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Summary:

Nitric oxide (NO) is a gas with diverse biological activities produced from L-arginine by nitric oxide synthetase (NOS). This ar-

ticle provides a short overview of the basic function of NO which takes part in smooth muscle relaxation, neurotransmission,
modulation of inflammation in a number of tissues and pathological conditions. The discovery of these new physiological and
pathological pathways allows for better understanding of many complex processes. It opens a new field for better treatment of

many diseases.
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Tlenek azotu (NO) jest gazem o ztozonej aktywnosci biolo-
gicznej produkowanym z L-argininy z udziatem syntaz tlenku azo-
tu. Artykut zawiera krdtki przeglad podstawowych funkcji NO,
ktdry uczestniczy w relaksacji migéni gtadkich, neurotransmisji,
modulacji stanu zapalnego i w wielu innych procesach patolo-
gicznych. Odkrywanie coraz to nowych fizjologicznych i pato-
fizjologicznych $ciezek przemian pozwala na lepsze rozumienie
wielu skomplikowanych proceséw. Stwarza to nowe mozliwo-
$ci w leczeniu wielu choréb.

Ogtoszenie w 1992 r. przez tygodnik ,Science” informacji,
ze tlenek azotu jest ,czastka roku”, podkreslito wage i znaczenie
dokonanych wczes$niej odkry¢ i zachecito badaczy do dalszych
poszukiwan i analizy $ciezek metabolicznych, ktérym podlega
w ustroju ten niezwykty gaz.

Tlenek azotu (NO) jest nieorganicznym gazem wolnorod-
nikowym, ktéry powstaje w atmosferze podczas wytadowan
elektrycznych. Przez wiele lat uwazany byt jedynie za toksyczny
sktadnik spalin, dymu tytoniowego, zanieczyszczen powietrza
i produkt uboczny metabolizmu bakterii. Pionierskie badania,
prowadzone w latach 80. ubiegtego wieku wykazaty, ze NO
produkowany jest réwniez w komdrkach ssakéw i jest tozsamy
z wczesniej odkrytym EDRF, ktéry uznany zostat za niezbedny
czynnik wazodylatacyjnego efektu dziatania acetylocholiny (5).
NO bierze udziat w o$rodkowej i obwodowej regulacji ci$nienia
tetniczego, dziata inotropowo ujemnie, hamuje adhezje i agrega-
cje piytek krwi i leukocytdw, blokuje patologiczng proliferacje
komérek $rédbtonka, uczestniczy w autoregulacji przeptywu
krwi w réznych narzadach (10). W o$rodkowym ukiadzie ner-
wowym NO petni funkcje atypowego neuroprzekaznika i neuro-
modulatora, uczestniczy w przekazywaniu informacji wewnatrz
komorek i pomigdzy nimi. Bierze udziat w patogenezie wstrza-
su septycznego, przewlektych choréb neurodegeneracyjnych,

nitric oxide, nitric oxide synthetase, neurotransmission.

uszkodzenia mézgu w wyniku ischemii, w procesie angiogenezy
i uszkodzeniu naczyn w przebiegu cukrzycy (4).

Istniejg réwniez dowody na udziat NO w fizjologii aparatu
wzrokowego. | tak tlenek azotu uczestniczy w regulacji homeo-
stazy gatki ocznej, w procesie wytwarzania cieczy wodnistej
i regulacji cisnienia $rédgatkowego, w neurotransmisji siatkéw-
kowej i fototransdukcji. W oku NO moduluje lokalny przeptyw
krwi, kontroluje apoptoze komédrek zwojowych, stanowi istotne
ogniwo patogenetyczne proceséw zapalnych (retinitis, uveitis)
oraz chordb neurodegeneracyjnych (jaskra, choroby zwyrodnie-
niowe siatkdwki) (7,9,11).

Biosynteza NO

Gazowa natura NO i krétki okres jego péttrwania sprawiaja,
ze produkowany de novo szybko dyfunduje on przez btony ko-
morkowe, bezposrednio oddziatuje na sktadniki wewnatrzkomor-
kowe i nie jest magazynowany w pecherzykach synaptycznych.
Dotychczas nie stwierdzono istnienia zadnych specyficznych
dla tego przekaznika receptoréw btonowych. Odkrycie nieco
odmiennej roli NO jako czastki przekaznikowej w OUN zmienito
radykalnie dotychczasowe pojmowanie neurotransmisji (tab. I).
Poniewaz struktura i funkcja NO nieco odbiega od tradycyjnego
pojmowania neuroprzekaznictwa, zaliczany jest on obecnie do
tzw. atypowych neuroprzekaznikdw (1).

NO wytwarzany jest stale w konstytucjonalnych ilos-
ciach w wyniku stereospecyficznej reakcji utleniania L-ar-
gininy do NO i L-cytruliny z udziatem enzymu — syntazy NO
(NOS) w obecnosci tlenu i réznego typu kofaktoréw (NADPH,
Ca?* kalmodulina, BH,) (8). Produkcja NO moze by¢ hamo-
wana przez zastosowanie analogéw L-argininy np. L-NAME,
L-NMNA, ktére dziatajg jako kompetycyjne inhibitory NOS. Do-
tychczas zidentyfikowano i sklonowano trzy formy NQOS, a ich
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Neuroprzekaznik
Neurotransmitter

Atypowy neuroprzekaznik — NO
Atypical neurotransmitter — NO

najczesciej: peptyd, polipep- wolnorodnikowy, nieorganiczny
tyd, amina gaz

most frequently: peptide, free radical, inorganic gas
polypeptide, amine

syntetyzowany ,na zadanie”
synthesized ,,on demand”

syntetyzowany przez neuron
presynaptyczny

synthesized in presynaptic
neuron

nie jest magazynowany (bardzo
krétki okres péttrwania)
not stored (very short half-life)

magazynowany w pecherzy-
kach synaptycznych
stored in synaptic vesicles

uwalniany w momencie
depolaryzaciji
released during depolarization

tatwo dyfunduje przez btony ko-
morkowe na niewielkie odlegtosci
easily diffusible across cell
membranes

oddziatuje na swoiste recepto-
ry postsynaptyczne

acts via traditional receptors
on postsynaptic membranes

bezposrednio oddziatuje na sktad-
niki wewnatrzkomérkowe
directly acts on intracellular
components

Tab. .
Tab. I.

Zestawienie cech tradycyjnego i atypowego neuroprzekaznika.
Comparison of the main features of traditional and atypical
neurotransmitters.

nazwy pochodzg od nazw tkanek, w ktérych po raz pierwszy
zbadano ich obecnos$¢ (tab. Il).

Neuronalna NOS (nNOS, bNOS lub NOS-1) jest formg konsty-
tutywna, wystepujaca w neuronach osrodkowego i obwodowego
uktadu nerwowego oraz neuronach NANC (nieadrenergicznych,
niecholinergicznych), w siatkéwce, a takze w migéniach szkie-
letowych, neutrofilach, komérkach nabtonka jelitowego. Produ-
kowany pod jej wptywem NO petni funkcje atypowego przekaz-
nika, reguluje funkcje o$rodka naczynioruchowego i posredniczy
w aktywaciji receptoréw jonotropowych NMDA. Endotelialna
NOS (eNOS albo NOS-3) wystepuje gtéwnie w komérkach $rod-
btonka, gdzie reguluje podstawowe napigcie migsni gtadkich
naczyn. Jednak komorki endotelium to nie jedyne miejsce wy-
stepowania eNOS. Zlokalizowano jg réwniez w kardiomiocytach,
osteoblastach, osteoklastach, trombocytach oraz komérkach
mezangialnych nerki. Aktywno$¢ NOS-1 i NOS-3 zalezna jest od
Ca%* i kalmoduliny, a ich aktywacja jest odpowiedzig na wzrost
poziomu wapnia wewnatrz komdrki.

Aktywacja trzeciej znanej izoformy enzymu — indukowanej
syntazy NO (iNOS, NOS-2) nastgpuje w odpowiedzi na czynniki
zapalne i cytokiny (LPS, TNF-a, II-1p, INF-y), ktére aktywujg odpo-
wiednie geny i inicjujg synteze mRNA prekursorowego dla iNOS.
NOS-2 jest nieodtgcznym ogniwem sprawczym proceséw zapal-
nych i neurodegeneracyjnych (9). Po ekspozycji na cytokiny i na
endotoksyny, makrofagi i neutrofile zaczynajg produkowaé olbrzy-
mie ilosci NO, a proces ten trwa wiele godzin. Wchodzac w reakcje
z jonami nadtlenkowymi (produkt metabolizmu mitochondrialnego),
NO tworzy wysoce toksyczne jony peroksynitratéw OONO-i jony
wodorotlenowe OH-, ktére uszkadzajg sgsiednie komdrki. iNOS
jest gtéwnym efektorem funkcji cytotoksycznej makrofagéw, a jej
aktywnos¢ jest niezalezna od Ca?* kalmoduliny. Wzrost poziomu
wapnia wewnatrzkomérkowego w endotelium nastepuje na skutek

receptorowej aktywacji naptywu jonéw do komérki po pobudzeniu
odpowiednich receptoréw, m.in. przez acetylocholing, histaming,
bradykining, podczas gdy w neuronach wzrost poziomu wapnia
moze by¢ rezultatem postsynaptycznej aktywacji receptoréw
NMDA, ktére nalezg do rodziny receptoréw jonotropowych, zwia-
zanych z kanatem wapniowym. Zestawienie podstawowych cech

syntaz tlenku azotu zawiera tabela Il.

(nNOS, bNOS)
[neurony o$rodko-

przez kompleks
Ca2+/

lzoenzym /
lokalizacja Regulacja Funkcja fizjologiczna
Isoenzyme / Regulation Physiological function
localization

lzoenzym typ | Aktywowany — regulacja transmisji

synaptycznej
(posrednictwo

osteoklasty]

calcium/calmo-

wego i obwo- kalmodulina aktywacji NMDA)
dowego ukfadu Activated by the | — regulation of synaptic
nerwowego, calcium/calmo- transmission (NMDA
neurony NANC] dulin complex activation)
Isoenzyme type | — osrodkowa regulacja
(nNOS, bNOS) ci$nienia tetniczego
[neurons of cen- — central regulation of
tral and peripheral blood pressure
neural system, — relaksacja mig$ni gtad-
NANC neurons] kich i wazodylatacja

— smooth muscle relaxa-

tion and vasodilatation

lzoenzym typ llI Aktywowany — hamowanie adhezji
(eNOS) przez kompleks i agregacji ptytek
[endotelium, Ca2+/ kalmo- — antiadhesive,
mezangium, piytki | dulina antiplatelet
krwi, osteoblasty, | Activated by the | — wazodylatacja

— vasodilatation

Isoenzyme type lll | dulin complex — hamowanie proliferacji
(eNOS) migsniéwki gtadkiej
[endothelium, — antiproliferative
mesangium,
osteoblasts,
osteoclasts]
lzoenzym typ |l Indukowana — gtéwny efektor funkcji
(iNOS) przez (LPS, cytotoksycznej makro-
[makrofagi, TNF-o,, IL-1B, fagéw
neutrofile, fibro- IFN-y) niezalezna | — main effector of
blasty] od kompleksu cytotoxic function of
Isoenzyme type Il | Ca2+/ kalmo- macrophages
(iNOS) dulina
[macrophages, Inducible NOS
neutrophils, (activated by
fibroblasts] LPS, TNF-a,
IL-18, IFN-y)
Tab. Il. Zestawienie podstawowych cech syntaz tlenku azotu (NOS).
Tab. Il. Juxtaposition of the main features of nitric oxide synthses
(NOS).
Funkcje NO

Synteze NO w powigzaniu z jego podstawowymi funkcjami
zestawiono na rycinie 1.

W zalezno$ci od okolicznos$ci syntezy i warunkéw aktywacji
odpowiednich szlakéw, prowadzacych do powstania NO, moze
on petni¢ réznorodne funkcje. W warunkach fizjologicznych NO
odgrywa role neuroprzekaznika, prowadzac do modulacji aktyw-
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nos$ci funkcji wewnatrzkomérkowych uktadéw biatkowych i en-
zymatycznych (2) (ryc. 2).

Istnieje wiele dowoddw na udziat NO w procesach neurocy-
totoksycznych (3). Aktywacja receptorow NMDA przez nadmiar
glutaminianu — gtéwnego aminokwasu pobudzajacego (np. w wy-
niku ischemii obserwowanej w przebiegu udaru niedokrwiennego
mdzgu) i zwigzany z tg aktywacjg wzrost Ca?* wewnatrzkomor-
kowego powodujg uaktywnienie NOS i uwalnianie duzych ilo$ci
NO (6). Tlenek azotu ma zdolno$¢ taczenia sie z anionami nadtlen-
kowymi, w wyniku czego powstajg wysoce toksyczne jony pe-
roksynitratéw. Podobne procesy zachodzag réwniez w siatkéwce
i gtowie nerwu wzrokowego. Tlenkowi azotu przypisuije sie dziata-
nie neurotoksyczne (2), co ilustruje rycina 3.

Postuluje si¢ udziat przedstawionych na rycinie 3 mechani-
zméw w patogenezie i uszkodzeniu neurondw w przebiegu udaru
niedokrwiennego mézgu, chorobie Parkinsona, chorobie Alzheime-
ra, padaczce, demenciji w przebiegu AIDS (12). Te same mechani-
zmy majq réwniez ogromne znaczenie dla funkcjonowania narzadu
wzroku. Uszkodzenie komérek zwojowych siatkdwki, wywotane
wzmozong aktywnoscig aminokwaséw pobudzajacych, gtéwnie

glutaminianu, wykazano w patogenezie jaskry, przedniej neuropatii
niedokrwiennej n. Il, niedokrwieniu siatkdwki przy zatorze tetnicy
$rodkowej siatkdwki oraz neuropatii w przebiegu AIDS czy procesie
angiogenezy w przebiegu retinopatii cukrzycowej (11).
Szczegélowa znajomo$¢ znaczenia tych substancji dla
patomechanizmu uszkodzenia poszczegoélnych struktur gatki
ocznej moze by¢ pomocna w dazeniu do ochrony tych tkanek
w przebiegu wielu choréb oczu. W trakcie pionierskich badan,
dotyczacych funkcji NO w tkankach oka, uwaga naukowcéw
skupiona zostata na jego roli w regulacji miejscowego przepty-
wu krwi, procesach immunologicznych, udziale w neurotrans-
misji i fizjologii siatkéwki. Ztozono$¢ mechanizméw, w ktérych
uczestniczy tlenek azotu, sprawia, ze trudno jest jednoznacznie
oceni¢ jego role. Niewatpliwie jego nadmiar jest toksyczny,
dlatego tez inhibitory NOS stanowig obecnie eksperymentalng
grupe lekdw o potencjale leczniczym w chorobach zapalnych,
zwyrodnieniowych i neurodegeneracyjnych. Istniejg réwniez
dowody na korzystny udziat tlenku azotu w regulacji miejscowe-
go przeptywu krwi i obnizaniu ci$nienia gatkowego. Podawanie
nietoksycznych donoréw NO moze przyczyniaé sie do normali-

(&)

NOS

NO

\ 4

L-Arginina

n Aktywacja cyklazy guanylowej > 1 cGMP > Rozkurcz migsnidwki gladkiej
Guanyl cyclase activity ¢ Smooth muscle relaxation
Receptory NMDA _ Neurotransmisja
NMDA Receptors o Neurotransmission

Bakteriohdjcze

()
(&)

()

Y

Nitrozylacja protein
Nitrosation of proteins

/ Bactericidal
_ _ Cytotoksyczne
NO, NO,, N,0., ONOO - Cytotoxicity

J Aktywacia limfocytéw
Lymphocyte activation

1 Obrzgk
Edema

Stan zapalny/ Inflammation

N7 Migracija leukocytow
Leukocyte migration

/1 \

0N Adhezja leukocytow
Leukocyte adhesion

Synteza i podstawowe funkcje tlenku azotu (NO) — wedtug R.A. Robbinsa, M.B. Grishama (10). A — synteza NO z L-argininy z udziatem NOS. B
— NO aktywuije cyklaze guanylowa, prowadzac do wzrostu cyklicznego GMP, ktéry powoduije relaksacje miesni gtadkich migsni krwiono$nych
i spadek cisnienia tetniczego. C — NO funkcjonuije jako neurotransmiter, stymulujgc receptory NIVIDA. D — NO i\ lub jego tlenki wywotujg efekty
bakteriobdjcze lub cytotoksyczne. Dodatkowo zwiazki te moga prowadzi¢ do nitrozylaciji protein, zmieniajac ich funkcje. E — NO moduluje prze-
bieg procesu zapalnego przez nasilanie zjawisk przeciwzapalnych (hamowanie aktywacji limfocytéw) oraz efekt prozapalny: wzrost migracii i
adhezji leukocytéw (10).

Overview of the formation and some of the function of nitric oxide (NO) — modification after R.A. Robbins, M.B. Grisham (10). A — the NO
is formed by cleavage of arginine by the enzyme NO synthase (NOS). B — NO can stimulate guanylyl cyclase leading to increased formation
of cyclic GMP, which in turn relaxes smooth muscle, such as vascular smooth muscle, producing a decrease in blood pressure. C — NO can
act as a neurotransmitter by stimulating NMDA receptors. D — the NO and/or its oxides (such as NO2, N203, and ONOO-) can produce bac-
tericidal or cytotoxic effects. In addition, NO and /or its oxides can nitrosate proteins or thiols altering protein function. E — NO can modulate
inflammation, producing both anti— inflammatory effects, such as a decrease in lymphocyte activation, or pro-inflammatory effects, such as
increase in leukocyte migration (10).

Ryc. 1.

Fig. 1.
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Komérka endotelium Migsien gladki Komérka docelowa
E " Smooth muscle Makrofag np.: neuron
ndothelial cell N M h Neighbouri I
Neuron/ Neuron leuron postsynaptyczny acrophage eighbouring cell:
Postsynaptical neuron neuron
wazodylatatory L-arginina GTP endotoksyny Jadro  L-arginina Toksycznosé
vasodilatators endotoxin Komérkowe w stosunku do:
nucleus - bon cytoplazmatycznych
Cvklazla - biatek i DNA
r NOS-I | guanylanowa - proceséw oddychania
|::|—>Ca —>nosan T NO Guanylate :|_>O_> NOSHI —>N0 > mitochondrialnego.
P4 cyclase Toxicity on :
- plasma membranes
glutaminian cytokiny - proteines and DNA
glutamate L-cytrulina cGMP cytokines L-cytrulina - mitochondrial respiration

Ryc. 2. NO jako neuronalna czastka przekaznikowa (wedtug F. Becque-
ta — zmodyfikowane i uzupetnione).

Fig. 2. NO as a neuronal messenger molecule (modification after F. Bec-
quet).

zacji ci$nienia $rédgatkowego i stanowi¢ nowy kierunek terapii.
Niewatpliwie $ciezki metaboliczne, w ktére uwiktany jest NO,
sq bardzo istotne w procesie poszukiwania nowych metod te-
rapeutycznych.
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