia egzogennych cukréw rozpuszczalnych mozna
zaobserwowac takze w warunkach gtodu cukrowcowego, o ile siewki Arabidopsis
thaliana zostang potraktowane DCMU [5, 20]. Zwazywszy, ze pula plastochinonu
pozostaje w petni utleniona zarédwno w warunkach wysokiej dostepnosci, jak i
niedostepnosci cukrow, sygnat plastydowy - wspdétdziatajacy z sygnatem, jakim jest
cukier - stanowi stan redoks efektora innego niz plastochinon, najprawdopodobnigj
glutationu. Zasady kooperacji sygnatu plastydowego i cytozolowego w regulacji
transkrypcji Lhch ttumaczy model tzw. pozytywnego regulatora. Zaktada on, ze
aktywnos$¢ promotora Lhch podlega dwém typom regulacji, a mianowicie
a) pozytywnej, do ktérej dochodzi w rezultacie przeniesienia do jagdra komorkowego

sygnatu plastydowego w formie puli zredukowanego glutationu,

b) negatywnej, do ktérej dochodzi w rezultacie przeniesienia do jadra sygnatu cytozo-
lowego w formie wysokiego stezenia cukréw rozpuszczalnych.
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RYCINA 1. Model regulacji ekspresji jadrowych genéw Lhch przez stan redoks puli plastochinonu
(wg [2], zmienione)
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Tak wiec poziom ekspresji Lhcb u roslin wyzszych miatby odzwierciedlac stan
réwnowagi miedzy zalezng od sygnatéw plastydowych stymulacjg isupresjg zalezng
od sygnatdéw cytozolowych [20].

Natura chemiczna plastydowych sygnatéw redoks pozostaje w niektérych uktadach
eksperymentalnych nieznana, np. nie udato sie narazie ustali¢, stan redoks jakiego
efektora plastydowego reguluje poziom aktywnosci promotora jadrowych gendw
kodujacych dwa biatka PSI (PsaD i PsaF) w odpowiedzi na zmiany spektrum Swiatta
docierajgcego do rosliny [24]. Zdaniem niektorych badaczy w regulacji ekspresji genow
jadrowych kodujacych biatka aparatu fotosyntetycznego, do ktorej dochodzi w
odpowiedzi na zmiany natezenia Swiatta moga uczestniczy¢ w hierarchicznym porzadku
rézne plastydowe sygnaty redoks. Stan redoks puli plastochinonu miatby sygnalizowac
jadru komdrkowemu zmiany w zakresie relatywnie niskich natezen Swiatta az do punktu,
w ktérym cata pula plastochinonu ulegtaby redukcji. W takich warunkach, zdaniem
autorow tej koncepcji, funkcje regulatora ekspresji genéw jadrowych przejmowathy
stan redoks puli tioredoksyny. Z kolei w warunkach oswietlenia $wiattem o tak znacznym
natezeniu, ze kontakt z nim spowodowatby redukcje catej puli tioredoksyny funkcje
sygnatu regulujgcego ekspresje gendw jagdrowych mogtby przejmowac stan redoks
glutationu oraz reaktywne formy tlenu, wsrdd nich HD 2[23].

FOSFOENOLOPIROGRONIAN (PEP)
JAKO SYGNAL PLASTYDOWY

Seria mutantow cue 1-1/1-8 Arabidopsis thaliana, mapujacych sie w locus
kodujgcym translokator PEPu, zlokalizowany w wewnetrznej btonie otoczki
chloroplastowej, cechuje sie obnizonym o 20-65% poziomem zaleznej od Swiatta
ekspresji jadrowych genéw Lhch [26]. Funkcja wspomnianego translokatora polega
na transportowaniu do wnetrza chloroplastu PEP, ktéry staje sie w stromie
chloroplastowej prekursorem aminokwaséw aromatycznych w szlaku kwasu sziki-
mowego oraz prekursorem izopentenylu, zasilajgcego z kolei szlaki biosyntetyczne
karotenoidow, chlorofilu i plastochinonu [14]. Wydaje sie wysoce prawdopodobne, ze
wiasnie metabolity, ktorych synteza zalezy od dostepnosci plastydowej puli PEPu,
odgrywajg istotng role w percepcji bodZca Swietlnego i reagowaniu przez rosline na
zmiany natezenia $wiatta w formie zréznicowanej ekspresji Lhch.

SYGNALY, KTORYCH TOZSAMOSC NIE ZOSTALA USTALONA

W ostatnich latach opisano u kilku gatunkéw roslinnych (rzodkiewnik, wyzlin,
pomidor) mutanty o obnizonym poziomie okre$lonych biatek chloroplastowych,
charakteryzujace sie zarazem zaburzeniami w procesie morfogenezy lisci, polegajacymi
na pojawianiu sie biatych sektoréw, brakiem lub nietypowym wyksztatceniem sie
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komorek miekiszu palisadowego lub epidermy itd. Istnienie takich mutantéw nasuwa
przypuszczenie, ze stan rozwojowy lub metaboliczny plastydow moze by¢ czynnikiem
regulujagcym réznicowanie komérek i morfogeneze liscia, ktorych przebieg w znacznym
stopniu determinowany jest ekspresjg genow jadrowych. Jesli istotnie réznicowanie
komoérek i morfogeneza liscia pozostaje, przynajmniej czesciowo, pod kontrolg genow
jadrowych regulowanych przez sygnaty plastydowe, to powstaje pytanie: czy sygnatami
tymi mogtyby byé ktére§ z efektoréw opisanych w poprzednich podrozdziatach
niniejszego opracowania kontrolujgcych ekspresjejadrowych gendw kodujgcych biatka
fotosyntetyczne, tzn. prekursory chlorofilu, stan redoks réznych metabolitow czy
translokator PEP? Woydaje sie, ze stan rozwojowy lub metaboliczny chloroplastu jest
przesytany genom jadrowym kontrolujgcym morfogeneze liscia irdznicowanie komorek
poprzez te same sygnaty. Tak w kazdym razie mozna sgdzi¢ opierajac sie na obserwacji,
ze u niemal wszystkich wspomnianych wyzej mutantéw zmienionemu wzorowi
morfogenezy liscia i réznicowania jego komorek towarzyszy znaczna redukcja
akumulacji mMRNA Lhcb na obszarze zmienionych sektoréw [1,3,7].
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PREZENTACJA ANTYGENU W MOZGU*

ANTIGEN PRESENTATION IN THE BRAIN

Michat SLEZAK

Zaktad Neuroanatomii, Instytut Zoologii, UJ, Krakow

Streszczenie: M6zg byt uwazany za organ uprzywilejowany immunologicznie. Poglad ten podwazyto
m.in. odkrycie, ze wewnatrz CNS dochodzi do prezentacji antygenu. Nie jest doktadnie wiadomo,
ktére z endogennych komoérek mézgu odpowiedzialne sg za ten proces. Eksperymenty skupiajg sie na
wykazaniu ekspresji MHCII i kostymulatorow na powierzchni tych komérek oraz ich zdolnosci do
aktywowania limfocytow T. W pracy oméwiono badania dotyczace roli komaérek glejowych - astrocy-
téw, mikrogleju, a takze $rodbtonka i makrofagédw okotonaczyniowych - w prezentacji antygenu w
mozgu.

Stowa kluczowe: prezentacja antygenu, astrocyty, mikroglej, makrofagi

Summary. The brain was considered as the immune-privileged organ. This view has been shaken,
among others, by the discovery, that the antigen presentation takes place inside the CNS. It is not
known precisely, which of endogenous cells of the brain are responsible for this process. Experiments
concentrate on expression of MHCII and costimulatory molecules on the surface of these cells, as well
as on their capability to stimulate T-lymphocyte activation. In this paper, studies concerning the role of
glial cells - astocytes, microglia, and also endothelium and perivascular macrophages - in antigen
presentation in the brain are reviewed.

Keywords', antigen presentation, astrocytes, microglia, macrophages

Skroty. APC (antigen presenting cell) - komérka przentujaca antygen; BBB (blood-brain barrier) -
bariera krew-mo6zg; CNS (central nervous system) - centralny uktad nerwowy; CSF {colony stimulating
factor) - czynnik stymulujacy wzrost kolonii; EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) -
doswiadczalne autoimmunologiczne zapalenie mézgu irdzenia; FGF {fibroblastgrowthfactor)-czyn-
nik wzrostu fibroblastow; GFAP (glialfibrillary acidic protein) - kwasne wtékienkowe biatko glejowe;
ICAM (intercellular cell adhesion molecule) - czasteczka adhezji miedzykomérkowej; IFN - interferon;
IL - interleukina; LFA {lymphocyte function associated antigen) - antygen zwigzany z czynno$cia
limfocytéw; LPS - lipopolisacharyd; MBP {myelin basic protein) - zasadowe biatko mieliny; MHC
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{major histocompatibility complex) - gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej; MS {multiple sclerosis) -
stwardnienie rozsiane; PDGF {platelet derived growth factor) - ptytkopochodny czynnik wzrostowy;
TCR - receptor limfocytu T; TGF {transforming growth factor) - transformujacy czynnik wzrostowy;
TNF {tumour necrosisfactor) - czynnik nekrozy nowotworu; TNFR - receptor dla TNF; Th {T helper)
- podklasa limfocytéw T pomocniczych; Tc {T cytotoxic) - podklasa limfocytéw T cytotoksycznych;
VCAM {vascular cell adhesion molecule) - czasteczka adhezji komdrkowej naczyn; VLA {very late
activation antigen) - antygen bardzo pdzno aktywowany.

W organizmie wyro6zniano tradycyjnie kilka miejsc uprzywilejowanych immu-
nologicznie, czyli takich, ktére nie majgkontaktu z komdrkami immunokompetentnymi.
Zaliczano do nich takze mdzg. Poglad ten zostatjednak zakwestionowany, gdy wykazano
obecnos¢ reaktywnych limfocytéw T w obrebie CNS oraz opisano przebieg i cechy
charakterystyczne reakcji odpornosciowej w mozgu. Szczeg6towe poznanie tej reakcji
moze mie¢ kluczowe znaczenie w zrozumieniu mechanizmdw powstawania i terapii
wielu schorzen neurologicznych, m.in. stwardnienia rozsianego, udaru mézgu oraz
chordéb neurodegeneracyjnych [18,57]. Jednym z najwazniejszych etapéw reakcji
odpornosciowej jest prezentacja antygenu. Badania nad tym procesem w mozgu maja
podstawowe znaczenie w wyjasnieniu mechanizmdéw inicjacji reakcji obronnej mozgu,
jak réwniez patogenezy schorzen autoimmunizacyjnych. Najwazniejszym z nich jest
stwardnienie rozsiane (MS) ijego zwierzecy model - EAE (experimental autoimmune
encephalomyelitis). Chorobe wywotujg autoreaktywne limfocyty T, rozpoznajace
zasadowe biatko mieliny (MBP) jako obce. Reaktywne limfocyty T CD4+ naptywajg
przez nietknietg bariere krew-mozg, nastepnie wywotujg uszkodzenia neuronéw, co z
kolei prowadzi do naptywu makrofagdw i kolejnych limfocytow T,juz po przerwaniu
bariery krew-mo6zg. W efekcie komorki uktadu odpornosciowego niszczg tkanke
nerwowg, prowadzac do stopniowego zaniku czynnosci motorycznych, narastajacego
paralizu i $mierci [5].

1. REAKCJA ODPORNOSCIOWA W MOZGU

Specyfika reakcji odpornosciowej w mozgu ma zwigzek z obecnoscig bariery krew
-m6zg (BBB - blood-brain barrier), brakiem naczyn limfatycznych w tkance nerwowej
i silnie immunosupresyjnym Srodowiskiem.

Jako bariera krew-mozg okreslany jest zesp6t mechanizméw izolujacych od siebie
obie te tkanki, jak rowniez umozliwiajacych i kontrolujgcych ich wzajemny kontakt.
Fizycznie bariera jest zbudowana z $rédbtonka, ktory w mozgu, w odréznieniu od
innych organdw, tworzy Sciste potagczenia miedzykomaérkowe (tightjunctions) oraz
astrocytéw otaczajgcych swymi ,stopkami” naczynia krwionosne. Cechg charak-
terystyczng BBB jest tez niewielka ilo$¢ czasteczek adhezyjnych na powierzchni
$rddbtonka, co uniemozliwia kontakt komorek krwi z wnetrzem moézgu, a w
szczegdblnosci ich naptyw w obreb CNS [44]. W normalnych warunkach mechanizmy
te chronig uktad nerwowy przed kontaktem z elementami uktadu odpornosciowego. W
stanach patologicznych, takichjak: udary, uszkodzenia mechaniczne, infekcje wirusowe,
choroby neurodegeneracyjne - nastepuje przerwanie bariery.
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Po uszkodzeniu mézgu dochodzi do reakcji obronnej, kontrolowanej przez endogenne
komarki tkanki mozgowej. Przerwanie bariery krew-mozg oraz uwalnianie PDGF i
TGF(3 z uszkodzonych ptytek krwi powoduje naptyw makrofagéw. Sg one odpo-
wiedzialne za usuniecie szczatkdw obumartych komoérek. Chociaz na obwodzie naptyw
makrofagdw wydaje sie by¢ niezbedny do regeneracji aksonéw, to w CNS nie wywotujg
one takiego efektu. Makrofagi wydzielaja cytokiny prozapalne oraz chemokiny bedace
sygnatem do naptywu limfocytéw. Wydzielany przez makrofagi FGF wywotuje naptyw
fibroblastéw, ktorych cytokiny z kolei stymulujgwzrost ekspresji GFAP w astrocytach
i proliferacje tych komarek. Proces ten jest okreslany mianem reaktywnej astroglejozy
[33]. Efektem jest utworzenie sie blizny glejowej, ktdrej gtownym skiadnikiem sg
astrocyty. Blizna glejowa umozliwia oddzielenie mas martwiczych od zdrowego
neuropilu oraz odbudowanie bariery krew-moézg. Jej negatywnym skutkiem jest
hamowanie regeneracji uszkodzonych aksonoéw przez pewne proteoglikany na
powierzchni astrocytéw [40].

Inng charakterystyczna cechg odpowiedzi immunologicznej w mézgu jest aktywacja
mikrogleju - makrofagéw rezydujagcych w mozgu. Dochodzi do proliferacji tych
komarek iprzejscia ze stanu spoczynkowego w posta¢ aktywna [58].

W CNS zdecydowanie mniejszy niz w innych tkankach jest naptyw limfocytéw, co
moze byé spowodowane brakiem wystarczajacej ilosci chemoatraktantéw, czasteczek
adhezyjnych lub immunosupresyjnym wptywem Srodowiska CNS [44]. Zaréwno
reaktywne astrocyty, jak i mikroglej kontrolujg przebieg reakcji odpornosciowej przez
wydzielanie cytokin iekspresje biatek adhezyjnych [4,6].

Niezwykle istotng role w odpowiedzi obronnej mézgu odgrywajg cytokiny. Te
biologicznie aktywne substancje o plejotropowym dziataniu sg wydzielane przez
wszystkie komorki obecne w rejonie zapalenia. Kazda z cytokin wywiera swéj wptyw
na przebieg procesu zapalnego, a o aktualnej sytuacji decyduje poziom wszystkich
cytokin w danej chwili. Stad trudno oceni¢ wptyw wyeliminowania czy podwyzszonego
poziomu pojedynczej cytokiny, a wtasciwe wydaje sie badanie molekularnych podstaw
dziatania ijak najszerszych wspétzaleznosci w catej sieci cytokin [11]. W kontekscie
prezentacji antygenu szczegdlne znaczenie ma IFNy. Cytokina ta nalezy do
najwazniejszych cytokin immunoregulacyjnych. Jest produkowana przez aktywowane
limfocyty T i stymuluje odpowiedz komorkows, poprzez wzmacnianie produkcji cytokin
prozapalnych w komoérkach docelowych oraz wptyw na réznicowanie Th w strone
Tht. Stwierdzono, iz IFNy podnosi lub indukuje in vitro ekspresje MHCII na wielu
rodzajach komérek - makrofagach, komoérkach dendrytycznych, limfocytach B,
mikrogleju, astrocytach, oligodendrocytach, srédbtonku [8,54].

2. PREZENTACJAANTYGENU

Proces prezentacji antygenu jestjednym z kluczowych momentéw inicjacji odpo-
wiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko okreslonemu antygenowi. Polega na
przedstawieniu limfocytowi T fragmentu biatka potaczonego z czasteczkg MHC klasy
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Il. Komorka prezentujgca antygen (APC) najpierw fagocytuje biatko, nastepnie rozktada

je na mniejsze fragmenty, ktére tgczag sie z MHCII w obrebie siateczki $rod-
plazmatycznej, po czym nastepuje transport takiego kompleksu na powierzchnie APC.
W takiej formie jest on rozpoznawany przez receptor limfocytow T (TCR), a takze
przez specyficzny dla limfocytéw pomocniczych antygen CD4 [25]. Efektem catego
procesu jest aktywacja limfocytu T, swoistego dla prezentowanego antygenu. W czasie
prezentacji antygenu zaréwno APC, jak i limfocyt T wydzielajacytokiny. APC wydziela
IL-4 i IL-10,jesli odpowiedZ ma przebiegac¢ w Kierunku odpowiedzi humoralnej (Th2),
lub IL-2 i IL-12, jesli ma dojs¢ do odpowiedzi komorkowej (Thl). Cytokiny pobudzajace
Th1sgprzez te komorki rowniez wydzielane i wptywajg hamujaco na podgrupe Th2,
podobnie - cytokiny Th2 hamujg rozw6j Thl. Natomiast limfocyt T wydziela IFNy,
GM-CSF, IL-4 odpowiedzialne miedzy innymi za podtrzymanie ekspresji czasteczek
adhezyjnych na APC [48].

Wsréd APC mozna wyr6znic takie, ktore zdolne sgzaktywowac naiwne limfocyty
T (tzw. priming- stymulacja antygenem), oraz takie, ktore aktywuja tylko te limfocyty,
ktére wczesniej mialy zaprezentowany antygen w jednym z obwodowych narzadéw
limfatycznych (reaktywacja). Prawdopodobnie do pierwszej grupy nalezg wytacznie
komorki dendrytyczne, natomiast reszta komdrek prezentujgcych antygen - makrofagi,
limfocyty B iinne - moze tylko reaktywowac limfocyty T [46].

Do petnej aktywacji limfocytu T oprocz oddziatywania MHCII-TCR, pozwalajgcego
na selekcje limfocytdw swoistych dla danego antygenu konieczny jest drugi sygnat.
Pochodzi on od czasteczek kostymulujgcych obecnych na powierzchni APC.
Oddziatywanie MHCII-TCR uruchamia szlak przekazu sygnatu do wnetrza obu
komérek, a do najwazniejszych konsekwencji nalezy produkcja IL-2 - stymulujacej
proliferacje irédznicowanie komorki T - przez APC, wzmocnienie ekspresji antygenu
CD40 (na APC) oraz indukcja ekspresji CD40L (na limfocycie T). Oddziatywanie
tych czasteczek stymuluje produkcje antygendw z grupy B.7, bedacych najwazniejszymi
kostymulatorami [26]. Jesli limfocyt T rozpozna antygen na powierzchni APC, ale nie
dojdzie do kostymulacji, to ulega anergii.

Aby zaliczyé komdrke do grupy APC, nalezy wiec dowie$¢ obecnosci na jej
powierzchni MHCII, czasteczek kostymulujgcych, a takze oceni¢ jej zdolno$¢ do
indukowania aktywacji i proliferacji limfocytéw T.

3. KOMORKI PREZENTUJACE ANTYGENY
wW MOZGU

Dopiero w latach osiemdziesigtych udato sie wykazaé, ze aktywne limfocyty T (po
zaprezentowaniu im antygenu wjednym z obwodowych narzadéw limfatycznych) moga
swobodnie przekracza¢ bariere krew-mézg i jest to uzaleznione jedynie od stanu
aktywacji limfocytu [55]. Inne eksperymenty pokazaty, ze do prezentacji antygenu
dochodzi réwniez w obrebie tkanki nerwowej. W jednym z nich zwierzetom ze
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RYCINA 1 Schemat prawdopodobnych zaleznosci miedzy komérkami prezentujgcymi antygen w CNS

zmienionym szpikiem kostnym (chimerom) podano limfocyty CD4+ swoiste dla biatek
mieliny, zgodne pod wzgledem MHCII z komdrkami rezydujgcymi w CNS, ale
niezgodne z MHCII komorek szpikopochodnych. Takie limfocyty wywotywaty EAE
[41]. W innym eksperymencie zwierzetom podano aktywne limfocyty T swoiste dla
antygenow neuronalnych zgodnych z MHCII gospodarza, swoiste dla antygenow nie
wystepujacych w mozgu, ale zgodne z MHCII gospodarza oraz swoiste dla MBP, ale
niezgodne z MHCII gospodarza. Wszystkie grupy znaleziono w obrebie CNS po uptywie
9-12 h, ale po 48 h pozostaty tylko limfocyty swoiste dla MBP i zgodne z MHCII
gospodarza [30]. Oba doswiadczenia $wiadcza o tym, ze musiato dojs¢ do prezentaciji
antygenu wewnatrz CNS.

Whikajace do mozgu limfocyty T napotykajg na swojej drodze kolejno: komorki
$rédbtonka naczyn krwionosnych, okotonaczyniowe makrofagi/mikroglej, a w
parenchymie astrocyty, neurony, oligodendrocyty oraz mikroglej. Ponizej przedstawiono
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przeglad doSwiadczen majacych na celu sprawdzenie zdolno$ci do prezentacji antygenu
przez poszczegblne rodzaje komorek wedtug kryteridw przyjetych powyzej.

3.1. Sr6dbtonek

Komérki srodbtonka pierwsze kontaktujg sie z limfocytami T. Jako komorki
graniczne, o duzej powierzchni kontaktu z komérkami krwi i swobodnie dostepne dla
komoérek T mogtyby petnic¢ role APC. Stwierdzono brak statej ekspresji MHCII na
komorkach $rédbtonka, natomiast in vitro wystepuje ekspresja indukowana IFNy lub
TNFa [8,16]. In vivo zauwazono ekspresje MHCII, ale dopiero po naptywie limfocytow
T i makrofagow [8].

Sprawdzajac ekspresje kostymulatorow udato sie ja zaobserwowac jedynie w
kulturze komorek, po stymulacji IFNy [28,47]. Zauwazono, ze kontakt limfocytow T
z B7.1-pozytywnym $rodbtonkiem nie indukuje proliferacji, przeciwnie - moze
prowadzi¢ do anergii limfocytu [47]. In vitro komérki Srédbtonka aktywowaty podgrupe
Th2, ale tylko czesciowo aktywowaly Thi [28].

Podczas zapalenia wielokrotnie obserwowano - pod wptywem cytokin prozapalnych
wydzielanych przez makrofagi i astrocyty, a takze pod wptywem kontaktu z limfocytami
T - wzrost ekspresji czagstek adhezyjnych (CAM), m.in. ICAM-1, VCAM-1 oraz
selektyn na komdrkach $rodbtonka. Czasteczki te odgrywajg istotng role w procesie
naptywu limfocytéw w obreb CNS [35]. Komdrki $rodbtonka moga réwniez wydzielaé
niektdre cytokiny. To potwierdza, ze Srédbtonek bierze aktywny udziat przede wszystkim
w regulacji naptywu egzogennych komdérek immunokompetentnych w obreb CNS.
Jednak z powyzszych obserwacji wynika réwniez, ze komarki te nie stuzgjako APC,
anawet mogg hamowacé specyficzng antygenowo odpowiedz limfocytéw T.

3.2. Makrofagi okotonaczyniowe

Kolejnym etapem na drodze naptywajagcych komérek T jest przestrzei okoto-
naczyniowa, w ktdrej obecne sg makrofagi i mikroglej okotonaczyniowy. Te dwie
grupy komérek w tym obszarze sg do siebie podobne pod wzgledem fenotypu, a réznia
sie potozeniem, jako ze mikroglej nie jest przykryty btong naczyniowg. Podczas
zapalenia w CNS makrofagi fagocytujg szczatki komoérek, a po interakcji z
naptywajgcymi limfocytami T produkujg r6zne cytokiny i chemokiny kontrolujgce
wejscie odpowiednich komérek immunokompetentnych w obszar CNS - petnigwiec
role straznikéw {gatekeepers) [44]. Cytokiny prozapalne produkowane przez
makrofagi (m.in. TNFa, IL-1, IL-6) aktywujgtez komérki glejowe, na ktérych zmienia
sie ekspresja CAM i sktad wydzielanych cytokin [29]. W obrebie CNS mozna wyr6znié
kilka podgrup makrofagéw réznigcych sie lokalizacjg morfologig immunofenotypem:
makrofagi okotonaczyniowe, oponowe, splotu naczyniéwkowego i inne [46]. Jako APC
moga stuzy¢ gtownie te, z ktdrymi naptywajgce limfocyty majg kontakt w trakcie
wchodzenia do CNS, czyli makrofagi okotonaczyniowe.

Makrofagi okotonaczyniowe prowadzg aktywng fagocytoze. Znaleziono takze na
nich statg ekspresje MHCII, ktorej poziom wzrasta po uszkodzeniu mézgu [46] oraz
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pod wptywem IFNy [29]. Stwierdzono statg ekspresje kostymulatoréw B7.1, B7.2,
ktérej poziom wzrasta w przypadku stwardnienia rozsianego [19]. Limfocyty T swoiste
dla MBP po kontakcie z okotonaczyniowymi makrofagami proliferujgoraz wydzielajg
cytokiny prozapalne [24]. Zaraz po izolacji z m6zgu makrofagi sg zdolne zainicjowac
proliferacje limfocytdw T i ich r6znicowanie sie w kierunku T hl. Uwaza sie je takze
za zaangazowane w reaktywacje komoérek CD4+ [1]. Po unieczynnieniu makrofagow
limfocyty T pozostajg w przestrzeni okotonaczyniowej, co moze $wiadczy¢ o braku
prezentacji antygenu tym komdrkom [44].

W chwili obecnej wiekszo$¢ badaczy zgadza sie z pogladem, ze makrofagi
okotonaczyniowe sggtéwnymi APC wCNS [4,8,16,28,46].

3.3. Mikroglej

Komorkami odpowiedzialnymi za funkcje odpornosciowe w parenchymie mézgu
sg komorki mikrogleju. Pochodza z linii fagocytoéw jednojadrzastych [29], ale w
poréwnaniu z makrofagami majg znacznie zredukowany fenotyp - niskg ekspresje
MHCII, CD4 i CD45, brak ekspresji EDI [22, 34].

Juz pierwsze eksperymenty sprawdzajace obecno$¢ MHCII w mézgu pokazaty, ze
antygen ten wystepuje na komdrkach mikrogleju, cho¢ w niewielkiej iloSci, co
potwierdzity tez p6zniejsze badania. Istotne znaczenie ma wiek i stan badanych zwierzat.
U miodych, zdrowych szczurdw praktycznie brak statej ekspresji MHCII na mikrogleju.
Pojawia sie ona u zdrowych, ale starszych zwierzat, jak rowniez u zwierzat w r6znym
wieku ze zmianami patologicznymi w moézgu [50]. Sprawe komplikuje fakt
wystepowania réznic miedzygatunkowych, jako ze statg ekspresje MHC Il mozna
wykazaé u cztowieka juz w zyciu ptodowym [56], natomiast nie zawsze u gryzoni
[16]. Ekspresja MHCII na mikrogleju znacznie wzrasta po zadziataniu czynnikéw
aktywujacych, m.in.: IFNy, TNFa, w trakcie zwyrodnienia Wallera oraz podczas wielu
schorzen, np. niedokrwienia lub EAE [24, 34].

Istniejg prawdopodobnie precyzyjne mechanizmy regulujgce poziom MHCII na
mikrogleju [37]. Jego niski poziom w zdrowej tkance wynika zaréwno z braku bodzcow
stymulujacych, jak rowniez obecnosci czynnikow hamujacych ekspresje. Za czynniki
obnizajace poziom MHCII uwaza sie kontakt komorkowy oraz substancje rozpuszczalne
obecne w surowicy. Taki rozpuszczalny zwigzek mogtby dziata¢ np. przez zmiane
stezeniajondw, stwierdzono bowiem wzrost poziomu MHCII po zablokowaniu kanatéw
jonowych dla Na+[46].

W niezmienionej patologicznie tkance moézgu cztowieka wystepuje stata ekspresja
B7.2, a antygen B7.1 pojawia sie po aktywacji mikrogleju [19]. U gryzoni nie
stwierdzono obecnosci kostymulatoréw na mikrogleju spoczynkowym w zdrowym
mozgu, jednak obserwuje sie wzrost poziomu tych antygendw po zadziataniu czynnikow
stymulujacych, na powierzchni aktywnego mikrogleju [10]. Znaleziono skupiska
komérek mikrogleju i limfocytow T [23], co Swiadczy o tym, ze dochodzi miedzy nimi
do bezposredniego kontaktu. Komérki mikrogleju pobrane z mézgu miodej myszy
wykazywaly ekspresje ICAM-1, CD40, B7.2 oraz zostaty pobudzone przez IFNy do
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ekspresji MHCII, a mimo tego nie byly zdolne wywola¢ proliferacji naiwnych
limfocytéw T. Natomiast komorki mikrogleju pochodzace z mieszanej hodowli glejowej
dziataty jako efektywne APC [12]. Moze to $wiadczy¢ o kontrolowaniu aktywacji
mikrogleju przez astrocyty. Kierunek réznicowania limfocytu T pojego oddziatywaniu
z komdrkami mikrogleju moze zaleze¢ od historii aktywacji tych ostatnich. Wykazano,
ze mikroglej aktywowany cytokinami supresyjnymi wptywa na réznicowanie komoérek
T w kierunku Th2, natomiast po aktywacji mikrogleju cytokinami prozapalnymi, np.
IFNy komérki te indukujg odpowiedz Thl [38].

W badaniach Bechera [8] poréwnano zdolnos¢ aktywacji limfocytéw T przez
makrofagi i mikroglej. Okotonaczyniowe makrofagi/mikroglej znacznie silniej stymuluja
limfocyty T swoiste dla MBP niz mikroglej parenchymalny. Ma to prawdopodobnie
zwiazek z antygenem CD45. Jego poziom jest wysoki na komérkach okoto-
naczyniowych, natomiast niski na mikrogleju parenchymalnym. Mikroglej o fenotypie
CD45londopiero po kontakcie z limfocytem T uzyskuje fenotyp CD45hghi zdolno$¢ do
jego petnej aktywacji [23].

Cho¢ cze$¢ badaczy zalicza mikroglej do komorek prezentujgcych antygen i
stymulujacych w petni limfocyty T [14], to jednak prawdopodobnie nie stymuluje on
komoérek T w typowy sposob. Powoduje zwigkszenie ich rozmiaréw oraz ekspresje
niektorych czasteczek, np.: IL-2R, 0X40, TNFa, IFNy, ale nie stymuluje ich
proliferacji. Interakcja mikrogleju z limfocytem T moze nawet prowadzi¢ do apoptozy
limfocytu [23]. Mikroglej nalezatoby wiec uzna¢ za komorki, ktére chronig tkanke
nerwowga przed nadmierng reaktywnoscig limfocytow T, lecz moga réwniez pod-
trzymywac zainicjowang wczesniej odpowiedz odpornosciowa.

3.4. Astrocyty

Astrocyty sanajliczniejszg subpopulacjg komérek glejowych. Petnig wiele funkcji
fizjologicznychw CNS, m.in.: wsp6ttworza bariere krew- mdzg; utrzymuja state stezenie
jonow w $rodowisku; sg zdolne do magazynowania glukozy i udostepnieniajej neuronom
w razie potrzeby; metabolizujg wiekszos$¢ neuroprzekaznikow oraz niektére toksyny
[43]. Odgrywaja rowniez istotng role w stanach patologicznych mézgu [20].

Na mozliwos$¢ prezentacji antygenu przez astrocyty wskazaty eksperymenty in
vitro, w ktérych stwierdzono indukowang IFNy ekspresje MHCII na ich powierzchni
[21]. Astrocyty nie wykazujg statej ekspresji MHCII [39]. W badaniach in vitro mozna
wyindukowaé¢ ekspresje MHCII stosujac IFNy lub czgsteczki wirusowe [2].
Eksperymenty in vivo dajg sprzeczne wyniki. Obecno$¢ MHCII na astrocytach po
podaniu IFNy stwierdzili Vass i Lassmann [54], obserwowano jg takze w stanach
patologicznych, np. stwardnieniu rozsianym [57]. Natomiast eksperyment Horwitza
[31] przeczy tym wynikom. W doswiadczeniu tym uzyto mézgow z normalnych myszy
oraz z myszy tak zmienionych genetycznie, by wzmozona ekspresja IFNy nastapita w
8 tygodniu zycia. Stosujgc podwaojne barwienia na charakterystyczne markery wszyst-
kich typéw komérek wystepujacych w CNS oraz na MHCI ina MHCII wykazano, ze
kolokalizacja tych antygendw wystepuje na Srédbtonku, mikrogleju i oligodendrocytach,



PREZENTACJA ANTYGENU W MOZGU 681

ale nie na neuronach ani astrocytach. Horwitz polemizuje z wynikami potwierdzajacymi
obecno$¢ MHCII na astrocytach in vivo (prowadzonych w wigkszos$ci na mozgach z
chorobami neurodegeneracyjnymi) sugerujac, ze jest to mozliwe przy udziale mikrogleju
i odpowiednich cytokin, ale jedynie w obecnos$ci uszkodzonych neuronéw.

Istniejg rowniez sprzeczne dane dotyczace istotnych w prezentacji antygenu ekspresji
czasteczek adhezyjnych na astrocytach. Wedtugjednych badaczy ICAM-1 wystepuje
na powierzchni astrocytow w sposob staty [29], wedtug innych - tylko indukowalny,
na reaktywnych astrocytach [15,16]. W odpowiedzi na rdézne bodzce, np. IFNy,
IL-Ip, TNFa, LPS wzmacniana jest ekspresja ICAM-1, VCAM-1 oraz E-selektyn.
Inna czasteczka, CD45, istotna w utrzymaniu adhezji w trakcie prezentacji antygenu,
takze jest obecna na reaktywnych astrocytach [15].

Wyniki doswiadczen sprawdzajacych obecnos¢ kostymulatoréw B7.1i B7.2 nie sg
zgodne. U cztowieka te kostymulatory nie wystepujg na powierzchni astrocytéw, nawet
po traktowaniu IFNy [49]. U gryzoni in vitro wykazano statg ekspresje B7.2, a po
traktowaniu IFNy ekspresje B7.1 oraz wzrost poziomu B7.2 [42]. W innych
doswiadczeniach stwierdzono obecnos¢ obu kostymulatorow po stymulacji IFNy [52]
lub w tych samych warunkach nie zaobserwowano pojawienia sie tych antygenow
[3]. W eksperymentach in vivo u zwierzagt z EAE wykazano ekspresje B7.2 na
astrocytach [32] lub jej brak [17]. Sugeruje sie, ze obecno$é¢ B7.1 i/lub B7.2 na
astrocytach determinuje stopien aktywacji limfocytu T [52].

Na temat zdolnosci astrocytow do aktywowania naptywajacych do mézgu limfocytow
T istniejg rozne poglady. W kilku doswiadczeniach wykazano, ze tylko astrocyty
traktowane IFNy moga stymulowac proliferacje limfocytow T swoistych dla MBP
[15,21,51]. Ostatnie badania pokazaty, ze astrocyty preaktywowane IFNy nie tylko
reaktywuja limfocyty T, ale tez sq zdolne indukowac proliferacje naiwnych komérek
T, co ma bezposredni zwiazek z ekspresjg kostymulatora B7.2 [42] i B7.1 [53]. W
warunkach in vitro pokazano, ze astrocyty po preaktywacji IFNy indukuja proliferacje
limfocytdw CD4+, a aktywowa¢ limfocyty CD8+ moga nawet bez traktowania IFNy
[15]. Te wyniki wskazuja, ze astrocyty sg zdolne do wywotania odpowiedzi komérkowe;j.

Zaohserwowano takze jednak, ze limfocyty aktywowane przez astrocyty réznicuja
sie w kierunku Th2 [2]. Biorac pod uwage, ze gtdwnymi komorkami odpowiedzialnymi
za inicjacje EAE sa limfocyty Th 1, sugerowatoby to protekcyjngrole astrocytdw. Zgadza
sie to z faktem, ze sg one gtownym Zzrédlem jednej z cytokin antyzapalnych - TGF(3,
pod wptywem ktorej spada poziom ekspresji MHCII, ICAM-1 oraz dochodzi do supresji
badz apoptozy naptywajacych limfocytow T [2]. Znaleziono tez czynnik pochodzenia
astrocytamego, deaktywujacy komarki prezentujgce antygen, ktére weszty w obreb
CNS [27]. Z drugiej strony odkryto limfocyty CD4+, ktdre dziatajg cytotoksycznie na
MHCII - pozytywne astrocyty. Moze to Swiadczy¢ o wytworzonym mechanizmie
obronnym tych limfocytdw przeciw komoérkom moggacym hamowac proces zapalny.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze astrocyty oprocz swej roli w inicjacji odpo-
wiedzi zapalnej przez produkcje cytokin prozapalnych [6], majg istotny udziat w jej
regulacji. Jest bardzo prawdopodobne, ze naptywajace limfocyty T wchodzaw interakcje
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z astrocytami. Nie dochodzi raczej jednak do klasycznej prezentacji antygenu i petnej
aktywacji limfocytow T, lecz do czeSciowej aktywacji limfocytéw lub przeciwnie - do
ich anergii, a moze nawet apoptozy.

4. IMMUNOSUPRESYJNE SRODOWISKO MOZGU

Mozg - uwazany wczesniej za rejon uprzywilejowanym immunologicznie - okazat
sie organem precyzyjnie kontrolujacym aktywno$é komdérek immunokompetentnych
[13]. Dochodzi tu przede wszystkim do hamowania odpowiedzi obronnej przy pomocy
réznorodnych mechanizmow.

Jednym z nichjest produkcja czynnikdw immunosupresyjnych, gtéwnie hamujgcych
cytokin. Astrocyty produkujg TGF(3, jak rowniez inne czynniki supresyjne, ktérych
dziatanie opisano powyzej. Mikroglej jest zrodtem prostaglandyny E2. Zwigzek ten
powoduje spadek poziomu kostymulatoréw oraz MHCII, hamuje proliferacje limfo-
cytow T oraz wptywa na ich r6znicowanie sie w kierunku Th2 [36]. Inne czynniki
obnizajace poziom MHCII w mdzgu to wydzielane przez makrofagi CSF-1 [37], a
takze IL-10 [24]. Wiasnie wptyw Srodowiska supresyjnego na naptywajace limfocyty
T wydaje sie najistotniejszy w hamowaniu odpowiedzi obronnej.

Innym mechanizmem obronnym mdzgu jest indukowanie apoptozy komarek T.
Dowiedziono, ze dochodzi do niezaleznej od antygenu apoptozy wiekszosci reaktywnych
limfocytéw T naptywajacych do mézgu. Proces ten ma miejsce gtéwnie w parenchymie,
iw znacznie mniejszym stopniu w przestrzeni okotonaczyniowej oraz w oponach mézgu
[7], ajest wywotany kontaktem limfocytow T z astrocytami i komorkami mikrogleju.
Inicjacja apoptozy moze sie odby¢ przez zwigzanie antygenu Fas na powierzchni
limfocytu T z FasL na powierzchni mikrogleju - jest to podstawowy mechanizm
wywotujacy apoptoze. Stata ekspresja FasL na endogennych komérkach CNS jest
istotnym elementem bariery immunologicznej ochraniajgcej ten organ przed na-
ptywajacym limfocytami T [9]. Inny mechanizm apoptozy wykorzystuje receptor
TNFR1 [45]. Apoptoze moze takze wywotaé TGF(3, co wykazano w badaniach in
vitro. Kolejnym zwigzkiem wywotujagcym apoptoze limfocytow T sa steroidy. Ho$¢
glukokortykoidow wzrasta gwattownie w obrebie CNS w okresie najintensywniejszej
apoptozy komoérek T w czasie EAE. Za apoptoze limfocytow T moga by¢ takze
odpowiedzialne gangliozydy, dzieki zdolnos$ci wigzania sie do receptora IL-2, co jest
sygnatem hamujacym dla limfocytu i zwieksza jego podatno$é na sygnaty apoptozy

[71.
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5. PODSUMOWANIE

Po uszkodzeniu mézgu dochodzi do reakcji odpornosciowej kontrolowanej przez
endogenne komdrki CNS. Cytokiny przez nie wydzielane powodujg naptyw limfocytéw
T. Kierunek reakcji odpornosciowej zalezy od stymulacji naptywajgcych limfocytow.
Jesli zostanie im zaprezentowany antygen, w procesie z udziatem makrofagéw lub
aktywnego mikrogleju, moze dojs¢ do cytotoksycznej reakcji limfocytow T. Jeslijednak
limfocyt wejdzie w interakcje z astrocytami lub nieaktywnym mikroglejem, dojdzie
prawdopodobnie do jego anergii, aby¢ moze apoptozy.

Wiadomo, ze wiekszos¢ limfocytdw bioracych udziat w odpowiedzi odpornosciowej
ulega apoptozie [7,45], natomiast nie do konca znane sg losy pozostatych komérek
immunokompetentnych. Makrofagi okotonaczyniowe podlegajg prawdopodobnie
wymianie w okresie kilku miesiecy [30]. Natomiast reaktywne astrocyty i mikroglej
po wykonaniu swych zadan by¢ moze takze ulegajg apoptozie, ale mozliwy jest takze
ich powrét do stanu spoczynkowego.

Badania nad kontrolg odpowiedzi obronnej mézgu pozostajg trudnym wyzwaniem,
ze wzgledu na udziat wielu typow komorek oraz wydzielanych przez nie czynnikéw, z
ktérych same cytokiny tworzg skomplikowang sie¢ wzajemnych zalezno$ci. Poznanie
tych mechanizméw moze miec€ istotne znaczenie dla znalezienia efektywnych sposobow
leczenia wielu schorzen mézgu.
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Poprawiong po recenzji wersje pracy nalezy zwrdci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcja
zrezygnuje z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedza na list redaktora. Od stycznia
2003 r. Redakcja wprowadza odptatno$¢ 300,- zt za artykut nie przekraczajacy 15 str. druku.

Redakcja prosi takze o dotgczenie tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, tabel Tres$¢ pracy nie byta uprzednio publikowana,

i rycin tak nie nie zostata wystana do innej redakcji tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptuja prace tak nie Dotaczono kopieg pracy wraz z rycinami na dyskietce z

Jest zgodaosdb, ktérych informacje nie- podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego
publikowane sg zamieszczone w tekscie tak nie  z komputera IBM tak nie

Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zatagczonym maszynopisie tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w ,,Postepach Biologii Komérki” przechodzi na wtasnos¢
Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji.
podpisy wszystkich autoréw
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