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TLENEK AZOTU I TLENEK WEGLA —

DWA WAZNE GAZOTRANSMITERY

WPROWADZENIE

Tlenek azotu (NO'), tlenek wegla (CO)
i siarkowodor (H,S) to trzy nieorganiczne
gazy, okreSlane mianem gazotransmiterow.
NO', CO i H,S odgrywaja istotng rol¢ w re-
gulacji uktadu krazenia i ukladu nerwowego.
Ponadto s3a one zaangazowane w szlaki trans-
dukgji sygnalu komoérkowego. Mediatory te

wykazuja m.in. dzialanie naczyniorozszerzaja-
ce, reguluja cykl komorkowy, apoptoze oraz
stres oksydacyjny. Celem niniejszej pracy jest
charakterystyka szlakow sygnalowych dwoch
nieorganicznych gazotransmiterow, tlenku
azotu i tlenku wegla.

TLENEK AZOTU

Tlenek azotu posiada jeden niesparowa-
ny elektron, bedac zatem wolnym rodnikiem
wykazuje duza reaktywnoSC. Czasteczka NO®
jest lipofilna. Charakteryzuje si¢ wielorakim
dzialaniem w organizmie, zar6wno w sta-
nach fizjologicznych, jak i patologicznych.
Tlenek azotu tworzy reaktywne formy tlen-
ku azotu (RNOS). Jego okres pottrwania jest
krotki, wynosi od 2 do 5 sekund (KOWAL-
CZYK i wspoétaut. 2000).

SYNTEZA TLENKU AZOTU W WARUNKACH IN
VIVO

Synteza tlenku azotu w organizmie ka-
talizowana jest przez enzym, syntaz¢ tlenku
azotu (NOS). Wystepuja trzy izoformy syn-
tazy tlenku azotu: neuronalna syntaza NO°
(nNOS), druga jest indukowalna syntaza NO’
(AiNOS), a ostatnia to Srédbtonkowa (endo-
telialna) syntaza NO'~ (eNOS). Konstytutyw-
nymi formami enzymu sa nNOS oraz eNOS
(ALDERTON i wspotaut. 2001). AktywnoSc¢
tych izoform zwiazana jest z poziomem jo-
now wapnia oraz kalmoduliny w komorce.

Wzrost aktywnoSci tych syntaz uwarunkowa-
ny jest dzialaniem czynnikow zwickszajacych
poziom jonéw Ca** w komorkach. Wsrod
nich wyrdznia si¢ miedzy innymi trombing,
bradykinine¢, endoteliny, substancje¢ P (neu-
ropeptyd), serotonineg, acetylocholine czy
adenozynodifosforan (ADP) (Ryc. 1). Na ich
ekspresje¢ wptywa rowniez hipoksja, ¢wicze-
nia fizyczne oraz poziom hormonow, takich
jak estrogeny, itp. Wytwarzanie iNOS pobu-
dzane jest przez dzialanie czynnikow proza-
palnych, do ktorych zalicza sie miedzy inny-
mi interleukine 1 (IL-1), interferony: o, B, y
(IFN a, B, v), czynnik martwicy nowotworow
o (TNF o) oraz lipopolisacharydy bakteryjne
(LPS) (Ryc. 1). W zwiazku z tym, aktywnoS¢
indukowalnej NOS obserwuje si¢ w komor-
kach zernych, takich jak: neutrofile, makro-
fagi oraz komorki Kupfera (KRZYZANOWSKI i
wspotaut. 1999). W przeciwienstwie do po-
zostalych izoform enzymu, aktywnoS¢ iNOS
nie jest zwiazana z poziomem jonow Ca?** w
komorkach. Synteza tlenku azotu stymulowa-
na poprzez iNOS jest bardziej wydajna, niz w
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Ryc. 1. Wplyw réznych czynnikow na ekspresje syntaz tlenku azotu.

przypadku dwoch pozostalych izoform. Ilo-
Sci wytwarzanego tlenku azotu sa od 100 do
1000 razy wicksze (KOWALCZYK i wspoOlaut.
2000).

NO" w komorkach wytwarzany jest w
trzech formach. Pierwsza z nich jest wolny
rodnik, ktory wykazuje zdolnoS¢ stymulacji
syntezy cyklicznego guanozynomonofosfora-
nu (cGMP). Druga forma to sktadnik S-nitro-
zylowej struktury reaktywnych form tlenku
azotu. Jest to sposOb, w jaki hemoglobina
magazynuje oraz transportuje NO. Tlenek
azotu, po uwolnieniu z reaktywnych form
tlenku azotu, zwicksza wytwarzanie cGMP.
Trzecia forma to kompleks tlenku azotu z
jonami metali, np. Fe?*. Konsekwencja odla-
czenia NO~ od jonow metali jest zwiekszona
synteza cGMP. Bez wzgledu zatem na forme,
w jakiej NO' jest wytwarzany w komorkach,
stymuluje on produkcje cGMP (KRZYZANOW-
SKI i wspotaut. 1999).

Syntaza tlenku azotu jest to enzym, ktory
potrzebuje az pieciu kofaktoréw, do ktorych
zalicza sie: FAD (dinukleotyd flawinoadeni-
nowy), FMN (mononukleotyd flawinowy),
hem, NADPH, tetrahydrobiopteryn¢. Syntaza
tlenku azotu odpowiada za pigcioelektrono-
wy proces utleniania azotu aminowego w
czasteczce argininy. Produktem tej reakcji
jest NO™ oraz cytrulina (DAFF 2010).

Tlenek azotu ulega reakcji z tlenem da-
jac tlenek azotu (IV) (NO,. NO, dimeryzu-
je, tworzac N,O,, ktory w wyniku reakcji
z woda daje azotyny i azotany. Azotyny sa
rowniez zZrodtem endogennego tlenku azotu.
Ponadto NO, moze reagowaC z NO’, a wy-

nikiem tego oddzialywania jest N,O,. Tlenek
azotu jako rodnik oddzialuje z innymi wolny-
mi rodnikami. W wyniku reakcji NO' z anio-
norodnikiem ponadtlenkowym (O,”) powsta-
je nadtlenoazotyn. Dzialanie tlenku azotu w
uktadach biologicznych mozna podzielic na
dzialanie bezposrednie lub poSrednie. Jest to
zalezne od tego, czy oddzialuje NO, czy re-
aktywne formy tlenku azotu (KOWALCZYK i
wspotaut. 2000).

TLENEK AZOTU JAKO CZASTECZKA SYGNALOWA

Po raz pierwszy tlenek azotu jako cza-
steczka sygnalowa zidentyfikowany byl w
uktadzie krazenia. NO' reguluje napiecie na-
czyniowe poprzez wplyw na komorki miesni
gltadkich. NO" aktywuje rozpuszczalna cykla-
ze guanylanowa (sGC), ktora okreSlana jest
jako receptor tlenku azotu. sGC Kkatalizuje
reakcje w wyniku, ktorej z guanozynotrifos-
foranu powstaje cykliczny guanozynomono-
fosforan. cGMP aktywuje kinazy bialkowe,
fosfatazy i fosfodiesterazy oraz kanaly jono-
we (ROZALSKI i WATAXA 2005). NO' pelni
rowniez funkcje przekaznika sygnalu w ukla-
dzie nerwowym. Swoje dzialanie wykazuje
poprzez oddzialywanie z neurotransmiterem
zaleznym od jonow Ca*'. W warunkach pod-
wyzszonego stezenia NO', jest on zaanga-
zowany w apoptoze neurondéw, a przez to
uczestniczy w progresji chorob neurodege-
neracyjnych. Jesli jednak jego stezenie w ko-
morkach jest nizsze, to aktywuje on szereg
mechanizmoéw chroniacych komorki przed
uszkodzeniami oksydacyjnymi. Bialko Ras,
ktore wiaze si¢ z GTP, posSredniczy w prze-
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kazywaniu sygnatu z blonowych receptorow
kinaz tyrozynowych do wnetrza komorek,
aktywujac kinazy MAP. NO' aktywuje biatko
Ras poprzez S- nitrozowanie zakonserwowa-
nych ewolucyjnie reszt cysteiny. Powoduje
to wymian¢ GDP/GTP i dalsza transdukcje
sygnatu. Ras aktywuje ERK1/2 lub kinaze
3-fosfoinozytolu (PI3K), a w kolejnym eta-
pie PI3K aktywuje AKT (biatkowa kinaza B).
Biatko Ras wplywa na aktywnoS$¢ wszystkich
trzech izoform (ERK 1/2, JNK, kinaza p-38)
kinazy MAP. Aktywacja ERK1/2 zwiazana jest
z przezyciem komorek, za$ aktywacja JNK
i p38 prowadzi do apoptozy komorek. Na
skutek aktywacji ERK1/2 dochodzi do fos-
forylacji i tym samym inaktywacji proapoto-
tycznego biatka Bad, zwigkszenia ekspresji
antyapoptycznych bialek, takich jak Bcl-2 i
hamowania bialek Bax. NO' bezposSrednio
hamuje aktywacje JNK. Regulacja moze jed-
nak przebiega¢ odwrotnie, gdyz kinazy MAP
zaangazowane sa w regulacj¢ ekspresji ge-
now NOS. Ekspresja iNOS jest regulowana
poprzez JNK i ERK1/2. Estrogeny, czynnik
wzrostu fibroblastow (FGF) i czynnik wzro-
stu Srodblonka (EGF) zwickszaja wytwarza-
nie eNOS, poprzez oddziatywanie z biatkiem
Ras. Podobnie dochodzi do zwi¢kszonej eks-
presji nNOS (SCHROETER i wspotaut. 2002).
NO" aktywuje ERK1/2 i kinaze MAP poprzez
oddziatywanie z sGC, cGMP, ktory aktywuje
kinaze biatkowa G (PKG) (Ryc. 2) (DURAN i
wspotaut. 2010).

W stanach zapalnych NO' wytwarzany
jest przez iNOS. Antygeny bakteryjne, wiru-
sowe oraz niektore pierwotniaki stymuluja
komorki krwi i Srédbtonka naczyniowego do
uwalniania czynnikOw prozapalnych. Wsrod
tych mediatoro6w wyrdznia sie wiele cyto-
kin, m.in.: interleukine -1p (IL-1B), -2 (IL-2),
-6 (IL-6), TNF-0, INFy. Czynniki prozapalne,
po interakcji ze specyficznymi receptorami,
aktywuja fosfolipaze A, (PLA)), C (PLC) i D
(PLD). Aktywacja PLA, prowadzi do wytwo-
rzenia leukotrienoéw, szczegolnie C4, co akty-
wuje indukowalng syntaze tlenku azotu. PLA,
aktywuje rowniez syntaz¢ tromboksanu. PLC
jest zaangazowana w wytwarzanie trifosfora-
nu inozytolu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG).
PLC aktywuje kinaze biatkowa C (PKC). PKC
zwicksza fosforylacje treoniny w pozycji 495
eNOS w komorkach Srodbtonka. W wyni-
ku tego nast¢puje zmniejszenie wydzielania
NO'. Defosforylacja treoniny w pozycji 495
i fosforylacja seryny w pozycji 1177 powodu-
je aktywacje eNOS. Takie dzialanie wykazuje
kinaza Akt. Dodatkowo bradykinina stymulu-
je kinaze II zalezna od kalmoduliny do fosfo-
rylacji seryny w pozycji 1177. Odnaleziono,
co najmniej szeS¢ miejsc fosforylacji, ktore
odgrywaja kluczowa role w aktywacji eNOS.
Cztery z nich to miejsca fosforylacji seryny
(116, 617, 635, 1177), jedno treoniny (497)
i tyrozyny (83). Skutkiem dzialania cytokin
jest rowniez aktywacja oksydazy ksantynowej
oraz oksydazy zredukowanego dinukleotydu

NOS |4
A
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\( Ras
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Ryc. 2. Regulacja przezycia i apoptozy przez tlenek azotu (-- -¢inhibicja).
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nikotynoamidoadeninowego. W reakcji kata-
lizowanej przez te oksydazy powstaje anio-
norodnik ponadtlenkowy, ktory powoduje
uwolnienie histaminy i trombiny z komoérek
tucznych. Ulatwia to oddzialywanie krwinek
biatych z komorkami Srédbtonka (SOKOLOW-
SKA i WELODEK 2001). W wyniku aktywacji ko-
morek Srodblonka przez cytokiny prozapalne
nastepuje translokacja czynnika jadrowego
kB (NF«B) z cytoplazmy do jadra komorko-
wego. W warunkach fizjologicznych NF-«xB
jest zwiazany ze swoim inhibitorem I-xB. W
stanach patologicznych dochodzi do fosfory-
lacji i proteolitycznej degradacji I-«B, a tym
samym aktywacji NF-«B, ktory natychmiast
ulega translokacji do jadra komorkowego.
W jadrze wiaze si¢ on z specyficznymi se-
kwencjami promotorowymi réznych genow,
wlaczajac ich transkrypcje. NF-xB zwicksza
ekspresje czynnikow adhezyjnych, cytokin,
chemokiny, ktore reguluja odpowiedz zapal-
na poprzez kontrolowanie aktywacji leuko-
cytow. Niskie stezenie NO' (wytwarzanego
przez eNOS) ma dzialanie przeciwzapalne,
zaS wysokie stezenie NO' (produkowanego
przez iNOS) zwiazane jest z rozwojem zapa-
lenia i uszkodzeniem tkanek (ROGERS i FUSE-
LER 2007).

Zwickszenie ekspresji eNOS nastepuje
m.in. pod wplywem czynnikéw wzrostu, hi-
staminy czy sit Scinajacych. Czynniki te od-
dziatuja przez Hsp90, czyli biatko chaperono-
we. Wytworzony NO' reaguje z anionorodni-
kiem ponadtlenkowym, a powstajacy ONOO
produkowany jest w nadmiernych iloSciach
w przypadku takich chorob jak: miazdzyca,
choroba Alzheimera czy uszkodzenie ptuc.
ONOO' oddzialuje na grupy tiolowe biatek,
powodujac ich utlenianie, a w konsekwen-
cji powstaja disiarczki. Zaburza to rownowa-
ge miedzy procesami prooksydacyjnymi, a
antyoksydacyjnymi (SOKOLOWSKA i WELODEK
2001). Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenko-
wej powoduje inaktywacje O,", przez co
wzmacnia sie dzialanie tlenku azotu (ROZAL-
SKI i WATALA 2005).

W reakcji NO' i RFT powstaja RNOS, kto-
re powoduja nitrozylacj¢ i nitrowanie amino-
kwasow, biatek, lipidow oraz nukleotydow.
W wyniku tych reakcji powstaje m.in. cyklicz-
ny 8-nitroguanozyno-3,5-monofosforan (8-ni-
tro-cGMP), ktory uczestniczy w cytoprotek-
cyjnej odpowiedzi komorki na stres oksyda-
cyjny. Zwicksza on ekspresje genOw ochron-
nych i aktywuje mechanizmy adaptacyjne
komorki w warunkach stresu oksydacyjnego
(AKAIKE i wspotaut. 2010). NO' zwicksza

aktywnoSC¢ syntazy y-glutamylocysteinowej,
powodujac zwickszenie syntezy glutationu.
Dzieki temu NO' wykazuje dzialanie anty-
oksydacyjne (SOKOLOWSKA i WEODEK 2001).
Przeprowadzana przez NO' reakcja nitrozy-
lacji chroni przed powstawaniem wolnych
rodnikéw. Nitrozylowe kompleksy NO' z
hemoglobina, mioglobina i Fe* zapobiegaja
tworzeniu m.in.: anionorodnika ponadtlenko-
wego i rodnika hydroksylowego. NO " chroni
komorki przed skutkami nagromadzenia wol-
nych rodnikéw, a takze zapobiega peroksyda-
¢ji lipidow (SOKOLOWSKA i WELODEK 2001).

Wykazano rowniez, ze tlenek azotu wpty-
wa na CaMKI i CaMKII. CaMK to kinazy za-
lezne od jonow Ca* i kalmoduliny. Zaanga-
zowane sa one w przekazywanie sygnalu w
odpowiedzi na wzrost wewnatrzkomoérkowe-
go stezenia jonOw wapnia. Przylaczenie jo-
now Ca*" do kalmoduliny powoduje aktywa-
cje enzymow zaleznych od Ca*, np. CAMKII,
co wywoluje jej autofosforylacje, zwiekszajac
aktywnos¢. Odgrywa to istotna role w prze-
kazywaniu impulséw przez synapsy w cza-
sie uczenia i zapamietywania. CaMKII chro-
ni przed niedokrwieniem mozgu, a CaMKI
uczestniczy w rozwoju neuronéw (ROZALSKI
i WATAEA 2005, TAKATA i wspotaut. 2011).

Skurcz miesni gladkich naczyn krwio-
noSnych nastepuje na skutek wzrostu we-
wnatrzkomoérkowego poziomu Ca*. Kom-
pleksy Ca** i kalmoduliny wykazuja zdolnos¢
aktywacji kinazy lekkich tancuchow miozyny
(LM). Dochodzi do fosforylacji LM, aktywa-
¢ji miozyny, hydrolizy ATP i zwiazanej z tym
zmiany energii wiazan chemicznych na ener-
gie mechaniczna, co przeklada sie na skurcz
miesni. NO' oddziatujac przy pomocy cGMP
zwicksza aktywnoS¢ fosfatazy, ktora defosfo-
ryluje i inaktywuje miozyne. Miozyna w ta-
kim stanie nie tworzy kompleksu z aktyna
i nie dochodzi do skurczu miesSni, a wrecz
przeciwnie nastepuje ich rozkurcz. Inny me-
chanizm opiera sie na otwieraniu kanalow
potasowych. Powoduje to hiperpolaryzacje
blony i jednoczesne obnizenie aktywnoSci
kanalow jonowych zaleznych od Ca*" (SOKO-
LOWSKA i WLODEK 2001).

Tlenek azotu odgrywa kluczowa role w
neurotransmisji. Jego dzialanie jest uzalez-
nione m.in. od glutaminianu i asparaginia-
nu. Wykazuja one zdolnoS¢ wiazania si¢ z
receptorami NMDA. Po przylaczeniu liganda,
otwieraja si¢ kanaly wapniowe, nastepuje
naplyw jonow Ca* do komorek, tworzenie
kompleksOw jony Ca?*-kalmodulina i sty-
mulacja nNOS. NO' dyfunduje z zakonczen
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Ryc. 3. Regulacja cyklu komorkowego przez tlenek azotu (-- -¢inhibicja).

postsynaptycznych do zakoficzen presynap-
tycznych. W wyniku tego dochodzi do akty-
wacji kolejnych receptorow NMDA i nasile-
nia przewodnictwa synaptycznego. Nadmier-
na aktywnoS¢ receptorOw NMDA prowadzi
do Smierci neurondw, poprzez apoptoze i
nekroze. Wynika to z faktu, ze duze iloSci
NO' uposledzaja tancuch oddechowy w mi-
tochondriach. Zmniejsza si¢ stezenie ATP,
pompy jonowe ulegaja dysregulacji, otwiera-
ja sie kanaly jonowe. Do neurondéw naplywa-
ja jony Ca*, K', Na’, dodatkowo przenikaja
czasteczki wody. Komorki nerwowe pecznie-
ja, nastepuje proces lizy, a w kolejnym eta-
pie nekroza. Tlenek azotu moze wykazywacd
rowniez pozytywne dzialanie w ukladzie ner-
wowym, a jego przykladem jest krotkotrwate
niedotlenienie moézgu. Skutkiem oddzialywa-
nia z receptorami NMDA i napltywu jonow
wapnia jest stymulacja nNOS oraz eNOS. Wy-
tworzony w tym procesie NO' odpowiada
za rozkurcz naczyn krwionosnych i hamowa-
nie stanu zapalnego (SOKOLOWSKA i WELODEK
2001, Xu 2007).

NO" wykazuje zdolnoS¢ obnizania ci-
$nienia tetniczego krwi. W tym celu wyko-
rzystywany jest mechanizm polegajacy na
hamowaniu przez NO' proliferacji komorek

mies$ni gladkich naczyn krwionosnych (Ro-
ZALSKI i WATALA 2005). NO  hamuje aktyw-
noS¢ kinaz MAP, co jest zwiazane z fosfory-
lacja przez PKG biatek Raf. Kolejne dzialanie
antyproliferacyjne opiera si¢ na hamowaniu
cyklino-zaleznej kinazy 2 (Cdk2) oraz trans-
krypcji genu kodujacego cykline A. Cdk2 w
polaczeniu z cyklina E reguluje przejScie z
fazy G, do S cyklu komorkowego. Ponadto
cyklina A wiaze Cdk2 i Cdkl. Kompleks cy-
kliny A i Cdk2 odpowiada za progresj¢ przez
faze S cyklu, a kompleks tej cykliny z Cdkl
odpowiada za przejscie z fazy G, do M. Inny
mechanizm antyproliferacyjny opiera si¢ na
aktywowaniu przez NO' biatka p21. Biatko
p21 wiaze sie z kompleksami cyklin i zalez-
nych od nich kinaz: cyklina E i Cdk2, cyklina
D i Cdk4, cyklina A i Cdk2 hamujac ich ak-
tywnosc (Ryc. 3) (STEPNIK 2001).

Tlenek azotu cechuje si¢ licznymi pozy-
tywnymi wilasSciwoSciami, do ktorych zalicza
sic m.in. regulacje napiecia mi¢Sniowego,
stanu zapalnego, chroni przed rozwojem nad-
ciSnienia te¢tniczego. Ponadto NO' wykazuje
lecznicze dzialanie w ukladzie nerwowym,
chroniac na przyklad przed niedokrwieniem
mozgu.

TLENEK WEGLA

SYNTEZA TLENKU WEGLA IN VIVO

Pierwsze doniesienia o syntezie tlenku
wegla w organizmie pochodza z 1963 r. (Co-

BURN i wspoétaut. 1963). Wyniki badan po-
twierdzaja, ze pelni on istotna role¢ w regu-
lacji funkcjonowania uktadu krazenia i ner-
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Ryc. 4. Synteza tlenku wegla w warunkach in vivo.

wowego, a takze uczestniczy w transdukcji
sygnatu w komorkach (UFNAL i ZERA 2010).
Synteza tlenku wegla w organizmie pro-
wadzona jest przez oksygenaze hemowa
(HO) i zwiazana jest z katabolizmem hemu,
ktory jest rozkltadany do biliwerdyny, CO
oraz jonow Fe*. Wykorzystywane w tej re-
akcji elektrony dostarczane sa przez zalezna
od NADPH reduktaze cytochromu P450. W
poczatkowym etapie hem jest utleniany do
a-metahydroksyhemu. W kolejnym etapie re-
aguje on z tlenem i powstaje werdohem oraz
tlenek wegla. Werdohem ostatecznie ulega
konwersji dajac biliwerdyne, ktora na sku-
tek dzialania reduktazy biliwerdyny tworzy
bilirubine. Dodatkowo, jony Fe* natychmiast
ulegaja zwiazaniu przez ferrytyne (Ryc. 4).
Oksygenaza hemowa wystepuje w trzech
izoformach: HO-1, HO-2, HO-3; s3 one
produktem ekspresji trzech réznych genow.
HO-1 jest bialkiem o masie 32 kDa, zalicza-
nym do biatek szoku termicznego. HO-1 wy-
kazuje dziatanie cytoprotekcyjne, chroniac
komorki przed stresem oksydacyjnym. Stres
oksydacyjny i zwiazany z nim obnizony po-
ziom glutationu prowadzi do zwigkszenia
ekspresji genu kodujacego HO-1. Ponadto, na
ekspresj¢ HO-1 wplywa rowniez wysoki po-
ziom hemu, hipoksja czy podwyzszona tem-
peratura ciata, metale ci¢zkie i promienio-
wanie ultrafioletowe (UV). HO-1 odpowiada
za rozklad hemoglobiny pochodzacej ze sta-
rzejacych sie erytrocytoOw (OTTERBEIN i CHOI
2000, BELTOWSKI i wspolaut. 2004). HO-2 to
forma konstytutywna enzymu o masie 36
kDa. Najwicksza aktywnosS¢ enzym ten wyka-
zuje w mozgu. Jego funkcja jest katabolizm
hemoprotein i wytwarzanie CO, pelniacego
funkcje przekaznika sygnatu glownie w ukta-
dzie nerwowym, a takze w ukladzie krazenia.

Depolaryzacja neuronow prowadzi do zwick-
szenia aktywnosci HO-2 i syntezy CO (BOEH-
NING i wspotaut. 2003, BELTOWSKI i wspotaut.
2004). HO-3 wykazuje znaczny stopieii po-
dobienstwa sekwencji pierwszorzedowej w
stosunku do HO-2, aczkolwiek jej aktywnosS¢
jest niewielka. HO-3 to izoenzym o masie cza-
steczkowej 33 kDa, w komorce petni funkcje
biatka wiazacego hem, przez co reguluje wy-
twarzanie wolnych rodnikow (MCCOUBREY i
wspolaut. 1997, BEETOWSKI i wspotaut. 2004).
Dziennie wytwarzane sa znaczne iloSci
CO; jest to okoto 20 umol/h, czyli okoto 500
umol w ciagu doby. Glownym jego zrodiem
jest wspomniany wczesniej hem, ale CO wy-
twarzany jest rowniez w wyniku fotooksyda-
cji, peroksydacji lipidow i metabolizmu kse-
nobiotykow (DURANTE i wspotaut. 20006).

TLENEK WEGLA JAKO CZASTECZKA SYGNALOWA

Tlenek wegla aktywuje rozpuszczalna cy-
kla¢ guanylanowa, wiazac si¢ z jej grupa he-
mowa. Aktywacje sGC powoduje rowniez
NO’, przy czym dzialanie NO' jest znacznie
silniejsze. NO ' zwicksza aktywnoSC tego en-
zymu okoto 400 razy, zas CO jedynie 4 razy,
co wiaze sie z mechanizmem ich dzialania.
W czasteczce hemu jon zelaza (Fe*') wiazany
jest przez cztery pierScienie pirolowe i gru-
pe imidazolowa reszty histydyny. Tlenek azo-
tu po utworzeniu wiazania koordynacyjnego
z jonem Fe* powoduje rozerwanie wiazania
z grupa imidazolowa i wyeksponowanie jonu
Fe*. W przypadku dzialania tlenku wegla,
nie dochodzi do rozerwania wigzania z gru-
pa imidazolowa, przez co jon Fe®" nie zmie-
nia swojej pozycji. Na skutek wzrostu ak-
tywnosci sGC zwigksza sie¢ produkcja cGMP.
Tlenek wegla w przeciwienstwie do NO’
nie jest rozktadany w organizmie, wiec moze
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Ekspresja
Lag. = CODH
CO,
NPAS2 _.._+ DNA

Ryc. 5. Regulacja czynnikow transkrypcyjnych przez tlenek wegla (-- -+ inhibicja).

dziata¢ dluzej (BELTOWSKI i wspotaut. 2004).
CO wiaze si¢ takze z innymi hemoproteinami
hamujac ich aktywnoS¢, np. z cytochromem
P450. Wynikiem tej inhibicji jest obnizenie
poziomu syntezy kwasu 20-hydroksyeikozate-
traenowego (20-HETE), ktory znacznie zweza
Swiatto naczyn krwionoSnych. CO aktywu-
je cyklooksygenaze kwasow tluszczowych i
zwigksza synteze prostaglandyny E, (PGE)).

CO pelni wielorakie funkcje w regulacji
uktadu krazenia. Wykazuje on zdolnoS¢ re-
laksacji mieSniowki gtadkiej naczyn krwio-
nosnych, przez co zwicksza Swiatlo naczyn.
Dodatkowo reguluje ciSnienie krwi, proce-
sy zapalne, a takze hamuje agregacje plytek
krwi (BEETOWSKI i wspotaut. 2004, DURANTE
i wspolaut. 20006). Dziala antagonistycznie do
NO', gdyz zwicksza wytwarzanie IL-1B. CO
aktywuje rowniez kinaz¢ p38 MAPK, hamu-
jac jednoczesSnie aktywnos¢ kinazy ERK1/2.
Dzicki temu tlenek wegla wykazuje dziala-
nie przeciwzapalne oraz hamuje proliferacje
i apoptoze komorek. CO reguluje ekspresje
niektorych genow. Badacze zidentyfikowa-
li czynnik transkrypcyjny (CooA) zawieraja-
cy hem u bakterii Rhodospirllum rubrum.
W obecnosci tlenku wegla CooA aktywuje
ekspresj¢ genu kodujacego dehydrogenaze
tlenku wegla (CODH), ktora utlenia CO do
CO, (Ryc. 5). W komorkach eukariotycznych
rowniez wystepuje czynnik transkrypcyjny
(NPAS2) regulowany przez CO. NPAS2 jest
hemoproteina, ktéra po zwiazaniu tlenku we-
gla nie oddzialuje z DNA. AktywnoS¢ NPAS2
obserwuje si¢ w mozgu, uczestniczy on w
regulacji cyklu dobowego (Ryc. 5) (BEETOW-
SKI i wspolaut. 2004).

Tlenek wegla wykazuje pozytywne dziata-
nie w wielu chorobach uktadu krazenia, np.
w miazdzycy, w ktorej dochodzi do zwick-
szonej syntezy CO. Jest to skutkiem zwicksze-

nia ekspresji HO-1 w komorkach srodblonka
i komorkach piankowych zmian miazdzyco-
wych. Dodatkowo wzrost ekspresji HO-1 in-
dukuja utlenione lipoproteiny o niskiej ge-
stosci, rodnik nadtlenoazotynowy, czynnik
wzrostu pochodzenia plytkowego (PDGF),
transformujacy czynnik wzrostu B (TGF-p),
angiotensyna II (Ang II), a takze hem po-
chodzacy z uszkodzonych komorek. Istotne
znaczenie HO-1 w patogenezie tej choroby
potwierdzaja przypadki pacjentow, u ktorych
brak ekspresji enzymu skutkowal rozwojem
wczesnych zmian miazdzycowych. Dziatanie
ochronne CO zwiazane jest z hamowaniem
proliferacji komorek mieSni gtadkich. CO
oddzialujac na sGC zwicksza poziom cGMP,
zmniejsza aktywnoS¢ kinazy Cdk2 i ekspresji
cykliny A. Cykl komorkowy jest zatrzymany
w przejsSciu fazy G1 do S, co prowadzi do za-
hamowania proliferacji (Ryc. 6). Hamowanie
cyklazy guanylanowej lub kinazy bialkowej
G przez specyficzne inhibitory przywraca
wzrost komorek miesSni gltadkich. Badania wy-
kazaly, ze CO hamuje agregacj¢ ptytek krwi
wykorzystujac rozne mechanizmy. Jeden z
nich opiera si¢ na oddziatywaniu z sGC. CO
zmniejsza adhezje plytek do komorek Srod-
btonka w odpowiedzi na procesy zapalne.
Poza dzialaniem przez sGC, tlenek wegla od-
dzialuje na aktywowane wapniem kanaly po-
tasowe, cytochrom P450, laincuch oddecho-
wy w mitochondriach oraz p38 MAP kinaze.
Dotychczas nie udato si¢ ustalic¢, jaka role od-
grywaja te mechanizmy w dziataniu antyagre-
gacyjnym CO. Plytki krwi zawieraja aktywo-
wane wapniem kanaly potasowe, aczkolwiek
istnieje niewielkie prawdopodobienstwo, ze
sa one wykorzystywane. Przypuszczalnie nie
jest to rowniez zwiazane z tancuchem odde-
chowym, gdyz udzial oddychania mitochon-
drialnego w agregacji ptytek jest minimalny.
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Ryc. 6. Regulacja cyklu komoérkowego przez tlenek wegla (-- -#inhibicja).

Mimo ze mechanizm dzialania antyagregacyj-
nego CO, wystepujacego w niskim stezeniu,
jest nieznany wykazuje on takie dzialanie
nawet w przypadku nadmiernej aktywacji
plytek krwi (CHLOPICKI i wspotaut. 2000).
Dzialanie przeciwzapalne CO opiera si¢ na
hamowaniu ekspresji cytokin prozapalnych
zaleznych od LPS. Do cytokin tych naleza:
TNFa, IL-1B, biatko zapalne makrofagow-1§
(MIP-1B), CO podnosi za$ ekspresje cytokiny
przeciwzapalnej- IL-10. CO hamuje uwalnia-
nie NO" wytwarzanego przez iNOS (Ryc. 7).
Ponadto CO hamuje uwalnianie histaminy
Zz mastocytOw i zapobiega aktywacji bazofi-

{ iNOS |——»
rd

-"...'

li (OTTERBEIN i wspotaut. 2000, BEETOWSKI i
wspotaut. 2004, DURANTE i wspotaut. 2000).
Tlenek wegla hamuje apoptoze komo-
rek miesni gladkich naczyn krwiono$nych,
poprzez aktywacje¢ sGC. Skutkiem wzrostu
stezenia ¢cGMP w komorkach jest zahamo-
wanie apoptozy. Warto podkresli¢, ze inhi-
bicja apoptozy komorek Srodblonka przez
CO odbywa si¢ poprzez aktywacje Kkinazy
p38 MAPK, jest to wiec zupelnie odmienny
mechanizm dzialania. CO hamuje ekspresje
czynnika transkrypcyjnego p53, ktory regu-
luje transkrypcje¢ wielu biatek, np. Bax. Akty-
wacja biatka Bax przez p53 sprawia, ze btona

NO-

TNF-a

~'...-"

—

i

""-~+ MIP-1pB

IL-10

Ryc. 7. Dzialanie przeciwzapalne tlenku wegla (-- -*inhibicja).
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Ryc. 8. Regulacja apoptozy przez tlenek wegla (APAF1- czynnik aktywacji proteaz apoptotycz-

nych) (-- -¢inhibicja).

mitochondrialna staje si¢ przepuszczalna dla
cytochromu ¢, przez co wypltywa on z mi-
tochondrium do cytoplazmy i aktywuje ka-
skade sygnalowa prowadzaca do Smierci ko-
morki. Podsumowujac, tlenek wegla hamuje
apoptoze komorek miesni gladkich poprzez
hamowanie ekspresji biatka p53 i uwalniania
cytochromu ¢ (LIU i wspotaut. 2002). Anty-
apoptotyczne dziatanie CO jest zwiazane ze
wzmozona aktywnoScia HO-1. HO-1 ograni-
cza biodostepnoS¢ jonow zelaza o dzialaniu
prooksydacyjnym, uczestniczacych w wy-
twarzaniu RFT. RFT odgrywaja istotna role
w kaskadzie sygnalowej prowadzacej do za-
programowanej Smierci komorki (BROUARD
i wspotaut. 2000). Ponadto, CO blokuje li-
gand (FasL), ktory przylacza sie do recepto-
ra powierzchniowego CD95 (Fas), bedacego
kluczowym regulatorem apoptozy. Zwiaza-
nie Fas z ligandem prowadzi do aktywacji
kaspazy 8, ktora aktywuje kolejne kaspazy, a
w konsekwencji nastepuje zaprogramowana
Smier¢ komorki. Dodatkowo, CO utrzymuje
wysoki poziom ekspresji biatek antyapopto-
tycznych, takich jak Bcl2, czy Bcl-X| Tlenek
wegla wykazuje dzialanie antyapoptotyczne
wykorzystujac liczne mechanizmy komorko-
we (Ryc. 8) (ZHANG i wspotaut. 2003).

CO i HO-1 reguluja przebieg cyklu ko-
morkowego w fazie G /G, co jest zwigzane z

obnizeniem aktywnosci cyklino-zaleznej kina-
zy 2. Cdk2 jest odpowiedzialna za przejScie
G,/G,, a takze G /S, gdyz odpowiada za fosfo-
rylacje cykliny A i E. Zdolnos¢ CO do hamo-
wania aktywnoSci Cdk2 wynika z hamowania
ekspresji kluczowych biatek, wsrod ktorych
wyroznia sie aktywatory Cdk2, cykline A i
D1. CO zwigksza poziom ekspresji inhibitora
Cdk2, ktoérym jest biatko p21 (patrz Ryc. 6)
(DURANTE 20006).

CO wplywa na zalezne od napiecia kana-
ty wapniowe typu L. Czynnik ten oddzialujac
na mitochondria, wiaze si¢ z kompleksem IV
w lancuchu transportu elektronéw, powodu-
je zwiekszenie przepuszczalnoSci blony i w
konsekwencji wyciek elektronow, gtownie
z kompleksu III. Przeciek elektronow prowa-
dzi do natychmiastowego tworzenia reaktyw-
nych form tlenu. RFT' hamuja kanaly przez
oddziatywanie z trzema resztami cysteiny
znajdujacymi si¢ na C-koficu taincucha gtow-
nej podjednostki budujacej kanat wapniowy.
Skutkiem takiego dzialania CO jest zmniej-
szony naplyw jonow Ca*' przez kanaly wap-
niowe typu L. CO wykazuje tym samym dzia-
tanie kardioprotekcyjne, np. w chorobie nie-
dokrwiennej serca (SCRAGG i wspotaut. 2008,
PEERS i wspotaut. 2009).

Tlenek wegla odgrywa rowniez istotna
role w regulacji funkcji ukltadu nerwowego.
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CO reguluje o§ podwzgorze-przysadka-nad-
nercza, rytm dobowy, odczuwanie zapachow,
chemorecepcje, prawidlowe styszenie, wi-
dzenie, funkcje neuroendokrynna oraz pa-
mie¢. W chorobach neurodegeneracyjnych
(choroba Parkinsona, Alzheimera, Hunting-
tona, stwardnienie rozsiane, stwardnienie za-
nikowe boczne) dochodzi do upoSledzenia
wytwarzania CO, ktory moze pelni¢ funk-
cje neuroprotekcyjna. CO chroni komorke
przed powstawaniem RFT i nadmierna syn-
teza NO', a tym samym przed powstawa-
niem reaktywnych form azotu. Reaktywne
formy tlenu i azotu to czynniki powodujace
degeneracje komoérek nerwowych w wymie-
nionych chorobach. Egzogenny tlenek wegla
moze odgrywac istotna funkcje ochronna,
a nawet lecznicza w ukladzie nerwowym.
Zmiana metabolizmu komoérek nerwowych
przez CO jest uzalezniona od dawki i czasu
inhalacji. Badania wykazaty, ze CO zapobiega
apoptozie, zwicksza ekspresje Bcl-2, podnosi

poziom ATP, reguluje metabolizm tlenowy,
zmniejsza synteze mleczanu, redukuje zuzy-
cie glukozy, zwicksza aktywnoS$¢ oksydazy
cytochromu ¢ w komoérkach nerwowych.
Tlenek wegla wykorzystujac wiele roznych
mechanizméw wykazuje dzialanie neuromo-
dulacyjne, neuroprotekcyjne i neuroterapeu-
tyczne (MAHAN 2012).

Zarowno CO, jak i NO' aktywuja rozpusz-
czalna cyklaze guanylanowa, zwickszajac ste-
zenie cGMP. NO' i CO oddzialuja na siebie
wzajemnie, regulujac swoja aktywnos¢. NO'
zwicksza ekspresje oksygenazy hemowej,
enzymu odpowiedzialnego za synteze CO,
przez co poteguje tworzenie endogenne-
go CO. Podobnie dziala tlenek wegla, ktory
wiaze si¢ z grupa hemowa iNOS, zwi¢kszajac
wytwarzanie NO'. CO moze dziala¢ jednak
na zasadzie sprzezenia zwrotnego. W przy-
padku nadmiernego stezenia NO' hamuje on
aktywnos¢ iNOS (KM i wspotaut. 2008).

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania jednoznacznie
wskazuja na niezmiernie wazna role, jaka pel-
nia te dwa nieorganiczne gazotransmitery w
organizmie. NO™ i CO wykorzystujac liczne
Sciezki sygnalowe, dziataja protekcyjnie oraz
modulacyjnie w ukladzie krazenia, a takie w
ukltadzie nerwowym. Warto tez wspomniec,
Ze trzecim gazotransmiterem o istotnym zna-
czeniu jest siarkowodor. Drogi syntezy siar-
kowodoru oraz jego role, jako czasteczki sy-
gnatowej zostaly szczegolowo opisane w pra-
cy przegladowej TADEUSIEWICZ i OLAS (2014).
Wiele sposrod mechanizmow dziatania tych
gazotransmiterOw nie zostato dotychczas po-
znanych, aczkolwiek ich zrozumienie bedzie
kluczowe. Juz dziS trwaja badania nad wyko-
rzystaniem zmodyfikowanych lekow o dziata-

niu przeciwzapalnym zdolnych do uwalnia-
nia siarkowodoru. W przyszioSci takie leki
moga zosta¢ wykorzystane w farmakoterapii
choréb uktadu sercowo-naczyniowego, a tak-
ze chorob przewodu pokarmowego. Ponadto
inhalacje przy uzyciu CO, przeprowadzane
na modelach zwierzecych, cechuja sie wie-
loma leczniczymi wlaSciwosciami. Leczenie
z wykorzystaniem tlenku azotu prowadzone
jest od ponad 100 lat. Przeprowadzone do-
tychczas eksperymenty nad siarkowodorem,
tlenkiem azotu oraz tlenkiem wegla s3 bar-
dzo obiecujace. Niemniej jednak konieczne
sa dalsze dosSwiadczenia pozwalajace na do-
ktadne poznanie i zrozumienie wszystkim
mechanizmow ich dziatania.

TLENEK AZOTU I TLENEK WEGLA — DWA WAZNE GAZOTRANSMITERY

Streszczenie

Tlenek azotu (NO "), tlenek wegla (CO) oraz siar-
kowodor (H,S), okreSlane sa mianem gazotransmi-
terow. Zwiazki te odgrywaja wazna role w regulacji
procesow zyciowych, gdyz uczestnicza w transdukcji
sygnalu w komorkach.

W warunkach in vivo tlenek azotu wytwarzany
jest przy udziale neuronalnej (nNOS), indukowalne;j
(iNOS) oraz Srodbtonkowej (eNOS) syntazy NO'.
Tlenek azotu aktywuje rozpuszczalna cyklaze guany-
lowa (sGC), ktéra uznawana jest za receptor NO'.

Czynnik ten reguluje przezycie i Smieré komorek
poprzez wplyw na kinaze biatkowa G (PKG) i biatka
Ras. Czynniki pro-zapalne zwigkszaja stezenie NO',
ktory z kolei jest regulatorem stanu zapalnego. Wply-
wa on, takze na kinazy zalezne od jonéw wapnia i
kalmoduliny, uczestniczac w procesie neurotransmi-
sji.

W warunkach #n vivo tlenek wegla wytwarzany
jest przez oksygenaze hemowa. CO podobnie jak tle-
nek azotu aktywuje sGC. Reguluje on ciSnienie krwi,
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stan zapalny, a takze hamuje agregacje plytek krwi.
Wplywa réwniez na Sciezke sygnalowa kinazy p38-

-MAPK i hamuje aktywnoS¢ ERK-1/2. CO reguluje
wiec ekspresje genow, przezycie komorek i apoptoze.

NITRIC OXIDE AND CARBON MONOXIDE — TWO IMPORTANT GASOTRANSMITTERS

Summary

Nitric oxide (NO ') and carbon monoxide (CO),
like hydrogen sulfide (H2S), are commonly known
as gasotransmitters. These compounds play a num-
ber of important functions in regulation of many
life processes inter alia they are involved in cellular
signaling pathways.

In vivo nitric oxide is synthesized by neuronal
(nNOS), inducible (iNOS) and endothelial (eNOS)
nitric oxide synthase. NO' activates soluble gua-
nylate cyclase (sGC), which is defined as the recep-
tor for nitric oxide. NO" regulates cell survival and
death by taking part in the signaling pathway of
protein kinase G (PKG) and Ras. Proinflammatory

factors increase the level of NO', which regulates
inflammation. NO" affects calcium and calmodulin
dependent kinases, participating in the process of
neurotransmission.

In vivo carbon monoxide is synthesized by heme
oxygenase (HO). CO, like NO', activates sGC, reg-
ulates blood pressure and inflammatory processes.
Moreover, CO inhibits platelet aggregation. It affects
p38 — MAPK (-Mitogen Activated Kinase) signaling
pathway, and inhibits activity of ERK-1/2 (Extracel-
lular Signal-Regulated Kinases 1 an 2). CO regulates
gene expression, cell survival and apoptosis.
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