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CELL SIGNALING PATHWAYS ACTIVATED BY NICOTINE
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Streszczenie: Nikotyna wykazuje silne dziatanie biologiczne. Alkaloid ten wspdtzawodniczy z acetylo-
choling w wiazaniu si¢ ze specyficznymi receptorami blonowymi tzw. nikotynowymi receptorami cho-
linergicznymi. Obok ich klasycznych miejsc lokalizacji, tj. w uktadzie nerwowym i migsniach szkieleto-
wych, stwierdzono, Ze receptor nikotynowy obecny jest w wielu typach komorek, np. nabtonkowych,
krwi oraz nowotworowych. Zwiazaniu nikotyny z receptorem towarzyszy otwarcie kanatu jonowego.
Umozliwia to naptyw jondéw sodu i wapnia do wnetrza komorki, co prowadzi do depolaryzacji blony
komorkowej. Jej konsekwencja jest aktywacja kanatow wapniowych wrazliwych na zmiany potencjalow
btonowych i dodatkowy naptyw jondw wapnia. Procesy te uruchamiaja kaskady sygnalizacyjne zalezne
od jonow wapnia. Wyniki uzyskane ostatnio w badaniach z wykorzystaniem nikotyny wskazuja na
bardzo znaczaca rol¢ receptoréw nikotynowych w regulacji podziatéw komorkowych, apoptozy, angio-
genezy i migracji komorek. Nikotyna indukuje czynniki wzrostu, takie jak: BDNF, VEGF, HGF, VEGF-
C, TGF-a, TGF-b, PDGF oraz wykazuje mitogenne dziatanie na komorki nowotworowe. Kluczowa rolg
w tych procesach odgrywaja kinazy serynowo-treoninowe Raf oraz kinazy zalezne od sygnatu zewnatrz-
komorkowego ERK1-ERK2. Nikotyna przyczynia si¢ takze do zwigkszenia przezywalnosci komorek
nowotworowych. Istotny udziat w tym procesie ma uruchomienie szlaku prowadzacego do aktywacji
kinazy serynowo-treoninowej Akt, ktora stymulujac kilka biatek hamujacych, blokuje apoptoze. Wykry-
to ostatnio, ze nikotyna zaburza réwniez sygnalizacj¢ hormonalng. Pod jej wplywem szczegolnie istot-
nym zmianom ulega poziom serotoniny, dopaminy, GABA oraz adrenaliny.

Stowa kluczowe: nikotyna, receptor nikotynowy, sygnalizacja komorkowa, jony wapnia.

Summary: Nicotine is biologically active. It competes with acetylcholine for binding to specific membrane
receptors, so-called nicotinic cholinergic receptors (nAChRs). They are widely expressed in the nervous
system and skeletal muscle. Nicotinic receptors are also present in many cell types, e.g. epithelial, blood,
and cancer cells. When nicotine binds to the nAChRs, the conformation of the receptor subunits changes,
opening the receptor channel gate. This allows the influx of sodium and calcium ions into the cell, leading
to membrane depolarization. It results in the activation of influx of calcium ions. These processes trigger
a cascade of signal-dependent calcium ions. A very significant role of nicotinic receptor in the regulation of
apoptosis, angiogenesis as well as in cell division and migration has been recently shown. Nicotine induces

*Praca finansowana z dziatalnosci statutowej Zaktadu Biologii Komorki.
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growth factors, such as BDNF, VEGF, TGF-a, HGF, VEGF-C, TGF-8, PDGF and has a mitogenic effect
on cancer cells. A key role in these processes is played by a serine-threonine kinase Raf and extracellular
signal-regulated kinases ERK1-ERK2. Nicotine causes an increase in survival of cancer cells through
phosphorylation of serine/threonine protein kinase Akt, which interacts with other proteins, and leads to
blockage of apoptosis. Recently it has been shown that nicotine interferes with hormonal signaling. Under
the influence of nicotine, the levels of serotonin, dopamine, gamma-aminobutyric acid (GABA), and
epinephrine are significantly changed.

Keywords: nicotine, nicotinic receptor, cell signaling, calcium.

Wykaz skrotow: AA (arachidonic acid) — kwas arachidonowy; Akt — jedna z serynowo-treoninowych
kinaz biatkowych B; BCL2 (B-cell lymphoma 2) — biatka antyapoptotyczne; BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) — neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego; cAMP (cyclic adenosine mono-
phosphate) — cykliczny adenozynomonofosforan; CDK4/6 (cyclin-dependent kinase) —kinaza zalezna od
cyklin; CREB (cAMP response element-binding protein) — czynnik transkrypcyjny; E2F — czynnik
transkrypeyjny; EGF (epidermal growth factor) — naskérkowy czynnik wzrostu; EGFR (epidermal
growth factor receptor) —receptor naskorkowego czynnika wzrostu; ERK1-ERK2 (extracellular signal-
regulated kinases) — Kinazy aktywowane przez sygnaty zewnatrzkomdrkowe; FGF2 (fibroblast growth
factor 2) — czynnik 2 wzrostu fibroblastow; FOS, JUN, MYC — czynniki transkrypcyjne; GABA (y-
aminobutyric acid) — kwas y-aminomastowy; GPCR (G-protein-coupled receptors)—rreceptory sprz¢zo-
ne z biatkami G; HGF (hepatocyte growth factor) — czynnik wzrostu hepatocytow; HUVECs (human
umbilical vein endothelial cells) — komorki srodblonka zyly pepowinowej; MAPK (mitogen activated
protein kinase) — kinaza aktywowana mitogenami; mTOR (mammalian target of rapamycin) — kinaza,
tzw. ssaczy cel rapamycyny; nAChR (nicotinic acetylcholine receptor)— cholinergiczny receptor nikoty-
nowy; NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) — czynnik jadrowy B;
NHBE (normal human bronchial epithelial) — prawidtowe komorki nablonka oskrzeli; NSCLC (non-
small cell lung carcinoma) — niedrobnokomdrkowy rak ptuc; P70 S6K — kinaza serynowo-treoninowa
fosforylujaca rybosomowe biatko S6; PDE-4 (phosphodiesterase 4) —fostodiesteraza 4, PDGF (platelet-
derived growth factor) — czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego; PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase) — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; PKA (protein kinase A) — kinaza biatlkowa A; PKC (protein
kinase C) — kinaza biatkowa C; PNEC (pulmonary neuroendocrine cells) — komorki neuroendokrynne
ptuc; Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma) — kinaza serynowo-treoninowa Raf; Ras (rat sarcoma) —
rodzina matych, onkogennych, monomerycznych biatek G (GTPaz); Rb (retinoblastoma protein) — bial-
ko retinoblastomy; SCLC (small cell lung carcinoma) — rak drobnokomoérkowy phuc; Sre (sarcoma) —
protoonkogenna kinaza tyrozynowa Src; TGF (transforming growth factor) — transformujacy czynnik
wzrostu; VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego; VTP
(ventral tegmental area) — brzuszne pole nakrywki; XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) —
biatko hamujace apoptoze wiazace czynnik X; B-AR (F-adrenergic receptor)— receptor f-adrenergicz-
ny.

1. NIKOTYNA I RECEPTOR NIKOTYNOWY

Nikotyna jest jedna z okoto 4000 substancji znajdujacych si¢ w dymie tytonio-
wym. Nalezy do grupy alkaloidéw pirydynowych wykazujacych silne dziatanie bio-
logicznie [32, 43, 56]. Nikotyne zidentyfikowano jako zrédlo uzaleznienia od nato-
gowego palenia tytoniu, a jej stala obecnos¢ w organizmie na skutek uzaleznienia —
jako przyczyng chorob sercowo-naczyniowych [56]. Obecnie nikotynie przypisuje
si¢ réwniez podtrzymywanie procesOw nowotworzenia, w tym stymulacje¢ podzia-
Iow komorko-wych, wspomaganie inwazji guza oraz intensywne dziatanie w proce-
sie tworzenia nowych naczyn krwionosnych [36]. Nikotyne wskazuje si¢ takze jako
istotny czynnik hamujacy apoptoze [58].
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RYCINA 1. Budowa receptora nikotynowego. A) Topologia podjednostki receptora nikotynowego z zaznaczonymi czterema domenami transbtonowymi M1-
M4, dtugim koncem N oraz diuga petla cytoplazmatyczna migdzy segmentami M3 i M4. Zaréwno koniec aminowy, jak i koniec karboksylowy tancucha
polipeptydowego znajduja si¢ po zewngtrznej stronie btony komdrkowej. B) Natywny pentameryczny uktad podjednostek budujacych kanat receptorowy.
Domeny M2 wyscietaja wnetrze kanatu. C) Uktad podjednostek w neuronalnych receptorach typu homopentamerycznego a7 i heteropentamerycznego 432
z zaznaczonymi biatymi owalami miejscami wiazania acetylocholiny badz nikotyny. Receptory homopentameryczne 7 nie ulegajg odczuleniu w warunkach
stalej obecnosci nikotyny oraz charakteryzuja si¢ wyzsza przepuszczalnoscia jonow wapnia niz inne typy nAChR. Receptory nAChR typu a4(2 wykazuja
wyzsze powinowactwo do nikotyny i dluzszy czas inaktywacji niz pozostale typy receptoréw nikotynowych (na podstawie [8, 21, 53])

FIGURE 1. Structure of the nicotinic receptor. (A) Nicotinic receptor subunit topology. The model shows the four transmembrane domains M1-M4, a long N-
terminus and a long cytoplasmic loop between segments M3 and M4. Both N-and C-terminus of the polypeptide chain are located on the outer side of the cell
membrane. (B) Native pentameric arrangement of nAChR subunits in an assembled receptor. M2 domains line the channel pore. (C) Subunit arrangement in the
homomeric &7 and heteromeric @432 subtypes. White ovals denote the ACh or nicotine binding sites. The homomeric @7 nAChR is not desensitized by chronic
nicotine, and has a higher calcium permeability than other subtypes of nAChR. The heteromeric 42 nAChR binds nicotine with the highest affinity, and is
characterized by longer inactivation than other receptor subtypes (based on data from [8, 21, 53])
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Nikotyna wspdtzawodniczy z acetylocholina, neuroprzekaznikiem uktadu nerwo-
wego W wiazaniu si¢ ze specyficznymi receptorami blonowymi na powierzchni
komorek docelowych. Jednak w odréznieniu od acetylocholiny, ktora dziata poprzez
receptory bltonowe bezposrednio zwiazane z kanatem jonowym (receptory klasy 1)
oraz receptory sprzezone z biatkiem G (klasy 2), nikotyna jest jej agonista jedynie
w stosunku do receptoréw zwiagzanych z kanalem jonowym, stad ich nazwa choli-
nergiczne receptory nikotynowe (nAChR).

Cholinergiczny receptor nikotynowy (nAChR) byl pierwszym receptorem klasy 1
(jonotropowym), ktorego struktur¢ oraz funkcjonowanie intensywnie badano [8, 41]. W
1970 r. Changeux i wsp. oczyscili receptor nikotynowy z bton komérkowych izolowa-
nych z dretwy kalifornijskiej (Torpedo californica). Zlokalizowany w btonie komérko-
wej receptor zbudowany jest z pieciu jednakowych lub roznych podjednostek, z ktdrych
kazda zawiera cztery domeny transblonowe (ryc. 1). Okoto 10 lat pozniej poznano
sekwencje jednej z podjednostek tworzacych kanat receptora nikotynowego [8].

Posrdd receptorow nikotynowych najczesciej wyrdznia sie dwa glowne rodzaje:
migsniowe i neuronalne [21], ktore roznia si¢ sktadem podjednostek, a takze wraz-
liwoscia na farmakologiczne zwiazki antagonistyczne (m.in. tubokuraryne, a-bun-
garotoksyng, heksametonium):

1) Miegsniowy receptor nikotynowy wystgpujacy w synapsach nerwowo-mig$niowych
jest oligomerem zbudowanym z kombinacji podjednostek a1 z31,7,0 lub e [21].
Podjednostki te tworza sciany kanatu dla kationdw, przede wszystkim Na iK.

2) Neuronalne receptory nikotynowe to bramkowane ligandem kanaty jonowe w sy-
napsach ukladu nerwowego, sa charakterystyczne dla zwojow uktadu autonomicz-
nego. Neuronalny typ receptora nikotynowego sktada sie z pigciu identycznych
podjednostek a7, a8 lub a9 (homopentameryczny nAChR) (ryc. 1) lub stanowi
kombinacj¢ podjednostek typu a2, a3, a4,a5, a6 lub & 10 z podjednostkami 52, 53,
B4 (heteropentameryczny nAChR) (prace przegladowe [16, 17]). Receptor niko-
tynowy a7 oraz a4, 2 nAChR sa najstarszymi ewolucyjnie receptorami. Domi-
nuja one w moézgach ssakow (praca przegladowa [17].) Wiekszos¢ informacji na
temat dzialania nikotyny pochodzi z badan wtasnie tych receptorow.

Oprocz tej typowej lokalizacji podstawowych rodzajow receptora nikotynowego,
opublikowano szereg prac wskazujacych na nieneuronalng lokalizacje receptoréw
nikotynowych, rézniacych si¢ skladem podjednostkowym (tab. 1). Wykryto recep-
tory zlokalizowane w blonie cytoplazmatycznej komorek wielu typéw m.in. w ko-
morkach nabtonkowych [1, 6, 24] i komoérkach nowotworowych z nich si¢ wywo-
dzacych [13] oraz komodrkach krwi [1, 42]. Konsekwencja tych odkry¢ sa nowe
ujecia klasyfikacji receptoréw nikotynowych, dzielace je ze wzgledu na lokalizacje
komorkowa na receptory nikotynowe neuronalne i nieneuronalne (w tym migsnio-
we) [16].

2. nACHR OBECNY JEST W WIELU TYPACH KOMOREK
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TABELA 1. Sklad podjednostek w receptorach nikotynowych w roznych komorkach ludzkich
TABLE 1. Nicotinic receptor in human cells
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Typ komorki Podjednostki zestawiane w penta- Literatura
meryczne receptory nikotynowe
Neurony a2-a, al0, B2-p4 [17, 21]

heteropentameryczny)
o7-09 (homopentameryczny)

Komérki migsniowe

al, B1, v, 8 (zarodkowy)
al, B1, &, & (dorosly)

[21]

Komorki srodblonka
naczyniowego

o3, o5, a7, B2 -p4

[1] i prace tam cytowane

Komorki $rédblonka zyly 03-05, a7, al0, B2-B4 [25]
pepowinowej (HUVECSs)
Komérki nablonka oskrzeli ol, a3-a7, a9, al0, 1, B2, B4, e, [[12, 15, 24]
S
Komoérki nabtonka drog o2, o4, o7, 09, al0, B2, B4 [12, 24]
oddechowych
Fibroblasty drog al, as-o7, o9, B1-p3, 3, v [1] i prace tam cytowane
oddechowych
Keratynocyty a3, o3, a7, 09, al0, B1, B2, p4 2]

Komorki nablonka jamy ustnej

o3, a5, o7, a9, B2, p4

[1] i prace tam cytowane

Komoérki nablonka przelyku

o3, a5, o7, B2

[1] i prace tam cytowane

Komorki srédblonka mozgu

o3, o5, a7, B2, B3

[1] i prace tam cytowane

Astrocyty

o2-05, a7, B2, B3

[1] i prace tam cytowane

Komoérki drog moczowych

o2-a7, 09, al0

[6]

Limfocyty o2-05, o7, a9, al0, B2, p4 [42]

Monocyty o2, as-o7, B2 [1] i prace tam cytowane
Makrofagi al, o7, al0 [1] i prace tam cytowane
Eozynofile o2, o4, o7 [5]

Komoérki szpiku kostnego o4, o7, B2 [23]

Tymocyty

ol, o3, as, o7, B4

[1] i prace tam cytowane

Synowiocyty

o7

[47]

Komoérki lozyska

o2-05, a7, a9, ol0

[1] i prace tam cytowane

Od dziesiatkéw lat uwazano, ze nikotyna — jako agonista acetylocholiny — moze
oddziatywac¢ jedynie na komorki nerwowe i migsniowe. Sadzono, ze nAChR zlokalizo-
wane sa jedynie w blonach komérkowych neuronow (neuronalny typ receptora nikoty-
nowego) oraz w obrebie synaps nerwowo-miesniowych (migsniowy typ receptora ni-
kotynowego) [48]. Pdzniejsze badania wykazaly, ze receptory nikotynowe sa dos¢ po-
wszechne w innych typach komorek i dziatanie acetylocholiny na te komorki odbywa
si¢ za posrednictwem wlasnie receptoréw nikotynowych (prace przegladowe [1, 16]).
Kolejne doswiadczenia ujawnily, ze receptor nikotynowy odgrywa kluczowa role w
skomplikowanym systemie powigzan obejmujacych regulacje (stymulacje badz hamo-
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wanie) wydzielania neuroprzekaznikow kontrolujacych synteze i uwalnianie czynnikow
wzrostu, czynnikow neurogennych, jak i stymulujacych powstawanie naczyn krwiono-
snych. Hildegard Schuller [34] jako pierwsza wykazata obecnos¢ receptorow nikoty-
nowych oraz ich role w proliferacji komorek nowotworowych ptuc. Odkrycie to, jak
réwniez wykazanie, ze uczestniczg one nie tylko w regulacji podzialéw komorkowych,
ale takze w inicjowaniu apoptozy, wyznaczylo poczatek nowego rozdzialu w badaniach
nad rola nAChR w szlakach sygnalizacyjnych pomiedzy komérkami niepobudliwymi,
w tym nowotworowymi. Potwierdzono takze wystgpowanie receptora nikotynowego
w komorkach raka niedrobnokomorkowego (NSCLC) i raka drobnokomoérkowego
(SCLC) (praca przegladowa [13]). Technikami RT-PCR, metodami immunologicznymi
oraz badaniami z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej wykazano obecnos¢ recep-
toréw nikotynowych w wielu innych typach prawidlowych komorek niepobudliwych (tab.

).

3. NIKOTYNA WYWOLUJE ZMIANY }VEWNATRZKOM()RKO—
WEGO STEZENIA JONOW WAPNIA

Nikotyna dzialajac jako agonista receptora nikotynowego przylacza si¢ do pod-
jednostek ¢ w nAChR. W wyniku tego procesu dochodzi do zmian konformacyj-
nych, prowadzacych do otwarcia kanatu receptora znajdujacego si¢ w blonie ko-
moérkowej (ryc. 2). Umozliwia to przeptyw jonow ze srodowiska zewnetrznego do
wnetrza komorki. Obdarzone tadunkiem aminokwasy wyscietajace swiatlo kanatu
wymuszajg selektywne przechodzenie przez kanat tylko okreslonych jondw. Poprzez
kanat receptora nikotynowego wnika¢ moga do wnetrza komorki jony sodu (Na")
i wapnia (Ca®") oraz wycieka¢ na zewnatrz komérki jony potasu (K*). Najwieksza
przepuszczalnosé dla jonéw wapnia wykazuja kanaly typu a7 nAChR . Zwiazanie
nikotyny z receptorem typu a7 nAChR wywoluje otwarcie poru kanatu i naptyw
jondéw wapnia do komorki (ryc. 2) [16, 17, 41].

Naptyw kationow sodowych lub wapniowych do wnetrza komorki przez kanat
receptora nikotynowego powoduje obnizenie potencjatu blony komdrkowej i prowa-
dzi do depolaryzacji blony komdrkowej. Na skutek depolaryzacji blony nastepuje otwar-
cie kanatow wapniowych wrazliwych na zmiany potencjalow blonowych, co z kolei
prowadzi do jeszcze wiekszego, dodatkowego naptywu Ca*" do komérki (ryc. 2) [36].
Uruchamia to w komorce szereg proceséow zaleznych od stezenia jonéw wapnia.
Wspoldziatanie kanatu receptora nikotynowego a7nAChR z kanatem wapniowym
moze wyzwala¢ wiele roznych odpowiedzi, na przyktad uwolnienie neuroprzekazni-
kéw, hormonéw, czynnikéw wzrostu lub aktywacje biatek zaleznych od jonéw Ca**
(ryc. 3) [13, 33]. Poza tym wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia tych kationow
w nastgpstwie otwarcia kanatow a7nAChR, a nastgpnie napigciowo-zaleznych ka-
natléw Ca’" jest bezposrednim sygnalem uruchamiajacym kaskady sygnalizacyjne
regulujace podzialy komorkowe, apoptoze, migracje i roznicowanie komorek [33].

Liczebnos¢ wigkszosci receptorow w blonach ulega zwykle obnizeniu pod wply-
wem chronicznego dziatania agonisty. Inaczej jest z receptorem nikotynowym.
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Permanentna, utrzymujaca sie ekspozycja komodrek na nikotyng prowadzi do zwiek-
szenia liczby receptoréw nikotynowych w blonach komoérkowych [18]. Receptory
nikotynowe zbudowane z réznych podjednostek np. 482 nAChR [53] wykazuja
wigksze powinowactwo zaréwno do nikotyny, jak i do acetylocholiny niz homopen-
tameryczne nAChR, np. a7 nAChR [3, 48]. Wigksze powinowactwo receptora
a4B2 do nikotyny uwazane jest za przyczyne dlugotrwalej inaktywacji (odczulenia,
desensytyzacji) a42 nAChR (ryc. 3). Efekt desensytyzacji wzmagany jest przez
estrogeny [36]. W ich obecnosci wrazliwo$¢ a7 nAChR na nikotyng pozostaje nie-
zmieniona, a receptor tego typu w duzo mniejszym stopniu ulega desensytyzacji. W

A)Kanat zamkniety
o7 nAChR 042 nAChR kanat CaZ*

Srodowisko

zewnetrzne
+4+++++++H

Whnetrze
komorki 4

ca%t Na* Cca?* ca%t

Srodowisko
zewnetrzne

e+ttt ++++++++
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komorki 4
++++++ ++++ ;"++++++
++++++++ ++++++ ’,"'++++++++
\++++++ Y, + 4+t
e

RYCINA 2. Synergistyczne dziatanie receptoréw nikotynowych na kanaly wapniowe wrazliwe na
zmiany potencjatéw btonowych. A) W stanie spoczynku w komorkach wystepuje rdznica potencjatow
pomigdzy wngtrzem a sSrodowiskiem zewngtrznym komorki, przy czym wngtrze jest ujemne natadowane.
Kanaty jonowe sq zamknigte. B) W momencie zwiazania si¢ nikotyny z nAChR dochodzi do otwarcia
kanalow i naptywu kationéw do wnetrza komorki, co wywotuje otwarcie kanalow wapniowych
wrazliwych na zmiany potencjatow blonowych (opracowano na podstawie [36])

FIGURE 2. Synergistic influence of nicotinic receptors on voltage-activated calcium channels. (A) In its
resting state, the plasma membrane carries a positive electric charge on the outside and a negative charge
on the inside. The gates of channels are closed. (B) When nicotine binds to the nAChRs, the conformation
of'the receptor subunits changes, opening the receptor channel gates, and cations flow into the cell, which
causes opening of voltage-activated calcium channels (based on data from [36])
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zwiazku z tym biologiczne funkcje a7 nAChR — jako receptora, ktéry nie ulega
odczuleniu u 0sob palacych — zostajq silnie wyeksponowane.

Chociaz wszystkie nAChR dziataja w ten sam sposdb jako kanaly umozliwiaja-
ce przenikanie kationow poprzez blong komorkowa, reguluja one réoznorodne funk-
cje w sposob specyficzny dla danego typu komodrek. Uwaza sig, ze a7 nAChR
jest najistotniejszym regulatorem odpowiedzi, prowadzacym do stymulacji prolifera-
cji komorek nowotworowych, natomiast @432 nAChR wykazuje glownie hamujace
dziatanie na podzialy komérkowe (ryc. 3).

4. NIKOTYNA INDUKUJE CZYNNIKI WZROSTU

Wykazano, ze nikotyna stymuluje wydzielanie wielu czynnikéw wzrostu. Przypi-
suje si¢ jej wspomagajaca role w zwigkszeniu poziomu aktywnych czynnikdéw
wzrostu, takich jak: BDNF, VEGF, HGF, VEGF-C, TGF-a, TGF-, PDGF, a takze
stymulacje wystegpowania w blonach komorkowych ich receptorow (VEGFR-2,
PDGFR, HGFR, EGFR) [58]. Do$¢ dobrze przesledzono ten proces w przypadku
nabtonkowego czynnika wzrostu (EGF). Nikotyna poprzez wzrost wewnatrz-komor-
kowego stezenia jonéw wapnia indukuje przejsciowa aktywacje receptora czynnika
wzrostu (EGFR) (ryc. 3). Szlaki sygnalizacyjne wiodace od receptora nikotynowe-
go do dalszych efektorow EGFR wydaja si¢ by¢ bardzo podobne w przypadku
pozostatych czynnikéw wzrostu.

Nikotyna oddziatuje rowniez na komérkowe fosfatazy biatkowe. Hamuje ona
fosforylacje fosfatazy 1 (PP1) w komorkach niedrobnokomoérkowego raka pluc
(NSCLC) [14]. Fosforylacja PP1 prowadzi do inaktywacji jej aktywnos$ci, w wyni-
ku czego zahamowaniu ulega synteza inhibitora kinazy cyklino-zaleznej p27Kipl, co
z kolei ulatwia przejscie do kolejnych etapdéw cyklu komdrkowego.

Wzrost stezenia wapnia w komorce aktywuje roéwniez cytoplazmatyczne kinazy,
ktére fosforyluja EGFR. Za przejsciowa aktywacje EGFR odpowiedzialna jest ki-
naza Il zalezna od wapnia i kalmoduliny [35]. Badania z wykorzystaniem unie$mier-
telnionych duzych komorek nabtonka dréog oddechowych, wykazaly, ze nikotyna
stymuluje uwalnianie EGF z tych komorek. Z kolei wiazanie wydzielonego EGF z
EGFR prowadzi do aktywacji kaskady Ras-Raf-ERK, ktéra moze by¢ blokowana
przez selektywnych antagonistow dla a7 nAChR (ryc. 3) [27].

Prawdopodobny mechanizm aktywacji przez nikotyn¢ receptora czynnika wzro-
stu $rodbtonka naczyniowego (VEGFR) polega na stymulacji ekspresji cyklooksy-
genazy 2 [40]. W komorkach raka zotadka i gardta zachodzi wzmozona ekspresja
tego enzymu, co wyzwala inwazj¢ komodrek nowotworowych i inicjuje proces po-
wstawania nowych naczyn krwionosnych (angiogeneze) przez aktywacje VEGFR-
2 [50]. Nikotyna poprzez a7 nAChR stymuluje proces angiogenezy w komorkach
srédblonka w obecnosci egzogennie podanego VEGF oraz podstawowego czynnika
wzrostu fibroblastéw (bFGF, nazywanego réwniez FGF2). Obserwacja ta jest zgodna
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Serotonina

RYCINA 3. Kaskady sygnalizacyjne uruchamiane przez nikotyng. Rycina przedstawia dane uzyskane z
badan przeprowadzonych na r6znych typach komorek (SCLC, NSCLC, komérki gruczolakoraka przewodu
pokarmowego oraz gruczolakoraka matych komorek nabtonka drég oddechowych). Nikotyna poprzez
receptor typu @7 oddziatuje na sygnalizacj¢ f-adrenergiczna, a poprzez receptory typu a432 na sygnalizacj¢
zwiazana z GABA. Nikotyna poprzez rozne szlaki prowadzi do zahamowania proceséw apoptozy i
promowania procesow proliferacji i migracji komorek (opracowano na podstawie [1, 7, 9, 13, 36])
FIGURE 3. Signaling cascade activated by nicotine (data obtained from test results obtained on different
cell types: small-cell and non-small-cell lung cancer, adenocarcinoma cells of the gastrointestinal tract,
and adenocarcinoma of the small airway epithelial cells). Nicotine receptor a7-type affects f-adrenergic
signaling, and a4f32-type receptor modulates signaling associated with GABA. Nicotine, through vari-
ous pathways, leads to inhibition of apoptosis and to promotion of proliferation and cell migration
(based on data from [1, 7, 9, 13, 36])
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z mozliwoscig a7 nAChR do pobudzania uwalniania tych czynnikéw angiogennych
przez komorki nowotworowe [19].

5. MITOGENNY EFEKT DZIALANIA NIKOTYNY

Powszechne wystgpowanie nAChR w komoérkach ssakow oraz ich réznorodne
funkcje regulacyjne sugeruja, ze modulacja tych receptorow w wyniku przewleklej
ekspozycji na nikotyng moze przyczynia¢ si¢ do uwolnienia komoérek z fazy G, i
przejscia do fazy podzialowej. Selektywni antagonisci (np. heksametonium i meka-
mylamina) ¢7n AChR znosza proliferacyjne efekty dziatania nikotyny, co wskazuje,
ze a/n AChR jest kluczowym, inicjujacym elementem odpowiedzi komoérkowej na
ten alkaloid.

Nikotyna moze nasila¢ proliferacj¢ komorek prawidtowych, jak i nowotworowych.
W obecnosci tego alkaloidu obserwuje si¢ wzmozona proliferacje komodrek neuro-
endokrynnych pluc (PNEC) [36]. Traktowanie nikotyna linii komdrkowych raka jelita
grubego i raka trzustki oraz linii komorek nowotworowych SCLC i NSCLC row-
niez wywoluje indukcje proliferacji w sposob receptorowo-zalezny [36]. W warun-
kach in vitro komérki SCLC sa pobudzane do podzialéw poprzez aktywacje kolej-
no kinazy bialkowej C (PKC), kinazy serynowo-treoninowej Rafl i kinaz aktywo-
wanych mitogenem ERK1 i ERK2 lub kinaz MAPK ostatecznie oddziatlujacych na
czynniki transkrypcyjnych Fos, Jun i Myc (ryc. 3). Dodatkowo kinazy MAPK ak-
tywuja kalpainy, tj. proteinazy, ktore umozliwiaja migracje komorek [19, 55]. Co
wigcej kolejne badania wykazaly, ze wspdlne dziatanie nikotyny i hipoksji prowadzi
do powstania nowotworu ptuc u chomika [36]. W komodrkach srodbtonka w wa-
runkach obnizonej zawartosci tlenu (np. z powodu niedokrwienia) zwieksza si¢ li-
czebno$¢ a7nAChR, ktore dodatkowo ulegaja sensytyzacji [10, 36]. W warunkach
hipoksji dochodzi do zwiekszenia aktywnosci fosfodiesterazy 4 (PDE4), ktora obni-
za poziom wewnatrzkomdrkowego cAMP, co powoduje inaktywacje kinazy PKA.
Inaczej niz PDE4 dzialaja receptory zwiagzane z biatkiem G (GPCR), ktére wywo-
huja podwyzszenie komorkowego stezenia cAMP, w konsekwencji — aktywacje PKA,
prowadzaca do inhibicji kinaz Raf [36] (ryc. 3).

Poza wymienionymi juz czynnikami (wzrost ste¢zenia jondw wapnia, wzrost po-
ziomu czynnikéw wzrostu, zmiany w poziomie fosforylacji PP1) nikotyna dziala takze
w inny sposob. Szlaki aktywowane przez nikotyng za posrednictwem nAChR, pro-
wadzace do inicjacji podziatow komorkowych, wiodg przez aktywacje NF-«B, Src,
szlak 5-lipooksygenazy, Akt, HIF-1a [59]. W komdrkach SCLS poprzez szlak sy-
gnalizacyjny Rafl-ERK dzialaja czynniki wzrostu o charakterze autokrynowym ta-
kie jak: bradykinina, wazopresyna, neurotensyna i galanina (ryc. 3). Wspotpracuja
one w zainicjowaniu szlaku sygnalizacyjnego z Rafl-ERK z a7 nAChR [36].

Badania na komodrkach NSCLC (linia A549) wykazaly, ze nikotyna indukuje
podzialy komorkowe poprzez receptor nikotynowy w analogiczny sposob jak czyn-
niki wzrostu (ryc. 3). Srednie stezenie nikotyny we krwi podczas palenia papierosa
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jest rowne 0,3 uM. Okoto trzykrotnie wyzsze stezenie nikotyny (1 #M), ktérym
traktowano komorki A549 indukuje interakcje biatka retinoblastomy (Rb) z kinaza
Raf-1 [12, 13] (ryc. 3). To uruchamia kaskad¢ sygnalizacyjng prowadzaca do ak-
tywacji cyklin oraz kinaz cyklino-zaleznych, w wyniku czego nastepuje oddysocjo-
wanie czynnika E2F1 od biatka retinoblastomy, utatwiajac wejscie komoérki w faze
podziatowa. W tego samego typu komdrkach (NSCLC) nikotyna, poprzez a7 nA-
ChrR, promuje ich namnazanie przez wzrost syntezy fibronektyny i a581 integry-
ny. Odbywa si¢ to na drodze aktywacji szlaku sygnalizacyjnego ERK i PI3K/mTOR
(ryc. 3) [60].

W komoérkach migdzybtoniaka przylaczenie nikotyny do a7 nAChR wywoluje
zwiekszenie wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw Ca®’, ktére aktywuja MEKK-
1, ERK1/2 oraz p90RSK. MEKK!1 indukuje nastepnie fosforylacj¢ czynnika trans-
krypcyjnego NF-«B, ktéra inicjuje wejscie w fazg S cyklu komorkowego [13].
Nikotyna moze takze aktywowaé, poprzez a7 nAChR, szlak sygnalizacyjny kinaz
MAP, prowadzac do wzrostu poziomu biatek Raf-1, ERK1/2 oraz MEK1 [12].

W potaczeniach nerwowo-mig$niowych nikotyna poprzez 7 nAChR urucha-
mia szlak sygnalizacyjny wiodacy przez kinazg Src (ryc. 3). Wykazano, ze w obec-
nosci nikotyny strukturalne biatko B-arestyna-1 wiaze Src, aktywujac szlaki prowa-
dzace do inicjacji podziatow komorek A549 [12].

6. NIKOTYNA I APOPTOZA

Nikotyna przyczynia si¢ do wzrostu opornosci na apoptoz¢ indukowana zewnetrz-
nymi czynnikami stresowymi, takimi jak: opioidy, promieniowanie UV, antybiotyki
jonoforowe transportujace jony wapnia, neurotoksyny, stres oksydacyjny oraz leki
przeciwnowotworowe. Ochronne dziatanie nikotyny zaobserwowano w normalnych
komorkach, na przyktad w komorkach nabtonka oskrzeli (NHBE) i nablonka drég
oddechowych, komorkach srodblonka, ludzkich fibroblastach dzigsta i komorkach
nabtonka nerek [58]. Blokowanie procesu apoptozy przez nikotyng obserwowano
takze w komorkach nowotworowych, na ktore dziatano lekami przeciwnowotworo-
wymi, takich jak komdrki SCLC i NSCLC, komorki rakéw piersi i jamy ustnej
oraz nowotworow gltowy i szyi [11, 54, 58]. Oddziatywanie nikotyny na proces
apoptozy nie jest do konca jednoznacznie wyjasnione, istnieja rowniez mniej liczne
doniesienia wskazujace na mozliwo$é wywolywania apoptozy przez ten alkaloid [58].

Molekularny mechanizm lezacy u podstaw antyapoptotycznego dziatania nikoty-
ny jest ztozony. Nikotyna reguluje dzialanie bialek nalezacych do rodziny polipepty-
dow apoptotycznych [11, 58]. Do tej rodziny nalezy biatko BCL-2, ktére prawdo-
podobnie odpowiedzialne jest za blokowanie procesu apoptozy w komoérkach H82
SCLC indukowane;j cisplatyna. Nikotyna, poprzez aktywacj¢ fosfolipazy C, urucha-
mia szlak wywolujacy fosforylacje seryny w pozycji 70 bialka BCL-2, powodujac
jego aktywacje [58].

Nikotyna dziata antyapoptotycznie poprzez receptory nAChR skladajace si¢ z
podjednostek a3 i a4. W komorkach normalnego nabtonka oskrzeli (NHBE) niko-
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tyna hamuje apoptoze przez aktywacje szlaku Akt. Wyniki doswiadczen wykazuja,
ze hamujace apoptoze dziatanie nikotyny wynika z indukcji specyficznych fosfory-
lacji Akt w pozycji Thr308 i Ser473 [13]. Nikotyna indukuje takze fosforylacje
kolejnych bialek w szlaku Akt, takich jak: mTOR, FKHR, elf-4, GSK38, tuberyna
i S6K [58].

Inne ogniwa szlakow sygnalizacji komdérkowej zaangazowane w antyapoptotycz-
ne dzialanie nikotyny to PKA, NF-kB oraz hamowanie supresora nowotworowego
p53 [51, 58]. Nikotyna indukuje wielomiejscowa fosforylacje apoptotycznego biatka
Bad, wywolujac jego inaktywacje, co zapobiega $mierci komoérek. Indukowana ni-
kotyna fosforylacja bialka Bad aktywowana jest poprzez kilka szlakow sygnaliza-
cyjnych. Wymieni¢ tu mozna szlaki sygnalizacyjne obejmujace dziatanie PKC, PKA,
MEK i PI3K. Jin i wsp. [20] wykazali, ze w fosforylacji indukowanej nikotyna
posredniczy receptor B-adrenergiczny (ryc. 3). Wykazano takze, ze nikotyna moze
indukowac fosforylacje proapoptotycznego biatka Bax w pozycji Ser184 przez ki-
naze C (PKCE), w wyniku czego nastepuje jego inaktywacja i zapobiezenie sSmier-
ci komorki [51].

Stwierdzono, ze receptor a7 nAChR oraz receptor 3-adrenergiczny posrednicza w
przeciwapoptotycznym dziataniu nikotyny w niektérych liniach komérkowych [36]. Biatka
blokujace apoptozg intensywnie badano na liniach komérkowych NSCLC. Nikotyna
poprzez receptor nikotynowy chroni komorki A549 przed apoptotycznym dziataniem
lekéw przeciwnowotworowych poprzez stymulacje XIAP oraz surwiwiny [11].

7. ZABURZENIA SYGNALIZACJI HORMONALNEJ WYWOLA-
NE PRZEZ NIKOTYNE

Przylaczenie si¢ nikotyny do a7 nAChR, wywotuje uwolnienie przez komorki
serotoniny [36]. Serotonina oprécz funkcji neuroprzekaznika dziata réwniez jako
autokrynny czynnik wzrostu komorek raka ptuca (SCLC) i komorek raka okrezni-
cy [29, 36]. Podanie inhibitora zwrotnego wychwytu serotoniny znosi stymulujace
proliferacje efekty dziatania nikotyny. Na podstawie tych danych a7 nAChR moz-
na uzna¢ za kluczowy element w regulacji podziatow komorkowych, apoptozy oraz
migracji komérek SCLC. Odbywa sie to poprzez uwalnianie serotoniny, bombezyny
oraz innych neuropeptydéw (ryc. 3) [30, 36].

Nikotyna, dziatajac jednoczesnie poprzez a7 nAChR i a4b2 nAChR stymuluje
uwalnianie dopaminy, neuroprzekaznika pobudzajacego, regulujac w ten sposob pro-
cesy poznawcze i proces zapamigtywania. Taki efekt dziatania nikotyny obserwo-
wano w przypadku wydzielania dopaminy przez komorki nerwowe potozone w polu
brzusznym nakrywki (VTA) mezolimbicznego uktadu dopaminergicznego, czgsci
modzgu stanowiacego tzw. uktad nagrody, ktory odpowiedzialny jest za odczuwanie
przyjemnosci i rozwoj uzaleznienia [4, 18, 26, 31, 57]. Jednak na poziomie komor-
kowym mechanizm, w wyniku ktorego receptory nikotynowe inicjuja i podtrzymuja
proces uzaleznienia, wciaz jest bardzo stabo poznany, a prezentowane dane dotycza
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jedynie sktadu podjednostek receptoréw nikotynowych oraz zwigksze-nia ich liczby
na powierzchni neuronéw [18, 31]. Oprdcz dziatania na osrodkowy uktad nerwo-
wy, dopamina jako hormon lokalny o dziataniu parakrynnym i autokrynnym stymu-
luje proliferacje komorek raka gruczohu krokowego i komorek nowotworowych w
gruczole piersiowym [36].

Stymulacja nikotyna receptora typu @432 prowadzi rowniez do uwalniania inne-
go neurotransmitera — kwasu y-aminomastowego (GABA) (ryc. 3) [37, 38]. GABA
jest najwazniejszym hamujacym neuroprzekaznikiem w mézgu. Poza tym znaczaco
obniza tempo podzialéw mitotycznych komorek raka ptuc, trzustki, jelita grubego oraz
piersi [36, 37].

a7 nAChR posredniczy w przeciwzapalnym dziataniu uktadu cholinergicznego,
w tym hamowaniu wydzielania cytokin prozapalnych, czynnikéw martwicy nowo-
twordw ¢ i blokowaniu reakcji komorek odpornosciowych, takich jak limfocyty typu
T i B[22, 44].

Jednoczesne przylaczenie si¢ nikotyny do receptorow a7 nAChR oraz hetero-
pentamerycznych nAChR zawierajacych podjednostki a4 lub a3 stymuluje uwal-
nianie neuroprzekaznikow stresowych — noradreanaliny i adrenaliny [36]. Poprzez
a7 nAChR nikotyna reguluje uwolnienie noradrenaliny w mézgu [3] i z zakonczen
nerwowych uktadu wspoélezulnego [28], jak rowniez w niektérych komoérkach no-
wotworowych [49]. W warunkach zwigkszonego poziomu noradrenaliny wykazano
zwigkszong ekspresje kinaz ERK1-ERK2, cyklooksygenazy 2, prostaglandyny PGE2
[39, 50]. Poprzez sygnalizacj¢ B-adrenergiczna regulowany jest, zalezny od aktyw-
nosci cyklazy adenylanowej, poziom cAMP (ryc. 3). Zwigkszenie poziomu cAMP
indukuje aktywno$¢ kinazy biatkowej A (PKA) oraz aktywacj¢ czynnika transkryp-
cyjnego CREB, co prowadzi do przejsciowej aktywacji receptora EGF (ryc. 3).
Noradrenalina i adrenalina aktywujac receptory P-adrenergiczne, wywoluja uwal-
nianie czynnika wzrostu srodblonka naczyn (VEGF), naskorkowego czynnika wzrostu
(EGF) i kwasu arachidonowego [45, 46, 49], ktore przyczyniaja si¢ do utraty kon-
troli nad podziatami komoérek. Wywotane nikotyna zmiany w sygnalizacji B-adrener-
gicznej zaobserwowano w dzielacych sie komdrkach nowotworowych gruczolako-
rakow pluc, trzustki i zotadka oraz rakow jelita grubego, prostaty, gruczotu sutko-
wego 1 jajnika [36].

8. PODSUMOWANIE

Nikotyna dziata poprzez receptor nikotynowy, ktéry stanowi poczatkowy element
zhozonej i jeszcze nie do konca poznanej sieci powigzan szlakow sygnalizacji komor-
kowej. Wykazuje ona bardzo silne dzialanie na komdrki, prowadzace do zmian w ich
programie podzialowym. Wspomaga proces migracji komoérek, tworzenia naczyn krwio-
nosnych oraz znaczaco zwigksza przezywalnos¢ komorek, réwniez nowotwo-rowych.
Ze wzgledu na dostepnosé i czestos¢ kontaktu z nikotyna, doglebne poznanie komor-
kowych mechanizmoéw jej dziatania wydaje si¢ bardzo istotne. Znaczacy postep po-
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czyniono w badaniach nad wpltywem tego alkaloidu na komoérki pobudliwe oraz no-
wotworowe, stosunkowo niewiele natomiast wiadomo na temat jej oddziatywania na
inne rodzaje komorek, ktore takze wyposazone sa w receptory nikotynowe.
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