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 Streszczenie:  Tlenek azotu (NO) syntetyzowany z L-argininy przez syntazy tlenku azotu jest silnie
dyfunduj¹cym  i reaktywnym zwi¹zkiem odgrywaj¹cym du¿¹ rolê w wielu procesach fizjologicznych i
patologicznych. Jeden z tych procesów, apoptoza, odgrywa istotn¹ rolê w przebiegu prawid³owego roz-
woju embrionalnego oraz  utrzymaniu homeostazy organizmów wielokomórkowych. W niektórych ko-
mórkach NO mo¿e sprzyjaæ indukcji apoptozy (efekt pro-apoptotyczny), za� w innych mo¿e hamowaæ
apoptozê (efekt anty-apoptotyczny). Efekt koñcowy NO zale¿y od stopnia produkcji zwi¹zku oraz jego
oddzia³ywania z innymi cz¹steczkami, takimi jak: tiole, reaktywne formy tlenu i bia³ka.  D³ugotrwa³a
produkcja NO dzia³a jako czynnik indukuj¹cy apoptozê  przez uwalnianie cytochromu c z mitochon-
driów i aktywacji kaspaz, wzrostu ekspresji bia³ka p53, aktywacji kinaz aktywowanych stresem (JNK/
SAPK) oraz spadku ekspresji anty-apoptotycznego bia³ka bcl-2. W niskim b¹d� fizjologicznym stê¿e-
niu NO chroni przed apoptoz¹ poprzez uruchomienie szlaków zale¿nych od cyklicznego guanozyno-5�-
monofosforanu (cGMP), wi¹¿¹cych siê z aktywacj¹ m.in. kinazy bia³kowej  G (PKG), wzrostem eks-
presji anty-apoptotycznych bia³ek bcl-2 i hsp 70 oraz poprzez bezpo�redni¹ S-nitozylacjê enzymów
efektorowych apoptozy � kaspaz.  W niniejszej pracy przedstawiono obecny stan wiedzy dotycz¹cy pro-
i antyapoptotycznego dzia³ania NO.

S³owa 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 c into the cytosol, upregulation of
p53 expression, activation of JNK/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 skrótów: AIF (apoptosis inducing factor)  �  czynnik indukuj¹cy apoptozê, Apaf-
1 ( dATP/ATP-dependent apoptosic protease activating factor-1) � zale¿ny od   dATP/ATP czynnik akty-
wuj¹cy proteazê, A-SMase (acid sphingomielinase) � kwa�na sfingomielinaza, CARD  (caspase recru-
iting domain) � domena rekrutuj¹ca kaspazê, CREB  (cAMP response element binding protein) � bia³ko
wi¹¿¹ce element odpowiedzi na cAMP, cGMP  (cyclic guanosine monophosphate) � cykliczny guanozy-
no monofosforan, eNOS  (endothelial nitric oxide synthase) � �ródb³onkowa syntaza tlenku azotu, ERK
(extracellular signal-related kinase) � kinaza regulowana sygna³em zewn¹trzkomórkowym, HSP (heat
shock proteins) � bia³ka szoku cieplnego, IFN � interferon, iNOS (inducible nitric oxide synthase) �
indukowalna syntaza tlenku azotu,  JNK (c-Jun N-terminal kinase) � N-koñcowa kinaza czynnika trans-
krypcyjnego c-Jun, MAPK (mitogen-activated protein kinase kinase kinases) � kinazy kinaz kinaz bia³-
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−−−−−κB (nuclear factor κB) � czynnik
transkrypcyjny κB,  NO (nitric oxide) � tlenek azotu, N-Smase (neutral sphingomielinase) � sfingomie-
linaza obojêtna,  ODQ (1H-[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 bia³kowa C, PKG (protein kinase G) � kinaza bia³kowa 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. WSTÊP

Tlenek azotu (NO) jest lipofilowym i silnie dyfunduj¹cym zwi¹zkiem, którego
dzia³anie zale¿y zarówno od stê¿enia, jak i postaci wystêpowania w komórce. Stanowi
on rodnik uwa¿any za pierwotnego mediatora uszkodzeñ komórek  oraz tkanek w stanach
chorobowych. Najnowsze badania wskazuj¹ równie¿ na jego rolê cytoprotekcyjn¹, ze
wzglêdu na pewne w³a�ciwo�ci antyoksydacyjne [16,35]. NO jest cz¹steczk¹ bior¹c¹
udzia³ w bardzo wielu procesach w organizmie m.in.:

• NO stanowi parakrynny neurotransmiter w uk³adzie nerwowym,
• odpowiada za rozkurczanie naczyñ krwiono�nych i hamowanie agregacji p³ytek

krwi,
• stanowi jeden z mechanizmów cytotoksyczno�ci makrofagów i komórek NK w

uk³adzie odporno�ciowym,
• a ponadto jest jednym z najefektywniejszych zwi¹zków oczyszczaj¹cych komórki

z wolnych rodników oraz reguluj¹cych aktywno�æ wielu kinaz i czynników transkryp-
cyjnych [13,45,51].

Wszystko to sprawia, ¿e NO jest jedn¹ z najintensywniej badanych cz¹steczek, za�
w 1998 roku trzech naukowców: F. Murad, R.F. Furchgott i L.J. Ingarro otrzyma³o
Nagrodê Nobla w dziedzinie medycyny za pracê nad zbadaniem ci¹gu przemian
metabolicznych od L-argininy do NO.
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2. BIOCHEMIA NO

Cz¹steczka NO ma ma³¹ masê, obojêtny ³adunek, co w warunkach danej temperatury
organizmu i  sta³ej �redniej energii kinetycznej wszystkich cz¹stek sprawia, ¿e NO
mo¿e szybko dyfundowaæ w roztworach wodnych i przez spolaryzowane b³ony
biologiczne. W stê¿eniach fizjologicznych (10 nM �5 µM) czas pó³trwania (t 1/2)
cz¹steczki NO wynosi 1�30 s. NO ³atwo utlenia siê w organizmie bez pomocy enzymów
do azotynu NO

2
�, który nastêpnie przechodzi w stabilny azotan NO

3
�, bêd¹cy

ostatecznym metabolitem NO, wydalanym z  organizmu [16,35]. Aktywno�æ biologiczna
NO wi¹¿e siê z obecno�ci¹ w cz¹steczce NO niesparowanego elektronu, który czyni
NO wolnym rodnikiem (ryc. 1). NO  z tlenem lub rodnikami tlenowymi tworzy reaktywne
formy tlenku azotu � RNOS (ang. reactive NO species). W warunkach stresu, NO
mo¿e reagowaæ z anionorodnikiem ponadtlenkowym O

2
�·, co prowadzi do powstania

anionu nadtlenoazotynowego ONOO�, który w �rodowisku p³ynu tkankowego ulega
natychmiastowej protonacji do kwasu nadtlenoazotawego HOONO.  Cz¹steczka tego
kwasu mo¿e dalej ulegaæ hemolitycznemu  rozpadowi do rodnika wodorotlenowego
OH·  i rodnika dwutlenku azotu (NO

2
·)  lub heterolitycznemu rozpadowi do kationu

nitroniowego (NO
2
+) i anionu wodorotlenowego (OH-) [2,3,15].

Kluczowym mechanizmem regulacji procesów fizjologicznych przez NO i jego
pochodne  jest posttranslacyjna modyfikacja bia³ek przez nitracjê lub nitrozylacjê.
Nitracja wi¹¿e siê z przy³¹czeniem grupy NO

2
+ do tyrozyny lub rzadziej tryptofanu.

Nitrozylacja natomiast odnosi siê do przy³¹czenia grupy NO+ do metalu lub grupy
tiolowej, zazwyczaj reszty cysteinowej (S-nitrozylacja).

Klasycznym przyk³adem regulacji funkcji bia³ek przez NO jest  bezpo�rednie wi¹zanie
siê z kationami metali obecnymi w pier�cieniach hemowych enzymów, np. cyklazy
guanylowej, hemoglobiny czy oksydazy cytochromu c [16,35]. W wielu komórkach
NO reaguje z kationem  Fe3+ zawartym w pier�cieniu hemowym cytozolowej cyklazy
guanylowej (sGC), gdzie jon ¿elaza jest koordynacyjnie zwi¹zany z piêcioma ligandami.
NO aktywuje cyklazê guanylow¹ przez utworzenie z Fe3+ zawartym w pier�cieniu
hemowym wi¹zania koordynacyjnego, co wymusza zmiany w strukturze przestrzennej
enzymu. W rezultacie dochodzi do powstania cGMP, który z kolei aktywuje szlaki
transdukcji sygna³u i fosforylacji bia³ek. Jednak nie wszystkie mechanizmy dzia³ania
NO mog¹ byæ wyja�nione za po�rednictwem szlaku zale¿nego od cGMP.

RYCINA 1. Produkty reakcji NO z tlenem lub reaktywnymi formami tlenu (ROS)
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 W warunkach fizjologicznych  w obecno�ci tlenu docelowymi grupami, z którymi
oddzia³uje NO  i jego tlenowe pochodne,  s¹ grupy �SH. S-nitrozylacja stanowi  wa¿n¹,
posttranslacyjn¹ modyfikacjê  struktur bia³kowych wp³ywaj¹c¹ na funkcjonowanie bia³ek.
Przyk³ady obejmuj¹ aktywacjê lub zahamowanie  enzymów, takich jak: Ras i kaspazy
[17]. Szczegó³y dotycz¹ce inaktywacji enzymów efektorowych apoptozy � kaspaz przez
S-nitrozylacjê zostan¹ podane poni¿ej.

Ciekaw¹ cech¹ zwi¹zków tioli i tlenku azotu jest ich wzglêdna stabilno�æ, co czyni
je znakomitymi zwi¹zkami transportuj¹cymi i buforuj¹cymi tlenek azotu. Przyk³adowo,
S-nitrozoalbumina stanowi 85% wszystkich nitrozotioli osocza i ma, podobnie jak
S-nitrozoglutation, zdolno�æ do rozszerzania naczyñ krwiono�nych i hamowania
agregacji p³ytek krwi. Ponadto, nitrozotiole wp³ywaj¹ na takie procesy fizjologiczne,
jak immunostymulacja, maj¹ w³a�ciwo�ci bakteriobójcze i neuromodulacyjne [17, 24].

Co ciekawe, nitrozotiole znacznie wolniej reaguj¹ z anionorodnikiem ponadtlenkowym
O

2
�· ni¿ wolny NO, co zmniejsza stê¿enie gro�nego produktu tych reakcji � anionu

nadtlenoazotynowego ONOO�. Niskie stê¿enie nadtlenoazotynów jest wiêc korzystne
dla ca³ego organizmu, gdy¿ chroni przez uszkodzeniem bia³ek, lipidów i DNA. Anion
nadtlenoazotynowy  z ³atwo�ci¹ nitruje reszty tyrozyny w bia³kach, za� nitracja reszt
tyrozyny mo¿e regulowaæ funkcjonowanie bia³ek poprzez zahamowanie fosforylacji
tyrozyny [7]. Ponadto, anion nadazotynowy uszkadza zasady azotowe w DNA,
powoduj¹c ich utlenianie i nitrozowanie, co mo¿e byæ przyczyn¹ zmian genetycznych,
czyli mutacji, o ile nie zostan¹ one naprawione przez systemy naprawcze DNA w
komórce [10].

3. SYNTAZY TLENKU AZOTU

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

L-arginina + NADPH + O
2
 ⇒ L-cytrulina + NADP + H

2
O + NO

Znane s¹ 3 izoformy syntazy tlenku azotu: neuronalna (nNOS), endotelialna (eNOS)
i indukowalna (iNOS) [5,14]. nNOS ulega sta³ej, konstytutywnej  ekspresji w mózgu,
ale równie¿ w komórkach miê�ni szkieletowych, natomiast konstytutywn¹ ekspresjê
eNOS odkryto w komórkach �ródb³onka naczyniowego, ale te¿ w wielu innych
komórkach (monocytach, p³ytkach krwi, kardiomiocytach). Konstytutywne nNOS i
eNOS ulegaj¹ sta³ej ekspresji, s¹ zale¿ne od kalmoduliny (CaM) i zwi¹zanych z ni¹
jonów wapnia (Ca2+/CaM), a tym samym ich aktywno�æ jest regulowana wzrostem
poziomu wewn¹trzkomórkowego wapnia ([Ca2+]

i
) b¹d� to na wskutek pobudzenia

receptorów NMDA neuronów przez glutaminian (nNOS), b¹d� te¿ w wyniku dzia³ania
cyklu fosfoinozytolowego, aktywowanego przez receptory muskarynowe stymulowane
acetylocholin¹ (eNOS). Indukowalna syntaza tlenku azotu (iNOS) ulega ekspresji
g³ównie w makrofagach, komórkach Kupfera, hepatocytach pod wp³ywem bod�ców
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zapalnych lub stymulacji immunologicznej, a zatem nie jest obecna w wymienionych
komórkach, dopóki nie zajdzie ekspresja ich genów  w wyniku oddzia³ywania LPS-u,
IFN-γ, IL-1 czy TNF-α [5,14]. Wielu autorów wskazuje równie¿ na istnienie czwartej
izoformy syntazy tlenku azotu � mitochondrialnej syntazy tlenku azotu (mtNOS), chocia¿
jej pochodzenie i rola nie zosta³y do koñca wyja�nione. Wiele prac wskazuje na to, ¿e
mtNOS stanowi produkt alternatywnego sk³adania nNOS [19,23]. W przeciwieñstwie
jednak do nNOS, mtNOS podlega odmiennym modyfikacjom posttranslacyjnym: acylacji
odmiennej od acylacji eNOS oraz fosforylacji na C-koñcu [19]. Dziêki obecno�ci mtNOS,
zlokalizowanej w wewnêtrznej b³onie mitochondriów mo¿liwa jest konstytu-tywna
produkcja NO w mitochondriach. NO w mitochondriach stanowi regulator oddychania
mitochondrialnego. Wi¹¿e siê on z oksydaz¹ cytochromu c (kompleks IV) � ostatnim
enzymem ³añcucha oddechowego � i kompetytywnie hamuje go, za� tego rodzaju
inhibicja jest odwracalna [20,42,46]. Rola mitochondrialnej produkcji NO wi¹¿e siê z
regulacj¹ intensywno�ci oddychania mitochondrialnego, zw³aszcza w odniesieniu do
komórek znajduj¹cych siê daleko od naczyñ w³osowatych. Komórki znajduj¹ce siê
najbli¿ej naczyñ krwiono�nych zazwyczaj otrzymuj¹ najwiêcej O

2
 oraz L-argininy, co

stymuluje mtNOS oraz produkcjê NO. NO z kolei oddzia³uj¹c z oksydaz¹ cytochromow¹
zmniejsza zu¿ycie O

2
, co pozwala na dalsz¹ dyfuzjê O

2
 w tkankach [20,42,46,53].

 4. APOPTOZA

Apoptoza, inaczej programowana �mieræ komórki, odgrywa istotn¹ rolê w przebiegu
prawid³owego rozwoju embrionalnego, utrzymaniu homeostazy organizmów wieloko-
mórkowych  oraz jest niezbêdna w regulacji procesów, takich jak selekcja negatywna
auto-reaktywnych limfocytów T w grasicy, jak równie¿ usuwanie dojrza³ych autore-
aktywnych limfocytów T na obwodzie. Supresja procesu �mierci komórkowej mo¿e
prowadziæ do rozwoju nowotworów, chorób autoimmunologicznych i neurode-
generacyjnych. Uruchomienie procesu apoptozy zwi¹zane jest z dzia³aniem na komórkê
czynników uszkadzaj¹cych i niemo¿no�ci¹ naprawy powsta³ych uszkodzeñ. Komórki
podlegaj¹ce apoptozie wykazuj¹ szereg charakterystycznych zmian morfologicznych,
w tym p¹czkowanie b³ony komórkowej, zmniejszenie objêto�ci komórki, kondensacjê
j¹dra komórkowego oraz tworzenie siê, zwi¹zanych z b³on¹ komórkow¹, cia³ek
apoptotycznych, które s¹ szybko poch³aniane i fagocytowane przez s¹siaduj¹ce, zdrowe
komórki. Zapobiega to uwolnieniu zawarto�ci komórki i rozwojowi zapalenia [43,47].
Aktywnej, wymagaj¹cej energii �mierci komórkowej towarzyszy równie¿ fragmentacja
DNA,  proteoliza bia³ek komórkowych, spadek transb³onowego potencja³u mitochon-
drialnego (∆Ψ

m
) oraz zaburzenia asymetrii b³ony komórkowej [43].

Molekularny mechanizm apoptozy zale¿ny jest od sta³ej obecno�ci w komórce bia³ek
zdolnych do inicjacji i transdukcji sygna³u �mierci, jak równie¿ bia³ek bezpo�rednio
bior¹cych udzia³ w fazie wykonawczej PCD. Czynniki inicjuj¹ce dzia³anie maszynerii
�mierci komórkowej mo¿na podzieliæ na trzy grupy:
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(1)  prowadz¹ce do aktywacji tzw. receptorów �mierci,
(2)  stanowi¹ce zawarto�æ granulosomów komórek cytotoksycznych oraz
(3)  uszkadzaj¹ce bezpo�rednio lub bêd¹ce po�rednim �ród³em stresu komórkowego,

jak np. zwi¹zki cytotoksyczne czy te¿ promieniowanie jonizuj¹ce lub ultrafioletowe
[43, 47].

 5. NO JAKO CZYNNIK INDUKUJ¥CY APOPTOZÊ

Apoptoza indukowana NO odgrywa wa¿n¹ rolê w dwóch rodzajach procesów:
(i)  w mechanizmach cytotoksyczno�ci przeciwko komórkom nowotworowym i

patogenom,
(ii)  w wielu procesach zapalnych, niedokrwiennych i neurodegeneracyjnych, gdzie

NO jest bezpo�redni¹ przyczyn¹ niszczenia komórek i tkanek [4,41].
Indukcjê apoptozy przez NO wi¹¿e siê g³ównie z aktywacj¹ mitochondrialnego szlaku

apoptozy, wi¹¿¹cego siê z uwolnieniem cytochromu c z mitochondrium na wskutek utraty
potencja³u transb³onowego (∆Ψ

m
) (ryc. 2) [48]. Uwolniony cytochrom c dzia³a jako kofaktor

dla zale¿nego od dATP/ATP czynnika aktywuj¹cego proteazê-1 � Apaf-1 (dATP/ATP
dependent apoptotic protease activating factor-1), który tworzy wraz z prokaspaz¹-9
kompleks, zwany apoptosomem. W dalszej kolejno�ci bia³ko Apaf-1 zmienia swoj¹
konformacjê przestrzenn¹, co umo¿liwia zwi¹zanie N-koñcowej czê�ci jego domeny CARD
(caspase-rectruiting domain) z obszarem CARD prokaspazy-9 [6,29]. Oddzia³ywanie to
prowadzi do aktywacji prokaspazy-9, która proteolitycznie tnie kaspazê-3, równie¿ zwi¹zan¹
z apoptosomem. Wprawdzie mechanizm indukcji wyp³ywu cytochromu-c z mitochondriów
nie zosta³ dok³adnie poznany, ale wiadomo, ¿e bior¹ w nim udzia³ pro-apoptotyczne bia³ka
z rodziny Bcl-2: Bax, Bak, Bad, Bik i Noxa [6,29]. Innym bia³kiem mitochondrialnym
uwalnianym podczas apoptozy jest Smac/DIABLO (second mitochondria-derived
activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis (IAP) - binding protein with low pI),
który jest dimerem wi¹¿¹cym i neutralizuj¹cym hamuj¹ce dzia³anie IAP. Prowadzi to
do bardziej wydajnej aktywacji kaspazy-3 przy udziale apoptosomu [50].

5.1. Aktywacja mitochondrialnego szlaku apoptozy

Tlenek azotu mo¿e indukowaæ apoptozê  wp³ywaj¹c na uwalnianie cytochromu c z
mitochondrium. Niskie stê¿enia NO odwracalnie hamuj¹  oksydazê cytochromu
(kompleks IV) wspó³zawodnicz¹c z tlenem, co prowadzi  do wzrostu produkcji H

2
O

2
 i

O
2
 [42,46]. W rezultacie powstaj¹cy rodnik tlenowy � O

2
�· oddzia³uje z NO tworz¹c

ONOO�. Zarówno anionorodnik ponadtlenkowy, jak i ONOO� mog¹ powodowaæ
degradacjê fosfolipidu � kardiolipiny,  co prowadzi do nieodwracalnego zatrzymania
³añcucha oddechowego  i apoptozy. Cytochrom c pozostaje normalnie zwi¹zany z
kardiolipin¹ na wewnêtrznej b³onie mitochondrialnej, za� jego peroksydacja przez
ONOO� lub O

2
�·  prowadzi do uwolnienia cytochromu c [20,49].  Niektórzy autorzy

wskazuj¹ równie¿ na rolê peroksydacji innych lipidów mitochondrialnych w indukcji
apoptozy, jednak brak jest dowodów bezpo�rednich [39].
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5.2. Indukcja uszkodzeñ DNA oraz ekspresji bia³ka p53

Rodniki tlenowe (ROS) oraz reaktywne pochodne tlenku azotu (RNOS) mog¹
prowadziæ do uszkodzenia DNA, w efekcie koñcowym indukuj¹c apoptozê komórki w
odpowiedzi na nieodwracalne uszkodzenie materia³u genetycznego. Istniej¹ trzy
mechanizmy, za po�rednictwem których NO mo¿e uszkadzaæ DNA (ryc. 2). Pierwszy
mechanizm obejmuje bezpo�redni¹ reakcjê ONOO- z DNA, drugi zahamowanie procesów
naprawczych, za� trzeci wi¹¿e siê ze zwiêkszon¹ produkcj¹ czynników alkiluj¹cych oraz
anionorodnika ponadtlenkowego [10]. W �rodowisku beztlenowym, RNOS powoduj¹
jednoniciowe uszkodzenia DNA, jak równie¿ deaminacje cytozyny, adeniny i guaniny [10,35].

RYCINA 2. Pro- i antyapoptotyczne szlaki uruchamiane przez NO
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Uszkodzenie DNA prowadzi do w³¹czenia mechanizmów naprawczych zwi¹zanych z
ekspresj¹ bia³ka p53 oraz aktywacj¹ enzymu j¹drowego polimerazy poli(ADP) rybozy (PARP),
co sprzyja indukcji  apoptozy [31,44]. Stres komórkowy, zwi¹zany z uszkodzeniami DNA,
zazwyczaj w postaci pêkniêæ jednej lub obu nici, stres oksydacyjny oraz aktywacja onkogenów
powoduj¹ apoptozê indukowan¹ wzrostem aktywno�ci bia³ka p53. Bia³ko to mo¿e w
odwracalny sposób zatrzymywaæ cykl komórkowy w fazie G1, dziêki temu ¿e tworzy po³¹czenia
m.in. z bia³kiem TBF, bêd¹cym sk³adow¹ czynnika transkrypcyjnego TFIID. Powsta³y
kompleks blokuje transkrypcjê niektórych genów w tym onkogenów c-fos i c-jun, których
produkty s¹ niezbêdne do przebiegu cyklu komórkowego. Prawid³owy przebieg replikacji
DNA w komórce uniemo¿liwia tworzenie bia³ku p53 takich po³¹czeñ [4,22]. Bia³ko p53
mo¿e ponadto indukowaæ apoptozê poprzez wzrost ekspresji genów koduj¹cych bia³ka bêd¹ce
bezpo�rednimi wykonawcami szlaku �mierci: Fas, FasL, DR5, DcR1 i Bax  [4,22].Wykazano,
¿e NO powoduje wzrost ekspresji bia³ka p53 i jego akumulacjê w komórce, co z kolei powoduje
zahamowanie cyklu komórkowego oraz wzrost ekspresji proapoptotycznego bia³ka bax i
zmniejszenie ekspresji anty-apoptotycznego bia³ka bcl-2 [21,25].

5.3. Aktywacja szlaków apoptotycznych pod wp³ywem ceramidu

Wykazano, ¿e NO powoduje wzrost produkcji ceramidu poprzez zwiêkszenie
aktywno�ci obojêtnej sfingomielinazy (N-SMase) w komórkach HL-60 oraz komórkach
k³êbuszka nerkowego  [26]. Ceramid stanowi wa¿ny wtórny przeka�nik informacji w
komórkach, wp³ywaj¹cy na szereg procesów biologicznych, takich jak: zapalenie, wzrost
komórek, ró¿nicowanie i apoptoza. Pomimo mo¿liwej syntezy de novo, wiêkszo�æ
sfingomielin obecnych na terenie komórki mo¿e stanowiæ �ród³o ceramidu  dziêki
aktywno�ci dwóch enzymów: kwa�nej sfingomielinazy (A-SMase) oraz obojêtnej
sfingomielinazy (N-SMase) [26]. Udzia³ ceramidu w indukcji apoptozy zale¿y od typu
badanych tkanek oraz komórek [12,26] i wi¹¿e siê z aktywacja kilku szlaków apoptozy,
m.in. aktywacj¹ kaspazy-9 i �3, aktywacj¹ szlaku kinaz JNK/SAPK, zahamowaniem
kinazy bia³kowej B/Akt oraz supresj¹ ekspresji bcl-2 [12,26] (ryc. 2).

5.4. NO aktywuje kinazy bia³kowe

Apoptoza indukowana przez NO wi¹¿e siê z aktywacj¹ szeregu kinaz bia³kowych
serynowo-treoninowych � MAPKs (mitogen-activated protein kinases), w zale¿no�ci
od zastosowanego donora NO oraz rodzaju badanych komórek. MAP kinazy s¹
aktywowane w odpowiedzi na stymulacjê receptorów sprzêgniêtych z bia³kami G oraz
aktywacjê bia³ek G. Aktywacja �ma³ego bia³ka G� � bia³ka Ras prowadzi do aktywacji
kaskady kinaz MAP, które  fosforyluj¹  i reguluj¹ aktywno�æ kolejnych kinaz MAP na
szlaku przekazywania sygna³u oraz enzymów i czynników trakskrypcyjnych (m.in. c-
Jun, CREB), wp³ywaj¹cych na ekspresjê wielu genów (ryc. 2) [11,41,45].

Wykazano, ¿e NO mo¿e aktywowaæ kinazy  MAP, takie jak: JNK (c-Jun N terminal
kinase)/SAPK (stress-activated protein kinase) oraz  p38 MAPK, bior¹ce udzia³ w indukcji
apoptozy [11,41,45]. Atenuacja kinazy JNK/SAPK za pomoc¹ antysensowych nukleotydów
hamowa³a apoptozê oraz akumulacjê bia³ka p53 po podaniu S-nitrozoglutationu komórkom
RAW 264.7 [27,28]. W podobny sposób wykazano, ¿e w komórkach RAW 264.7
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poddawanych dzia³aniu donorów SNP (nitroprusydku sodu) lub S-nitrozoglutationu,
nadekspresja kinazy bia³kowej C (PKC) chroni³a komórki przed indukcj¹ apoptozy
przez NO [8].  W komórkach HL-60, apoptoza indukowana przez SNP by³a blokowana
przez inhibitor kinazy p38,  SB203580 [28]. W komórkach neuronalnych SH-SY5Y
donor jonu nadazotynowego, SIN-1 indukowa³ fosforylacjê kinazy p38 MAPK oraz
kinazy ERK (extracellular signal-related kinase), prowadz¹c¹ do aktywacji kaspazy
3 oraz fragmentacji DNA [40].

6. ANTY-APOPTOTYCZNE DZIA£ANIE NO

Chocia¿ NO mo¿e w pewnych warunkach oraz w pewnych komórkach indukowaæ
apoptozê, to jednak w wielu badaniach uda³o siê wykazaæ, ¿e w niskich stê¿eniach NO
ma dzia³anie cytoprotekcyjne. Pod³o¿e biochemiczne antyapoptotycznego dzia³ania NO
wi¹¿e siê z uruchomieniem szeregu komórkowo-specyficznych szlaków transdukcji
sygna³u, z których najwa¿niejszym szlakiem wydaje siê obecnie byæ szlak zale¿ny od
cGMP. Ogólnie, antyapoptotyczne dzia³anie NO mo¿emy podzieliæ na mechanizmy
zale¿ne i niezale¿ne od cGMP (ryc. 2). NO mo¿e równie¿ bezpo�rednio wp³ywaæ na
aktywno�æ enzymów bior¹cych udzia³ w apoptozie poprzez S-nitrozylacjê.

6.1. Efekty ochronne zale¿ne od cGMP

Jak wspomniano powy¿ej, zwi¹zanie NO z hemem obecnym w cyklazie guanylowej
prowadzi do aktywacji enzymu i produkcji cGMP.  Mechanizmy dzia³ania cGMP mo¿na
na�ladowaæ za pomoc¹ 8-bromo-cGMP, analogu cGMP, za� dodanie 1-H-oksodiazolo-
4,3-α chinoksalino-1-onu (ODQ)  prowadzi do zahamowania tych szlaków. Efekt
dzia³ania NO za po�rednictwem cGMP mo¿e mieæ charakter zarówno cytoprotekcyjny,
jak i prowadz¹cy do indukcji apoptozy, w zale¿no�ci od typu komórek [45].  Wykazano,
¿e cGMP chroni przed apoptoz¹  komórki nerwowe, hepatocyty i limfocyty [41,45]. W
hepatocytach apoptoza indukowana przez TNF-α oraz aktywno�æ kaspazy-3 ulega³a
redukcji przy ekspozycji na 8-bromo-GMP, za� u¿ycie KT5823 � inhibitora kinazy
bia³kowej G (PKG), zale¿nej od cGMP znosi³o ochronny charakter analogu cGMP.
Supresja aktywno�ci kaspazy-3  w hepatocytach eksponowanych  na NO by³a czê�ciowo
blokowana przez ODQ [25].  Kinazy zale¿ne od cyklicznych nukleotydów s¹ aktywne
tylko w niektórych typach komórek. W szczurzych komórkach miê�niówki g³adkiej
naczyñ, 8-bromo-cGMP oraz S-nitrozoglutation indukowa³y apoptozê w komórkach
zaka¿onych adenowirusem z genem dla PKG.  Do apoptozy nie dochodzi³o ani w
komórkach zaka¿onych, ani niezaka¿onych adenowirusem i dopiero zmiana poziomu
PKG zmienia³a wra¿liwo�æ tych komórek na NO oraz cGMP [9].

Zahamowanie PKA za pomoc¹ specyficznego inhibitora KT5720 w komórkach
hepatocytów blokowa³o ochronny efekt cGMP, ale jedynie czê�ciowo, za� cykliczny
AMP i cGMP modulowa³y apoptozê indukowan¹ przez TNF-α  w sposób zale¿ny i
niezale¿ny od PKA [33].
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Inn¹ drog¹ ochronn¹ zale¿n¹ od cGMP jest hamowanie przez NO apoptozy
indukowanej przez produkcjê ceramidu. W ludzkich monocytach U937 egzogenny NO
hamuje apoptozê indukowan¹ przez TNF-α i uwalnianie ceramidu, za� ochronny efekt
NO dzia³a za po�rednictwem szlaku zale¿nego od cGMP [3].

Ochronny efekt cGMP mo¿e byæ równie¿ indukowany poprzez wzrost ekspresji bia³ek
z rodziny bcl-2 (ryc. 2). Wspomniana rodzina bia³ek bcl-2 jest bezpo�rednio zaanga¿owana
w utrzymanie integralno�ci mitochondriów. Do chwili obecnej w obrêbie tej rodziny
zidentyfikowano 18 bia³ek o dzia³aniu  zarówno pro-, jak i anty-apoptotycznym. Wiêkszo�æ
anty-apoptotycznych bia³ek z rodziny bcl-2 zawiera C-koñcow¹ domenê hydrofobow¹,
która umo¿liwia ich zakotwiczenie w b³onie mitochondrialnej, w b³onie j¹drowej oraz w
siateczce �ródplazmatycznej. Bia³ka bcl-2 i bcl-X

L
 dzia³aj¹ jako �stra¿nicy� mitochon-

drium, hamuj¹c uwalnianie cytochromu c i przeciwdzia³aj¹c kaskadowej aktywacji kaspaz.
Pro-apoptotyczne bia³ka z rodziny Bcl-2 (Bid, Bax, Bal, Bim i Noxa) s¹ zlokalizowane
g³ównie w cytoplazmie lub s¹ zwi¹zane z bia³kami cytoszkieletu. Po zadzia³aniu czynników
apoptotycznych bia³ka te ulegaj¹ translokacji do zewnêtrznej b³ony mitochondrialnej,
gdzie spe³niaj¹ swoj¹ rolê [29, 43].

NO zapobiega spadkowi ekspresji bia³ka bcl-2 oraz mRNA  w komórkach limfocytów
B [18]. NO mo¿e równie¿ zmieniaæ poziom ekspresji bcl-2 i bax indukuj¹c czynnik
transkrypcyjny p53. NO podany myszom �knock-out� dla genu iNOS zmniejsza³ poziom
p53, co z kolei zmniejsza³o poziom ekspresji pro-apoptotycznego bax oraz zwiêksza³o
ekspresjê anty-apoptotycznego bcl-2 i bcl-xl. Zmiana stosunku ekspresji bax i bcl-2 w
obecno�ci NO mo¿e mieæ znacz¹cy wp³yw na przebieg apoptozy [30].

6.3.  Zmiany ekspresji bia³ek szoku cieplnego

NO indukuje równie¿ ekspresjê bia³ek o charakterze cytoprotekcyjnym, zwanych
bia³kami szoku cieplnego � hsp (heat shock proteins) (ryc. 2). Cytokiny indukuj¹
ekspresjê hsp 70 w drodze zale¿nej od NO i chroni¹ komórki wysepek trzustkowych
przed apoptoz¹, jednak nie indukuj¹ ekspresji hsp 70 w myszach z �knock-out� genu
iNOS [34]. Mechanizm molekularny zwi¹zany z tym procesem ma prawdopodobnie
dwa pod³o¿a: hsp70 hamuje oligomeryzacjê Apaf-1, wi¹¿¹c siê z domen¹ rekrutuj¹c¹
kaspazy � CARD (caspase-recruiting domain), co prowadzi do wstrzymania
tworzenia siê apoptosomu [1]  lub hsp70 po�redniczy, jako bia³ko opiekuñcze, w
transporcie bia³ek do mitochondrium, hamuj¹c uwalnianie cytochromu c [37]. Hsp90
oddzia³uje równie¿ na sam¹ produkcjê NO przez eNOS i iNOS. Wykazano, ¿e hsp90
dzia³a jako allosteryczny aktywator eNOS, zwiêkszaj¹c aktywno�æ eNOS poprzez
wzmocnienie wi¹zania siê kalmoduliny. W przypadku iNOS wykazano jedynie zdolno�æ
hsp90 do zwiêkszania produkcji NO, za� dok³adny mechanizm tego oddzia³ywania nie
jest do koñca poznany [52].

Ponadto, w ludzkich komórkach endotelialnych oraz komórkach COS-7 wykazano,
¿e hsp 70 mo¿e wp³ywaæ bezpo�rednio na produkcjê cGMP, wi¹¿¹c siê z cytozolow¹
cyklaz¹ guanylow¹ [2], co �wiadczy o nowej, niezbadanej dotychczas roli hsp70 w
regulacji szlaków zale¿nych od cGMP.
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6.4. NO hamuje kaspazy w drodze S-nitrozylacji

Kaspazy stanowi¹ rodzinê proteaz cysternowych, sk³adaj¹c¹ siê z 14 izoform,  które
funkcjonalnie mo¿na podzieliæ na  bior¹ce udzia³ w apoptozie (kaspaza -2, -3, -6, -7, -8, -9
i -10) oraz takie, których najwa¿niejsz¹ rol¹ jest udzia³ w aktywacji cytokin (kaspaza -1, -
4, -5  i -11). Niewiele wiadomo o roli kaspazy -12, -13 i -14. Kaspazy s¹ syntetyzowane
jako zymogeny, a sygna³ apoptotyczny powoduje konwersjê prekursorów do aktywnych
enzymów,  indukowan¹ oligomeryzacj¹. Jak wiêkszo�æ bia³ek, kaspazy równie¿ podlegaj¹
modyfikacjom postranslacyjnym, zmieniaj¹cym ich aktywno�æ. Jednym z g³ównych rodzajów
modyfikacji kaspaz jest fosforylacja zazwyczaj  zwi¹zana z supresj¹ apoptozy mediowan¹
przez receptory czynników wzrostowych [43,50].

Innym sposobem post-translacyjnej modyfikacji kaspaz jest S-nitrozylacja. NO jest
cz¹steczk¹ obojêtn¹ i wykazuje s³ab¹ reaktywno�æ z grupami tiolowymi w pH
neutralnym, natomiast pochodna NO � ONOO�  reaguje z grupami tiolowymi tysi¹c
razy szybciej ni¿ sam NO. Wykazano, ¿e miejsca aktywne kaspazy-1, -2, -3, -4, -6, -7
i -8 ulegaj¹ odwracalnej S-nitrozylacji, za� indukcja apoptozy w drodze Fas/FasL
prowadzi do denitrozylacji kaspazy 3 (ryc. 2) [17,32,36)]. Denitrozylacja zwiêksza
aktywno�æ  kaspazy-3, choæ nie wp³ywa na obróbkê prokaspazy-3. Szlak wiod¹cy do
denitrozylacji nie zosta³ dotychczas w pe³ni poznany, jednak uwa¿a siê, ¿e nitrozylacja
i denitrozylacja stale towarzysz¹ apoptozie [32,36]. Zdolno�æ NO do S-nitrozylacji
kaspaz bêdzie zale¿a³a  od dostêpno�ci NO oraz O

2
�·   i innych zwi¹zków zawieraj¹cych

grupy tiolowe, takich jak: glutation czy wolna cysteina.

7. ZNACZENIE ROLI TLENKU AZOTU W INDUKCJI
APOPTOZY ORAZ PRZE¯YWANIU KOMÓREK

Utrzymanie homeostazy jest mo¿liwe dziêki zachowaniu równowagi pomiêdzy podzia³em
komórek a ich �mierci¹.  Zaburzenie tej równowagi ma zwi¹zek z patogenez¹ szeregu
chorób, za� NO mo¿e wp³ywaæ na kierunek równowagi, indukuj¹c lub hamuj¹c apoptozê.
Przyk³adowo, apoptoza za po�rednictwem NO mo¿e pogarszaæ funkcjo-nowanie narz¹dów,
prowadz¹c do m.in. mia¿d¿ycy naczyñ oraz chorób neurodegeneracyjnych. Z drugiej strony,
odpowiednie ilo�ci NO mog¹ hamowaæ niepo¿¹dan¹ apoptozê, jaka ma miejsce w przypadku
niewydolno�ci w¹troby podczas sepsy, oraz uszkodzenia komórek endotelialnych (mia¿d¿yca
i przerost intimy) czy komórek neuronalnych wskutek  niedotlenienia. Z drugiej strony
antyapoptotyczne dzia³anie NO w stosunku do komórek z uszkodzonym DNA, które powinny
zgin¹æ w wyniku aktywacji szlaków apoptotycznych, mo¿e prowadziæ  do rozwoju
nowotworów. NO wydaje siê mieæ du¿e znaczenie w patogenezie chorób zaka�nych.
Przyk³adowo, NO produkowany w zaka¿eniu Mycobacterium tuberculosis ma na celu
zabicie makrofagów zaka¿onych pr¹tkami, jednak jednocze�nie mo¿e powodowaæ apoptozê
limfocytów T odpowiedzialnych za rozwój odpowiedzi immunologicznej przeciwko zaka¿eniu
pr¹tkami [38].
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Tym samym, regulacja produkcji NO stanowi cenne potencjalne narzêdzie terape-
utyczne, które mo¿na wykorzystaæ w terapii chorób, w przypadku których mamy do
czynienia ze zmienionym poziomem indukcji apoptozy i/lub tlenku azotu.
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