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Wprowadzenie

Tlenek azotu zaczal wzbudzaé zainteresowanie
ekologow 1 specjalistow od spraw motoryzacji w latach
50. w Stanach Zjednoczonych, a nastepnie u schytku
lat 70. naszego wieku w Europie, z uwagi na znaczng
jego zawarto$¢ w emitowanych spalinach i zanieczysz-
czeniach przemystowych. Znacznie wcze$niej obser-
wowano zjawisko tzw. smogu, czyli ciemnej chmury
stanowiacej skupienie par i pytu. Opadanie jej w posta-
ci mgty bylo przyczyna zatrué, a nawet Smierci wielu
0s6b (Francja w 1930 r., Stany Zjednoczone w 1948 .,
Wielka Brytania w 1952 r.). Blizsza analiza tego zjawi-
ska wykazala, ze w chmurze lub pod nig gromadza sie
trujace gazy, a wsrod nich tlenek azotu [1].

Na polu medycznym tlenek azotu skupit uwage
uczonych w aspekcie badan nad relaksacja mie$ni
gladkich naczyn krwionoénych pod wplywem acety-
locholiny, bradykininy i nukleotydéw adeninowych
oraz innych substancji, powodujacych uwolnienie
z komorek Srodblonka naczyn krwiono$nych tzw.
EDRF (endothelium-derived relaxing factor) [2, 3].
Czynnik ten, powodujacy aktywacje rozpuszczalnej
cyklazy guanylowej oraz wywolujacy relaksacje na-
czyn krwiono$nych, okazat sie tlenkiem azotu [4, 5].

Tlenek azotu (NO) jest produkowany w organi-
zmach zwierzat przez 3 odrebne formy syntazy tlen-
ku azotu (NOS) — dwie konstytutywne: neuronalng
(nNOS —NOS I) 1 érodbtonkowa (eNOS — NOSIII),
zalezne od jondéw wapnia i stymulowane za posred-
nictwem kalmoduliny [6], oraz tzw. forme induko-
wang (INOS — NOS II), giéwnie stymulowang przez
cytokiny 1 lipopolisacharydy. Ta forma enzymu wy-
kazuje tak silne powinowactwo do zwigzanej z nia
kalmoduliny, ze pozostaje w pelni aktywna nawet
przy najnizszych fizjologicznych stezeniach Ca’".
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Dotychczas prowadzone podstawowe badania
dotyczace tlenku azotu wigzaly sie przede wszystkim
z medycyna kliniczna. Niedobor tego zwigzku wyste-
puje w licznych schorzeniach ukiadow: sercowo-na-
czyniowego, zoladkowo-jelitowego, moczowo-plcio-
wego oraz oddechowego [7]. W pewnych warunkach
nadmierna ekspresja syntazy NOS, a dokladnie jej
formy indukowanej (iNOS), moze okazac sie dla or-
ganizmu niekorzystna, co ma miejsce we wstrzasie
septycznym. Ciagla ekspozycja komorek na wysokie
stezenie NO moze mieé dzialanie cytotoksyczne, pro-
wadzace do uszkodzenia wielu narzadow [7]. Losy
metaboliczne przemian NO w zdrowym organizmie
zaleza od miejsca jego powstawania, a takze od moz-
liwo$ci magazynowania lub tez postaci, w jakiej po-
daje sie go w celach farmakologicznych. W nieobec-
nosci hemoglobiny (ktéra wychwytuje i wigze NO)
dyfunduje on szybko wzdluz naczyn krwiono$nych
1dociera do naczyniowych mie$ni gtadkich w ilo$ciach
zapewniajacych prawidiowe funkcjonowanie ukladu
sercowo-naczyniowego [8].

Udzial tlenku azotu w regulacji
przeplywu i ciSnienia krwi

Tlenek azotu w warunkach fizjologicznych po-
wstaje w komorkach $rodbtonka z udziatem $rod-
blonkowej syntazy NO (eNOS); oddzialujac na mie-
$nie gladkie naczyn krwiono$nych, pelni role regu-
latora przeptywu i ci$nienia krwi [6, 7]. Wiadomo,
ze sygnalem uruchamiajacym skurcz mie$ni glad-
kich jest wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia
jondéw wapnia. Powstajacy w tych warunkach kom-
pleks Ca**kalmodulina aktywuje kinaze lekkich taf-
cuchow miozyny (LM), w wyniku czego nastepuje
ich fosforylacja, prowadzaca do aktywacji miozyny
1 do zamiany energii chemicznej, zwigzanej z hydro-
liza ATP na energie mechaniczng skurczu mie$ni
gladkich. Inicjacja skurczu nastepuje na skutek
utworzenia kompleksu aktyny z miozyna [9]. Tle-
nek azotu, dzialajac za poSrednictwem cGMP, zwiek-
sza aktywno$¢ fosfatazy hydrolizujacej ufosforylo-
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wang miozyne. Defosforylacja tancuchow regulato-
rowych miozyny powoduje ich inaktywacje, zahamo-
wanie odzialywania z aktyna, a w konsekwencji roz-
kurcz mieéni (ryc. 1). Ponadto proces ten obniza
wrazliwo$¢ mie$ni gladkich na jony wapniowe [9, 10].
Tlenek azotu zwieksza rowniez aktywno$¢ zalez-
nych od wapnia kanaléw potasowych zaréwno
z udzialem, jak i bez udziatu cGMP [9-12]. Otwar-
cie kanalow potasowych powoduje hiperpolaryzacje
membrany komorkowej i zmniejszenie aktywno§ci
zaleznych od napiecia kanatéw wapniowych [9, 10],
w wyniku czego nastepuje zmniejszenie doplywu
jonéw wapnia do komoérek naczyniowych mie$ni
gtadkich. Obnizenie stezenia jonéw Ca** w cytozolu
stabilizuje relaksacje miesni gtadkich.

Na wytwarzanie NO maja takze wplyw takie
czynniki fizjologiczne jak naprezenie $cinajace. Chro-
nicznie podwyzszone w wyniku systematycznego
treningu fizycznego naprezenie Scinajace wywoluje,
poprzez zwiekszenie wewnatrzkomorkowego steze-
nia jonéw wapnia, ekspresje eNOS, a w konsekwen-
cji rozszerzenie naczyh krwiono$nych [11]. Napre-
zenie Scinajace stymuluje rowniez uwalnianie NO
w hodowli komoérek Srodbionka aorty, podwyzszajac
tym samym przeplyw cieczy przez warstwe komo-
rek Srodbtonka [13]. Zwiekszenie przepuszczalno$ci
obserwuje sie rowniez w przypadku zastosowania in-
hibitora glikolizy — jodooctanu, natomiast dodatek
dibutyrylo-cAMP odwraca ten efekt, co wskazuje na
udzial cyklicznego AMP (cAMP) w tym procesie.
Istotnie, w wyniku hamowania aktywnosci dehydro-
genazy aldehydu 3-fosfo-glicerynowego przez zwiek-

defosforylacja

rozszerzenie relaksacja
naczyh ~<— | mie$ni
krwionos$nych gtadkich

LM

Ryc. 1. Udziat NO w regulacji przeptywu krwi. Tlenek
azotu aktywuje zalezng od cGMP fosfataze, powodujac
defosforylacje lekkich tancuchéw miozyny (LM), dzieki
czemu nastepuje relaksacja miesni gtadkich i rozszerze-
nie naczyn krwionos$nych.

Fig. 1. Nitric oxide participation in the blood flow regu-
lation. Nitric oxide activates cGMP-dependent phospha-
tase resulting in dephosphorylation of light myosin cha-
ins (LM) and then smooth muscle relaxation and vaso-
dilation.

szone stezenie NO, nastepuje spadek poziomu ATP
1 cAMP 1 podwyzszenie przepuszczalno$ci warstwy
komorek $rodbtonka [13]. Poniewaz jednak specy-
ficzny inhibitor glikolizy — 2-dezoksyglukoza — nie
wplywa na przeplyw, podwaza to znaczenie drogi
metaboliczne] w tym procesie i sugeruje alternatyw-
ny mechanizm stymulacji przepuszczalno$ci przez
NO, wrazliwy na jodooctan [13].

We wczesnym stadium rozwoju patogenezy
nadci$nienia i miazdzycy tetnic obserwuje sie
zmniejszenie aktywno$ci rozpuszczalnej cyklazy
guanylanowe;j zaleznej od NO [14]. Pozytywne dzia-
tanie NO w regulacji przeplywu krwi zaznacza sie
w momencie naglego rozszerzenia sie naczyn
krwiono$nych i gwaltownego wzrostu przepltywu
krwi tetniczej, kiedy nastepuje turbulencja, ktora
poprzez naprezenie $cinajace moze wywolywaé
skurcz mieéni gladkich. Zwiekszenie naprezenia
$cinajacego, bedace konsekwencja kurczenia sie
naczyn krwiono$nych, powoduje wydzielanie NO
przez komorki §rodbionka, co prowadzi do rozkur-
czu miedni 1 przywrocenia normalnego przeplywu
krwi [6]. Modulacja przeptywu krwi poprzez
zwiekszenie produkcji NO ma na og6! pozytywne
znaczenie, gdyz powoduje wzrost szybkoSci trans-
portu Srodbtonkowego, a wiec zaopatrywania komo-
rek w niezbedne skladniki [13]. Tlenek azotu ha-
muje rowniez agregacje plytek i leukocytow oraz
adhezje do powierzchni komorek §rodblonka [5, 7].

W warunkach patologicznych, takich jak stany
zapalne, tlenek azotu powstaje z udzialem induko-
wanej odmiany syntazy NO (iNOS) w sposob ciagly
przez wiele godzin, a nawet dni [15]. Konsekwencja
tego procesu jest nadmierna aktywacja cyklooksy-
genazy (COX) (ryc. 2, 3), co moze prowadzi¢ do
powstawania duzych ilo$ci prozapalnych prostaglan-
dyn, a takze reaktywnych form tlenu [11, 16]. W tej
sytuacji moze nastepowac nadmierne rozszerzenie
sie naczyn krwiono$nych. Pojawil sie rowniez po-
glad przeciwny — na temat mozliwego hamujace-
go wplywu NO na aktywno$¢ COX, co zaobserwo-
wano w makrofagach mysich linii J774, komoérkach
Kupfera oraz w makrofagach otrzewnowych szczu-
row [15]. Poniewaz jednak dodatek egzogennych
donorow tlenku azotu odwracat ten efekt, obserwa-
cje te poddaje sie w watpliwoSc [16]. Zjawiskiem
ubocznym, towarzyszacym nadmiernemu rozsze-
rzeniu naczyn krwiono$nych pod wpltywem NO, jest
ich zwiekszona przepuszczalno$¢ dla albumin oraz
zwiazana z tym mozliwo$¢ wystepowania obrzekow
[13, 14]. Wptyw NO na przepuszczalno§é Srodblon-
ka nie jest jednoznaczny, poniewaz wystepuje tyl-
ko w duzych tetniczkach, w ktérych opér hydrau-
liczny 1 naprezenie $cinajace sa wyrazniejsze [6].
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Ryc. 2. Udziat NO w procesie niedokrwienia i reperfuzji. Reaktywne formy tlenu (O,”) powstajace w procesie reperfuzji
uwalniajg z komdrek tucznych cytokiny, ktére aktywujg iNOS. Tworzacy sie w tych warunkach NO powoduje zahamowa-
nie przeptywu elektronéw w fancuchu oddechowym i dodatkowa produkcje O, i nadtlenoazotynu (ONOO") oraz prosta-
glandyn (PG), przez co przyczynia sie do uszkodzenia tkanek. Infiltracja neutrofiléw dodatkowo pogtebia ten proces.

Fig. 2. Nitric oxide participation in ischemia-reperfusion. Reactive oxygen species (ROS) that appear in reperfusion
cause mast cell degranulation and cytokine releasing, what activates i NOS. NO produced in such conditions inhibit
respiration chain electron flow, and result in additional production of superoxide anion (0,7), peroxynitrite (ONOQO")
and prostaglandins (PG), thus contributing to tissue damage. Neutrophil infiltration intensifies this process.

Nadmierna produkcja NO, np. podczas wstrza-
su septycznego, moze rowniez wywola¢ nadmier-
ny spadek ci$nienia krwi, niewydolno$¢ serca oraz
zmniejszong wrazliwo$¢ na substancje naczyniowo
aktywne [17]. Zwiekszong produkcje tlenku azotu
obserwuje sie rowniez podczas dializy u wykazuja-
cych niedoci$nienie pacjentéw z niewydolno$cig
nerek [18]. Sugestie, ze mogloby to sie wigzac z in-
dukcja eNOS przez membrany dializacyjne, nie zna-
lazly jednak potwierdzenia [18].

Terapeutyczne znaczenie tlenku azotu
i jego egzogennych prekursorow

Zdolno$¢ rozszerzania naczyn krwiono$nych
przez NO 1 takie jego prekursory, jak nitrogliceryna
1 inne organiczne azotany, znalazly bezpoSrednie
zastosowanie kliniczne w leczeniu diawicy piersio-
wej, nadci$nienia plucnego, niewydolnoSci serca, fi-
brynolizy oraz w angioplastyce wiencowej [7, 19, 20,
21]. Pozytywny wplyw nitrogliceryny w potaczeniu
z flurbiprofenem zaobserwowano rowniez w proce-

sie leczenia oparzen [22]. Podczas oparzenia naste-
puje zakrzepica i okluzja naczyn krwiono$nych tkanki
skornej w miejscu kontaktu z energia cieplng, z czym
wigze sie niedokrwienie tego obszaru. Zastosowanie
kombinacji powyzszych lekéw pozwolito na wyelimi-
nowanie tego niekorzystnego zjawiska [22]. Istotnym
utrudnieniem dlugotrwalej terapii organicznymi azo-
tanami, jak np. nitrogliceryna, jest stopniowy wzrost
tolerancji, czemu towarzyszy spadek stezenia cGMP
[5, 20, 21].

Udzial tlenku azotu
w procesach zapalnych organizmu

Stan zapalny jest reakcjg ustroju na wywotang
infekcje. W procesie tym aktywowane przez antyge-
ny (bakterie, wirusy, pasozyty, substancje rakotwor-
cze) komorki krwi (neutrofile, monocyty) oraz ko-
morki §rodblonka naczyn krwiono$nych uwalniajg
wiele mediatoréw prozapalnych, ktérych nadmierna
ekspresja wywoluje uszkodzenie tkanek [17]. Do
mediatoréw tych naleza liczne cytokiny, takie jak in-
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Ryec. 3. Rola NO w procesie ogniskowego niedokrwienia mézgu. A. W krétkotrwatej ekscytotoksycznosci glutaminian
oddziatuje z receptorami NMDA, powodujac naptyw jonéw Ca** do niedotlenionych komorek, a nastepnie ekspresje
syntazy neuronalnej nNOS i syntazy $rédbtonkowej eNOS; B. W nadmiernej stymulacji NO moze wedrowaé¢ do
zakonczen neuronéw synaptycznych i zwiekszaé uwalnianie glutaminianu, co prowadzi do nekrozy lub apoptozy

komorek nerwowych.

Fig. 3. The role of nitric oxide in focal cerebral ischaemia. A. In short-term excitotoxicity glutamate interacts with
NMDA-receptors, causing Ca?* ions to influx to ischemic cells, and then neuronal NOS (nNOS) and endothelial
synthase (eNOS) expression; B. Overstimulation of NMDA may cause NO migration to the presynaptic nerve
terminals and enhance glutamate release, what leads to nervous cells necrosis or apopthosis.

terleukiny: IL-18, IL-2, IL-6 oraz TNF-« i interfe-
ron-(1F)-y, ktore stymuluja krwinki biate, glownie
makrofagi, do produkcji znacznych iloSci NO, poprzez
diugotrwalg aktywacje iNOS. Jednocze$nie nastepuje
indukcja oksydazy ksantynowe;j i oksydazy NADPH
[23], a powstajacy anionorodnik ponadtlenkowy O,
uwalnia z komoérek tucznych aktywatory selektyn
(histamine, trombine) ulatwiajace pierwszy kontakt
leukocytow z komorkami Srodbtonka oraz proces ich
toczenia sie wzdtuz naczyn. Uwalniane rownocze$nie
aktywatory adhezji, czynnik aktywujacy piytki (PAF),
leukotrien B, (LTB4) oraz C5A umozliwiaja adhezje
leukocytow do komorek Srodbionka, a nastepnie ich
migracje do miejsca zapalnego [24].

Anionorodnik ponadtlenkowy (O,”) moze po-
nadto w reakcji z tlenkiem azotu utworzy¢ wysoce
toksyczny nadtlenoazotyn [23, 25]:

NO® + 0,7 — ONOO"

Poniewaz w fizjologicznych warunkach kinetyka
produkcji NO ro6zni sie od kinetyki wytwarzania O,

1lo$¢ nadtlenoazotynu wytwarzanego przez makrofa-
gi 1 komorki §rodbionka jest niewielka [15]. Ponadto
w warunkach fizjologicznych nadtlenoazotyn reaguje
z dwutlenkiem wegla (CO,) z tak duza szybkoScia, ze
tylko nieliczne substancje moga z nim wspolzawod-
niczy¢ w tym wzgledzie [8, 26]. Réwnie lub nawet
bardziej niebezpieczna dla organizmu jest, bedaca rod-
nikiem, jego uprotonowana forma (ONOOH"), ktéra
w fizjologicznym zakresie pH reaguje z wiekszoScig
zwiazkow o wiele szybciej niz ONOO™ [27].

Do wzmozonego powstania nadtlenoazotynu
dochodzi, gdy szybko$ci powstawania tlenku azotu
1 anionorodnika ponadtlenkowego (0O,”) sa takie
same [8]. Zwiekszona produkcje ONOO™ stwierdzo-
no w przypadku choroby Alzheimera, skazy mocza-
nowej, miazdzycy, uszkodzenia pluc i innych, co
koreluje z obserwowanym wzrostem stezenia re-
aktywnych form tlenowych [26]. Reakcja ONOO™
z grupami —SH moze powodowac utlenienie tioli do
disiarczkow, co prowadzi do zachwiania rownowagi
pro- i antyoksydacyjnej komorek i dodatkowego
nasilenia prooksydacyjnych uszkodzen [28].
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Uszkodzenia tkankowe obserwowane w sta-
nach zapalnych wiaza sie prawdopodobnie z dziata-
niem nadtlenoazotynu (ONOQO"), bedacego produk-
tem reakcji NO z anionorodnikiem ponadtlenkowym
(0,7). Dlatego toksyczne efekty nadtlenoazotynu
mozna ograniczy¢, zmniejszajac stezenie O, przez
stosowanie enzymu rozkladajacego anionorodnik
ponadtlenkowy, tj. dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) lub lekdéw hamujacych oksydaze ksantynowsa,
np. allopurinolu [23]. Taka strategia moze by¢ ko-
rzystniejsza od stosowania inhibitorow eNOS [23].
Tlenek azotu wykazuje bowiem mozliwo$§¢ bezpo-
Sredniego hamowania wytwarzania anionorodnika
ponadtlenkowego przez neutrofile dzieki bezpo-
Sredniemu wplywowi na enzym generujacy O,",
tj. oksydaze NADPH [29]. Tlenek azotu moze row-
niez zmniejszac adhezje neutrofili do komorek §rod-
blonka naczyn wieficowych. Wszystko to razem po-
woduje ograniczenie rozmiaru kaskady wydarzen
prowadzacych do opuszczenia naczyn i migracji leu-
kocytow do ogniska zapalnego [24]. Tlenek azotu
ogranicza ponadto degranulacje komorek tucznych,
znajdujacych sie w poblizu naczyn mikrokrazenia
1 bedacych zroédiem mediatoréw prozapalnych [30].
Oznacza to, ze NO kontroluje pierwszy etap rozwoju
stanu zapalnego, ktérego dalszy lawinowy charak-
ter moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek [24].

Wstrzas septyczny jest stanem zaburzonej
perfuzji tkankowe;j i charakteryzuje sie biochemicz-
nymi oznakami niedoboru tlenowego [31]. Towa-
rzyszacy temu dlugotrwaly spadek ci$nienia tetni-
czego stanowi powazne zagrozenie dla zycia pacjen-
tow [17]. Teoretycznie wiec, obnizenie produkcji
NO we wstrzasie septycznym przez inhibitory NOS
powinno zmniejszy¢ rozmiar uszkodzen. Taki ko-
rzystny efekt, tj. wzrost ci$nienia tetniczego 1 opo-
ru naczyniowego, byt zauwazalny iz vivo po zasto-
sowaniu inhibitora NOS — N°-monometylo-L-
-argininy (L-NMMA) — u kilkunastu pacjentéw
w stanie wstrzasu septycznego [32]. Jednak dtugo-
trwala terapia z udzialem tego inhibitora (ponad
25 h) spowodowata w paru przypadkach nagla
$mier¢. Analogiczna terapia w odniesieniu do zwie-
rzat (owiec) w warunkach, kiedy inhibitor N°-ni-
tro-L-arginina (LNA) zastosowano po endotoksy-
nie, rowniez dawala dobre rezultaty [33]. Badania
prowadzone na szczurach, ktérym podawano endo-
toksyne (LPS), wykazaly ponadto pozytywny
wplyw hamowania aktywnoS$ci iNOS na zaznacza-
jacy sie wzrost przepuszczalno$ci jelitowej [34].
Rowniez w nerkach szczuréow wykazujacych hipo-
tensje hamowanie produkcji NO przez podawanie
niespecyficznych inhibitoréw powodowalo wzrost
ci$nienia tetniczego oraz wzrost przeplywu i filtra-
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cji krwi [35]. Efekt ten byt zalezny od stosowanych
dawek inhibitora, niskie dawki normalizowaly ci$-
nienie tetnicze, podczas gdy wysokie zmniejszaly
przeplyw krwi [36]. Natomiast dltugotrwate stoso-
wanie inhibitoréw NO jak ester metylowy N-ni-
tro-L-argininy (L-NAME) powodowalo u szczurow
stale nadciSnienie tetnicze [36].

Obnizenie stezenia NO przez zahamowanie
wszystkich trzech form NOS nie wpiywa korzyst-
nie na przebieg wstrzasu septycznego, a nawet po-
woduje zwiekszenie dzialania szkodliwego [17, 23,
37, 38]. Niekorzystne dzialanie inhibitoréw zarow-
no eNOS, jak 1 INOS, jeszcze bardziej zaznacza sie
w sytuacji, kiedy ich podanie poprzedza moment
wywolania wstrzasu, co przejawia sie niedoci$nie-
niem, skurczem naczyn krwiono$nych i1 zwieksze-
niem $miertelnosci zwierzat [38]. U wielu chorych
na posocznice stwierdza sie wystepowanie takich
stanow patologicznych, wywolujacych dysfunkcje
srodbionka naczyn krwionoénych, jak nadci$nienie
1 hipercholesterolemia, a rownocze$nie obserwuje
sie zmniejszenie powstawania NO z udziatem kon-
stytutywnej formy NOS [17]. Podawanie inhibito-
row NOS w takich przypadkach moze okazacé sie dla
tych pacjentéw dodatkowo niekorzystne [17].

Cytotoksycznos$c¢ i1 cytostatyczno§c
tlenku azotu

Ochronne dziatanie reakcji nitrozylacji
Reakcje nitrozylacji moga w pewnych warun-

kach przeciwdziala¢ powstawaniu wolnych rodni-

kow [39]. Tlenek azotu moze tworzy¢ kompleksy
nitrozylowe z hemoglobina 1 mioglobing oraz z wol-
nym jonem Fe’':

— blokujac w ten sposéb jony Fe?" i uniemozliwia-
jacich udzial w reakcjach (1) 1 (2), prowadzacych
do powstania O, [27] 1 -Hb — Fe**= O, gdzie
Hb oznacza mioglobine lub hemoglobine [40]:

Fe’" + 0,«— Fe(V) -0, «<—Fe’" + 0,7 (1)
Hb - Fe’" + H,0,— ‘Hb-Fe' = 0 + H,0 (2)
— zapobiegajac reakcji (3), prowadzacej do po-
wstawania najbardziej niebezpiecznego rodni-
ka hydroksylowego, okreSlanej jako tzw. bio-

logiczna reakcja Fentona, lub katalizowane;j
przez jony zelaza reakcji Habera-Weissa (4):

Fe’* + H,0, — OH" + OH + Fe** 3)

Fe?*/Fe™

02'7 + HzOz —— OH. + 02 + OH7 (4)
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Dzieki reakeji nitrozylacji Fe*" nie dochodzi do
powstawania wolnych rodnikow nawet z udzialem
tak silnego utleniacza, jak wodoronadtlenek tert-bu-
tylu (5) [39].

Fe’’~NO + t-BuOOH + H,0 —
— Fe’ + t-BuOH + HNO, + OH )

Nitrozylacja zelaza hemowego i niehemowego
uniemozliwia zatem jego udzial w reakcjach prowa-
dzacych do powstawania reaktywnych form tlenu.
Jest to szczegolnie istotne w warunkach zmniejszo-
nej aktywnos§ci enzymoéw katalizujacych rozkiad
nadtlenku wodoru oraz innych nadtlenkow zgroma-
dzonych na skutek wzmozonej peroksydacji w ko-
morkach [41].

Nitrozylacja moze takze chroni¢ komorki przed
toksycznym dzialaniem produktéw rozpadu wodoro-
nadtlenkow alkilowych (ROOH) — rodnikow alkok-
sylowych RO" i peroksylowych ROO" [39, 41, 42]. Tle-
nek azotu zaréwno zapobiega akumulacji tych rodni-
kow poprzez ich wychwytywanie — patrz reakcja (6),
jak 1 przeciwdziala peroksydacji lipidow z ich udziatem,
wiazac sie z inicjujacymi te reakcje metalami [39].

Toksyczne dzialanie tlenku azotu
oraz nadtlenoazotynu

Dziatanie cytotoksyczne nadmiaru NO moze
nastepowac poprzez bezposrednia nitrozylacje grup
—SH biatek, hemu 1 kationéw zelaza niehemowego
oraz reszt tyrozylowych w biatkach [39]. Tlenek azo-
tu moze by¢ takze promotorem powstawania karce-
nogennych nitrozoamin, a N-nitrozylacja pierwszo-
rzedowych aryloamin nukleotydow przez NO prowa-
dzi do dzialania mutagennego [15, 43]. Rowniez,
bedacy rodnikiem dwutlenek azotu (NO,"), produkt
bezposredniego utlenienia NO, wywoluje zmiany
mutagenne [43]. Uszkodzenia taficucha DNA i zabu-
rzenie procesOw replikacji 1 transkrypcji, stanowia
wczesng faze rozwoju nowotworu. Tlenek azotu
moze przyczynic sie do rozwoju procesu nowotwo-
rowego rowniez przez obnizenie odpowiedzi immu-
nologicznej 1 indukcje angiogenezy; moze takze brac¢
udzial w procesie powstawaniu przerzutow [44, 45].
Immunosupresyjne dzialanie NO polega na obnize-
niu proliferacyjnej odpowiedzi limfocytow na mito-
geny lub przeciwciata [43]. Wérod licznych prac do-
tyczacych roli NO w procesie nowotworowym wy-
stepuja prace wskazujace na jego dzialanie zar6wno
hamujace, jak 1 stymulujace ten proces [46].

Synteza NO w makrofagach w odpowiedzi na
specyficzny antygen wywoluje niespecyficzng cyto-
toksyczno$¢ przeciwko bakteriom, pierwotniakom
1 komorkom nowotworowym [17]. W mechanizmie

tym prawdopodobnie toksyczna role odgrywa dzia-
tanie nadtlenoazotynu (ONOQO"), a takze nitrozyla-
cja wywolujaca zahamowanie aktywno$ci enzymow
zelazowo-siarkowych mitochondrialnego tancucha
oddechowego [15]. Ponadto NO poprzez S-nitrozy-
lacje, a nastepnie ADP-rybozylacje hamuje aktyw-
no$¢ dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego,
co prowadzi do zahamowania glikolizy 1 spadku ste-
zenia ATP w komorkach [47]. Moze wywolywac row-
niez inaktywacje dehydrogenazy bursztynianowe;j
[29] oraz ferrochelatazy katalizujacej wprowadzenie
Fe®* do protoporfiryny [15]. Nadtlenoazotyn moze
ponadto hamowac synteze ATP przez inhibicje ako-
nitazy, kluczowego enzymu w cyklu kwasu cytryno-
wego [13]. Zatem cytotoksyczne dzialanie NO
1ONOO™ wiaze sie z zahamowaniem aktywnosci naj-
bardziej istotnych dla prawidlowego metabolizmu
komorki enzymow.

Rola tlenku azotu
w procesie niedokrwienia

Niedokrwienie jest procesem zwigzanym z na-
glym zahamowaniem przeplywu krwi w wyniku na-
glego skurczu lub zwezenia naczyn. Towarzyszy
temu zaburzenie funkcji tancucha oddechowego,
aw konsekwencji spadek stezenia ATP w komoérkach
[48]. Stezenie to nie ulega odnowieniu w okresie re-
perfuzji, gdyz na tym etapie dochodzi do powstawa-
nia reaktywnych form tlenowych powodujacych de-
granulacje komorek tucznych i uwolnienie cytokin
aktywujacych iNOS [24] (ryc. 2). Jednoczes$nie spada
stezenie NO wytwarzanego przez komorki Srodbton-
ka naczyn krwiono$nych prawdopodobnie na skutek
hamowania eNOS przez O, ~ lub poprzez reakcje NO
z 0,"". Towarzyszy temu obnizenie przeplywu krwi
1 relaksacji naczyn krwiono$nych, co facznie z uwal-
nianiem prozapalnych mediatorow powoduje rozwoj
stanu zapalnego mikronaczyn [49].

Fakt, ze uszkodzenia niedokrwienne powstaja
dopiero podczas reperfuzji, a nie bezposrednio podczas
niedotlenienia, a takze pozytywny wplyw dysmutazy
ponadtlenkowej na usuwanie skutkow reperfuzji wska-
zuja racze] na toksyczne dzialanie O, lub innych reak-
tywnych form tlenu niz NO w tym procesie [49].

Zmniejszenie produkcji NO przez §rodbionek
naczyn krwiono$nych niedokrwionego obszaru
W pierwszych minutach reperfuzji i towarzyszacy jej
wzrost ci$nienia krwi, a nastepnie adhezja 1 infiltra-
cja leukocytow potwierdzaja pozytywna role eNOS
w niedotlenieniu-reperfuzji [24]. Tlenek azotu moze
dziataé jak prosty antyoksydant usuwajacy O,
1 hamujacy na tej drodze rozwdj procesu zapalnego
[24]. Sekwencja wydarzen moze by¢jednak odwrotna
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— nagly wzrost stezenia NO na skutek zwiekszenia
doptywu tlenu w poczatkowej fazie reperfuzji, a na-
stepnie spadek zwigzany z dodatkowa produkcja O,"
przez oksydaze NADPH infiltrujacych w pdzniejszym
etapie leukocytow. Enzym ten moze by¢ jednakze
inaktywowany przez NO. Zatem poza zmiataniem,
NO moze réwniez hamowaé wytwarzanie O,
a w konsekwencji rozwdj stanu zapalnego [49].

Bezposrednim dowodem na korzystne dziala-
nie NO (niezwiazanego z iNOS) jest wzrost prze-
zywalno$ci zwierzat poddanych eksperymentalne-
mu niedotlenieniu i reperfuzji, ktéorym podano eg-
zogenny NO (w postaci zakwaszonego roztworu
NaNO,) [50].

Przeprowadzone przez Iadocole badania zwig-
zane z przejSciowym ogniskowym niedokrwieniem
moézgu wykazaly w poczatkowym okresie (< 2 h)
pozytywny wplyw NO [51]. Korzystne dzialanie NO
polegalo na rozszerzeniu naczyn, hamowaniu agre-
gacji plytek 1 wzroScie przeplywu krwi do obszaru
wykazujacego ryzyko udaru [51].

Ponadto donory NO wykazuja dzialanie neuro-
protekcyjne w procesie reperfuzji, co moze sie wia-
zac z blokada receptoréw NMDA z udziatem NO lub
cGMP [52].

W warunkach diugotrwatego niedokrwienia NO,
powstajacy w wyniku aktywacji iNOS przez cytoki-
ny, moze powodowac uszkodzenie kompleksu I 1 II
tancucha oddechowego [49]. Kroncke uwaza, ze pod
wplywem NO najpierw nastepuje zahamowanie
oksydazy cytochomu ¢ w wyniku nitrozylacji hemu
[15]. Powoduje to zahamowanie przeptywu elektro-
now w lafncuchu oddechowym, a w konsekwencji
zwiekszenie syntezy O, ” (ryc. 3). Powstajacy row-
nocze$nie ONOO™ moze takze hamowac¢ mitochon-
drialng dysmutaze [15], co dodatkowo zwieksza wy-
twarzanie wolnych rodnikow, uszkadzanie mitochon-
driow w niedotlenionych komorkach [15].

Badania prowadzone na niedokrwionych ner-
kach wykazaly, ze dodatek argininy, substratu dla
Srodblonkowej syntazy NO, dodatkowo jeszcze
moze zwiekszyé obszar uszkodzen wywolanych
przez peroksydacje lipidow membranowych [53].

Tlenek azotu, produkowany przez nNOS oraz
INOS, odgrywa rowniez niekorzystna role w procesie
niedotlenienia i reperfuzji w tkance mozgowej. Dowo-
dem tego jest fakt, ze podanie niskich dawek (< 1 mg/
/kg) niespecyficznego inhibitora syntazy NO (LNA)
powoduje znaczne zmniejszenie rozmiaru uszkodze-
nia mozgu [54]. Réwnoczesne podanie LNA i zmiata-
cza 0,7, tj. kwasu di-tert-butylo-hydroksy-benzoeso-
wego, powoduje znaczaca redukcje toksycznych
zmian. Potwierdza to jednoczesny udzial NO i O,",
czyli powstawanie ONOO™ w uszkodzeniach zwigza-

M. Sokotowska i wsp., Dobre i zle strony tlenku azotu

nych z niedotlenieniem. Istotnie, zar6wno NO, jak
10,7, pochodzacy z aktywowanych leukocytow moga
przez ONOO™ zostaé wciagniete w kaskade uszkodzen
wywolanych niedokrwieniem [54, 55]. Podczas ogni-
skowego niedotlenienia mézgu, zwiazanego z okluzja
tetnicy Srodkowej mozgu, obserwuje sie ekscytotok-
syczno§é glutaminianowa 1 wzrost stezenia jonow
wapnia w niedokrwionych komorkach (ryc. 3A). Wraz
ze wzrostem stezenia Ca’” w ciagu 20 min wzrasta
rowniez stezenie NO (produkowanego przez nNOS)
do poziomu mikromolowego, a nastepnie spada z po-
wodu zmniejszonej dostepnos$ci substratu [56].
W wyniku szoku tlenowego towarzyszacego proceso-
wi reperfuzji nastepuje przeksztalcenie dehydrogena-
zy ksantynowej w wytwarzajaca reaktywne formy tle-
nu oksydaze ksantynowa (ryc. 3). Uwolnione przez ko-
morki tuczne i neutrofile cytokiny zapalne (TNF-«,
IL-18, IL-6) wywoluja ekspresje czastek adhezyjnych
(ICAM-1, ELAM-1, P-selektyn), co w konsekwencji
prowadzi do adhezji 1 infiltracji leukocytow [54, 57]
(ryc. 2). Jednocze$nie cytokiny moga wywolywac eks-
presje iNOS w komorkach zapalnych 1 naczyniach mi-
krokrazenia [51].

Modulowanie poziomu tlenku azotu jako
mechanizm przeciwdzialajacy niedokrwieniu

Badania przy uzyciu niespecyficznych inhibito-
row NOS (tzn. dziatajacych na wszystkie formy NOS)
wykazaly ich zr6znicowany wplyw na przebieg pro-
cesu niedotlenienia i reperfuzji. Wysokie dawki in-
hibitorow NOS pogtebialy uszkodzenia, natomiast
niskie dzialaly ochronnie [57]. Prawdopodobnie brak
neuroprotekcyjnego dziatania inhibitor6w NOS sto-
sowanych w wysokich dawkach byl efektem catko-
witego zahamowania biosyntezy naczyniowego NO
[57]. Lepsze rezultaty obserwuje sie w przypadku
specyficznych inhibitorow, dziatajacych tylko na
nNOS lub iNOS, takich jak: 7-nitroindazol lub S-me-
tylo-izotioureido-L-norwalina [57]. Podobnie amino-
guanidyna (AG), inhibitor iNOS, oslabia poniedokr-
wienng aktywno$¢ iNOS 1 redukuje rozmiar uszko-
dzen po okluzji tetnicy Srodkowej moézgu, nie
wplywajac na eNOS, czyli na ci$nienie tetnicze 1 prze-
plyw moézgowy [57]. Wyniki tych badan nasuwajg
przypuszczenia, ze aktywno$§¢ iNOS i nNOS w nie-
dokrwieniu mozgu moze by¢ szkodliwa, natomiast
aktywno$§¢ eNOS moze dziala¢ ochronnie. Inne ba-
dania prowadzone we wczesnym stadium niedo-
krwienia wykazaly pozytywny efekt zwiekszonego
przeplywu krwi na skutek podawania substratu do
produkcji NO: L-argininy [57]. P6Zniejsze podanie
inhibitora (po 4 h od reperfuzji) nie daje juz takiego
rezultatu najprawdopodobniej na skutek catkowite-
go zahamowania eNOS przez O, [50].
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Antyoksydacyjne dzialanie tlenku azotu

Tlenek azotu moze reagowac z réznymi zwiaz-
kami, gléwnie zawierajacymi niesparowane elektro-
ny, takimi jak anionorodnik ponadtlenkowy, dlate-
go moze by¢ traktowany jako zmiatacz reaktywnych
form tlenu [58]. Tlenek azotu hamuje peroksyda-
cyjne uszkodzenia przez oddzialywanie z wolnymi
rodnikami powstajacymi w procesach peroksydacji
lipidow w cyklu tancuchowych reakcji [58], wyra-
zonych réwnaniami (6):

2NO* + 2RO0O" - ZROONO
2ROONO - 2RO" + 2NOy
RO + NO, - RONO,

RO* + NO* - RONO

NO' + NO, = N,0;

N,O; + H,O - 2HNO,

4NO" +2RO0" + H,0 - 2HNO, + RONO, + RONO

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze przy tych
samych stezeniach NO skuteczniej od tokoferolu
(witaminy E) hamuje peroksydacje lipidow [58]. Tak
wiec biologiczne stezenia NO (1-2 uM), jakie moga
lokalnie wystepowaé w warunkach stanu zapalne-
go, moga skutecznie dziala¢ antyoksydacyjnie in
vivo [58]. Jednakze rownoczesne powstawanie O,
moze ogranicza¢ antyoksydacyjne dzialanie NO
poprzez zmniejszanie jego stezenia oraz wytwarza-
nie prooksydacyjnego ONOO™[59], zatem ostatecz-
ny efekt bedzie zaleze¢ od dostepnosci O, [58].

Dziatanie ochronne NO moze takze wiazaé sie
z podwyzszeniem stezenia glutationu w komoérkach
fibroblastow poprzez aktywacje jego syntezy [29].
Prawdopodobnie nastepuje to dzieki wzrostowi ak-
tywnos$ci pod wplywem donorow NO syntetazy
y-glutamylo-cysteinowej poprzez oddziatywanie do-
noréw NO z grupami —SH w centrum aktywnym
enzymu [29].

Rola tlenku azotu jako neuroprzekaznika

Tlenek azotu w odrdznieniu od innych neuro-
przekaznikow nie jest przechowywany w pecherzy-
kach synaptycznych i nie jest rowniez uwalniany
podczas kontaktu z blong synaptyczng [59]. Nie
oddziatuje takze na receptory biony postsynaptycz-
nej, a w czasie dyfuzji z cytoplazmy zakonczen ner-
wowych do przestrzeni postsynaptycznej jedynym
jego receptorem jest zelazo hemowe cyklazy gu-
anylanowej [59]. Dziatanie NO zalezy od takich
neuroprzekaznikoéw jak glutaminian 1 asparaginian,
ktére wiaza sie z glutamatergicznymi receptorami

N-metylo-D-asparaginowymi (ryc. 3) NMDA) [60].
Stymulacja receptoréw NMDA (ryc. 3A) otwiera
kanaly, przez ktore jony wapnia sa doprowadzane
do komorek moézgowych 1, wigzac sie z kalmodu-
lina, aktywuja nNOS [7, 59, 61]. W wyniku dlugo-
trwalej stymulacji przez NO wiokien zstepujacych
1 rownolegtych w mo6zdzku, nastepuje ostabienie
transmisji z widkien rownoleglych do komorek
Purkinjego, ponadto NO jest mediatorem hipokam-
palnego dlugotrwalego wzmocnienia [59]. Tlenek
azotu poprzez wywolywanie dtugotrwatego wzmoc-
nienia receptorow NMDA uczestniczy w procesach
uczenia sie 1 pamieci [59]. Uwolniony z zakoficzen
nerwow postsynaptycznych NO moze dyfundowaé
do zakonczen nerwow presynaptycznych, powodu-
jac wzrost uwalniania glutaminianu i stymulacji re-
ceptorow NMDA, a w konsekwencji wzrost prze-
wodnictwa synaptycznego [7]. Ponadto NO pelni
role neuroprzekaznika nonadrenergiczno-noncholi-
nergicznego (NANC) w ukladzie pokarmowym,
uczestniczac w fizjologicznej relaksacji jelit podczas
procesu trawienia, a substancje uwalniajace NO rela-
ksacje te nasilajg [59].

Nadmierna stymulacja receptorow NMDA pro-
wadzi do apoptozy i nekrozy. Zahamowanie tancucha
oddychania mitochondrialnego przez nadmiar NO
powoduje spadek stezenia ATP, a w konsekwencji
zaburzenie dzialania pomp jonowych, obnizenie po-
tencjatu blony mitochondrialnej i otwarcie zaleznych
od napiecia kanal6w jonowych [61]. Wraz z dodatko-
wym naplywem jondéw wapnia, do wnetrza komorek
nerwowych wnikaja jony potasu oraz czasteczki wody,
powodujace pecznienie komorek, lize i nekroze [61].
Ponadto NO, syntetyzowany 1 uwalniany w nadmier-
nym stezeniu, zabija neurony, ktérych widkna kon-
taktuja sie z neuronami wykazujacymi aktywno$¢
NOS [59]. Natomiast w przypadku mniej drastyczne-
go pobudzenia receptorow NMDA dochodzi do zapro-
gramowanej Smierci neurondw — apoptozy [62].

Znaczenie i powstawanie tlenku azotu
w reakcjach nieenzymatycznych

W $rodowisku kwasnym lub redukujacym NO
moze powstawaé nieenzymatycznie z azotynow,
a poSrednio takze z azotanow dostarczanych w zie-
lonych warzywach, z udzialem bakterii jamy ustne;.
W niskim pH w kolejnych reakcjach nastepuje re-
dukcja azotynéw do NO [63]:

NO, + H" £ HNO,
2HNO, £ N,0; + H,0
N.O; < NO + NO,
2NO + 0O, 5 2NO,
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Czynniki redukujace, gtownie kwas askorbino-
wy moga zwiekszaé wytwarzanie NO w wodnych
roztworach poprzez szybka redukcje kwasu azota-
wego [63].

W niedokrwionym sercu wzrost stezenia NO nie
wiaze sie wylacznie z syntaza NO, lecz moze by¢ tak-
ze wynikiem oddzialywania Srodowiska redukujace-
go [64]. Tlenek azotu wytwarzany nieenzymatycznie
z azotynow powoduje uszkodzenie mie$nia sercowe-
g0, Co przejawia sie zmniejszong kurczliwoScia [64].

Zawarte w pocie azotany moga by¢ nieenzyma-
tycznie redukowane do azotynéw przez wystepuja-
ce na skorze drobnoustroje, a nastepnie, w kwa-
$nym Srodowisku potu, do NO [65].

W soku zotadkowym w procesach nieenzyma-
tycznej redukcji NO jest wytwarzany w sposob cia-
gly. W niedokwasocie, kiedy stezenie kwasu sol-
nego w Srodowisku zoladka spada, wytwarzanie na
tej drodze NO znacznie sie obniza [63]. Natomiast
przy stosowaniu diety niskoazotanowej nastepuje
wchianianie azotanow z osocza przez gruczoly
Sliniankowe i redukcja do NO [63]. Stezenie NO
w zoladku jest znacznie wyzsze od tego, jakie uwaza
sie za niezbedne do relaksacji naczyn. Dzieki temu
NO moze lokalnie wykazywac dzialanie bakterio-
statyczne, a takze uczestniczy¢ w regeneracji Slu-
zO6wki 1 regulacji przeplywu krwi przez Sluzowke
zoladka [63, 66]. Ma to istotne znaczenie dla tego
narzadu w eliminowaniu niekorzystnych skutkow
niedokrwienia oraz uszkodzen §luzéwek spowodo-
wanych nadkwasota.

Podczas infekcji drog moczowych w moczu
pojawiaja sie azotyny, zwane tez wskaznikami in-
fekcji, bedace produktami redukcji azotanow przez
bakterie [63]. Dlatego podawanie witaminy C po-
woduje ich dalsza redukcje z uwolnieniem NO, co
moze hamowac rozwoj bakterii [67, 68].

Chociaz rola NO wytwarzanego nieenzyma-
tycznie nie jest dokladnie poznana, jego dzialanie
w zoladku, sercu, ukladzie moczowym i skorze
wskazuje jednak na znaczne podobienstwo w biolo-
gicznym dzialaniu do NO wytwarzanego na drodze
enzymatycznej.

Whnioski

Tlenek azotu uczestniczy w waznych procesach
fizjologicznych, takich jak regulacja przeptywu i cis-
nienia krwi, regulacja hormonalna, neurotransmi-
sja, a takze w stanach patologicznych: stanach za-
palnych, procesach oksydacyjno-redukcyjnych, pro-
cesach niedokrwienia 1 reperfuzji oraz innych.

We wszystkich procesach patologicznych NO
spelnia podwojna role w zalezno$ci od miejsca 1 ilo-

M. Sokotowska i wsp., Dobre i zle strony tlenku azotu

$ci jego wytwarzania, a wiec formy enzymu uczest-
niczacego w jego syntezie, czasu trwania tego pro-
cesu, dostepnosci substratow i inhibitoréow, pH,
a takze od obecno$ci w komorkach substancji o dzia-
taniu anty- i prooksydacyjnym.

Wydaje sie, ze fizjologiczne stezenie NO wy-
twarzanego przez eNOS oraz przej$ciowe pobudze-
nie wytwarzania NO przez komorki Srodbionka na-
czyn krwionoénych, do ktérego dochodzi pod wpty-
wem wzrostu naprezenia $cinajacego, krotkotrwa-
tego niedokrwienia lub krétkotrwalej stymulacji
receptorow NMDA — odgrywa pozytywna role
w utrzymaniu homeostazy komorek i adaptacji or-
ganizmu do zmienionych warunkow.

Nadmierna produkcja NO zaréwno przez
nNOS, jak i iNOS, moze natomiast prowadzi¢ do
procesoéw degeneracyjnych — gléwnie na skutek
uszkadzania tkanek przez silnie utleniajacy 1 nitro-
zylujacy, toksyczny anion nadtlenoazotynowy.
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