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Streszczenie: Tlenek azotu (NO) syntetyzowany z L-argininy przez syntazy tlenku azotu jest silnie
dyfundujacym i reaktywnym zwiazkiem odgrywajacym duza rolg w wielu procesach fizjologicznych i
patologicznych. Jeden z tych procesow, apoptoza, odgrywa istotna role w przebiegu prawidtowego roz-
woju embrionalnego oraz utrzymaniu homeostazy organizmow wielokomérkowych. W niektérych ko-
morkach NO moze sprzyjac indukcji apoptozy (efekt pro-apoptotyczny), za§ w innych moze hamowaé
apoptozg (efekt anty-apoptotyczny). Efekt koncowy NO zalezy od stopnia produkcji zwiazku oraz jego
oddziatywania z innymi czasteczkami, takimi jak: tiole, reaktywne formy tlenu i biatka. Dhugotrwata
produkcja NO dziata jako czynnik indukujacy apoptoze przez uwalnianie cytochromu c¢ z mitochon-
driéw 1 aktywacji kaspaz, wzrostu ekspresji biatka p53, aktywacji kinaz aktywowanych stresem (JNK/
SAPK) oraz spadku ekspresji anty-apoptotycznego biatka bcl-2. W niskim badz fizjologicznym stgze-
niu NO chroni przed apoptoza poprzez uruchomienie szlakow zaleznych od cyklicznego guanozyno-5’-
monofosforanu (¢cGMP), wiazacych si¢ z aktywacja m.in. kinazy biatkowej G (PKG), wzrostem eks-
presji anty-apoptotycznych biatek bcl-2 1 hsp 70 oraz poprzez bezposrednia S-nitozylacje enzymow
efektorowych apoptozy — kaspaz. W niniejszej pracy przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczacy pro-
i antyapoptotycznego dziatania NO.

Stowa kluczowe: apoptoza, tlenek azotu (NO), anion nadazotynowy, cGMP, S-nitrozylacja, kaspazy, bcl-2.

Summary: Nitric oxide (NO), synthesized from L-arginine by NO synthases, is a small, diffusible,
highly reactive molecule with dichotomous regulatory roles under physiological and pathological con-
ditions. Apoptosis plays an important role in the development of the organism but also under various
pathological conditions. NO can exert both pro- and anti-apoptotic effects, depending on the conditions
and cell type. Long-lasting production of NO acts as a proapoptotic modulator by activating caspase
family proteases through the release of mitochondrial cytochrome ¢ into the cytosol, upregulation of
p53 expression, activation of INK/SAPK, and altering the expression of apoptosis-associated proteins
including Bcl-2 family proteins. However, low or physiological concentrations of NO prevent cells
from apoptosis via expression of protective genes such as heat shock proteins, Bcl-2 as well as direct
inhibition of the apoptotic caspase family proteases by S-nitrosylation of the cysteine thiol. Our current
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understanding of the mechanisms by which NO influences both pro- and antiapoptotic actions is discus-
sed in this review.

Key words: apoptosis, nitric oxide (NO), peroxynitrite, ¢cGMP, S-nitrosylation, caspase, bcl-2 .

Wykaz zastosowanych skrotow: AIF (apoptosis inducing factor) — czynnik indukujacy apoptoze, Apaf-
1 ( dATP/ATP-dependent apoptosic protease activating factor-1) — zalezny od dATP/ATP czynnik akty-
wujacy proteazg, A-SMase (acid sphingomielinase) — kwasna sfingomielinaza, CARD (caspase recru-
iting domain) — domena rekrutujaca kaspazg, CREB (cAMP response element binding protein) — biatko
wiazace element odpowiedzi na cAMP, cGMP (cyclic guanosine monophosphate) — cykliczny guanozy-
no monofosforan, eNOS (endothelial nitric oxide synthase) — $rodbtonkowa syntaza tlenku azotu, ERK
(extracellular signal-related kinase) — kinaza regulowana sygnalem zewnatrzkomérkowym, HSP (heat
shock proteins) — biatka szoku cieplnego, IFN — interferon, iNOS (inducible nitric oxide synthase) —
indukowalna syntaza tlenku azotu, JNK (c-Jun N-terminal kinase) — N-koncowa kinaza czynnika trans-
krypcyjnego c-Jun, MAPK (mitogen-activated protein kinase kinase kinases) — kinazy kinaz kinaz biat-
kowych aktywowanych mitogenem, mtNOS (mitochondrial nitric oxide synthase) — mitochondrialna
syntaza tlenku azotu, NADPH- — zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, nNOS
(neuronal nitric oxide synthase) — neuronalna syntaza tlenku azotu, NF—KB (nuclear factor KB) — czynnik
transkrypcyjny KB, NO (nitric oxide) — tlenek azotu, N-Smase (neutral sphingomielinase) — sfingomie-
linaza obojgtna, ODQ (IH-/1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ono) — 1-H-oksodiazolo-4,3-a/ chi-
noksalino-1-on, PARP (poli (ADP)ribose polymerase) — polimeraza poli(ADP) rybozy, PKC (protein
kinase C) — kinaza biatkowa C, PKG (protein kinase G) — kinaza biatkowa G, RNOS (reactive nitric
oxide species) — reaktywne formy tlenku azotu, ROS (reactive oxigen species) — reaktywne formy tlenu,
SAPK (stress-activated protein kinase) — kinaza aktywowana stresem, sGC (soluble guanyl cyclase) —
cytozolowa cyklaza guanylowa, Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of caspase/di-
rect inhibitor of apoptosis (IAP)-binding protein with low pI) — drugi czynnik mitochondrialny, TNF
(tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotworu.

1. WSTEP

Tlenek azotu (NO) jest lipofilowym i silnie dyfundujacym zwiazkiem, ktérego
dziatanie zalezy zar6wno od st¢zenia, jak i postaci wystgpowania w komorce. Stanowi
on rodnik uwazany za pierwotnego mediatora uszkodzen komorek oraz tkanek w stanach
chorobowych. Najnowsze badania wskazuja rowniez na jego rolg cytoprotekcyjna, ze
wzgledu na pewne wlasciwosci antyoksydacyjne [16,35]. NO jest czasteczka bioraca
udzial w bardzo wielu procesach w organizmie m.in.:

* NO stanowi parakrynny neurotransmiter w uktadzie nerwowym,

* odpowiada za rozkurczanie naczyn krwionosnych i hamowanie agregacji ptytek
krwi,

e stanowi jeden z mechanizmow cytotoksycznos$ci makrofagdw i komorek NK w
uktadzie odporno$ciowym,

* aponadto jestjednym z najefektywniejszych zwiazkoéw oczyszczajacych komorki
z wolnych rodnikow oraz regulujacych aktywnos¢ wielu kinaz i czynnikow transkryp-
cyjnych [13,45,51].

Wszystko to sprawia, ze NO jest jedna z najintensywniej badanych czasteczek, za$
w 1998 roku trzech naukowcow: F. Murad, R.F. Furchgott i L.J. Ingarro otrzymato
Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny za prace nad zbadaniem ciagu przemian
metabolicznych od L-argininy do NO.
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2. BIOCHEMIA NO

Czasteczka NO ma mata masg, obojetny tadunek, co w warunkach danej temperatury
organizmu i statej $redniej energii kinetycznej wszystkich czastek sprawia, ze NO
moze szybko dyfundowa¢ w roztworach wodnych i przez spolaryzowane blony
biologiczne. W stezeniach fizjologicznych (10 nM —5 pM) czas pottrwania (t 1/2)
czasteczki NO wynosi 1-30 s. NO tatwo utlenia si¢ w organizmie bez pomocy enzymow
do azotynu NO,", ktory nastgpnie przechodzi w stabilny azotan NO,", begdacy
ostatecznym metabolitem NO, wydalanym z organizmu [16,35]. Aktywno$¢ biologiczna
NO wiaze sig z obecnoscia w czasteczce NO niesparowanego elektronu, ktory czyni
NO wolnym rodnikiem (ryc. 1). NO ztlenem lub rodnikami tlenowymi tworzy reaktywne
formy tlenku azotu — RNOS (ang. reactive NO species). W warunkach stresu, NO
moze reagowac z anionorodnikiem ponadtlenkowym O, ™, co prowadzi do powstania
anionu nadtlenoazotynowego ONOO", ktory w §rodowisku ptynu tkankowego ulega
natychmiastowej protonacji do kwasu nadtlenoazotawego HOONO. Czasteczka tego
kwasu moze dalej ulega¢ hemolitycznemu rozpadowi do rodnika wodorotlenowego
OH' i rodnika dwutlenku azotu (NO,) lub heterolitycznemu rozpadowi do kationu
nitroniowego (NO,") i anionu wodorotlenowego (OH") [2,3,15].

Kluczowym mechanizmem regulacji procesow fizjologicznych przez NO i jego
pochodne jest posttranslacyjna modyfikacja bialek przez nitracjg lub nitrozylacje.
Nitracja wiaze sig z przytaczeniem grupy NO," do tyrozyny lub rzadziej tryptofanu.
Nitrozylacja natomiast odnosi si¢ do przytaczenia grupy NO™ do metalu lub grupy
tiolowej, zazwyczaj reszty cysteinowej (S-nitrozylacja).

Klasycznym przyktadem regulacji funkcji biatek przez NO jest bezposrednie wiazanie
si¢ z kationami metali obecnymi w pierscieniach hemowych enzymow, np. cyklazy
guanylowej, hemoglobiny czy oksydazy cytochromu c [16,35]. W wielu komédrkach
NO reaguje z kationem Fe*" zawartym w pier§cieniu hemowym cytozolowej cyklazy
guanylowej (sGC), gdzie jon zelaza jest koordynacyjnie zwiazany z pigcioma ligandami.
NO aktywuje cyklazg guanylowa przez utworzenie z Fe** zawartym w pierscieniu
hemowym wigzania koordynacyjnego, co wymusza zmiany w strukturze przestrzenne;
enzymu. W rezultacie dochodzi do powstania cGMP, ktory z kolei aktywuje szlaki
transdukcji sygnatu i fosforylacji biatek. Jednak nie wszystkie mechanizmy dziatania
NO moga by¢ wyjasnione za posrednictwem szlaku zaleznego od cGMP.

NO +0O, NO-+ O,° NO-+ H,0,

| \. |
ONOO- ONOO ‘0,
NO,
N203

RYCINA 1. Produkty reakcji NO z tlenem lub reaktywnymi formami tlenu (ROS)
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W warunkach fizjologicznych w obecnosci tlenu docelowymi grupami, z ktorymi
oddziatuje NO i jego tlenowe pochodne, sa grupy —SH. S-nitrozylacja stanowi wazna,
posttranslacyjna modyfikacje struktur biatkowych wptywajaca na funkcjonowanie biatek.
Przyktady obejmuja aktywacje lub zahamowanie enzymow, takich jak: Ras i kaspazy
[17]. Szczegoly dotyczace inaktywacji enzymow efektorowych apoptozy —kaspaz przez
S-nitrozylacje zostang podane ponize;j.

Ciekawa cecha zwiazkow tioli i tlenku azotu jest ich wzgledna stabilnos$¢, co czyni
je znakomitymi zwigzkami transportujacymi i buforujacymi tlenek azotu. Przyktadowo,
S-nitrozoalbumina stanowi 85% wszystkich nitrozotioli osocza i ma, podobnie jak
S-nitrozoglutation, zdolno$¢ do rozszerzania naczyn krwiono$nych i hamowania
agregacji plytek krwi. Ponadto, nitrozotiole wptywaja na takie procesy fizjologiczne,
jak immunostymulacja, maja wtasciwosci bakteriobdjcze i neuromodulacyjne [17, 24].

Co ciekawe, nitrozotiole znacznie wolniej reaguja z anionorodnikiem ponadtlenkowym
O, niz wolny NO, co zmniejsza stgzenie groznego produktu tych reakcji — anionu
nadtlenoazotynowego ONOO™. Niskie stgzenie nadtlenoazotynow jest wigc korzystne
dla calego organizmu, gdyz chroni przez uszkodzeniem biatek, lipidéw i DNA. Anion
nadtlenoazotynowy z latwoscia nitruje reszty tyrozyny w biatkach, za$ nitracja reszt
tyrozyny moze regulowac funkcjonowanie biatek poprzez zahamowanie fosforylacji
tyrozyny [7]. Ponadto, anion nadazotynowy uszkadza zasady azotowe w DNA,
powodujac ich utlenianie i nitrozowanie, co moze by¢ przyczyna zmian genetycznych,
czyli mutacji, o ile nie zostang one naprawione przez systemy naprawcze DNA w
komorce [10].

3. SYNTAZY TLENKU AZOTU

Endogenny tlenek azotu jest produkowany w organizmie z L-argininy przez syntaze
tlenku azotu (NOS) w reakcji:

L-arginina + NADPH + O, [J L-cytrulina + NADP + H,O + NO

Znane sa 3 izoformy syntazy tlenku azotu: neuronalna (nNOS), endotelialna (eNOS)
i indukowalna (iNOS) [5,14]. nNOS ulega statej, konstytutywnej ekspresji w mozgu,
ale rowniez w komorkach mig$ni szkieletowych, natomiast konstytutywna ekspresje
eNOS odkryto w komorkach $rodbtonka naczyniowego, ale tez w wielu innych
komorkach (monocytach, ptytkach krwi, kardiomiocytach). Konstytutywne nNOS i
eNOS ulegaja stalej ekspresji, sa zalezne od kalmoduliny (CaM) i zwiazanych z nia
jonow wapnia (Ca?*/CaM), a tym samym ich aktywnos$¢ jest regulowana wzrostem
poziomu wewnatrzkomérkowego wapnia ([Ca*']) badZ to na wskutek pobudzenia
receptorow NMDA neuronow przez glutaminian (nNOS), badz tez w wyniku dziatania
cyklu fosfoinozytolowego, aktywowanego przez receptory muskarynowe stymulowane
acetylocholing (eNOS). Indukowalna syntaza tlenku azotu (iNOS) ulega ekspresji
gtéwnie w makrofagach, komorkach Kupfera, hepatocytach pod wptywem bodzcow
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zapalnych lub stymulacji immunologicznej, a zatem nie jest obecna w wymienionych
komorkach, dopoki nie zajdzie ekspresja ich genéw w wyniku oddzialywania LPS-u,
IFN-y, IL-1 czy TNF-a [5,14]. Wielu autoréw wskazuje rowniez na istnienie czwartej
izoformy syntazy tlenku azotu — mitochondrialnej syntazy tlenku azotu (mtNOS), chociaz
jej pochodzenie i rola nie zostaty do konca wyjasnione. Wiele prac wskazuje na to, ze
mtNOS stanowi produkt alternatywnego sktadania nNOS [19,23]. W przeciwienstwie
jednak do nNOS, mtNOS podlega odmiennym modyfikacjom posttranslacyjnym: acylacji
odmiennej od acylacji eNOS oraz fosforylacji na C-koncu [19]. Dzigki obecnosci mtNOS,
zlokalizowanej w wewngtrznej btonie mitochondriow mozliwa jest konstytu-tywna
produkcja NO w mitochondriach. NO w mitochondriach stanowi regulator oddychania
mitochondrialnego. Wiaze sig on z oksydaza cytochromu ¢ (kompleks V) — ostatnim
enzymem tancucha oddechowego — i kompetytywnie hamuje go, za$ tego rodzaju
inhibicja jest odwracalna [20,42,46]. Rola mitochondrialnej produkcji NO wiaze si¢ z
regulacja intensywnosci oddychania mitochondrialnego, zwtaszcza w odniesieniu do
komorek znajdujacych si¢ daleko od naczyn wlosowatych. Komorki znajdujace sig¢
najblizej naczyn krwionosnych zazwyczaj otrzymuja najwigcej O, oraz L-argininy, co
stymuluje mtNOS oraz produkcjg NO. NO z kolei oddziatujac z oksydaza cytochromowa
zmniejsza zuzycie O,, co pozwala na dalsza dyfuzje O, w tkankach [20,42,46,53].

4. APOPTOZA

Apoptoza, inaczej programowana $mier¢ komorki, odgrywa istotna rolg w przebiegu
prawidlowego rozwoju embrionalnego, utrzymaniu homeostazy organizméw wieloko-
moérkowych oraz jest niezbedna w regulacji procesow, takich jak selekcja negatywna
auto-reaktywnych limfocytow T w grasicy, jak réwniez usuwanie dojrzatych autore-
aktywnych limfocytow T na obwodzie. Supresja procesu $mierci komérkowej moze
prowadzi¢ do rozwoju nowotwordw, choréb autoimmunologicznych i neurode-
generacyjnych. Uruchomienie procesu apoptozy zwiazane jest z dziataniem na komorke
czynnikow uszkadzajacych i niemozno$cia naprawy powstatych uszkodzen. Komorki
podlegajace apoptozie wykazuja szereg charakterystycznych zmian morfologicznych,
w tym paczkowanie btony komoérkowej, zmniejszenie objetosci komorki, kondensacje
jadra komorkowego oraz tworzenie si¢, zwiazanych z btona komorkowa, ciatek
apoptotycznych, ktore sa szybko pochtaniane i fagocytowane przez sasiadujace, zdrowe
komorki. Zapobiega to uwolnieniu zawartosci komorki i rozwojowi zapalenia [43,47].
Aktywnej, wymagajacej energii $mierci komorkowej towarzyszy rowniez fragmentacja
DNA, proteoliza biatek komérkowych, spadek transbtonowego potencjatu mitochon-
drialnego (AW ) oraz zaburzenia asymetrii blony komorkowej [43].

Molekularny mechanizm apoptozy zalezny jest od statej obecnosci w komorce biatek
zdolnych do inicjacji i transdukcji sygnatu $mierci, jak rowniez bialek bezposrednio

$mierci komoérkowej mozna podzieli¢ na trzy grupy:
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(1) prowadzace do aktywacji tzw. receptorow $mierci,

(2) stanowiace zawarto$¢ granulosomow komorek cytotoksycznych oraz

(3) uszkadzajace bezposrednio lub bedace posrednim zrédlem stresu komorkowego,
jak np. zwiazki cytotoksyczne czy tez promieniowanie jonizujace lub ultrafioletowe
[43, 47].

5. NO JAKO CZYNNIK INDUKUJACY APOPTOZE

Apoptoza indukowana NO odgrywa wazna role w dwoch rodzajach procesow:

(1) w mechanizmach cytotoksycznos$ci przeciwko komoérkom nowotworowym i
patogenom,

(i) w wielu procesach zapalnych, niedokrwiennych i neurodegeneracyjnych, gdzie
NO jest bezposrednia przyczyna niszczenia komorek i tkanek [4,41].

Indukcje apoptozy przez NO wiaze sig gtdwnie z aktywacja mitochondrialnego szlaku
apoptozy, wiazacego si¢ z uwolnieniem cytochromu ¢ z mitochondrium na wskutek utraty
potencjatu transblonowego (AW ) (ryc. 2) [48]. Uwolniony cytochrom ¢ dziafa jako kofaktor
dla zaleznego od dATP/ATP czynnika aktywujacego proteazg-1 — Apaf-1 (dATP/ATP
dependent apoptotic protease activating factor-1), ktory tworzy wraz z prokaspaza-9
kompleks, zwany apoptosomem. W dalszej kolejnosci biatko Apaf-1 zmienia swoja
konformacje przestrzenna, co umozliwia zwiazanie N-koncowej czesci jego domeny CARD
(caspase-rectruiting domain) z obszarem CARD prokaspazy-9 [6,29]. Oddziatywanie to
prowadzi do aktywacji prokaspazy-9, ktora proteolitycznie tnie kaspaze-3, rtowniez zwiazana
z apoptosomem. Wprawdzie mechanizm indukcji wyptywu cytochromu-c z mitochondriow
nie zostat doktadnie poznany, ale wiadomo, ze biora w nim udziat pro-apoptotyczne biatka
zrodziny Bcl-2: Bax, Bak, Bad, Bik i Noxa [6,29]. Innym bialkiem mitochondrialnym
uwalnianym podczas apoptozy jest Smac/DIABLO (second mitochondria-derived
activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis (IAP) - binding protein with low pl),
ktory jest dimerem wiazacym i neutralizujacym hamujace dziatanie IAP. Prowadzi to
do bardziej wydajnej aktywacji kaspazy-3 przy udziale apoptosomu [50].

5.1. Aktywacja mitochondrialnego szlaku apoptozy

Tlenek azotu moze indukowa¢ apoptoze wptywajac na uwalnianie cytochromu ¢ z
mitochondrium. Niskie stezenia NO odwracalnie hamuja oksydaze cytochromu
(kompleks IV) wspotzawodniczac z tlenem, co prowadzi do wzrostu produkeji H,0, i
0, [42,46]. W rezultacie powstajacy rodnik tlenowy — O, oddziatuje z NO tworzac
ONOO'. Zaréwno anionorodnik ponadtlenkowy, jak i ONOO~ moga powodowaé
degradacje fosfolipidu — kardiolipiny, co prowadzi do nicodwracalnego zatrzymania
tancucha oddechowego 1 apoptozy. Cytochrom ¢ pozostaje normalnie zwiazany z
kardiolipina na wewnegtrznej blonie mitochondrialnej, za$ jego peroksydacja przez
ONOO" lub O, prowadzi do uwolnienia cytochromu ¢ [20,49]. Niektorzy autorzy
wskazuja rowniez na rolg peroksydacji innych lipidéw mitochondrialnych w indukcji
apoptozy, jednak brak jest dowodow bezposrednich [39].
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5.2. Indukcja uszkodzen DNA oraz ekspresji biatka p53

Rodniki tlenowe (ROS) oraz reaktywne pochodne tlenku azotu (RNOS) moga
prowadzi¢ do uszkodzenia DNA, w efekcie koncowym indukujac apoptoze komorki w
odpowiedzi na nieodwracalne uszkodzenie materialu genetycznego. Istnieja trzy
mechanizmy, za pos$rednictwem ktorych NO moze uszkadza¢ DNA (ryc. 2). Pierwszy
mechanizm obejmuje bezposrednia reakcjg ONOO™ z DNA, drugi zahamowanie procesow
naprawczych, za$ trzeci wiaze si¢ ze zwigkszona produkcja czynnikow alkilujacych oraz
anionorodnika ponadtlenkowego [10]. W srodowisku beztlenowym, RNOS powoduja
jednoniciowe uszkodzenia DNA, jak rdowniez deaminacje cytozyny, adeniny i guaniny [10,35].
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Uszkodzenie DNA prowadzi do wlaczenia mechanizmow naprawczych zwiazanych z
ckspresja biatka pS3 oraz aktywacja enzymu jadrowego polimerazy poli(ADP) rybozy (PARP),
co sprzyja indukcji apoptozy [31,44]. Stres komoérkowy, zwiazany z uszkodzeniami DNA,
zazwyczaj w postaci peknigc jednej lub obu nici, stres oksydacyjny oraz aktywacja onkogenow
powoduja apoptoze indukowana wzrostem aktywnos$ci biatka p53. Bialko to moze w
odwracalny sposob zatrzymywac cykl komorkowy w fazie G1, dzigki temu Ze tworzy potaczenia
m.in. z bialkiem TBF, bedacym sktadowa czynnika transkrypcyjnego TFIID. Powstaty
kompleks blokuje transkrypcje niektorych genow w tym onkogenow c-fos i c-jun, ktdrych
produkty sa niezbedne do przebiegu cyklu komorkowego. Prawidlowy przebieg replikacji
DNA w komorce uniemozliwia tworzenie biatku p53 takich potaczen [4,22]. Biatko p53
moze ponadto indukowac apoptoze poprzez wzrost ekspresji genéw kodujacych biatka bedace
bezposrednimi wykonawcami szlaku $mierci: Fas, FasL, DR5, DcR1 i Bax [4,22].Wykazano,
ze NO powoduje wzrost ekspresji biatka p53 1 jego akumulacje w komoree, co z kolei powoduje
zahamowanie cyklu komoérkowego oraz wzrost ekspresji proapoptotycznego biatka bax i
zmniejszenie ekspresji anty-apoptotycznego biatka bel-2 [21,25].

5.3. Aktywacja szlakow apoptotycznych pod wptywem ceramidu

Wykazano, ze NO powoduje wzrost produkcji ceramidu poprzez zwigkszenie
aktywnosci obojetnej sfingomielinazy (N-SMase) w komorkach HL-60 oraz komorkach
ktebuszka nerkowego [26]. Ceramid stanowi wazny wtdrny przekaznik informacji w
komorkach, wplywajacy na szereg procesoéw biologicznych, takich jak: zapalenie, wzrost
komorek, réznicowanie i apoptoza. Pomimo mozliwej syntezy de novo, wigkszos¢
sfingomielin obecnych na terenie komorki moze stanowi¢ zrédto ceramidu dzigki
aktywnosci dwoch enzymow: kwasnej sfingomielinazy (A-SMase) oraz obojgtnej
sfingomielinazy (N-SMase) [26]. Udziat ceramidu w indukcji apoptozy zalezy od typu
badanych tkanek oraz komorek [12,26] i wiaze si¢ z aktywacja kilku szlakow apoptozy,
m.in. aktywacja kaspazy-9 1 -3, aktywacja szlaku kinaz JINK/SAPK, zahamowaniem
kinazy bialkowej B/Akt oraz supresja ekspresji bel-2 [12,26] (ryc. 2).

5.4.NO aktywuje kinazy biatkowe

Apoptoza indukowana przez NO wiaze si¢ z aktywacja szeregu kinaz biatkowych
serynowo-treoninowych — MAPKSs (mitogen-activated protein kinases), w zaleznos$ci
od zastosowanego donora NO oraz rodzaju badanych komoérek. MAP kinazy sa
aktywowane w odpowiedzi na stymulacjg receptorow sprzggnigtych z biatkami G oraz
aktywacje biatek G. Aktywacja ,,matego biatka G’ — biatka Ras prowadzi do aktywacji
kaskady kinaz MAP, ktére fosforyluja ireguluja aktywnos¢ kolejnych kinaz MAP na
szlaku przekazywania sygnatu oraz enzymow i czynnikow trakskrypeyjnych (m.in. c-
Jun, CREB), wptywajacych na ekspresje wielu genow (ryc. 2) [11,41,45].

Wykazano, ze NO moze aktywowac kinazy MAP, takie jak: INK (c-Jun N terminal
kinase)/SAPK (stress-activated protein kinase) oraz p38 MAPK, biorace udziat w indukc;ji
apoptozy [11,41,45]. Atenuacja kinazy INK/SAPK za pomoca antysensowych nukleotydow
hamowata apoptozg oraz akumulacje biatka pS3 po podaniu S-nitrozoglutationu komorkom
RAW 264.7 [27,28]. W podobny sposdb wykazano, ze w komdrkach RAW 264.7
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poddawanych dziataniu donoréw SNP (nitroprusydku sodu) lub S-nitrozoglutationu,
nadekspresja kinazy biatkowej C (PKC) chronita komorki przed indukcja apoptozy
przez NO [8]. W komdrkach HL-60, apoptoza indukowana przez SNP byta blokowana
przez inhibitor kinazy p38, SB203580 [28]. W komorkach neuronalnych SH-SYS5Y
donor jonu nadazotynowego, SIN-1 indukowat fosforylacje kinazy p38 MAPK oraz
kinazy ERK (extracellular signal-related kinase), prowadzaca do aktywacji kaspazy
3 oraz fragmentacji DNA [40].

6. ANTY-APOPTOTYCZNE DZIALANIE NO

Chociaz NO moze w pewnych warunkach oraz w pewnych komorkach indukowa¢
apoptoze, to jednak w wielu badaniach udato si¢ wykazac, ze w niskich stezeniach NO
ma dziatanie cytoprotekcyjne. Podloze biochemiczne antyapoptotycznego dziatania NO
wiaze si¢ z uruchomieniem szeregu komorkowo-specyficznych szlakow transdukcji
sygnatu, z ktoérych najwazniejszym szlakiem wydaje sig obecnie by¢ szlak zalezny od
c¢GMP. Ogolnie, antyapoptotyczne dzialanie NO mozemy podzieli¢ na mechanizmy
zalezne 1 niezalezne od cGMP (ryc. 2). NO moze rowniez bezposrednio wplywac na
aktywnos$¢ enzymow bioracych udziat w apoptozie poprzez S-nitrozylacje.

6.1. Efekty ochronne zalezne od cGMP

Jak wspomniano powyzej, zwiagzanie NO z hemem obecnym w cyklazie guanylowe;j
prowadzi do aktywacji enzymu i produkcji cGMP. Mechanizmy dzialania cGMP mozna
nasladowac¢ za pomoca 8-bromo-cGMP, analogu cGMP, za$ dodanie 1-H-oksodiazolo-
4,3-a chinoksalino-1-onu (ODQ) prowadzi do zahamowania tych szlakow. Efekt
dziatania NO za posrednictwem cGMP moze mie¢ charakter zardwno cytoprotekcyjny,
jak i prowadzacy do indukcji apoptozy, w zaleznosci od typu komorek [45]. Wykazano,
ze cGMP chroni przed apoptoza komorki nerwowe, hepatocyty i limfocyty [41,45]. W
hepatocytach apoptoza indukowana przez TNF-a oraz aktywnos¢ kaspazy-3 ulegata
redukcji przy ekspozycji na 8-bromo-GMP, za$§ uzycie KT5823 — inhibitora kinazy
biatkowej G (PKQ), zaleznej od cGMP znosito ochronny charakter analogu cGMP.
Supresja aktywnoSci kaspazy-3 w hepatocytach eksponowanych na NO byta czgéciowo
blokowana przez ODQ [25]. Kinazy zalezne od cyklicznych nukleotyddw sa aktywne
tylko w niektérych typach komoérek. W szczurzych komoérkach migsniowki gladkiej
naczyn, 8-bromo-cGMP oraz S-nitrozoglutation indukowaty apoptozg w komorkach
zakazonych adenowirusem z genem dla PKG. Do apoptozy nie dochodzilo ani w
komorkach zakazonych, ani niezakazonych adenowirusem i dopiero zmiana poziomu
PKG zmieniata wrazliwos¢ tych komoérek na NO oraz cGMP [9].

Zahamowanie PKA za pomoca specyficznego inhibitora KT5720 w komoérkach
hepatocytow blokowato ochronny efekt cGMP, ale jedynie czgsciowo, za$ cykliczny
AMP i cGMP modulowaly apoptoze indukowana przez TNF-0 w sposob zalezny i
niezalezny od PKA [33].
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Inng droga ochronna zalezna od ¢cGMP jest hamowanie przez NO apoptozy
indukowanej przez produkcj¢ ceramidu. W ludzkich monocytach U937 egzogenny NO
hamuje apoptoze¢ indukowana przez TNF-a i uwalnianie ceramidu, za§ ochronny efekt
NO dziata za posrednictwem szlaku zaleznego od cGMP [3].

Ochronny efekt cGMP moze by¢ rowniez indukowany poprzez wzrost ekspres;ji biatek
zrodziny bel-2 (ryc. 2). Wspomniana rodzina biatek bel-2 jest bezposrednio zaangazowana
W utrzymanie integralnosci mitochondriow. Do chwili obecnej w obrebie tej rodziny
zidentyfikowano 18 bialek o dziataniu zardwno pro-, jak i anty-apoptotycznym. Wigkszo$¢
anty-apoptotycznych bialek z rodziny bcl-2 zawiera C-koncowa domeng hydrofobowa,
ktéra umozliwia ich zakotwiczenie w blonie mitochondrialnej, w blonie jadrowej oraz w
siateczce Srodplazmatycznej. Biatka bel-2 1 bel-X| dziataja jako ,,straznicy” mitochon-
drium, hamujac uwalnianie cytochromu c i przeciwdziatajac kaskadowej aktywacji kaspaz.
Pro-apoptotyczne biatka z rodziny Bcel-2 (Bid, Bax, Bal, Bim i Noxa) sa zlokalizowane
glownie w cytoplazmie lub sa zwiazane z biatkami cytoszkieletu. Po zadzialaniu czynnikow
apoptotycznych bialka te ulegaja translokacji do zewngtrznej btony mitochondrialne;j,
gdzie spetniaja swoja rolg [29, 43].

NO zapobiega spadkowi ekspresji biatka bel-2 oraz mRNA w komorkach limfocytow
B [18]. NO moze rowniez zmienia¢ poziom ekspresji bel-2 i bax indukujac czynnik
transkrypcyjny p53. NO podany myszom ,,knock-out” dla genu iNOS zmniejszat poziom
p53, co zkolei zmniejszato poziom ekspresji pro-apoptotycznego bax oraz zwigkszato
ekspresje anty-apoptotycznego bel-2 1 bel-x1. Zmiana stosunku ekspresji bax i bel-2 w
obecnosci NO moze mie¢ znaczacy wptyw na przebieg apoptozy [30].

6.3. Zmiany ekspresji biatek szoku cieplnego

NO indukuje rowniez ekspresj¢ biatek o charakterze cytoprotekcyjnym, zwanych
biatkami szoku cieplnego — hsp (heat shock proteins) (ryc. 2). Cytokiny indukuja
ekspresje hsp 70 w drodze zaleznej od NO i chronia komorki wysepek trzustkowych
przed apoptoza, jednak nie indukuja ekspresji hsp 70 w myszach z ,,knock-out” genu
iNOS [34]. Mechanizm molekularny zwigzany z tym procesem ma prawdopodobnie
dwa podtoza: hsp70 hamuje oligomeryzacje Apaf-1, wiazac si¢ z domena rekrutujaca
kaspazy — CARD (caspase-recruiting domain), co prowadzi do wstrzymania
tworzenia si¢ apoptosomu [1] lub hsp70 posredniczy, jako biatko opiekuncze, w
transporcie biatek do mitochondrium, hamujac uwalnianie cytochromu c [37]. Hsp90
oddziatuje rowniez na sama produkcje NO przez eNOS 1 iNOS. Wykazano, ze hsp90
dziata jako allosteryczny aktywator eNOS, zwickszajac aktywno$¢ eNOS poprzez
wzmocnienie wigzania si¢ kalmoduliny. W przypadku iNOS wykazano jedynie zdolnos¢
hsp90 do zwigkszania produkcji NO, za$ doktadny mechanizm tego oddziatywania nie
jest do konca poznany [52].

Ponadto, w ludzkich komdrkach endotelialnych oraz komoérkach COS-7 wykazano,
ze hsp 70 moze wptywac bezposrednio na produkcje cGMP, wiazac sig z cytozolowa
cyklaza guanylowa [2], co §wiadczy o nowej, niezbadanej dotychczas roli hsp70 w
regulacji szlakow zaleznych od cGMP.
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6.4. NO hamuje kaspazy w drodze S-nitrozylacji

Kaspazy stanowia rodzing proteaz cysternowych, sktadajaca si¢ z 14 izoform, ktore
funkcjonalnie mozna podzieli¢ na biorace udziat w apoptozie (kaspaza -2, -3, -6, -7, -8, -9
1-10) oraz takie, ktorych najwazniejsza rola jest udzial w aktywacji cytokin (kaspaza -1, -
4,-5 1-11). Niewiele wiadomo o roli kaspazy -12, -13 i -14. Kaspazy sa syntetyzowane
jako zymogeny, a sygnal apoptotyczny powoduje konwersje prekursorow do aktywnych
enzymow, indukowana oligomeryzacja. Jak wigkszo$¢ biatek, kaspazy rowniez podlegaja
modyfikacjom postranslacyjnym, zmieniajacym ich aktywnos¢. Jednym z gtéwnych rodzajow
modyfikacji kaspaz jest fosforylacja zazwyczaj zwiazana z supresja apoptozy mediowana
przez receptory czynnikow wzrostowych [43,50].

Innym sposobem post-translacyjnej modyfikacji kaspaz jest S-nitrozylacja. NO jest
czasteczka obojetna i wykazuje staba reaktywnos¢ z grupami tiolowymi w pH
neutralnym, natomiast pochodna NO — ONOO- reaguje z grupami tiolowymi tysiac
razy szybciej niz sam NO. Wykazano, ze miejsca aktywne kaspazy-1, -2, -3, -4, -6, -7
i -8 ulegaja odwracalnej S-nitrozylacji, zas indukcja apoptozy w drodze Fas/FasL
prowadzi do denitrozylacji kaspazy 3 (ryc. 2) [17,32,36)]. Denitrozylacja zwigksza
aktywnos$¢ kaspazy-3, cho¢ nie wplywa na obrébke prokaspazy-3. Szlak wiodacy do
denitrozylacji nie zostat dotychczas w pelni poznany, jednak uwaza sig, ze nitrozylacja
1 denitrozylacja stale towarzysza apoptozie [32,36]. Zdolno$¢ NO do S-nitrozylacji
kaspaz bedzie zalezata od dostgpnosci NO oraz O, 1innych zwigzkow zawierajacych
grupy tiolowe, takich jak: glutation czy wolna cysteina.

7. ZNACZENIE ROLI TLENKU AZOTU W INDUKCJI
APOPTOZY ORAZ PRZEZYWANIU KOMOREK

Utrzymanie homeostazy jest mozliwe dzigki zachowaniu rownowagi pomiedzy podziatem
komorek a ich $miercia. Zaburzenie tej rOwnowagi ma zwiazek z patogeneza szeregu
chorodb, zas NO moze wplywac na kierunek rownowagi, indukujac lub hamujac apoptozg.
Przykladowo, apoptoza za posrednictwem NO moze pogarsza¢ funkcjo-nowanie narzadow,
prowadzac do m.in. miazdzycy naczyn oraz choréb neurodegeneracyjnych. Z drugiej strony,
odpowiednie ilosci NO moga hamowac¢ niepozadana apoptozg, jaka ma miejsce w przypadku
niewydolnosci watroby podczas sepsy, oraz uszkodzenia komorek endotelialnych (miazdzyca
i przerost intimy) czy komoérek neuronalnych wskutek niedotlenienia. Z drugiej strony
antyapoptotyczne dziatanie NO w stosunku do komorek zuszkodzonym DNA, ktore powinny
zgina¢ w wyniku aktywacji szlakow apoptotycznych, moze prowadzi¢ do rozwoju
nowotworow. NO wydaje si¢ mie¢ duze znaczenie w patogenezie chordb zakaznych.
Przyktadowo, NO produkowany w zakazeniu Mycobacterium tuberculosis ma na celu
zabicie makrofagéw zakazonych pratkami, jednak jednoczes$nie moze powodowac apoptoze
limfocytow T odpowiedzialnych za rozwdj odpowiedzi immunologicznej przeciwko zakazeniu
pratkami [38].
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Tym samym, regulacja produkcji NO stanowi cenne potencjalne narzedzie terape-
utyczne, ktére mozna wykorzysta¢ w terapii chorob, w przypadku ktorych mamy do
czynienia ze zmienionym poziomem indukcji apoptozy i/lub tlenku azotu.
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