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Streszczenie

Endokannabinoidy naleza do grupy estrowych, eterowych oraz amidowych pochodnych kwa-
séw thuszczowych, bedacych endogennymi ligandami receptoréw CB,, CB,, TRPV1 i GPR55,
wchodzacymi w sktad endokannabinoidowego systemu organizméw zwierzecych. Do najle-
piej poznanych endokannabinoidéw zalicza sie: N-arachidonyloetanoloamid, zwany anan-
damidem (AEA) oraz 2-arachidonyloglicerol (2-AG). Endokannabinoidy wystepuja w obrebie
catego organizmu, jednak najwyzsze stezenia stwierdza si¢ w strukturach mézgu. W artykule
przedstawiono drogi syntezy oraz degradacji zaréwno AEA, jak i 2-AG. Endokannabinoidy sa
syntetyzowane z fosfolipidéw (gléwnie fosfatydyloetanoloaminy, fosfatydylocholiny i fosfa-
tydyloinozytolu) umiejscowionych w btonach komérkowych. W wyniku przeniesienia kwasu
arachidonowego z fosfatydylocholiny na fosfatydyloetanoloamine powstaje N-arachidony-
lofosfatydyloetanoloamina, ktéra pod wptywem fosfolipazy D, C lub A, ulega hydrolizie do
AEA. Natomiast w wyniku hydrolizy fosfatydyloinozytolu katalizowanej gtéwnie przez DAGL
powstaje 2-AG. Endokannabinoidy oddziatujg na organizm gtéwnie przez aktywacje recep-
toréw kannabinoidowych. Zaréwno AEA, jak i 2-AG s agonistami gtéwnie receptora CB,
iw mniejszym stopniu receptoréw CB, i TRPV1, przy czym 2-AG charakteryzuje sie wiekszym
niz AEA powinowactwem do tych receptoréw. Przez ich aktywacje endokannabinoidy wplywaja
na metabolizm komdrkowy. Moga takze uczestniczyé w procesach metabolicznych réwniez
niezaleznie od receptoréw. Endokannabinoidy, ktére nie sg zwiazane z receptorami ulegaja
degradacji. Gléwnymi enzymami odpowiedzialnymi za hydrolize AEA i 2-AG sg odpowiednio
FAAH i MAGL. Oba endokannabinoidy, oprécz degradacji hydrolitycznej, moga ulegaé réwniez
utlenieniu z udziatem cyklooksygenazy-2, lipoksygenaz oraz poprzez dziatanie cytochromu
P450. Wykazano réwniez, iz metabolity obu endokannabinoidéw petnig istotng role biologiczna.
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Summary

Endocannabinoids belong to a group of ester, ether and amide derivatives of fatty acids,
which are endogenous ligands of receptors CB1, CB2, TRPV1 and GPR55 that are included in
the endocannabinoid system of the animal organism. The best known endocannabinoids are:
N-arachidonylethanolamide called anandamide (AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG).
They occur in all organisms, and their highest level is observed in the brain. In this review the
mechanisms of synthesis and degradation of both AEA and 2-AG are shown. Endocannabinoids
are synthesized from phospholipids (mainly phosphatidylethanolamine, phosphatidylcholi-
ne, and phosphatidylinositol) located in the cell membrane. As a result of arachidonic acid
transfer from phosphatidylcholine to phosphatidylethanolamine, N-arachidonoyl phospha-
tidylethanolamine is formed, which is hydrolyzed to AEA by phospholipase D, C and A2.
However, 2-AG is formed during the hydrolysis of phosphatidylinositol catalyzed mainly by
DAGL. The primary role of endocannabinoids is the activation of cannabinoid receptors. Both
AEA and 2-AG are primarily agonists of the CB, receptor and to a lower degree CB, and TRPV1
receptors, but 2-AG has stronger affinity for these receptors. Through activation of receptors,
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endocannabinoids affect cellular metabolism and participate in the metabolic processes by
receptor-independent pathways. Endocannabinoids which are not bound to the receptors
are degraded. The main enzymes responsible for the hydrolysis of AEA and 2-AG are FAAH
and MAGL, respectively. Apart from hydrolytic degradation, endocannabinoids may also be
oxidized by cyclooxygenase-2, lipoxygenases, and cytochrome P450. It has been shown that
the metabolites of both endocannabinoids also have biological significance.
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TRPV1 - receptor waniloidowy.

Kannabinoidy to grupa zwiazkéw wystepujacych natu-
ralnie w ro$linach, gléwnie w konopiach siewnych (Can-
nabis sativa), jak réwniez w organizmach zwierzecych
oraz zwigzkach syntetycznych o znaczeniu farmako-
logicznym. Kannabinoidy byly stosowane w leczeniu
malarii, jaskry, zaparé, nadci$nienia, astmy oskrzelo-
wej, a takze b8léw reumatycznych i porodowych. Za ich
dziatanie farmakologiczne jest odpowiedzialny gtéwnie
A°-tetrahydrokannabinol (A°-THC) [23,45]. Wszystkie
zwigzki o budowie charakterystycznej dla kannabino-
idéw sa agonistami receptoréw kannabinnoidowych
i przez ich aktywacje dzialaja na organizmy zwierzat
i ludzi. Biorac pod uwage pochodzenie oraz mechanizm
dziatania, kannabinoidy mozna zakwalifikowa¢ do czte-
rech grup:

+ Kannabinoidy klasyczne (ro$linne) to pochodne
gtéwnie tricyklicznych pochodnych benzopirenu o 21
atomach wegla, ktérych gtéwnymi przedstawicielami
sa psychoatywny A°-tetrahydrokannabinol (A° - THC)
i A3-THC oraz niewykazujacy wlasciwosci psychoaktyw-
nych kannabidiol (CBD) [15].

« Kannabinoidy syntetyczne dicykliczne, ktérych gtéw-
nym przedstawicielem jest CP55940. Zwigzek ten jest
okoto 4-25 razy bardziej aktywny psychoaktywnie niz
A3-THC [72]. Zawiera dwupierscieniowg strukture odpo-
wiedzialng za dziatanie analgetyczne. 7-8 weglowy tan-
cuch alkilowy przy weglu C, pierscienia zapewnia mu
maksymalne powinowactwo do receptora CB, oraz
aktywno$¢ przeciwbdlowa [43].

« Syntetyczne zwigzki kannabinomimetyczne nasladujace
budowa i dziataniem kannabinoidy nalezace do aminoalki-
loindoli (zwigzki przeciwzapalne i przeciwbdlowe), ktérych
przedstawicielem jest WIN 55212-2, wykazujacy niewielki
stopien selektywnosci do receptora CB, [85].

+ Endogenne kannabinoidy wchodzace w sktad endogen-
nego systemu kannabinoidowego organizméw zwierze-
cych (ECS).

Endogenny system kannabinoidowy sktada si¢ z endo-
gennych ligandéw (endokannabinoidéw) oraz swo-
istych dla nich receptoréw (CB,, CB,, TRPV1 oraz GPR55),
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a takze z biatek regulujacych poziom i rozmieszczenie
endokannabinoidéw w tkankach i komdérkach (enzymy
kataboliczne i anaboliczne oraz biatka wigzgce endokan-
nabinoidy i odpowiedzialne za ich transport) [29].

Gtéwne receptory kannabinoidowe - CB1 sg umiejsco-
wione przede wszystkim presynaptycznie w btonie
komérkowej neuronéw os$rodkowego i obwodowego
uktadu nerwowego, a ich aktywacja hamuje uwalnia-
nie wielu neuroprzekaznikéw, tj. acetylocholiny, nora-
drenaliny, dopaminy, serotoniny, glutaminianu czy
kwasu y-aminomastowego i hormonéw [82]. Recep-
tory CB, wystepujg gléwnie na powierzchni komérek
uktadu odporno$ciowego, a zwtaszcza limfocytéw typu
B, makrofagéw i monocytéw. Ich aktywacja powoduje
zahamowanie uwalniania prozapalnych i zwiekszenie
uwalniania przeciwzapalnych cytokin [82]. Receptory
waniloidowe [TRPV1] sg umiejscowione gtéwnie w bto-
nie komdrkowej czuciowych neuronéw aferentnych,
takich jak zwéj korzenia grzbietowego, zwdj tréjdzielny
oraz widkna nerwowe [56]. Aktywacja receptordw
TRPV1 prowadzi do regulacji: przeptywu krwi, tempera-
tury ciata oraz odpowiada za uwalnianie insuliny i cyto-
kin [86]. Natomiast receptory GPR55 ulegaja aktywacji
w komdérkach mézgu i watroby cztowieka oraz §ledziony,
uktadu krazenia, jelita i tozyska szczura [63]. Jednak ich
najwyzsza ekspresje obserwuje sie¢ w komérkach nowo-
twordw zto$liwych [4]. Aktywacja receptoréw GPR55
reguluje zaréwno liczbe, jak i funkcje osteoklastéw oraz
prowadzi do wzmozonej proliferacji komérek nowotwo-
rowych [63].

Niezaleznie od aktywacji receptoréw endokannabino-
idy moga oddziatywa¢ na organizm réwniez przez inne
mechanizmy. Wykazano, ze endokannabinoidy modu-
lujg dziatanie amfipatyczne i/lub hydrofobowe kana-
16w jonowych, jak réwniez wptywaja na funkcje biatek
blonowych transportujgcych jony, m.in. biatek szczeli-
nowych (koneksony) oraz transporteréw neuroprzekaz-
nikéw [81]. Sugeruje sie ponadto, ze endokannabinoidy
uczestnicza w procesach antyproliferacyjnych i apopto-
zie [110].

Wykazano, ze zaburzenie homeostazy w systemie endo-
kannabinoidowym moze powodowaé progresje wielu
stanéw patologicznych dotyczacych m.in. a) uktadu
krazenia: zawal mie$nia sercowego, miazdzyca, niewy-
dolno$¢ miednia sercowego; b) o§rodkowego uktadu ner-
wowego: choroba Parkinsona, Huntingtona, Alzheimera,
stwardnienie zanikowe boczne, stwardnienie rozsiane,
schizofrenia, depresja; c) watroby: zapalenie watroby,
marsko$é, zwldknienie, sttuszczenie; d) choréb auto-
immunologicznych: reumatoidalne zapalenie stawéw;
e) nowotwordw: skéry, ptuc itd.; f) nerek: nefropatia; g)
trzustki: stan zapalny h) tkanki ttuszczowej: insulino-
oporno$¢, otytos$é; i) kosci: osteoporoza; j) oka: zapalenie
blony naczyniowej oka; k) systemu rozrodczego: dys-
funkcja reprodukgcji, zapalenie btony $luzowej macicy
1) drég oddechowych: astma alergiczna; m) skéry: aler-
giczne zapalenie skéry [83].

Pod wzgledem strukturalnym endokannabinoidy sa
estrowymi, eterowymi i amidowymi pochodnymi dtu-
gotaricuchowych zaréwno nasyconych, jak i wieloniena-
syconych kwaséw ttuszczowych, w tym gtéwnie kwasu
arachidonowego (ryc.1) [30]. Najlepiej poznanymi endo-
kannabinoidami sg N-arachidonyloetanoloamid (AEA)
i 2-arachidonyloglicerol (2-AG). Do grupy endokan-
nabinoidéw nalezg takze inne zwiazki mogace wiazad
sie z receptorami kannabinoidowymi: eter arachido-
nyloglicerolowy (eter noladyny, 2-AGE), ester kwasu
arachidonowego z etanoloaming (wirodamina), N-ara-
chidonylodopamina (NADA) oraz cis-9-oktadekenoamid
(oleamid ODA), N-arachidonyloglicyna (NAGLYy), a takze
N-acyloetanoloamidy (NAE), pochodne réznych kwaséw
ttuszczowych: arachidonowego (N-arachidonyloetano-
loamid AEA), palmitynowego (N-palmitoiloetanoloamid
PEA), stearynowego (N-steraoiloetanoloamid SEA) i ole-
inowego (N-oleoiloetanoloamid OEA) [36]. Uwaza sie, ze
endokannabinoidy nie sg przechowywane w komdrkach,
lecz wytwarzane gtéwnie ,,na zadanie” podczas syntezy
btonowych prekursoréw fosfolipidowych. Istnieja jednak
doniesienia, iz AEA moze by¢ réwniez przechowywany
w adiposomach, strukturach komérek syntetyzujacych
i magazynujacych ttuszcze proste - adipocytéw [79].

Ananpamip (AEA)

Najlepiej poznanym endokannabinoidem jest N-ara-
chidonyloetanoloamid znany jako anandamid, zwiazek,
ktérego najwyzsze stezenie wystepuje w mézgu i jest
syntetyzowany z fosfolipidéw (fosfatydyloetanoloaminy,
fosfatydylocholiny) zlokalizowanych w wewnetrznej
warstwie blony komdrkowej (tabela 1, ryc. 2) [20]. Pro-
ces syntezy anandamidu rozpoczyna aktywacja N-acylo-
transferazy (NAT) (enzymu niezaleznego od ATP i CoA)
wewngtrz btony komérkowej, zachodzaca pod wptywem
wzrostu wewnatrzkomérkowego stezenia jondéw wapnia,
czemu towarzyszy przeniesienie kwasu arachidonowego
z pozycji Sn-1 fosfatydylocholiny na fosfatydyloetano-
loamine z utworzeniem N-arachidonylofosfatydyloeta-
noloaminy (NAPE) [65]. NAT jest integralnym biatkiem
blonowym i jest aktywowana w obojetnym i zasadowym
pH przez wiazanie jonéw Ca?. Jej aktywno$¢ stymu-
lujg takze jony Sr?, Mn?" i Ba?* bedace analogami jonéw
Ca”, a substratami sg jedynie fosfolipidy [49]. Najwiek-
sza aktywno$¢ NAT obserwuje sie w obrebie pnia mézgu,
a najmniejsza we wzgdrzu i podwzgérzu mézgu szczura
[19]. Aktywno$¢ NAT obniza sie z wiekiem, w zwigzku
z czym w mikrosomach mézgu 30-dniowych szczuréw
aktywno$¢ NAT jest 4-krotnie nizsza w poréwnaniu do
zwierzat 1-dniowych [75]. Powstajaca w wyniku dziata-
nia NAT na fosfolipidy NAPE wystepuje w komdrkach
w niewielkich ilo$ciach i stanowi mniej niz 0,1% ilo$ci
fosfolipidéw w komdrkach ssakéw, gdyz ulega hydroli-
zie do anandamidu pod wptywem dzialania selektywnej
wobec NAPE fosfolipazy D (NAPE-PLD) - fosfodiesterazy
nalezacej do rodziny metalo-f-laktamaz umiejscowio-
nej w wewnetrznej warstwie btony komérkowej [42,80].
Stwierdzono, ze enzym ten dziata nie tylko na N-arachi-
donylofosfatydyloetanoloamine, ale réwniez na acylo-
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Ryc. 1. Endokannabinoidy

fosfatydyloetanoloaminy z innymi niz arachidonowa
grupami N-acylowymi (NAPE’s) [115]. Chociaz NAPE-PLD
pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym rézni sie
od innych fosfolipaz D, stwierdzono, ze NAPE-PLD wyste-
Ppujace w sercu myszy, szczura i cztowieka sg w okoto 89%
identyczne pod wzgledem sktadu aminokwasowego [80].
Enzym ten powszechnie wystepuje w tkankach gryzoni,
przy czym aktywno$¢é NAPE-PLD w mézgu szczura ulega
obnizeniu wraz ze starzeniem sie organizmu [74,75,80].

Synteze anandamidu moga réwniez katalizowa¢: fos-
folipaza C i fosfolipaza A, oraz a/B-hydrolaza 4 (ABH4)
- selektywna hydrolaza dla NAPEs [66,96]. Z udziatem fos-
folipazy C zachodzi dwuetapowa synteza AEA. W pierw-
szym etapie fosfolipaza C katalizuje hydrolize NAPE do
fosfoanandamidu (p-AEA), ktéry pod wptywem fosfataz
tyrozynowych PTPN22 ulega defosforylacji [66]. Istnienie
p-AEA stwierdzono w komdrkach mézgu oraz w makro-
fagach [66]. Aktywno$¢ fosfataz w komérkach mézgu jest
znacznie nizsza niz w komdrkach uktadu odpornoscio-
wego, dlatego inne fosfatazy PTPN22 moga w znaczacy
sposéb uczestniczyé w syntezie AEA w uktadzie nerwo-

wym [66]. NAPE moze by¢ réwniez hydrolizowana przez
fosfolipaze A, do lizo-NAPE, ktéra pod wplywem lizofosfo-
lipazy D (lizo-PLD) ulega dalej hydrolizie do anandamidu
[65]. Najwieksza aktywnos¢ fosfolipazy A, zaobserwo-
wano w komérkach zotadka myszy, a w innych tkankach,
takich jak watroba, nerki i mézg aktywno$¢ tego enzymu
jest znacznie mniejsza [103]. Ograniczona ekspresja
PLA, powoduje, ze hydrolize moze wspomagaé dodat-
kowo a/B-hydrolaza 4 (ABH4). Enzym ten jest zbudo-
wany z 342 aminokwaséw i zaréwno w organizmie myszy,
szczura, jak i czlowieka wykazuje duzg homologie na
poziomie aminokwasowym (99% identyczno$ci u myszy
i szczura, a 96% identyczno$ci u myszy i cztowieka).
Stwierdzono, ze poziom mRNA tego enzymu jest najwyz-
szy w mézgu, rdzeniu kregowym, a mniejszy w watrobie,
nerkach i sercu [96]. Moze dziataé zaréwno na NAPE, jak
i lizo-NAPE, katalizujgc powstanie glicerofosfoarachido-
nyloetanoloamidu (GpAEA), ktéry pod wplywem fosfo-
diesterazy GDE, zaleznej od jonéw metali, takich jak Mn*,
Mg?, Co? ulega hydrolizie do anandamidu [97]. Hydrolize
GpAEA do p-AEA moze katalizowaé réwniez lizofosfoli-
paza C (lizo-PLC) [66].
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p-AEA — fosfoanandamid; PTPN22 — fosfatazy tyrozynowe; GpAEA — glicerofosfoarachidonyloetanoloamid; GDE, — fosfodiesterazy GDE,; lizo-PLC ~

lizofosfolipaza C; lizo-PLD — lizofosfolipaza D; AA — kwas arachidonowy

Tabela 1. Stezenia AEA w wybranych tkankach

Gatunek Tkanka Stezenie Pismiennictwo
krew/osocze 0,8-52nM [39,70]
mézg/hipokamp 12-29 nmol/kg [17,34,87]
mozg/podwzgorze 10-18 nmol/kg [17,87]
szczur rdzen kregowy 16 nmol/kg [104]
serce 25-80 nmol/kg [57,112]
ptuca 99 nmol/kg [113]
watroba 77 nmol/kg [57]
krew/osocze 0,7-4,6 nM [7,32]
nasienie 0,2nM [3]
ptyn mézgowo-rdzeniowy 0,01-52nM [38,84]
cztowiek
tkanka ttuszczowa 34-40 nmol/kg [5,69]
mézg/hipokamp 39-108 nmol/kg [34,100]
serce 10 nmol/kg [34]

W zalezno$ci od stezenia AEA we wnetrzu komdérki
i w przestrzeni pozakomérkowej AEA moze ulega¢ trans-
lokacji zaréwno do wnetrza komérki, jak i do przestrzeni
zewnatrzkomdrkowej [54]. W obu przypadkach w pro-
cesie uczestniczy blonowy noénik biatkowy (EMT), przy
czym do przestrzeni wewnatrzkomdrkowej AEA jest réw-
niez transportowany w wyniku endocytozy [106]. Ziden-
tyfikowano dwie drogi endocytarne: zalezng klatrynowo
i niezalezng (zwigzang z kowaleing i raftami lipidowymi)
[50]. AEA jest przenoszony do wnetrza komdérki w sytuacii,
gdy stezenie w cytosolu jest mniejsze niz w przestrzeni

pozakomérkowej. Szybko$¢ transportu AEA do wnetrza
komérki zwieksza sie wraz ze wzrostem stezenia chole-
sterolu [8]. W transporcie anandamidu moze réwniez
uczestniczy¢ NO oraz produkt jego reakeji z anionorod-
nikiem ponadtlenkowym - nadtlenoazotyn, ktére biorag
udzial w aktywacji biatek transportujacych AEA. Wigza-
nie zewnatrzkomérkowego AEA z receptorami CB, oraz
CB, prowadzi do aktywacji wewnatrzkomérkowej syntazy
tlenku, powodujac wzrost stezenia NO. Proces moze hamo-
waé S-nitrozylacja tlenku azotu przez GSH. W zwigzku
z tym transport anandamidu jest uzalezniony od aktyw-
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nosci syntazy tlenku azotu oraz od stezenia glutationu
[68]. Po wniknieciu do wnetrza komérki rozpoczyna sie
wewnatrzkomdrkowy transport AEA rozpoczynajacy sie
zwigzaniem z wewngtrzkomdérkowymi biatkami wiaza-
cymi (AIBP), takimi jak Hsp70, FABP5 i FABP7, przy czym
nadekspresja tych biatek przyspiesza wchtaniania AEA
[53]. W zwigzku z tym biatkom AIBP przypisuje sie istotny
udzial w szybkiej i skutecznej dystrybucji AEA do réznych
struktur komdrkowych, jak np. adiposoméw, gdzie moze
by¢ on gromadzony i degradowany [79].

W komérce anandamid petni role agonisty receptoréw
kannabinoidowych, gléwnie receptora CB, i w mniejszym
stopniu receptoréw CB, i TRPV1. Wykazano, ze aktywu-
jac receptor CB , anandamid dziata antyproliferacyjnie,
hamujac aktywno$¢ cyklazy adenylowej i zatrzymanie
cyklu komdérkowego w fazie G1/S [71], a podwyzszajac
generacje reaktywnych form tlenu (RFT) i aktywacje
kaspazy-3, nasila apoptoze réznych komérek nowotwo-
rowych, np. jelita grubego [24]. Aktywacja CB, powoduje
takze wzrost stezenia ceramidéw i aktywacje kaskady
kinaz Raf1/ERK [14] oraz kinaz JNK/p38 [89]. Réwniez
aktywacja receptora CB, nasila biosynteze ceramidéw,
co wplywa m.in. na ekspresje biatka p38 oraz czynnika
transkrypcyjnego 4, przyczyniajac sie takze do apoptozy
komérek [22]. Aktywujac receptor TRPV1, anandamid
przyczynia sie do nasilenia stresu oksydacyjnego i akty-
wacji kalpain, co takze prowadzi do apoptozy np. komé-
rek glejaka [48]. Rozregulowanie funkcjonowania uktadu
endokoannabinoidowego, w tym relacji endokannabino-
idy-receptory, moze prowadzi¢ do powstania i/lub pro-
gresji zmian patologicznych. Nadaktywno$¢ systemu
endokannabinoidowego z aktywacja receptoréw CB,
moze by¢ przyczyng m.in. niewydolno$ci mie$nia serco-
wego, miazdzycy, zmian neurodegeneracyjnych, wstrzasu
kardiogennego lub marskosci watroby. Natomiast akty-
wacja receptoréw CB, odgrywa znaczaca role w regulacji
odpowiedzi zapalnej komérek OUN, zwlaszcza mikrogleju.
Moze réwniez wywotaé zmiany neurodegeneracyjne [81].

Anandamid niezwigzany z receptorami ulega metaboli-
zmowi przez hydrolize oraz utlenienie (ryc. 3). Hydrolize
anandamidu do kwasu arachidonowego i etanoloaminy
katalizuja wewnatrzkomérkowe serynowe hydrolazy ami-
dowe kwaséw tluszczowych [FAAH] zawierajace pojedyn-
cza N-koficowg domene transbtonowa [26]. Istniejg dwie
izoformy hydrolaz amidowych kwaséw ttuszczowych
- FAAH-1 oraz FAAH-2. Wystepujacy w organizmie czto-
wieka izoenzym FAAH-2 wykazuje jedynie 20% identycz-
no$ci w sekwencji aminokwasowej z FAAH-1, natomiast
u szczuréw wystepuje jedynie FAAH-1 [114]. Najwieksza
aktywno$¢ FAAH stwierdzono w watrobie, jelicie cienkim
i mbzgu szczura [55]. FAAH-1 jest umiejscowiona w retiku-
lum endoplazmatycznym, a FAAH-2 gtéwnie w kroplach
lipidowych [53]. FAAH reguluje stezenie wewnatrzko-
mdérkowe anandamidu, dlatego zahamowanie jej aktyw-
nosci podwyzsza stezenie AEA [46]. Chociaz FAAH-2
w mniejszym stopniu uczestniczy w hydrolizie endo-
kannabinoidéw niz FAAH-1, jej wysoki poziom ekspre-
sji zaobserwowano w watrobie, gdzie anandamid ulega

w znacznym stopniu metabolizmowi [53]. Udziat FAAH-2
wzrasta w metabolizmie endokannabinoidéw, gdy inak-
tywacji ulega FAAH-1 [114]. Do gtéwnych syntetycznych
inhibitoréw FAAH zalicza sie URB597 (N-cykloheksylo-
karbaminian 3-(3’-karbamoilodifenylu), JP83 (heksylofe-
nylokarbaminian 3-(3’-karbamoilodifenylu) oraz OL135
(7-fenylo-1-[5-(2-pirydylo)-2-(1,3-oksazolo)[heptan-1-on
[18]. Inhibitory FAAH powoduja podwyzszenie stezenia
endogennego AEA oraz innych endokannabinoidéw i dla-
tego nadal sg prowadzone badania nad ich zastosowaniem
w farmakoterapii choréb o podtozu zapalnym i neurode-
generacyjnym [90]. We wczesnych etapach cholestatycz-
nych choréb watroby stezenie i aktywno$¢ FAAH ulega
obnizeniu, co sprzyja podwyzszeniu stezenia AEA [94].

Oprécz hydrolizy AEA ulegaé moze w organizmie réw-
niez innym przemianom metabolicznym. Poniewaz
AEA charakteryzuje sie podobieristwem strukturalnym
do wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, dlatego
moze by¢ utleniany przez lipoksygenazy i cyklooksyge-
naze-2 (COX-2) oraz ulega metabolizmowi pod wptywem
dziatania cytochromu P450 [88].

AEA jest utleniany przez LOX-12, LOX-15, LOX-5 odpo-
wiednio do 12-HETE-EA, 15-HETE-EA, 11-HETE-EA [60].
Lipoksygenazy 12 i 15 wykazujg taka samg regioswoisto$¢
w stosunku do kwasu arachidonowego jak i do AEA. Nato-
miast 5-LOX wykazuje rézng regioswoisto$¢ w stosunku
do obu substratéw i katalizuje powstanie odpowiednio
11-HETE-EA z AEA oraz 5-HETE z kwasu arachidonowego
[60]. Natomiast COX-2 utlenia AEA do prostaglandyno-
-H,-etanoloamidu (PGH,-EA), ktéry ulega hydrolizie pod
wplywem swoistych syntaz komérkowych PGS do: 1-eta-
noloamid prostoglandyny E2 (PGE,-EA), 1-etanoloamid
prostoglandyny D2 (PGD,-EA), 1-etanoloamid prostoglan-
dyny F2 (PGF,-EA), 1-etanoloamid prostoglandyny 12 (PG,
-EA) [2]. Powstajgce prostanoidy dziatajg przez aktywacja
jednego lub wiecej swoistych receptoréw sprzezonych
z biatkiem G (GPCR), a takze poprzez jadrowe receptory
aktywowane przez proliferatory peroksysoméw (PPAR)
[98]. Wykazano, ze utlenienie AEA przez COX-2 podwyz-
sza stezenie cytotoksycznych PGE -EA i PGD,-EA, w wyniku
czego moze dochodzi¢ do apoptozy komdrek nowotworo-
wych, np. ptuc JWF2 [62]. Jednak PGE,-EA dziata takze prze-
ciwzapalnie, hamujac ekspresje IL-12 i IL-23 w komérkach
mikrogleju, a analog PGF,a-EA - bimatoprost jest stoso-
wany w leczeniu jaskry [25,116]. Wykazano, ze aktywacja
receptoréw CB, obserwowana w komérkach gwiazdzistych
w zwldknieniu watroby prowadzi do zahamowania wzro-
stu komérek oraz nasilonej apoptozy komdrek przez wzmo-
zony stres oksydacyjny [52].

W wyniku hydroksylacji AEA z udziatlem cytochromu
P450 powstaje etanoloamid kwasu hydroksyeikozatetra-
enowego (20-HETE-EA), a w wyniku epoksygenacji eta-
noloamidu kwasu epoksyeikozatrienowego (5,6-EET-EA,
8,9-EET-EA, 11,12-EET-EA, 14,15-EET-EA) [88], przy czym
tempo metabolizmu AEA jest najszybsze w watrobie [73].
Stwierdzono, ze izoenzym P450 3A4 w mikrosomach
watroby cztowieka katalizuje powstanie 5,6-EET-EA,
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Ryc. 3. Degradacja AEA. AEA — anandamid; FAAH — hydrolaza amidowa kwasow ttuszczowych; COX-2 — cyklooksygenaza-2; LOX — lipoksygenaza; CYP P450 —
cytochrom kwasu epoksyeikozatrienowego; PGX,-EA — prostaglandyno-X -etanoloamid; LOX = 12 LOX, 15 LOX, 5 LOX; HETE-EA = 12-HETE-EA, 15-HETE-EA,
11-HETE-EA; EET-EA = 5,6-EET-EA, 8,9-EET-EA, 11,12-EET-EA, 14,15-EET-EA; PGX,-EA = PGE,-EA, PGD,-EA, PGF -EA, PGI,-EA

Tabela 2. Stezenia 2-AG w wybranych tkankach

Gatunek Tkanka Stezenie Pismiennictwo
krew/osocze 12 nM [58]
mézg/hipokamp 4-12,6 pmol/kg [10,28]
mozg/podwzgorze 1,8-30,3 pumol/kg [17,87]
szczur rdzen kregowy 18,5 pmol/kg [104]
serce 5,2 umol/kg [112]
ptuca 0,8-19,6 pmol/kg [58,113]
watroba 1,2 ymol/kg [58]
krew/osocze 1-18,7 nM [7,76]
cztowiek
tkanka thuszczowa 6 pmol/kg [69]

8,9-EET-EA, 11,12-EET-EA, 14,15-EET-EA oraz 20-HETE-
-EA [99]. Natomiast izoenzym P450 4F2 odpowiada
przede wszystkim za metabolizm AEA w mikrosomach
nerki i tworzy tylko jeden produkt 20-HETE-EA [88].

2-ARACHIDONYLOGLICEROL

Innym waznym biologicznie endokannabinoidem jest
2-arachidonyloglicerol (2-AG). Jego biosynteza rozpo-
czyna sie od hydrolizy fosfolipidéw btonowych, gtéwnie
fosfatydyloinozytolu (PI), katalizowanej przez fosfoli-
paze C (PLC), w wyniku czego powstaje 1,2-diacyloglicerol
(DAG), ktéry ulega dalszej hydrolizie katalizowanej przez

lipaze diacyloglicerolowa (DAGL) do 2-AG [102] (ryc.
4). Substratami do biosyntezy 2-AG mogg by¢ réwniez
inne fosfolipidy, takie jak fosfatydylocholina i fosfaty-
dyloetanoloamina, jednak w komdrkach OUN gléwnym
substratem jest fosfatydyloinozytol [92]. Aktywno$¢é DAGL
jest stymulowana jonami Ca?, a hamowana przez inhibi-
tory, takie jak: p-hydroksybenzoesan, HgCl,, RHC-80267
(heksylokarbaminian cykloheksylidenoamino N-6-cyklo-
heksylidenuamino-oksokarbonyloaminy) i 0-3841 (ester
1-metoksymetylo-2-fluoro-metylo-fosfinoiloksy etylowy
kwasu oktadeka-9-enowego) [51]. Stwierdzono, ze bio-
synteza 2-AG ulega intensyfikacji pod wpltywem dziata-
nia guanozyno-5'-tio-trifosforanu (GTPyS), nawet przy
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niskim stezeniu jonéw Ca?[58]. W mézgu myszy wyka-
zano wystepowanie dwéch izoenzyméw DAGL-u, DAGL-
i DAGL-P, przy czym synteze 2-AG katalizuje gtéwnie
DAGL-a, ktéra uczestniczy we wstecznej sygnalizacji
synaptycznej [1]. Natomiast niedobér DAGL-p w watro-
bie zmniejsza 0 90% stezenie 2-AG, co wskazuje na istotne
znaczenie tej izoformy w biosyntezie 2-AG [109]. W wieku
rozwojowym lipazy diacyloglicerolu wystepujg gtéwnie
w aksonach, a u dojrzatych osobnikéw w neuronach post-
-synaptycznych [11].

Biosynteze 2-AG moze rozpoczgé réwniez fosfolipaza
A, (PLA)), hydrolizujgc PI do lizofosfatydyloinozytolu
(Lizo-PI), ktéry dalej ulega hydrolizie do 2-AG pod
wplywem lizofosfolipazy C (Lizo-PLC) [102]. Lizofos-
folipaza C rézni sie swoisto$cia substratowg od innych
izoform fosfolipazy C, poniewaz dziata tylko na lizofos-
fatydyloinozytol [107]. 2-AG moze powstawaé réwniez
w wyniku enzymatycznej konwersji kwasu 2-arachido-
nylolizofosfatydowego zaleznej od ATP. Struktura che-
miczna 2-arachidonylo-LPA rézni sie od struktury 2-AG
obecnoscia grupy fosforanowej w 2-arachidonylo-LPA,
co sugeruje, ze te dwie czasteczki sg metabolicznie §ci-
$le powigzane ze sobg. Poniewaz prawie 60% kwasu
arachidonowego jest przytaczone w pozycji SN2 LPA
w wyniku hydrolizy kwasu 2-arachidonylolizo-fosfa-
tydowego katalizowanej przez fosfatazy dochodzi do
utworzenia 2-AG [78].

W mdzgu, ktéry jest gtéwnym miejscem wystepowania
2-AG stezenie tego endokannabinoidu jest okoto 800 razy
wyzsze niz AEA [17]. Ponadto 2-AG ma wigksze powino-
wactwo do receptoréw CB, oraz CB, niz anandamid [101].
Stwierdzono, ze wzrost stezenia 2-AG, powodujac aktywa-
cje receptoréw CB, wplywa na obnizenie stresu oksyda-
cyjnego oraz dziata przeciwzapalnie przez zmniejszenie
wytwarzania cytokiny IL-17, co moze sie przyczynié np.
do regeneracji watroby przez przyspieszenie proliferacji
hepatocytéw [21,105]. Wykazano réwniez, ze 2-AG akty-
wuje szlaki transdukgji sygnatu w uktadzie hormonalnym
i odpornosciowym [31,101]. Na poziomie komdérkowym
2-AG uczestniczy w aktywacji kanatéw potasowych [41],
hamuje uwalnianie neuroprzekaznikéw podwzgérza
(GABA, glutaminian) [27,95], aktywuje MAP kinazy (kinaze
p42/44, kinaze p38, kinaze c-Jun) [89,101], a takze uczestni-
czy w wytwarzaniu tlenku azotu i PGE, przez indukcje NOS
i COX-2 [111]. Stwierdzono, ze 2-AG bierze udziat w hamo-
waniu wzrostu i proliferacji komérek nowotworowych
przez aktywacje receptoréw CB, [64]. 2-AG wplywa réw-
niez na metabolizm komdrkowy niezaleznie od pobudza-
nia receptoréw kannabinoidowych przez aktywacje biatka
Notch2 [37]. Ponadto wykazano, ze nasilajac generacje RET
i wzrost stezenia Ca%, 2-AG hamuje proliferacje komérek
gwiazdzistych watroby [93].

2-AG, podobnie jak AEA, jesli nie jest zwigzany z recep-
torami ulega natychmiast metabolizmowi zaréwno

o
- | ©-o-¢-R
o 0-¢C  on
—_—" SN~ €-0-P-0- R
[¢]
PLC Pl PLA,
<] ° c—oH
] ¢-0-¢-R [T T 06 ou
“So-¢ N —— S~ C-0-P-0- R
- e PLC Lizo-PI °
DAG DAGL
\ 2-AG o .
— — “ C—OH
kinaza MAGL fosfatazy
2-arachidonylo LPA

Ryc. 4. Synteza 2-AG. 2-AG - 2-arachidonyloglicerol; P1 - fosfatydyloinozytol PLC - fosfolipaza C; PLA, — fosfolipaza A ; DAG - 1,2-diacyloglicerol; DAGL — lipaza
diacyloglicerolowa; Lizo-PI - lizofosfatydyloinozytol; kinaza MAGL — kinaza lipazy monoacyloglicerolu; LPA — kwas lizofosfatydowy
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w wyniku hydrolizy, jak i utleniania. Podstawowym
enzymem odpowiedzialnym za degradacje 2AG do gli-
ceryny i kwasu arachidonowego jest lipaza monoacy-
loglicerolu (MAGL), ktéra jest cytosolowa hydrolaza
serynowa (ryc. 5) [33]. Duze stezenie mRNA tego
enzymu stwierdzono w hipokampie, mézdzku, biegu-
nie przedniego wzgdrza i w korze mézgu, przy czym sa
to obszary zawierajace réwniez receptory kannabino-
idowe CB, [33]. Do gtéwnych inhibitoréw syntetycznych
MAGL zalicza sie KML29 (kwas 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-
propan-2-yl-4-(di(benzo[d][1,3]diokso-5-yl)(hydro-
-ksy)metylopiperydynokarboksylowy) i JZL184 (kwas
(4-nitrofenylo-4-[di(1,3-benzo-dioksyl-5-y1)(hydroksy)
metylopiperydynokarboksylowy). JZL184 karbonyluje
grupy nukleofilowe seryny MAGL, powodujac zahamo-
wanie jej aktywno$ci, prowadzi réwniez do cze$ciowego
zahamowania aktywno$ci FAAH [67]. Stwierdzono, ze
KML29 nawet 10-krotne podwyzsza stezenie 2-AG, nie
powodujac przy tym zmiany stezenia AEA w mdzgu,
co wskazuje, ze jest selektywnym inhibitorem MAGL,
nie obnizajac aktywnoéci FAAH [108]. Wykazano, ze np.
w komdrkach mikrogleju dochodzi do hydrolizy 2-AG,

nawet w przypadku braku MAGL, co $wiadczy o istnie-
niu innych drdg degradacji 2-AG [77]. Zauwazono, ze
za degradacje 2-AG do gliceryny i kwasu arachidono-
wego moze réwniez odpowiadaé FAAH [40], a takze inne
enzymy hydrolityczne, takie jak a/p hydrolazy 6 (ABH6)
i 12 (ABH12). Stwierdzono, ze w mézgu myszy w warun-
kach fizjologicznych udzial ABH6 w degradacji 2-AG
wynosi 4%, a ABH12 - 9% [13]. 2-AG moze by¢ réwniez
metabolizowany do 2-arachidonylo-LPA w wyniku dzia-
tania kinaz monoacyloglicerolu, przy czym jest to reak-
cja odwrotna do szlaku biosyntezy 2-AG [78]. Hydrolize
2-AG do kwasu arachidonowego i glicerolu katalizuje
réwniez nieswoista esteraza serynowa, butyrylocholino-
esteraza (BChE), ktérej inhibitorami sa: AEBSF (fluorek
4-(2-aminoetylo) benzenosulfonylu) oraz PMSF (fluorek
fenylometylosulfonylu) [9].

2-AG ulega réwniez metabolizmowi pod wplywem
COX-2 [61] oraz lipoksygenaz [59]. COX-2 utlenia 2-AG
do 15-HETE-G i 11-HETE-G oraz do estru glicerylowego
prostaglandyny H2 (PGH,-G), ktéry moze ulec hydro-
lizie do estru glicerylowego prostaglandyny E2 (PGE,
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Ryc. 5. Degradacja 2-AG. 2-AG — 2-arachidonyloglicerol; A° ~THC — ABH — hydrolaza serynowa a/-hydrolaza; FAAH — hydrolaza amidowa kwasow thuszczowych;
C0X-2 - cyklooksygenaza-2; LOX - lipoksygenaza; CYP P450 — cytochrom P450; HETE — G — glicerol kwasu hydroksyeikozatetraenowego; PGX,-G — ester
glicerylowy prostaglandyny-X, i kwasu epoksyeikozatrienowy; 12-HHT-G — ester glicerolu i kwasu 12-hydroksyheptadekatrienowego BChe — esteraza serynowa,
butyrylocholinoesteraza, LOX = 12-L0X, 15-LOX; HETE-G = 12-HETE-G, 15-HETE-G; PGX -G = PGE,-G, PGI -G, PGF -G, PGD,-G
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-G), 12 (PGI-G), estru glicerylowego prostaglandyny F2
(PGF,-G) i D2 (PGD,-G) [2], przy czym stwierdzono, ze
PGE -G wplywa na aktywno$¢ NF-B [47], a takze powo-
duje efekty przeciwstawne do jego prekursordw, takie
jak wzmocnione przekaznictwo synaptyczne w komor-
kach hipokampa glutaminergicznego i indukcje neu-
rotoksycznosci [91]. PGE,-G poprzez receptory CB,
i prostanoidowe mechanizmy receptorowe indukuje
kinazy ERK i p38 MAPK, hamujac proces neurodegene-
racji [117]. Hamowanie syntezy PGD,-G przez inhibitory
lipazy DAGL potwierdza bezposredni zwiazek syntezy
DAG i biosyntezy prostaglandyn glicerolu [61]. Z powyz-
szych rozwazan wynika, ze COX-2 odgrywa gtéwna
role w réznych szlakach przekaznictwa sygnatowego
z udziatem DAG, zwlaszcza, ze najwieksza aktywnosé
COX-2 obserwuje sie w mbzgu oraz w komérkach uktadu
immunologicznego [61]. W degradacji 2-AG uczestnicza
réwniez lipoksygenazy-12 i -15, katalizujgc powstawa-
nie odpowiednio 15-HETE-G oraz 12-HETE-G, przy czym
lipoksygenaza-12 ma taka sama regioswoisto$¢ zaréwno
w stosunku do AA, jak i do 2-AG, ale o0 40% efektywniej
katalizuje degradacje 2-AG [59]. 2AG ulega réwniez
epoksygenacji przez cytochrom P450, w wyniku kté-
rej powstaja glicerydy kwasu epoksyeikozatrienowego
(GEET), odpowiedzialne za rozszerzanie naczyn krwio-
nosnych [6].

Niezaleznie od udziatu endokannabinoidéw w metabo-
lizmie komdrkowym zaréwno AEA, jak i 2-AG, aktywu-
jac receptory kannabinoidowe moga wywotywaé §mier¢
komérki. Indukcja $mierci komdrek jest zwigzana ze
zmianami morfologicznymi, takimi jak kondensacja
chromatyny i fragmentacja DNA oraz zmianami metabo-
licznymi wynikajacymi ze wzrostu aktywnosci kaspazy
3/7, ktére sa ostabiane przez selektywnych antagoni-
stéw receptora CB, [35]. Smier¢ komérki moze by¢ réw-
niez indukowana aktywacjg receptoréw CB, i TRPV1
[35,44].

W zwigzku z wielokierunkowym dziataniem biologicz-

nym sktadnikéw endogennego systemu kannabino-
idowego (ECS), poszukuje sie agonistéw/antagonistéw

PismiennicTwo

receptoréw kannabinoidowych o potencjalnym zasto-
sowaniu w farmakoterapii celowanej nakierowanej na
ECS. Chociaz kannabinoidy pochodzenia ro$linnego od
dawna sa wykorzystywane w medycynie, coraz czesciej
pojawiaja sie préby farmakoterapii z wykorzystaniem
zwigzkéw syntetycznych bedacych ligandami recepto-
réw kannabinoidowych lub modulatorami enzyméw
uczestniczacych w metabolizmie endokannabinoidéw.
Uwaza sie, ze zwiazki oddziatujace na ECS moga braé
udzial w farmakoterapii, m.in.: choréb metabolicznych,
OUN, uktadu krazenia i oddechowego oraz w leczeniu
uzaleznieti [82,83]. Przyktadem leku bedgcego antagoni-
sta receptora CB, jest Rimonabant. Natomiast do lekéw
bedgcych agonistami receptoréw kannabinoidowych
naleza: Nabilon - syntetyczny analog THC zapobiega-
jacy nudno$ciom i wymiotom oraz Sativex - zawiera-
jacy A-9-THC i kannabidiol tagodzacy stany spastyczne
w stwardnieniu rozsianym oraz béle neuropatyczne
w chorobach nowotworowych [16]. W ostatnich latach
pojawiaja sie réwniez doniesienia na temat potencjal-
nych lekéw regulujacych posrednio poziom endokan-
nabinoidéw. Jednym z przyktadéw jest URB597, znany
réwniez jako preparat KDS-4103, ktérego dziatanie prze-
ciwdepresyjne i przeciwbdlowe wykorzystano w bada-
niach klinicznych przez firme farmaceutyczng Kadmus.
Natomiast inne inhibitory FAAH (PMSF, AM374, AM381,
0-1887, OL-135, URB-532, URB-602) oraz MAGL (RB602,
NAM, OMDM169, JZL184, KML29) sg badane na mode-
lach zwierzecych [12]. Jednak ciaglym problemem jest
diametralne zréznicowanie odpowiedzi organizmu
w zalezno$¢ od dawki, co powoduje, ze stosowane prepa-
raty moga zaréwno dziataé terapeutycznie, jak réwniez
powodowaé progresje wielu stanéw chorobowych.
Przyktadem jest Rimonabant, selektywny antagonista
receptora CB, od 2006 r. stosowany jako lek w leczeniu
otytosci oraz uzaleznien, wycofany w 2008 r. z powodu
czestych dziatari niepozadanych ze strony uktadu pokar-
mowego, oddechowego oraz OUN. Ze wzgledu na poten-
cjalne korzysci dla organizmu, uwzgledniajac mozliwe
dziatania niepozadane, nadal trwaja poszukiwania
nowych zwiazkdw, dla ktérych punktami uchwytu sa
sktadniki ECS.
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