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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wprawdzie od odkrycia cyklicznego AMP (cAMP) minelo juz ponad 50 lat, jednak wciaz po-
jawiajg sie doniesienia o nowych, nieznanych dotad funkcjach tego nukleotydu. cAMP po-
wstaje z adenozyno-5'-trifosforanu w reakcji katalizowanej przez enzym cyklaze adenylowsa.
W komérkach ssakéw wystepuje dziewie¢ membranowych orazjedna rozpuszczalna izoforma
cyklazy adenylowej. Wiekszo$¢ z nich wspétdziata z receptorami sprzezonymi z biatkami G
lub G.. Jedynym sposobem degradacji cAMP jest reakcja hydrolizy katalizowana przez fosfo-
diesteraze. U ludzi wyrdznia sie 11 rodzin tych enzymdw, ktére réznig sie powinowactwem
do substratéw, struktura, miejscem wystepowania oraz mechanizmem regulacji. Modulacja
ich aktywnosci jest waznym kierunkiem w poszukiwaniu nowych lekéw. Efektorami cAMP
sg: kinaza proteinowa A (PKA), biatka Epac oraz kanaly jonowe zalezne od cAMP. W przebiegu
reakcji zapalnej, wzrost stezenia CAMP moze prowadzi¢ do wzrostu ekspresji IL-10 oraz hamo-
wania uwalniania TNF-a, IL-12 i chemokiny MIP-1f, a takze do zmniejszenia przepuszczalno$ci
naczyn. Ponadto nukleotyd ten reguluje proces fagocytozy. Natomiast dziatajac przez PKA
przewaznie przyspiesza proces apoptozy, a aktywujgc Epac hamuje $mier¢ komérki. Jak wy-
kazano, stezenia cAMP réznig sie w poszczegblnych przestrzeniach wewnatrzkomérkowych,
dzieki nieréwnomiernemu umiejscowieniu biatek odpowiadajacych za jego synteze i rozktad.
CAMP jest transportowany na zewnatrz komdrki z udziatem dwéch transporteréw: ABCC4
i ABCC5. Stwierdzono wystepowanie $ciezki enzymatycznej odpowiedzialnej za pozakomdr-
kowy rozktad cAMP. Po podaniu zwiazkéw modulujacych poziom cAMP gryzoniom, stezenia
tego nukleotydu ulegaja zmianom we krwi i/lub tkankach zwierzat. Postep w badaniach nad
CAMP stat sie mozliwy w duzym stopniu dzieki pojawieniu sie nowych metod analitycznych
do oznaczenia jego stezen w materiale biologicznym.

cykliczny AMP - cyklaza adenylowa - fosfodiesteraza - receptory sprzezone z biatkiem G - zapalenie
apoptoza - transportery nukleotydow

Summary

Although cyclic AMP (cAMP) was discovered more than 50 years ago, new reports of unknown
functions of this nucleotide still appear in the literature. It is synthesized from adenosine
triphosphate in a reaction catalysed by adenylyl cyclase. In mammalian cells nine membrane-
-associated and one soluble adenylyl cyclase isoforms occur. Most of them interact with G - or
G,-protein coupled receptors. The only way of cAMP degradation is the reaction of hydrolysis
catalyzed by phosphodiesterase. In humans there are 11 families of these enzymes, which differ

*Praca powstata dzigki wsparciu finansowemu ze $rodkéw na dziatalnoé¢ statutowa Uniwersytetu Jagielloriskiego Col-
legium Medicum K/ZDS/001916 (EW) oraz z dotagji celowej na rozwéj miodych naukowcéw K/DSC/001422 (KP).
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in substrate affinity, structure, place of occurrence and mechanism of regulation. Modulation of
activity of these enzymes is an important direction in the search for new drugs. The effectors
of cAMP are: protein kinase A (PKA), Epac proteins, and cAMP-dependent ion channels. In the
course of the inflammatory response, the increase in cAMP level may lead to an increase in
IL-10 expression, inhibition of TNF-a, IL-12, and MIP-1p release, as well as to a reduction in
the permeability of blood vessels. In addition, cAMP regulates the process of phagocytosis. In
the majority of cases, acting via PKA it induces cell apoptosis, and by activating Epac proteins
it inhibits cell death. It has been shown that the levels of cAMP vary in different intracellular
spaces due to the discretely positioned proteins responsible for its synthesis and breakdown.
Moreover, the enzymatic pathway responsible for the extracellular degradation of cAMP has
been discovered. Two transporters, ABCC4 and ABCC5, are involved in the transport of cAMP
outside the cells. Administration of drugs modulating the level of this nucleotide to rodents
leads to changes in its concentrations in blood and/or animal tissues. Progress in research on
cAMP has become possible to a large extent due to the emergence of new analytical methods
for the determination of its concentrations in biological material.
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Wsrep

Cykliczny 3°,5’-adenozynomonofosforan (cAMP) to nie-
zwykle uniwersalny wtérny przekaznik wewnatrzko-
moérkowy, uczestniczacy w regulacji wielu proceséw,
takich jak: metabolizm, apoptoza, ekspresja genéw oraz
proliferacja komérek. Mimo iz od odkrycia i opisania
funkcji cAMP w mechanizmie dziatania hormonéw pep-
tydowych mineto juz ponad 50 lat, to wciaz pojawiaja
sie doniesienia o nieznanych dotad jego funkcjach.
W ostatnich latach wykazano np., ze cAMP moze by¢
mediatorem proceséw przeciwstawnych (np. dziatanie
pro- i przeciwapoptotyczne), co jest mozliwe dzieki zto-
zonemu systemowi precyzyjnego sterowania stezeniem
tego zwigzku w réznych obszarach komérki [47,117].
Odkrycie kompartmentalizacji biatek odpowiedzialnych
zarozpad, synteze i przekazywanie sygnatu cAMP stano-
wito przetom w badaniach nad tym nukleotydem. Mimo
intensywnej pracy badaczy, wiedza nad wieloma recep-
torami sprzezonymi z biatkiem G oraz rola cAMP w regu-
lacji pewnych mechanizmdéw wciaz nie jest petna.

W latach 50. XX w. Earl Sutherland podjat badania nad
wyja$nieniem mechanizmu dziatania adrenaliny i glu-

kagonu w procesie rozpadu glikogenu w watrobie.
Wyniki badan wykazaty, ze regulatorowg funkcje w tym
procesie odgrywa fosforylaza, ktéra aktywuja adre-
nalina i glukagon w wyniku fosforylacji. Inaktywacja
enzymu zachodzi za$ przez defosforylacje. Zauwazono,
ze stymulacja hormonalna biatek zwigzanych z btong
komérkowa doprowadza do pojawienia sie odpornego
na temperature czynnika powodujacego fosforylacje
(aktywacje) fosforylazy. Wyniki dwdch niezaleznych
grup badaczy: Sutherlanda i Lipkina doprowadzity,
z pomoca Heppela, do ustalenia budowy chemicznej
tego czynnika jako 3’,5’-cyklicznego adenozynomono-
fosforanu [20,95].

Odkrycia nastepnych lat wykazaly, ze cAMP uczestni-
czy nie tylko w rozpadzie glikogenu, ale takze w lipoli-
zie, glukoneogenezie, ketogenezie, uwalnianiu insuliny
przez trzustke oraz wielu innych procesach metabo-
licznych. W komérkach bakteryjnych wzrost stezenia
CAMP jest sygnatem spadku stezenia glukozy stymuluja-
cym ekspresje genéw kodujacych enzymy uczestniczace
w pozyskiwaniu energii z innych Zrédet [102]. W mie-
$niach i watrobie ssakéw nukleotyd zachowat charakter
sygnalizatora gtodu, blokujagc posrednio syntaze gliko-
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genu oraz stymulujgc transkrypcje genédw enzyméw
odpowiedzialnych za glukoneogeneze [23].

Jak wiadomo, cAMP powstaje z adenozyno-5’-trifosfo-
ranu (ATP) w reakcji katalizowanej przez cyklaze adeny-
lowa (AC). Reakcja zachodzi z udziatem jonédw magnezu,
z jednoczesnym uwolnieniem pirofosforanu (PPi).
Jedyng metodg degradacji cAMP jest reakcja hydrolizy
katalizowana przez fosfodiesteraze (PDE) (ryc. 1) [23].

Wiekszo$¢ izoform AC wspdtdziata z niektérymi recepto-
rami sprzezonymi z biatkiem G (GPCRs, G protein-coupled
receptors), ktérych pobudzenie moze spowodowaé wzrost
lub zahamowanie aktywno$ci katalitycznej tego enzymu [23].

RECEPTORY SPRZEZONE Z BIALKIEM G

Receptory sprzezone z biatkiem G to rodzina recepto-
réw blonowych obejmujgca ponad 1000 réznych biatek.
Prawie potowa najcze$ciej stosowanych lekéw to ligandy
GPCRs. Mimo trwajacych od lat intensywnych badat
nad poznaniem ich budowy i funkeji, w dalszym ciggu
na temat wielu z nich nie ma petnych danych (receptory
sieroce). Biatko G jest ogniwem tgczacym przekaZnictwo
receptoréw GPCR z efektorami wewnatrzkomérkowymi.
Zbudowane z trzech podjednostek: a, p i y, w stanie
nieaktywnym biatko wystepuje w postaci heterodi-
meru, a do podjednostki a jest przytaczony guanozyno-
-5’-difosforan (GDP). Za kodowanie podjednostki a jest
odpowiedzialnych szesnascie gendéw, pie¢ za kodowa-
nie B, a dwana$cie za kodowanie y. Biatka G podzielono
na cztery rodziny uwzgledniajac ich funkcje i budowe
podjednostki a: G, G, G, i G,,. Podjednostka a skiada
sie z dwéch domen: pierwsza wykazuje aktywno$é
GTP-azowa, natomiast druga pozwala na utrzymanie
guanozyno-5’-trifosforanu (GTP) wewnatrz biatka. Po
aktywacji biatka G przez receptor dochodzi do odszcze-
pienia podjednostki o i odlgczenia GDP. Uwaza sie, ze
receptor moze uzywaé dimeru Py jak dZzwigni, by wywo-
ta¢ zmiany konformacyjne powodujace uwolnienie GDP.
Receptory GPCR biora udziat w wymianie GDP na GTP.
Poszczegblne biatka G dziatajg na rézne efektory, np.
podtypy G, sg kojarzone gtéwnie ze stymulacjg cyklazy
adenylowej, ale uczestnicza takze w regulacji GTP-azy
tubuliny oraz kinazy tyrozynowej src. G, odgrywaja role,
m.in. w hamowaniu cyklazy adenylowej oraz regulacji

funkgcji biatka Rap, kanatéw wapniowych i potasowych
oraz fosfodiesterazy 3’,5’-cyklicznego guanozynomono-
fosforanu (cGMP). Efektorami G_sa fosfolipaza C i kinaza
tyrozynowa Brutona. Fosfolipaza C katalizuje rozpad
fosfatydyloinozytolo-4, 5-bisfosforanu do 1,2-diacy-
loglicerolu (DAG) i inozytolo-1, 4, 5-trifosforanu (IP,),
ktére sg istotnymi przekaznikami drugiego rzedu [96].
Grupa G,, bierze udzial w aktywacji wymiennika Na'/
H" fosfolipazy D oraz syntazy tlenku azotu. Uwazano,
ze tylko podjednostka a ma mozliwo$¢ przekazywania
sygnatu (np. stymulacja i hamowanie cyklazy adeny-
lowej). Dzi§ wiadomo, ze dimer By takze bierze udziat
w regulacji funkcji wielu innych biatek, takich jak fos-
folipaza C, kinaza receptoréw GPCR, kalmodulina, dyna-
mina i tubulina. Gléwna role w regulacji czasu trwania
aktywnej postaci biatka G odgrywa GTP-azowa domena
podjednostki a. Efektory biatka G (np. podjednostka y
fosfodiesterazy lub fosfolipaza Cp) moga zwrotnie nasi-
la¢ wewnetrzng aktywno$¢é GTP-azows, skracajac tym
samym czas przekazywania sygnatu. Oprécz czynnikéw
efektorowych opisano grupe biatek regulujacych prze-
kazywanie sygnatu przez biatka G (RGS, regulators of G
protein signaling), ktére takze wzmacniajg aktywno$é
GTP-azowa. Regulacja funkcji biatek G moze odbywa¢
sie takze przez fosforylacje, acylacje i lipidacje odpo-
wiednich podjednostek. Fosforylacja przez kinaze pro-
teinowa C moze ostabia¢ dziatanie podjednostki a na
efektory i zapobiega tworzeniu trimeru, nasilajac dzia-
tanie dimeru Py, a takze zmienia¢ selektywno$¢ efekto-
rowg dimeru By [13].

Pojawiajgce sie dowody na istnienie $ciezek sygnatowych
niezaleznych od biatka G doprowadzily do wprowadzenia
nowej nazwy GPCRs: receptory 7TM (7 transmembrane
receptors, receptory o siedmiu domenach transmembra-
nowych). GPCRs sg zbudowane z siedmiu hydrofobowych
domen transmembranowych, wewnatrzkomérkowego
kotica karboksylowego oraz zewnatrzkomérkowego
kotica aminowego. Biatka te wykazuja dobra homolo-
gie pod wzgledem budowy domen transmembrano-
wych. Najwieksze zréznicowanie obserwuje sie w rejonie
korica aminowego. Wiedza na temat budowy receptoréw
GPCR ma swoje zrédlo w badaniach nad strukturg kry-
staliczna rodopsyny wotowej. Jest to jedno z niewielu
biatek tej rodziny, ktérego strukture zbadano techni-
kami o wysokiej rozdzielczo$ci. Rodopsyna wystepuje
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Ryc. 1. Synteza i degradacja cAMP
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w duzych ilo$ciach w siatkéwce oka i wykazuje niezwy-
kta stabilno$¢. Najnowsze badania dowodza, ze GPCR
moga tworzy¢ oligomery, co moze by¢ istotne dla akty-
wacji biatka G [57]. Badania filogenetyczne pozwolily
wyréznié pieé rodzin biatek GPCR: rodzina receptoréw
glutaminergicznych, rodopsynopodobnych, adhezyj-
nych, frizzled/taste 2 i sekretynopodobnych. 0d pierw-
szych liter rodzin powstata nazwa nowej klasyfikacji
biatek - GRAFS. Do rodziny glutaminergicznej zalicza sie
metabotropowe receptory glutaminergiczne (mGluR),
receptory GABA,, receptor wrazliwy na wapr (CaSR)
oraz receptory smakowe 1 (TAS1). Rodzina rodopsyny
zawiera najwieksza, bo liczacg 672, liczbe receptoréw,
charakteryzujgcych sie pewnymi cechami wspélnymi,
jak wystepowaniem motywéw NSxxNPxxY oraz DRY
(Asp-Arg-Tyr). Wyrdznia sie ich cztery grupy: a, B, y i d.
Grupa o zostata podzielona na podgrupy: prostaglandy-
nowg, aminowg, podgrupe opsyn (podstawowa w odbie-
raniu wrazeri wzrokowych), melatoninowa oraz MECA
(np. receptory kanabinoidowe i adenozynowe). Wéréd
receptoréw prostanoidéw (prostaglandyn, tromboksa-
ndéw i prostacyklin) zidentyfikowano cztery receptory
prostaglandyny E (EP1-4), dwa receptory prostaglan-
dyny D (DP, CRTH), jeden receptor prostaglandyny F,
jeden receptor prostacykliny (IP) oraz jeden receptor
tromboksanu A (TP) wystepujacy w wariantach splicin-
gowych a i f [41]. W sktad podgrupy aminowej wchodza
bardzo istotne, z farmakologicznego punktu widzenia,
receptory serotoninergiczne, dopaminergiczne, adre-
nergiczne, histaminowe i inne. Grupa B zawiera m.in.
receptory tachykininy, neuropeptydu FF i cholecystoki-
niny. Grupa y skiada sie z trzech podgrup: SOG (soma-
tostatin/opioid/galanin), MCH (melanin-concentrating
hormone receptors) oraz podgrupy receptoréw chemo-
kinowych. W ostatniej grupie § mozna wyodrebni¢ pod-
grupe receptoréw zwigzanych z MAS, glikoproteinowa
(receptory FSH, LH i TSH), purynowa (np. P2Y) oraz
wechowag. Przedstawicielami rodziny receptoréw adhe-
zyjnych sg np. receptor antygenu CD97, lektomedyny
i mucynopodobne receptory zawierajace modut EGF
(EMRs). Jedna z najpézniej odkrytych rodzin jest rodzina
receptordw frizzled/taste 2 sktadajaca sie z 36 przedsta-
wicieli zebranych w dwie podgrupy: frizzled - uczest-
niczgcych w przekaznictwie Wnt oraz taste 2 (TAS2),
odpowiedzialnych za odczuwanie gorzkiego smaku.
U cztowieka znanych jest dziesie¢ receptoréw frizzled
(Frizzled 1-10) [86]. Receptory sekretynopodobne obej-
muja receptory glukagonu, hormonu uwalniajacego
kortykotropine, kalcytoniny, parathormonu, sekretyny
i innych peptydéw [34].

Jak wspomniano wyzej, pobudzenie receptoréw sprze-
zonych z biatkami G_lub G, prowadzi odpowiednio do
wzrostu lub obnizenia stezenia cAMP w komérce. Przy-
ktady takich receptoréw przedstawiono w tabeli 1.

Zakres ligandéw receptoréw GPCR jest bardzo szeroki,
sg to: fotony, jony (Ca?), aminy (noradrenalina, adre-
nalina, dopamina, serotonina, histamina), aminokwasy
(glutaminian, GABA), lipidy (LPA, PAF, prostaglandyny,

leukotrieny, amandamina, S1P), peptydy i biatka (angio-
tensyna, bradykinina, trombina, bombezyna, FSH, LH,
TSH, endorfiny) oraz inne organiczne czasteczki (fero-
mony, nukleotydy, opioidy i kanabinoidy). Miejscem
polaczenia z ligandem moze by¢ koniec aminowy (szcze-
g6lnie w przypadku peptydéw), domena transmem-
branowa lub sekwencja zewnatrzkomérkowa. Mimo
znacznego zréznicowania ligandéw (tabela 1), receptory
GPCR wspéldziatajg z biatkami G o znacznej homologii.
Sugeruje to duze podobieristwo w zmianach konforma-
cyjnych wywotanych aktywacja w obrebie czesci cyto-
plazmatycznej réznych receptoréw. W stosunkowo
dobrze poznanym receptorze B,-adrenergicznym pota-
czenie noradrenaliny z domeng 5, 6 oraz 3 prowadzi do
zblizenia tych domen i ustabilizowania postaci recep-
tora umozliwiajgcej interakcje z biatkiem G. Szczegé-
towe badania wykazaly, iz azot aminowy taczy sie z Asp
113 w domenie TM3, grupy hydroksylowe katecholu
z serynami w TM5, za$ pierscien aromatyczny i grupa
beta hydroksylowa odpowiednio z Phe 290 oraz Asn 293
w domenie TM6 [57]. Wazne znaczenie w interakcji lek-
-receptor ma uktad przestrzenny ligandéw. Dowiedziono
np, ze enancjomer (-) adrenaliny obkurcza naczynia bar-
dziej od enancjomeru (+), co ttumaczy sie jego wiekszym
powinowactwem do receptora adrenergicznego (32. Nato-
miast (R,R)-fenoterol taczac sie z receptorem B, aktywuje
podjednostki biatka G_ (stymulujgcej aktywno$¢ AC),
a jego stereoizomer (S,R) pobudza zaréwno G, jak i G;
(podjednostke hamujaca aktywno$¢ AC), co przejawia
sie w jego stabszym dziataniu [89]. Zjawisko to ttumaczy
sie wystepowaniem réznic konformacyjnych receptoréw
GPCR pod wplywem danego stereoizomeru [109], a jak
wiadomo, aktywacja okre$lonych podjednostek biatek G
zalezy od przestrzennego utozenia receptora. Modulacja
allosteryczna odbywa sie réwniez w przypadku dimery-
zacji czy oligomeryzacji receptoréw. Za przyktad moze
postuzy¢ receptor kanabinoidowy CB1: aktywacja poje-
dynczego receptora hamuje AC przez podjednostke G,
natomiast dimeryzacja z receptorem dopaminowym D,
czy opioidowym p, promuje oddziatywanie z podjed-
nostka G, co przejawia si¢ wzrostem cAMP w komérce.
Ponadto dimeryzacja CB1 z receptorem adrenergicznym
B, nasila oddziatywanie z podjednostka G, i blokuje akty-
wacje G_[77].

Funkcja receptoréw GPCR moze by¢ modulowana przez
wiele czynnikéw. Kinazy GRK fosforyluja receptory
GPCR prowadzgc do ostabienia oddziatywania z biatkiem
G i nasilenia wigzania z arestynami - biatkami kotwi-
czacymi, ktére maja zdolno$¢ inicjowania endocytozy
receptora. Poszczegélne receptory moga mieé swoje
wilasne mechanizmy regulacji, czego przyktadem jest
receptor parathormomu PTH1R. Aktywuje podjednostke
G,, jednak w obecnosci czynnika regulujacego wymiane
Na'-H' (NHERF) dochodzi do preferencyjnej aktywacji G,
[83].

ENzymY UCZESTNICZACE W SYNTEZIE | DEGRADAC)I CAMP

Cyklaza adenylowa
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Tabela 1. Charakterystyka wybranych receptoréw zwiazanych z biatkiem G oraz ich wptyw na poziom cAMP w komérce

RECEPTORY GPCR AKTYWUJACE CYKLAZE ADENYLOWA | ZWIEKSZAJACE STEZENIE cAMP W KOMORKACH DOCELOWYCH

(RODZII?:(REEPCTE?}OROW) LOKALIZACJA FUNKCIA AGONISCI ANTAGONISCI PISM.
kontrola rytmu dobowego i zachowari
PACT-R emogjonalnych; wydzielanie :
[receptor polipeptydu przysad- . e ) . neuropeptydéw podwzgorzowych; PACAP (pollpept.yd przy?adkowy
; mdzg (najobficiej w: opuszce wechowej, wzgorzu, X X - aktywujacy AQ); .
kowego aktywujacego cyklaze Y . ) o reakcja lekowa; kontrola uwalniania . PACAP 6-38;
podwzgdrzu, zakrecie zehatym); trzustka; rdzen R X - maxadilan; [40,105]
adenylowa] : - insuliny przez trzustke; uwalnianie : M65
nadnerczy; makrofagi; monocyty N : PACAP 1-27;
katecholamin z rdzenia nadnerczy; PACAP 1-38
(RECEPTOR SEKRETYNOPODOBNY) hamowanie uwalniania IL-6 przez
komérki immunologiczne
Glukagon;
pobudzenie glikogenolizy, glukone- podwdjni peptydowi agonisci
ogenezy i ketogenezy w watrobie oraz GCGR/GLP-1: 3
[receptor (?Icawluka ont] hepatocyty; adipocyty; lipolizy w watrobie i tkance thuszczo- ~ TT-401 (w Il fazie badan klinicz- (WL:: fza i?eggijjan [2,101,
P glukag serce; nerki; mézg; komdrki  trzustki; miesniow- wej; dziatanie chrono- i inotropowo nych u pacjentow z cukrzyca inicznveh u pacientéw 3
(RECEPTOR SEKRETYNOPODOBNY) ka gtadka przewodu pokarmowego dodatnie na migsien sercowy; wzrost typu 2) 2 cuk):z . ‘: Ju 2 120]
wydzielania insuliny i somatostatyny i2P-2929 yaup
przez trzustke; termogeneza (w | fazie badan klinicznych)
EP, i EP, rozszerzenie naczyn Prostaglandyny
krwionosnych oraz oskrzeli; ostabianie (gtéwnie PGE2);
EP,iEP, migsniowka gtadka naczyn, oskrzeli, przewodu :sltg;:;‘s:;I;ohm;:]:mk:?::;:;:ﬂ B
. ; ; )
[receptory prostaglandynowe] r?:rl;a/;r:/l;w:egrlqu(z::;aj?ri,]:sz:v;;?avv)r’r\l;fi: plytek krwi; bél zapalny wraz ze zjawi- butaprost; AH23848 (EP,); [32,50,
(RODZINA RODOPSYNY/PODGRU-  leukocyty; erytrocyty; plytki krwi; rédblonek ~ S9€™ "(‘"’E‘:,"‘;’afz'r':;’g;f'an'::‘:('o"sﬂmkqa 0'2‘;\(“%33? AH6809 (EP,) 52,110
PA PROSTAGLANDYNOWA) naczyn; kosci I i, o
EP : Zwigkszenie wydzielania kwasu
i $luzu zotadkowego oraz Sluzu w jeli- EP,:
cie cienkim i grubym; hipertrofia serca ONO-AE1-329; tetrazoloPGE1
mieénidwka gladka: naczy krwionoénych rozkurcz migsniéwki gtadkiej; adrenalina (A); noradrenalina
oskrzeli, przewodu pokarmowego, macicy, . drzemaAmlgsm S Z,k |§Ietowxch; (NA);
B, Wypieracza moczu, drég nasiennych, miesnia glikogenoliza w migsniach szkieleto- (A>>NA)
[receptor adrenergiczny] rzlskowe o ! wych i w watrobie;
mi s'niee szkielge t;)we' wazrost wydzielania przez neurony izoprenalina; butoksamina [63,99]
(RODZINA RODOPSYNY/PODGRU- ¢ watroba: ' adrenergiczne; salbutamol; fenoterol; terbutali-
PA AMINOWA) P 2 ! . I i Iniania medi na; sall ol; formoterol;
zakoriczenia nerwowe adrenergiczne; ) I , P
Komérki immunologiczne zapalenia, proliferacji, chemotaksji glycopyrronium;
9 i adhezji komarek immunologicznych GSK-573719
hamowanie aktywnosci komdrek im- adenozyna; metquksantynyf np-
A munologicznych (gtéwnie neutrofiléw) kofeina, teoflina
[receptor adenozynowy] komérki immunologiczne; mézg; grasica; sledzio- " - . (nieselektywni);
na: miesniéwka gfadka naczyii krwionosnych; oraz agregad g&ytek krwi; rozkurcz’ regadenozon; [33,85]
(RODZINA RODOPSYNY/ PODGRU-  plytki krwi;serce; pluca; neurony obwodowe 221 Krvionosnych (w tym naczyi sonedenozon; IM241385;
wiericowych); neurodegeneracja binodenozon . X
PA MECA] istradefilina
(KW 6002)
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RECEPTORY GPCR HAMUJACE CYKLAZE ADENYLOWA | ZMNIEJSZAJACE STEZENIE cAMP W KOMORKACH DOCELOWYCH

RECEPTOR
(RODZINA RECEPTORGW) LOKALIZACJA FUNKCJA AGONISCI ANTAGONISCI PISM.
hamowanie presynaptyczne uwalnia- .
[receptorZAAg?\%ergi(zny] nia neuromediatoréw o faklofen;
pre- i postsynaptyczna btona neuronéw w (SN (ghbwnie wskutek zmiejszenia baklofen; CGP55845’A' [59]
naptywu (a?*); hamowanie postsy- - ¢
(RODZINA naptyczne (gtownie wskutek otwarcia lesogaberan; (GP36433A
GLUTAMINERGICZNA) Py gkanaléw K (GP27492
i3 zmniejszenie wydzielania kwasu DG-041
N z0tadkoweqo, oraz zwiekszenie PGE2=PGE1 >> lloprost > PGD2 )
[receptor prostaglandynowy] migsnidwka gfadka przewodu pokarmowego dzielania <luzu ofadk . Di Sl ’ (w badaniach
i naczyn krwionosnych; mozg (wzgdrze); macica; Wydzielania sluzu zoladkowego; inoproston; Sulproston (agoni- klinicznych jako lek 146,52,
(RODZINA RODOPSYNY/PODGRU- nerki l’fytki krwi ! " skurcz migsni gtadkich przewodu po- sta receptorw EP1/EP3); antyagregacyjny); 110]
PA PROSTAGLANDYNOWA) P karmoweqo; skurcz ciezarnej macicy; ONO-AE-248 yL.gggzgzﬁlg Vi
agregacja phytek krwi
noradrenalina, adrenalina
a, ' (NA=A);
[receptor adrenergiczny] hamowanie presynaptyczne uwal- johimbina;
OUN; $ledziona; nerki; aorta; ptuca; migsnie niania NA z zakoriczeri nerwowych; Konidyna BRL44408I' 19, 63]
szkieletowe; serce; watroba; Srodbtonek spadek cisnienia krwi; sedacja; L . ! !
(RODZINA RODOPSYNY/PODGRU- hipotermia; analgezja (czgsaowy agonista) BRL 48962
PA AMINOWA) oxymetazolina (selektywny
agonista)
hamowanie uwalniania hamowanie uwalniania
neuroprzekaznikow w synapsach neuroprzekaznikow w synapsach
(daialanie uspokajajace (dziatanie uspokajajace, metyloksantyny, np.:
A, centralny i obwodowy ukfad nerwowy; przeciwpadaczkowe, pr:zzcr?’?g;‘eakc:kzge Izg:;:?el:: va:::l)a
[receptor adenozynowy] K y AN yuK : Vi X neuroprotekcyjne); protekgyne); ywnl;
nadnercza; nerki; migsnie szkieletowe; watroba; , skurcz naczyn nerkowych oraz [33,85]
adipocyty; oskrzela; trzustka; kosci skurcz naczyf nerkowych oraz miesniowki oskrzeli; rolofilina (NAX);
(RODZINA RODOPSYNY/ PODGRU- pocyLy: i i miesniowki oskrzeli; e v A
. B blokowanie przewodnictwa PSB 36;
PA MECA) blokowanie przewodnictwa .
1zedsionkowo-komorowedo w przedsionkowo-komorowego SLV 320
pre N X gow w sercu i spadek sity skurczu;
sercu i spadek sity skurczu; aktywacja aktywacdia osteoklastow:
osteoklastow; hamowanie lipolizy ywadja osteoKlastow;
hamowanie lipolizy
modulacja pamieci, emocji, aktywnosci
motorycznej; termoregulacja;
analgezja; hamowanie uwalniania (B1i (B2: endokanabinoidy
(B1: mézq i rdzeri kregowy; uktad sercowo- neuroprlzekaznlkow w synapsa(hf (np. e'lnandam!d, X
. - AR regulacja apetytu i metabolizmu; 2-arachidonyloglicerol (B1:
(B1i (B2 -naczyniowy; hepatocyty i komdrki endokrynne L L . . ) .
. A RS Lo stymulacja lipogenezy w watrobie; (2-AG)); tetrahydrocannabinol rimonabant ; [21
[receptory kanabinoidowe] trzustki; adipocyty; macica; tarczyca; nerki; RN X K '
micénie szkieletowe \'/Ver(‘{SI oporQOSU naisuline w (THO); SR141716A; 2275
(RODZINA RODOPSYNY/ PODGRU-  CB2: komérki immunologiczne i krwiotwércze; migéniach szkieletowych; warost o ' !
PA MECA) tythi krwissiatkéwha; milroglej osteablasty; aktywnosci lipazy lipoproteinowej (B1: arachidonylo-2"- (B2: 79]
P ! oster;klast e Y w adipocytach; bradykardia; chloroetanolamid (ACEA); SR144528
y spadek cinienia krwi; requlacja
gestosci kosci; hamowanie agregacji (B2: AM1241

ptytek krwi i aktywnosci komorek
immunologicznych

W komérkach ssakéw wystepuje dziewie¢ membra-
nowych izoform cyklazy adenylowej (AC) oraz jedna
rozpuszczalna (sAC, soluble AC). W tabeli 2 zebrano
dostepne dane na temat rozmieszczenia i przypuszczal-
nej ich funkgji.

Izoformy enzymu zwigzane z btona komérkows sa
zbudowane podobnie: sktadajg sie z dwéch domen
transmembranowych M, i M, oraz dwéch domen cyto-
plazmatycznych C, i C,. Domeny C s podzielone na pod-
jednostkiC, ,C,,.C, ,C, .PodjednostkiC _iC, zawieraja
centra katalityczne reakcji syntezy cAMP, za$ region
C,, odgrywa role w regulacji funkcji enzymu. Gtéwna
role w aktywacji AC odgrywaja podjednostki o biatka G
(a-krétka, o -dtuga, a -XL) [94]. Kompleks G -GTP faczy
sie z helisami a2’ i a3’ domeny C, i spina jg z domena C,
przez koniec aminowy. Zmiana konformacji zwieksza

aktywno$¢ wszystkich zwigzanych z btong komérkowa
izoform cyklazy. Natomiast przedstawiciele rodziny G,
(G, Gy, Gy, G, 1 G,) hamujg aktywnos$¢ AC5 i 6, prawdo-
podobnie w wyniku rotacji domeny C, w przeciwnym
kierunku niz czynia to biatka G_[45,94] (ryc. 2).

Istniejg takze inne mechanizmy regulacji aktywnosci AC.
Ca?'/kalmodulina (Ca?*-CaM) stymuluje AC1 przez pota-
czenie z C,,. Ca** zwigzany z kalmoduling aktywuje réw-
niez izoformy 3 i 8, natomiast wolny kation hamuje AC5
i 6. Kinaza proteinowa C aktywuje AC2 przez fosforylacje
Thr 1057 [45], a kinaza proteinowa A hamuje pobudzong
izoforme 5 i 6 (regulacja zwrotna ujemna). Hamowanie
kazdej z izoform moze zachodzi¢ natomiast przez ana-
logi adeninowe i adenozynowe (P-site inhibitors). Regu-
latorem aktywnosci cyklazy sa réwniez dimery G, , ktére
maja zdolno$¢ pobudzania izoformy 2, 4 i 7 (dziatanie
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LIGANDY RECEPTOROW GPCR

CYTOPLAZMA

ATP cAMP ———— 5AMP

ODPOWIEDZ KOMORKOWA

Ryc. 2. Regulacja aktywnosdi cyklazy adenylowej z udziatem biatka G: - podjednostka a, pobudza AG, co skutkuje wzrostem syntezy cAMP; - podjednostka ai hamuje
ACzmniejszajac stezenie cAMP w komdrce

Tabela 2. Dystrybucja tkankowa i funkgje izoform cyklazy adenylowej [82,97,105]

1Z0FORMA AC LOKALIZACJA TKANKOWA DOMNIEMANA FUNKCJA
mozg; rdzen kregowy; . o L .
AC1 Ladnerca proces uczenia, pamie¢, plastycznosc¢ synaptyczna, nocycepcja
A2 mozg; rdzen kregowy; serce; ptuca; miesnie brak danych
AG3 mozg; serce; ptuca; jadra; tkanka ttuszczowa wech
brazowa; nabtonek wechowy
Ac mozg; serce; nerki; watroba; ptuca; macica; brak danych
tkanka ttuszczowa brazowa
mozg; rdzen kregowy; serce; nerki; watroba; nocycepcja (zwiazana z receptorami opioidowymi i 6, ale nie k), przekaznictwo
ACS ptuca; jadra; macica; nadnercza; tkanka dopaminergiczne w mdzgu; w sercu (przedsionki, tkanka przewodzaca) zwiazana
ttuszczowa brazowa Z receptorem M2 (Gi)
mozg; rdzen kregowy; serce; ptuca; . . _ . L .
AG6 jadra: tkanka thuszczowa brazowa: nerki; zwi3zana z receptorami f w kardiomiocytach, naS{Ia kurczliwo$¢ migsnia sercowego;
o rozkurcz oskrzeli
watroba; miesnie; nadnercza
AC7 MOz, SErce; p%uca,:] a!d.ra; nerki; watroba; kontrola zachowania, nastroju
migsnie
mézg; dzef kiegowy; piuca; jadra; serce; proces uczenia, pamie¢, nocycepcja (zahamowanie tej izoformy nasladuje dziatanie
AC8 nadnercza; tkanka ttuszczowa brazowa; L .,
o . opioiddw), plastycznos¢ synaptyczna
migsnie; macica
A9 mézg; ptuca; migsnie; rdzen kregowy; serce;  immunomodulacja, rozkurcz oskrzeli (stymulagja tej izoformy moze przynies¢ korzysci
nerki; watroba; nadnercza terapeutyczne w leczeniu astmy)
. . . . ruchliwos¢ plemnikéw; nasilenie glikolizy i produkcji mleczanéw w astrocytach;
Jadra; mézg; serce; nerk; watroba; miesnie; tworzenie moczu; wydzielanie $luzu w drogach oddechowych; wydzielanie insulin
sAC drogi oddechowe; trzustka; kosci; oczy; Wy 9 yeh Wy y

neutrofile

pobudzone podwyzszonym stezeniem glukozy; mineralizacja kosci; uwalnianie H,0,
przez neutrofile
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Tabela 3. Wybrane aktywatory i inhibitory cyklazy adenylowej

CHARAKTER

IWIAZEK ODDZIAYWANIA SELEKTYWNOSC UWAGI PISM.
wszystkie zwigzane z btong ’
forskolina aktywator komdrkowa izoformy AC, Stzskoswsﬁn\’i:; clirz:nclzch [45,97]
zwyjatkiem AC9 pery 4
rozpuszczalna pochodna forskoliny
kolforsyna aktywator L ACS>AC%ZA(3 s.tosowa.na.w Japonn, . [56,82]
(inne izoformy nie s3 zbadane) w leczeniu ostrej niewydolnosci serca
(Adehl, Nippon Kayakul)
Zrédtem wodoroweglanw moze by¢
HCO aktywator postaci oAC Sr0dOWIS.k0 ze.wnetrzne, ptyny ustrmowe, [105]
rozpuszczalnych oraz dziatanie anhydrazy weglanowej,
przeksztatcajacej C0, w HCO,”
specyficzny dla sAC
KH7 inhibitor ' (1€50: 5A§<10 pM, adla stosowany w badaniach (82]
izoform zwigzanych z btong eksperymentalnych
komérkowa >> 100 uM)
A selektywny inhibitor AC5 (1C50: stosowany w badaniach
NKY80 inhibitor AC5=8,3 uM) eksperymentalnych 182
3 i selektywny inhibitor AC5 stosowany w badaniach
PMIC-6 P-site inhibitor (I€50: AC5=0,32 pM) eksperymentalnych [82]
HTS09836 P_site inhibitor selektywny inhibitor AC1 stosowany w badaniach (82]

(C50: AC1=8 M)

eksperymentalnych

synergistyczne w stosunku do G ) oraz hamowania AC1
i 8 (silna inhibicja znoszaca skutki dziatania G_, forsko-
liny czy Ca*-CaM). Dimery te aktywuja réwniez postaci
rozpuszczalne cyklazy, ktére jak wiadomo, nie sg wraz-
liwe na podjednostki a biatka G [45,94]. Wéréd substancji
stymulujgcych AC najbardziej znana jest forskolina. Ten
diterpen, wyekstrahowany z pokrzywy indyjskiej Coleus
forskohlii, ma zdolno$¢ pobudzania wszystkich zwigza-
nych z btong komérkowa izoform AC, z wyjatkiem AC9
oraz postaci rozpuszczalnych. Mechanizm dziatania
tego zwigzku polega na faczeniu domeny C, z C, dzigki
oddziatywaniom wodorowym i hydrofobowym w miej-
scu wigzgcym forskoline. Izoforma 9 jest niewrazliwa
na dziatanie tego diterpenu z powodu innych wtasci-
wosci hydrofobowych miejsca wiazacego, wynikajacych
z zamiany Ser na Ala oraz Leu na Tyr [45,94]. Forskolina,
dzieki zdolnosci do pobudzania syntezy cAMP, wywo-
tuje wiele zmian w organizmie ssakéw, takich jak: obni-
zenie ci$nienia krwi, rozszerzenie naczyn krwiono$nych
i oskrzeli, zwiekszenie sity skurczéw miesnia sercowego,
regulacja metabolizmu (nasilenie cyklu Krebsa, hamo-
wanie syntezy lipidéw i pobudzenie lipolizy) oraz modu-
lacja uktadu immunologicznego [5]. Z powodu stabej
rozpuszczalno$ci w wodzie oraz matej biodostepnosci,
a takze nieselektywnego dziatania wobec réznych izo-
form cyklazy adenylowej, forskolina nie jest powszech-
nie stosowana w lecznictwie. Natomiast jej pochodna,
rozpuszczalna postac - kolforsyna zostata wprowadzona
do terapii ostrej niewydolnosci serca w Japonii [78].
Obecnie poszukiwane sag zwigzki selektywnie oddziatu-

jace na poszczegdlne izoformy AC oraz charakteryzujgce
sie takimi wladciwo$ciami farmakokinetycznymi, ktére
zapewnig ich celowana dystrybucje do tkanek efekto-
rowych, co powinno ograniczy¢ wystepowanie dziatar
niepozadanych. Z farmakologicznego punktu widzenia,
obiecujace moglyby by¢ selektywne inhibitory izoformy
AC5 w leczeniu bélu czy niewydolnosci serca oraz AC1 -
w chorobach neurodegeneracyjnych [78]. Przyktadowe
aktywatory i inhibitory AC przedstawiono w tabeli 3.

Fosfodiesterazy

Fosfodiesterazy (PDE) kontrolujg stezenie cCAMP i cGMP
przez degradacje tych przekaznikéw. Niektére z nich sa
swoiste tylko dla cAMP (PDE4, 7, 8) lub cGMP (PDES5, 6,
9), inne maja zdolno$¢ hydrolizy obydwu nukleotyddéw.
Wyréznia sie 11 rodzin PDE, ktérych przedstawiciele
réznig sie nie tylko powinowactwem do substratéw, ale
takze struktura, miejscem wystepowania oraz mechani-
zmem regulacji (tabela 4).

Centra aktywne wszystkich PDE sktadaja sie z konser-
watywnych reszt aminokwasowych. Badania nad tréj-
wymiarowa strukturg domeny katalitycznej PDE4B2B
ujawnily, ze sktada sie z 17 helis tworzacych 3 subdo-
meny. Na styku subdomen wystepuje hydrofobowa
kieszeti zawierajaca dwa jony metali, ktéra prawdopo-
dobnie jest centrum aktywnym enzymu [113]. Wazng
role w swoistosci substratowej odgrywa reszta glutaminy
Q817. W przypadku PDE hydrolizujacych cAMP reszta ta
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Tabela 4. Charakterystyka biochemiczna fosfodiesteraz ludzkich [69,76]

RODZINA EKSPRESJA SUBSTRAT
PDE GEN TKANKOWA (K. (mm/1) INHIBITORY FUNKCJE UWAGI
cAMP (73-120) PDE1A - regulacja kurczliwo$ci migsnidwki
PDETA CGMP (2,6-5) nimodypina; naczynlfukaJlspermy; .
) s PDE1B - transmisja dopaminergiczna;
mézg; migsniéwka cAMP (10-24) 1C86340; wptyw na przezycie i aktywnos¢ komérek stymulowane
PDE1 PDE1B gtadka; serce; ptuca; 10224; P p y ) y kompleksem
. CGMP (1,2-5,9) immunologicznych; )
jadra 10295; . P, @*-Cam
PDEIC diodlein PDE1C - requlacja proliferacji mig$niéwki
cAMP (0,3-1,2) gtadkiej naczyn oraz funkgji neuronow
¢GMP (0,6-2,2) i spermy
EHNA (inhibitor regulacja metabolizmu, wydzielania aldo-
) - AN
Kora nadnerczy: mézq; CAMP (30-50) deamlnazy. steronu,fosforylaql kanatéw Ca** w sercu
adenozynowej);  przez PKA i w neuronach przez cGMP; wptyw stymulowana
PDE2 PDE2A  serce; watroba; ptuca; L : )
Iytki krwi: ér6dblonek  CGMP (10-30) BAY-60-7750; DPD; na pamiec dtugoterminowa oraz funkcje przez cGMP
Py ' 1C933; oksindol; barierowe $rddbtonka
ND7001 w zapaleniu
) PDE3A - regulagja kurczliwosci migsnia
pimobendan; " .
serce: miedniwka amrinon: vesna- sercoweqo, agregadji ptytek krwi, skurczu
PDE3A ;i cAMP (0,02-0,15) - " miesnidwki gfadkiej naczyn i drzewa oskrze-  hamowane przez
gtadka; watroba; rinon; milrinon; O s
PDE3 tuca; adipocyty: plyti clostazol lowego oraz wydzielania reniny; CGMP (inhibicja
ppEzg P AdP yy,p CGMP (0,18) . o PDE3B - regulacja odpowiedzi komérek na kompetycyjna)
krwi cilostamid; sigu- I , N
insuling, cyklu komdrkowego, proliferacji,
azodan R
wydzielania insuliny
PDEAA mézg; komérki Serto- roflumilast; roli- regulacja licznych procesow: koordynowanie
PDEAB lego; nerki; watroba; pram; mezopram; funkji neurondw; aktywacja monocytéw specyficznie
PDE4 serce; miesniowka cAMP (2,9-10) clomilast; pikla- i makrofagéw; infiltracja neutrofiléw; prolife- oddziatywuja
PDE4C . . AR . ] .
gtadka; ptuca; $rédbto- milast; racja miesnidwki gtadkiej naczyn; ptodnos¢; 7 cAMP
PDE4D ; L . .
nek; immunocyty NCS 613; etazolat kurczliwosdi serca i naczyn
ik kr\e:il'l (;" nidw- sildenafil; tadalafil; regulacja migsnidwki gtadkiej naczyn specyficznie
PDES PDESA p " ¢ CGMP (1-6,2) wardenafil; zapri- w ptucach i praciu, agregadji ptytek krwi, oddziatywuje
ka gtadka; mézg; serce; - )
L, nast; DMPPO funkgji neurondw 7 GMP
Srodbtonek
PDEGA fotoreceptory; szyszyn- zaprinast; DMPPO; udziat w transmisji sygnatéw i fotoreakdji
PDE6 PDE6B kE. ’f)llj’cay 4 CGMP (15-17) sildenafil; warde- w oku: requlacia L w);gllniania meIatoninJ fotoreceptor
PDEGC P nafil r1egued d
mie$nie szkieletowe; BRL 50481:
PDE7A  komérkiimmunolo- ! prawdopodobnie requlacja aktywacji komé-  niewrazliwe na
PDE7 ) , cAMP (0,1-0,2) 1Q242; ) ) )
PDE7B giczne; mozg; serce; rekimmunologicznych rolipram
ASB16165
trzustka
jadra; oczy; watroba;
mie$nie szkieletowe; ) - , . Lo
PDES PDESA serce; nerki jajniki;  CAMP (0,04-0,06) PEL04957325 requlacja aktywaq! IlmfocﬁowT oraz funkgji nlgwrazllyve na
PDESB ) . komdrek Leydiga rolipram i IBMX
mézg; tarczyca; komor-
kiimmunologiczne
nerki; watroba; ptuca; BAY-73-6691; i . ) niewrazliwa na
PDE9 PDE9A mézg ¢GMP (0,17-0,39) PF-04447943 regulacja funkcji neuronéw IBMX
CAMP (0.26) apaweryna; regulacja funkgji neuronéw w mézgu (proces  hamowana przez
PDET0  PDET0A  mézg; jadra; tarczyca {)P—pw Mz—ﬂl) gulad uizeniai amied) gutp cAMPp
GMP (7,2) ' pami
mlesr:z:?:t:e(tzt:_,ve; cAMP (1,04-5,7) specyficzna zaréw-
PDE1T  PDETA ng cadka: w troi)a' BC-11-38 potengjalna rola w regulagji funkji spermy no dla cAMP,
przy p’fu’caq " GMP(0,52-42) jaki cGMP
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ustawiona jest inaczej, niz w przypadku enzymdw kata-
lizujacych rozktad cGMP. W izoenzymach o podwdéjnej
swoistosci reszta glutaminy ma duza swobode ruchu
i moze ustawiac sie tak, aby pasowa¢ zaréwno do cAMP,
jak i cGMP [7]. Enzymy rodziny PDE1 maja dwa miejsca
wigzgce Ca*/kalmoduline, ktérej przytaczenie zwieksza
szybkos¢ hydrolizy cyklicznych mononukleotydéw. PDE2
sg allosterycznie stymulowane przez cGMP przytacza-
jace sie do domen GAF. Izoenzymy rodziny PDE3 moga
hydrolizowa¢ zaréwno cAMP jak i cGMP, jednak in vivo
cGMP hamuje ich zdolno$¢ rozktadu cAMP. Regulacja
aktywnosci PDE3 zachodzi réwniez w wyniku fosforyla-
cji, w ktérej uczestnicza kinazy proteinowe (PKA i PKB)
[7,116]. Modulacja aktywnosci fosfodiesteraz jest waz-
nym kierunkiem w poszukiwaniu nowych lekdéw. Jako
pierwsze do lecznictwa wprowadzono ich nieselektywne
inhibitory, jakimi sg metyloksantyny (kofeina, teofilina,
teobromina, aminofilina czy pentoksyfilina). Ich dziata-
nie wynika nie tylko z hamowania rozpadu cAMP i cGMP
w komérkach, ale réwniez z antagonistycznego oddzia-
tywania wobec receptoréw adenozynowych. Czasteczki
tych lekéw wykazujg zréznicowane powinowactwo i site
oddziatywania w stosunku do okre$lonych rodzin fos-
fodiesteraz oraz receptoréw adenozynowych, przez co
maja odmienne wtasciwosci farmakologiczne. Dla przy-
ktadu, teobromina jest stosowana w terapii przewle-
ktej obturacyjnej chorobie ptuc i astmy oskrzelowej,
poniewaz rozszerza oskrzela, hamuje proces zapalny
i wykazuje dziatanie przeciwkaszlowe, pentoksyfilina
znalazta zastosowanie w poprawie jako$ci zycia pacjen-
téw cierpigcych na chromanie przestankowe, z powodu
jej korzystnego dziatania na plastyczno$é erytrocytéw,
hamowania agregacji ptytek krwi i zwiekszania prze-
plywu w naczyniach wlosowatych. Aktywny metabo-
lit pentoksyfiliny znany pod nazwa lizofilina, bedacy
podobnie jak lek macierzysty inhibitorem PDE jest od
kilku lat testowany pod katem zapobiegania i leczenia
cukrzycy typu 1, ze wzgledu na jego zdolno$¢ hamowa-
nia uwalniania IL-12 oraz aktywacji czynnika transkryp-
cyjnego STAT4 w komérkach B trzustki.

Nastepnym etapem poszukiwan nowych lekéw w gru-
pie inhibitoréw PDE byta synteza zwigzkéw selektyw-
nie hamujacych dana rodzine tych enzymdw, co miato
zwiekszy¢ skutecznoéé i bezpieczeristwo terapii. Do lecz-
nictwa wilaczono selektywne inhibitory PDE3: amrinon
(stosowany w USA i Chinach), wesnarinon i olprinon
(stosowane w Japonii) oraz milrinon (zarejestrowany
réwniez w Polsce - Corotrope). Leki te maja najwiek-
sze powinowactwo do izoformy 3A, co odpowiada za
ich dziatanie sercowo-naczyniowe: powoduja rozkurcz
naczyn krwiono$nych oraz zwiekszaja kurczliwo$é mie-
$nia sercowego. Stosowane sa w krétkotrwatym leczeniu
niewydolnoéci serca [69]. W badaniach na zwierzetach
wykazano takze korzystne dziatanie olprinonu w zespole
aspiracji smoétki [68]. Lek ten zapobiegat obrzekowi pluc,
obnizat liczebno$¢ neutrofiléw w ptucach oraz zmniej-
szal nasilenie stresu oksydacyjnego. Innym lekiem wpro-
wadzonym do lecznictwa, ktéry hamuje aktywno$¢ PDE3
jest cilostazol. Znalazt zastosowanie w terapii chroma-

nia przestankowego. Cilostazol hamuje agregacje ptytek
krwi oraz zwieksza przeptyw w drobnych naczyniach
krwiono$nych. Ponadto w warunkach eksperymental-
nych wykazywat dziatanie przeciwkaszlowe [69].

Najsilniejsze dziatanie przeciwzapalne maja zwigzki
hamujgce PDE4. Warto zaznaczy¢, ze wszystkie fosfo-
diesterazy tej rodziny, z wyjatkiem podrodziny 4C, sa
obecne w komédrkach immunologicznych, takich jak:
limfocyty T i B, eozynofile, neutrofile i makrofagi oraz
w $rédbtonku. Przedstawicielem pierwszej generacji
zwigzkéw selektywnie hamujacych te rodzine enzy-
mow jest rolipram. Czasteczka ta, mimo korzystnego
dziatania przeciwzapalnego, nie zostata wprowadzona
do lecznictwa z powodu czestych nudno$ci i wymio-
téw, ktére wystepowaly po podaniu tego zwigzku. Dla-
tego tez opracowano inhibitory drugiej generacji, ktére
wykazuja podobne powinowactwo do obu miejsc wiaza-
cych na czasteczce PDE4, przez co nie wywotujg dziatan
niepozadanych. W tej grupie nowych zwigzkéw znalazty
sie roflumilast i cilomilast. Pierwszy zostat zarejestro-
wany do stosowania w terapii przewlektej obturacyj-
nej choroby ptuc. Wykazuje dziatanie przeciwzapalne
podobne do teofiliny, ale nie bronchospazmolityczne,
przy czym charakteryzuje sie lepszym profilem bezpie-
czenistwa i nie wymaga monitorowania stezenia we krwi.
Natomiast cilomilast byt testowany w badaniach klinicz-
nych (faza I11), ale do tej pory nie zostat zarejestrowany
[69]. Wazna rodzing fosfodiesteraz kontrolujacych ste-
zenie cAMP w komérkach immunologicznych sg takze
PDE7. W badaniach in vitro wykazano przeciwzapalne
dzialanie inhibitora PDE7, przez hamowanie aktywno-
$ci monocytéw, makrofagédw oraz limfocytéw CD?* [93].
Jednak w badaniach na zwierzetach obserwowano sto-
sunkowo staba ich aktywno$¢ farmakologiczng stosowa-
nych w monoterapii i zaproponowano tgczne podawanie
inhibitoréw PDE7 i PDE4, celem zwiekszenia efektyw-
nosci i bezpieczeristwa leczenia w wyniku stosowania
mniejszych dawek [31]. Skuteczno$¢ tacznego podawa-
nia lekéw hamujacych poszczegélne rodziny PDE jest
obecnie obiektem prowadzonych badat na catym $wie-
cie. Poszukiwane sg tzw. podwdjne inhibitory, a propo-
nowane potgczenia to: PDE3/4 oraz PDE4/7 [36].

Erextory CAMP

Kinaza proteinowa A

Gtéwnym wewngtrzkomérkowym efektorem cAMP jest
kinaza proteinowa A (PKA). Jest to enzym zbudowany
z dwéch podjednostek katalitycznych (C) oraz z dwéch
podjednostek regulatorowych (R). Wyréznia sie dwa
izoenzymy: PKAI oraz PKAIL. Wéréd podjednostek kata-
lizujacych i regulatorowych obserwuje sie dobrg hete-
rogenno$¢ (Rla, RIP, Rila, RIIP, Ca, CP, Cy). Co wiecej,
odkrywane sa nowe warianty splicingowe, co jeszcze
bardziej poglebia zréznicowanie budowy podjednostek.
Podjednostka katalityczna zawiera niewielka domene
przy koticu aminowym, zbudowang gtéwnie z f nitek,
odpowiedzialng za przylaczanie ATP oraz duzg domene
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ztozong z helis, znajdujaca sie przy koncu karboksylo-
wym, odpowiedzialng za wigzanie substratu biatkowego.
Jednostka regulatorowa ma dwa miejsca wigzace cCAMP,
domene D/D wiazaca biatka AKAP oraz miejsce wia-
zace podjednostke katalityczna. Nieaktywna postaé PKA
wystepuje jako tetramer. Wzrost stezenia wewnatrzko-
moérkowego cAMP powoduje dysocjacje podjednostek
katalitycznych i jednoczesne uaktywnienie enzymu.
Biatka kotwiczgce kinaze A (AKAP) umiejscawiaja PKA
w poblizu substratéw enzymu, tworzac mikrodomeny
sygnalizacji zaleznej od cAMP. PKA moze fosforylowa¢
biatka zawierajagce motyw arginina-arginina-X-seryna/
treonina, gdzie X jest aminokwasem hydrofobowym.
Reszta fosforowa jest przytaczana do seryny lub treoniny
[97]. Lista biatek regulowanych przez PKA jest bardzo
dluga i obejmuje kilka podstawowych grup, takich jak:

+ enzymy uczestniczgce w metabolizmie, np. lipaza
hormonowrazliwa, syntaza glikogenu i kinaza fosfo-
rylazy,

+ kanaly potasowe, np. kanat potasowy zalezny od ATP,

 kanaly jonowe bramkowane ligandem, np. GABA,
AMPA i NMDA,

+ biatka odpowiedzialne za apoptoze, np. Bad,

« histony, np. Hlc i H3,

« regulatory transkrypcji, np. biatko wigzace sie z ele-
mentem odpowiedzi na cAMP (CREB), czynnik jadrowy
KB, czynnik jadrowy aktywowanych komérek T3,

« fosfolipazy,

+ biatka uczestniczace w $ciezce sygnatowej cAMP, np.
receptor Bz—adrenergiczny, receptor dopaminowy D1
oraz fosfodiesterazy PDE4D3 i PDE3B [92].

Dotad poznano kilka aktywatoréw i inhibitoréw PKA, sa
to zwigzki stosowane jedynie w badaniach eksperymen-
talnych. Do najwazniejszych inhibitoréw PKA nalezg:
H89 i KT5720, ktére silnie i selektywnie hamuja PKA,
przylaczajac sie do jej podjednostki katalitycznej [70].
Aktywacja PKA moze natomiast nastgpi¢ pod wptywem
analogéw cAMP, np. 6-Bnz-cAMP [11].

Biatka Epac

Oprécz PKA odkryto takze inne efektory cAMP, np.
wymieniacze cGMP zalezne od cAMP (Epac, the exchange
protein activated by cAMP). Sg to bialka taczace sie
z cAMP i aktywujace mate GTPazy Rapl i Rap2. Istnieja
dwie izoformy Epac: Epacl i Epac2. Obie maja N-koti-
cowy fragment regulatorowy oraz C-koficowy region
katalityczny. Biatka Epac biora udziat w adhezji, regu-
lacji potaczert miedzykomérkowych, egzocytozie, pro-
liferacji, apoptozie, ekspresji genéw i fagocytozie. Epac
i PKA moga dziataé niezaleznie lub synergistycznie
stymulujgc pewne funkcje lub wywoltywaé przeciwne
dzialania w zaleznosci od umiejscowienia i otoczenia
wewngtrzkomdrkowego [17]. W ostatnich latach otrzy-
mano swoisty analog cAMP - 8-(4-chloro-fenyltio)-2’-
O-metyloadnenozyno-3’,5’-cykliczny monofosforan
(8-pCPT-2’-0-Me-cAMP), ktéry okazat sie uzytecznym
narzedziem w badaniach nad Epac [9].

Kanaly zalezne od cAMP

cAMP ma réwniez zdolno$¢ taczenia sie z kanatami jono-
wymi bramkowanymi cyklicznymi nukleotydami (CGN)
modulujac ich funkcje. Biatka te sktadaja sie czterech pod-
jednostek, ktére sa kodowane przez sze$¢ réznych gendw:
CNGA1, CNGA2, CNGA3, CNGA4, CNGB1 i CNGB3. Na przy-
ktad kanaty w precikach siatkéwki sktadaja sie z trzech
podjednostek CNGAL1 i jednej podjednostki CNGB1. Poza
siatkéwka, CGN wystepuja takze w wechowych neuronach
receptorowych, mézgu, sercu, nerkach i gonadach. Maja
zdolno$¢ reagowania zaréwno z cAMP, jak i z cGMP, moga
sie r6znié jednak selektywno$cig ligandowa. CGN prze-
puszczaja nieselektywnie jony sodowe, potasowe, wap-
niowe i magnezowe. Wapn stymuluje kinazy zalezne od
Ca%*-CaM i zwrotnie reguluje stezenie cAMP [88]. Ciekawa
cecha CGN jest brak wystepowania zjawiska odwrazliwia-
nia receptoréw wobec stalej obecnosci liganda [55].

Rora cAMP w obPOWIEDZI ZAPALNEJ | NOCYCEPCJI

Zapalenie jest ztozonym, dynamicznym i uporzadko-
wanym procesem zachodzacym w zywych tkankach,
w odpowiedzi na bodziec uszkadzajacy (zewnatrz- lub
wewnagtrzpochodny). Prowadzi do uruchomienia wro-
dzonych oraz nabytych mechanizméw odpornosci,
ktérych celem jest neutralizacja i usuniecie czynnika
sprawczego i naprawa uszkodzonych tkanek. Przebieg
procesu zapalnego zalezy nie tylko od aktywnosci leu-
kocytéw, ktére kumuluja sie w miejscu uszkodzenia, ale
réwniez od dziatania innych komérek i tkanek, takich
jak: ptytki krwi, $rédbtonek, fibroblasty, czy mikrogle;.

Jak wykazuja liczne badania, gtéwna role w odpornosci
wrodzonej oraz regulacji odpornoéci nabytej odgrywa
$ciezka sygnatowa receptora Toll-podobnego (TLR).
Receptor TLR aktywowany przez ligand (LPS, lipopolisa-
charyd) przekazuje sygnat przez molekuty MyD88 oraz
TRIF. Powoduje to aktywacje czynnikéw transkrypcyj-
nych NF-kB oraz IRF3, co zwieksza transkrypcje cyto-
kin prozapalnych (TNF-«, IL-6, IL-12). Natomiast IL-10
hamuje indukcje cytokin prozapalnych wywotang przez
LPS, z udziatem czynnika transkrypcyjnego STAT3.
Czynniki, takie jak prostaglandyna E2, histamina, poza-
komdrkowy ATP, wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP)
oraz przysadkowy peptyd aktywujacy cyklaze adeny-
lowg (PACAP) zwickszaja wewnatrzkomédrkowe steze-
nie cAMP i tym samym blokuja odpowiedZ na LPS. cAMP
moze zwiekszal ekspresje IL-10, ale znane sa tez inne
mechanizmy regulacji odpowiedzi zapalnej przez ten
przekaznik. Wykazano, ze wzrost wewnatrzkomérko-
wego stezenia cCAMP nasila ekspresje c-Fos, a stymulacja
LPS zwieksza aktywno$¢ kinazy IKKp, ktéra stabilizuje
strukture c-Fos. c-Fos blokuje przylaczenie sie biatka
p65 (cztonka rodziny NF-kB) do regionu promotorowego
TNF-a hamujac tym samym jej ekspresje [58]. Ponadto
cAMP hamuje aktywacje receptora TCR/CD3 na limfo-
cytach T przez $ciezke zalezna od PKA. Odkryto, iz PKA
aktywuje kinaze Csk, ktéra blokuje aktywnos$¢ kinazy
Lck. Lck odpowiada za fosforylacje taricucha { obec-
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nego w receptorze TCR/CD3 i tym samym aktywacje
limfocytéw T [104]. W innej pracy wykazano supresyjne
dzialanie cAMP na limfocyty T przez aktywacje trans-
krypcji antygenu CTLA4 zalezng od drogi cAMP/PKA/
CREB. CTLA4 wiaze CD80 lub CD86 i w ten sposéb blokuje
sygnaly stymulujgce aktywno$¢ tych komérek immuno-
logicznych. Prowadzi to do hamowania progresji cyklu
komdrkowego i wytwarzania IL-2 [62].

W badaniach in vitro prowadzonych na monocytach
dodatek selektywnego aktywatora PKA (6-Bnz-cAMP)
powodowat blokowanie wydzielania TNF-a, IL-12 oraz
chemokiny MIP-1f [11]. Hamowanie wydzielania cyto-
kin, a zwlaszcza TNF-a, dodatkowo zmniejszato prze-
puszczalno$é naczyn, ktéra jest stwierdzana podczas
zapalenia. Podobnie, w badaniach in vivo dowiedziono,
ze leki zwiekszajace stezenie cAMP, znacznie ostabiaja
indukowana podaniem LPS przepuszczalno$é wtosni-
czek [48].

Inne efektory cAMP, jakim sg biatka Epac zdaja sie
odgrywac role w hamowaniu wydzielania interferonu-g,
regulacji adhezji przez integryny aLP2 i aLp4, sterowa-
niu procesem apoptozy limfocytéw B, adhezji do fibro-
nektyny oraz migracji monocytéw [39]. Cykliczny AMP
reguluje takze proces fagocytozy. Dowiedziono, iz wzrost
cAMP dziata hamujgco na fagocytoze zachodzacg przez
receptory zmiatacze (scavenger receptors), receptory
Fcy oraz zalezne od opsoniny receptory dopetniacza.
Badania ostatnich lat wykazuja supresyjny wptyw cAMP
na uwalnianie reaktywnych form tlenu w komérkach
zernych, ostabiajac ich zdolno$¢ do zabijania drobno-
ustrojéw [91]. Makrofagi, w ktérych doszto do wzrostu
wewngtrzkomérkowego stezenia cAMP w wyniku oddzia-
tywania prostaglandyny PGE2 na receptory EP2 oraz EP4
(silniejsze pobudzenie AC) byly niezdolne do fagocytozy
bakterii szczepu Clostridium sordelli w badaniach in vitro.
Zjawisko to prawdopodobnie jest odpowiedzialne za roz-
wéj wstrzasu toksycznego u kobiet po porodzie, u kté-
rych doszto do infekcji szczepem tej bakterii. Obecna
w macicy kobiet ciezarnych PGE2 hamuje aktywnos¢
makrofagdw, a wiec pierwsza linie obrony przed tym
drobnoustrojem [84]. Ponadto dowiedziono, ze fosfoki-
naza PKA aktywowana cAMP bezposrednio lub po$red-
nio (przez aktywacje innej kinazy) nasila przeciwzapalne
dziatanie glikokortykosteroidéw, zaréwno w komérkach
immunologicznych, jak i srédbtonku, miesnidwce gtad-
kiej czy fibroblastach. Dziatanie to jest ztozone i wynika
m.in. ze wzrostu stabilno$ci receptora glikokortykoste-
roidowego (GR) oraz z jego zwiekszonej translokacji do
jadra komérkowego wskutek fosforylacji seryny w cze-
$ci regulatorowej N-korica tego receptora. Prowadzi to
do wzrostu wydajnosci transkrypcji biatek przeciwza-
palnych. Zjawisko to jest powszechnie wykorzystywane
w leczeniu astmy przez taczenie glikokortykosteroidéw
z B,-mimetykami, ktére zwiekszaja wewnatrzkomor-
kowe stezenie cAMP [99].

Jak wykazuja badania, cAMP jest gtéwnym przekaz-
nikiem w procesie nocycepcji, réwniez w przebiegu

zapalenia. Zaobserwowano, ze wzrost stezenia CAMP
w neuronach zwieksza odczuwanie bélu, a leki obniza-
jace poziom tego nukleotydu w komérkach nerwowych
wykazujg dziatanie analgetyczne [78]. Gtéwnymi czyn-
nikami aktywujacymi cyklaze adenylowa w neuronach
obwodowych sg prostaglandyny (w tym PGE2 przez
receptor EP2 i EP4 czy PGI przez receptor IP), uwalniane
w duzych ilo$ciach w miejscu zapalenia. Badania wyka-
zujg, iz aktywacja receptoréw zwigzanych z biatkiem G_
w zakoficzeniu pierwotnego widkna afferentnego, pro-
wadzi do wzrostu pobudliwo$ci tych neuronéw, gtéw-
nie w wyniku fosforylacji kanatéw sodowych TTX-R I |
czy kanatéw jonowych bramkowanych ligandem TRPV1
przez PKA zalezna od cAMP [8,27]. Ponadto przewodze-
nie sygnatéw bélowych przez obwodowe komdrki ner-
wowe nasila mechanizmy zalezne od kinazy PKC, ktéra
zostaje pobudzona dziataniem biatek EPAC [44]. cAMP
jest waznym przekaznikiem uczestniczacym nie tylko
w transmisji bdlu, ale réwniez w powstawaniu i utrzy-
mywaniu zjawiska nadwrazliwosci bélowej. W rogach
tylnych rdzenia kregowego dochodzi do przekazania
sygnatu bélowego z neuronu obwodowego na neuron
Il rzedu. Wzrost stezenia cAMP w komdrce nerwowej
Il rzedu aktywuje PKA, co pobudza (prawdopodobnie
posrednio przez fosfataze STEP61) kinaze Fyn, ktéra
fosforyluje tyrozyne (Tyr 1472) w podjednostce GluN2B
receptora NMDA, w wyniku czego dochodzi do odtacze-
nia sie biatka AP-2 (odpowiedzialnego za internalizacje
receptora) i przylaczenia sie receptoréw do btony post-
synaptycznej. Pojawienie sie tych receptoréw w btonie
postsynaptycznej w rogach tylnych rdzenia kregowego
odpowiada za zjawisko hiperalgezji [115]. Tak wiec leki
przeciwbdlowe, stosowane w bdlu zapalnym to przede
wszystkim zwiazki obnizajace stezenie cCAMP w neu-
ronach. Sg to obwodowo dzialtajace niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NSAIDs), ktére hamujg wytwarza-
nie prostaglandyn (w tym najsilniej dziatajacg PGE2)
oraz opioidy, ktérych receptory znajdujg sie zaréwno
w obwodowym, jak i centralnym uktadzie nerwowym,
a ktérych aktywacja hamuje aktywnos¢ cyklazy adeny-
lowej (z udziatem biatka G,).

Rota cCAMP w APOPTOZIE KOMOREK

Apoptoza to naturalny proces zwiazany z programowana
$miercig komdrki w organizmach wielokomérkowych.
Odgrywa takze role w przebiegu proceséw chorobowych,
takich jak sepsa i wstrzas septyczny [53]. Zaréwno w eks-
perymentalnych modelach sepsy u zwierzat, jak i u kry-
tycznie chorych obserwowano zwiekszong apoptoze
w organach limfatycznych i niektérych tkankach paren-
chymalnych. U pacjentéw, ktérzy zmarli z powodu sepsy
stwierdzono nasilong apoptoze w §ledzionie, weztach
limfatycznych, jelicie grubym i kretym [43]. Jak wia-
domo, gtéwna role w procesie apoptozy odgrywaja pro-
teazy cysteinowe, zwane kaspazami [47]. Wyniki badai
ostatnich lat dowodza, ze spo$réd wielu czynnikéw,
takze cAMP moze bra¢ udzial w kontrolowaniu apoptozy
[107]. Jeden z mechanizmdw tego dziatania jest zwigzany
z peptydem podobnym do glukagonu-1 (GLP-1) wytwa-
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rzanym przez jelitowe komérki L, ktéry dziata przez
receptor sprzezony z biatkiem G. Badania majace na celu
okre$lenie wptywu GLP-1 na stres oksydacyjny i apop-
toze w mikronaczyniowych komérkach §rédbtonkowych
serca w warunkach hiperglikemii wykazaly, ze analog
GLP-1 dziatajac hamujgco na ekspresje Rho i ROCK (regu-
latoréw stresu oksydacyjnego) przez mechanizm zalezny
od cAMP i PKA, obnizal poziom wolnych rodnikéw
w komérkach. Komérki hodowane w obecnosci analogu
GLP-1 wykazywaly mniejszy stopieri apoptozy (badany
metodg TUNEL) oraz cechowaly sie obnizong ekspresja
kaspazy-3 [107]. Miller i wsp. podjeli prébe wyjasnienia
mechanizmu hamowania apoptozy w komdrkach kana-
likéw zbiorczych nerek przez wazopresyne. W obecnosci
1-dezamino-8-D-arginino wazopresyny (dDAVP) mar-
kery apoptozy ulegaty obnizeniu w mysiej linii komdrek
kanalikéw zbiorczych poddanych dziataniu czynnikéw
proapoptotycznych (staurosporyny, aktynomycyny D
i cykloheksymidu). Dziatanie zostato zablokowane przez
dodatek antagonisty receptora V2. Inkubacja komé-
rek z analogiem cAMP (8-cpt-cAMP) obnizyta poziom
apoptozy, a dodatek selektywnego aktywatora EPAC
doprowadzit do wzrostu aktywnych kaspaz. Sugeruje to
wystepowanie przeciw- i proapoptotycznego dziatania
cAMP w tej samej komdrce, przy czym nasilenie skutku
przeciwapoptotycznego bylo znacznie wieksze. Wyka-
zano, ze wazopresyna hamuje apoptoze przez receptor
V2, aktywacje PKA i fosforylacje Bad i Bok [66]. Aktywa-
cja receptora B-adrenergicznego wywotywata apoptoze
w komdrkach mysiej linii chtoniaka T-limfatycznego
$49 zaleznie od biatka G_ i PKA. Nadekspresja Bcl-2
niwelowala apoptoze zalezna od cAMP w tych komér-
kach [114]. W komérkach linii ostrej biataczki limfobla-
stycznej (podtyp B komérkowy) forskolina hamowata
proapoptotyczny wptyw promieniowania jonizujacego
przez obnizenie stezenia przeciwnowotworowego biatka
p53. Nie dochodzito do indukcji biatek Puma i Bax, nie-
zbednych do aktywacji kaspaz [71]. Wyniki te nie zna-
lazty potwierdzenia w badaniach innych autoréw, ktére
wskazujg, ze cAMP moze podnosi¢ poziom sponta-
nicznej apoptozy i poteguje proapoptotyczny poten-
cjat chlorambucylu w komdrkach przewlektej biataczki
B-limfocytowej [64]. Nowo odkryty mechanizm stawia
wiec pod znakiem zapytania mozliwo$é wprowadze-
niem czynnikéw indukujacych cAMP w terapii prze-
ciwnowotworowej [71]. W komdrkach biataczkowych
cAMP stymuluje biatka HDAC i SIRT1, ktére utrzymuja
p53 w stanie hipoacetylacji. Utatwia to interakcje p53
z ligaza ubikwitynowa HDM2 i przyspiesza eliminacje
p53. Sugeruje sie mozliwo$¢ terapeutycznego zastoso-
wania inhibitoréw deacetylaz histonowych u chorych
na ostra biataczke limfoblastyczng [56]. Najnowsze bada-
nia wykazaty, iz resolwina D1 (mediator lipidowy synte-
zowany z kwasu dokozaheksaenowego, dziatajacy przez
GPCR) hamuje apoptoze w makrofagach uczestniczacych
w przeciwbakteryjnej odpowiedzi zapalnej. Resolwina
aktywuje PKA, co prowadzi do zahamowania oksydazy
NADPH i wzrostu ekspresji biatek Bcl-x1 oraz Bcl-2, skut-
kujac blokowaniem apoptozy [61]. W neutrofilach cAMP
wykazuje dziatanie przeciwapoptotyczne niezaleznie od

PKA [38]. Dziatanie cAMP przez PKA w wiekszo$ci przy-
padkéw przyspiesza proces apoptozy, za$ aktywacja
Epac hamuje $mier¢ komérki. Nie jest to jednak sztywna
regulg [47]. Selektywna aktywacja Epac blokuje apoptoze
wywotana TNF-a oraz cykloheksymidem i staurosporyna
w ludzkich liniach monocytarnych [38], cho¢ istnieja
doniesienia o udziale tego biatka w nasilaniu apoptozy.
PKA réwniez nie ma jednoznacznego dziatania proapop-
totycznego. Odkryto, iz PKA moze wptywaé na aktyw-
no$¢ kinazy Akt, powiazanego z dynaming biatka 1 oraz
kinazy PI3, spowalniajgc tym samym $mieré komérki
[47].

Rozmieszczenie AMP w KOMORCE — KONCEPCJA
KOMPARTMENTALIZAC)I

Jak juz wspomniano, cAMP jest syntetyzowany przez
zwigzang z btong komérkowa cyklaze adenylowa po
wplywem réznych zwigzkéw, ktére moga aktywowaé
receptory sprzezone z biatkiem G. Mimo to, ze jest
czgsteczka, ktéra przenika przez blony biologiczne,
jej dystrybucja wewnatrz komdrki jest raczej ograni-
czona z powodu szybkiego rozktadu przez PDEs. Zaob-
serwowano, ze pobudzenie wielu rodzajéw receptoréw
GPCR prowadzi do podobnego wzrostu stezenia cAMP
w komorece, lecz moze wywotywaé bardzo rézne skutki.
Okazuje sie, ze stezenia CAMP czesto rézni sie w poszcze-
gblnych przestrzeniach (kompartmentach) wewnatrzko-
mdrkowych, co mozliwe jest dzieki nieréwnomiernemu
rozmieszczeniu biatek odpowiadajgcych za synteze i roz-
ktad tego przekaznika. Szczegblnie wazna role odgry-
waja tu PDEs, ktdre nie dopuszczaja do dyfuzji cAMP
w miejsca niepozadane, tworzac pewnego rodzaju prze-
strzenny gradient stezen cyklicznego AMP. Nierzadko
enzymy regulujace stezenie cAMP oraz biatka efekto-
rowe potozone sg blisko siebie i formujg kompleksy
z udziatem biatek kotwiczacych [26].

Rozwéj nowych technik mikroskopii fluorescencyjnej
wykorzystujacej zjawisko transferu energii rezonansu flu-
orescencyjnego (fluorescence resonance energy transfer
- FRET) umozliwit obrazowanie gradientéw stezeti cAMP
oraz precyzyjne okreslenie umiejscowienia konkretnych
biatek wewnatrz zywej komdrki. FRET to zjawisko wyste-
pujace, gdy dwa fluorofory (zazwyczaj biatka o fluore-
scencji cyjanowe;j i z6ttej) sa umiejscowione blisko siebie
oraz gdy widmo emisji pierwszego fluoroforu pokrywa sie
z widmem absorpcji drugiego. Podczas pobudzenia pierw-
szego fluoroforu (donora) dochodzi do emisji charaktery-
stycznej dtugosci fali elektromagnetycznej. Fala pobudza
drugi fluorofor (akceptor), co powoduje emisje akcep-
tora. Zjawisko to mozna wykorzysta¢ do badania zmian
konformacyjnych biatek oraz rozszczepienia holoenzymu
na podjednostki [26]. Z uzyciem tej techniki wykazano, iz
pobudzenie receptoréw p-adrenergicznych prowadzito
do pojawienia sie odrebnych mikrodomen o duzym steze-
niu cAMP, aktywujacego PKA. Dodatek nieswoistego inhi-
bitora PDEs zaburzy! gradienty stezeri cAMP, co nasuwa
przypuszczenie, iz PDEs odpowiadaja za wyznaczanie gra-
nic przestrzennych ,,chmur” cyklicznego AMP [117].
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Dzieki sondom FRET odkryto, iz PKAI i PKAII taczg sie
z odmiennymi biatkami AKAP w réznych miejscach
w komdrce miocytu. Ponadto wykazano, ze odmienne
izoformy PDE uczestnicza w regulacji stezenia cAMP
w poblizu obu typéw PKA. Stymulacja réznych recep-
toréw GPCR moze zmieniaé stezenia cAMP w réznych
kompartmentach komérki. Dla przyktadu, dziatanie izo-
proterenolu na receptory P spowodowato powstawanie
cAMP w kompartmencie PKAII, podczas gdy stymulacja
receptoréw prostaglandynowych wywotywata wzrost
cAMP w obszarach wystepowania PKAI [24].

W miocytach serca receptory B, oraz B, wspétdziataja
z biatkiem G, jednak ich selektywna stymulacja prowa-
dzi do odmiennych odpowiedzi. Aktywacja receptora
B, zwigzana jest z fosforylacjg biatek kurczliwych przez
PKA oraz moze, w pewnych warunkach, prowadzi¢ do
przerostu mie$nia sercowego i apoptozy. Za pomoca
technik wykorzystujacych FRET ustalono, ze receptory
B, sa umiejscowione w poblizu tubuli poprzecznych
miocytéw. W komérkach pochodzacych z serc szczuréw
cierpiacych na przewlektg niewydolnos$¢ miesnia ser-
cowego zaobserwowano redystrybucje receptoréw f,
z tubul poprzecznych, co skutkowato szerszym i mniej
ograniczonym przestrzennie wzrostem wewnatrzko-
mdérkowego stezenia cAMP [72]. Swoiste dla mie$nia
biatko kotwiczace kinaze A (mAKAP) jest rusztowaniem
dla kompleksu biatek odpowiedzialnych za przekazy-
wanie sygnatu z receptora adrenergicznego w miocy-
cie. mAKAP laczy sie bezposrednio z AC5, PKA, PDE4D3,
receptorem rianodynowym oraz fosfatazami PP2B
i PP2A tworzac uklad regulujacy stezenie cAMP na zasa-
dzie sprzezenia zwrotnego ujemnego [25]. Odkryto wiele
innych biatek kotwiczacych, ktére umiejscawiajg PKA
w poblizu ich substratéw. Biatka Yotiao, AKAP15/188
oraz AKAP79/150 utatwiajg fosforylacje odpowiednio
kanatu potasowego KCNQ1, fosfolambanu oraz kanatéw
wapniowych typu L [26].

Innym aspektem przestrzennej organizacji przekaznic-
twa przez cAMP jest internalizacja receptoréw GPCR.
Okazuje sie, ze endocytoza receptora wcale nie musi
sie wigzaé z przerwaniem jego funkcji. Receptor para-
thormonu (PTHR) moze by¢é aktywowany przez para-
thormon (PTH) lub peptyd PTH-podobny (PTHrP). Po
aktywacji przez PTH receptor ulega internalizacji, lecz
dalej wysyta sygnat docierajacy w gtab komdrki. Akty-
wacja przez PTHrP prowadzi do wzrostu cAMP jedynie
przy powierzchni btony komérkowej [30]. Jak wykazano,
rézne izoformy Epac sg umiejscowione w osobnych kom-
partmentach komérki: np. Epacl znajduje sie w poblizu
mitochondriéw, Epac2A przy btonie cytoplazmatycz-
nej, a Epac2B w cytosolu (opisano w [26]). Istotna role
w przestrzennym umiejscowieniu Epac odgrywajg biatka
ERM (ezrin/radixin/moesin) [10]. Wiele uwagi w ostat-
nich latach po$wieca sie wyja$nieniu mechanizmu dzia-
tania cAMP na przepuszczalno$¢ bariery srédbtonkowej
ptuc. Odkryto, iz cAMP dziatajac poprzez Epac lub PKA
w poblizu btony komérkowej zwieksza integralnosé
bariery, a przenikanie przekaznika w gtab cytoplazmy

uruchamia mechanizmy zalezne od PKA, ktére zmie-
niajg uktad mikrotubul, zwiekszajac przepuszczalnosé
tej bariery [81].

ZEWNATRZKOMORKOWA SCIEZKA sYGNAtowA CAMP 1 JEGo
TRANSPORT NA ZEWNATRZ KOMORKI

Wyniki badan przeprowadzonych na hodowlach tkan-
kowych komdrek miesni szkieletowych szczura wska-
zuja na istnienie $ciezki enzymatycznej odpowiedzialne;
za pozakomérkowy rozktad cAMP [18]. Aktywacja AC za
pomoca réznych stezen forskoliny (1-300 mM) w obec-
nosci nieselektywnego inhibitora PDE - IBMX prowa-
dzita do wzrostu stezenia pozakomdrkowego cAMP
proporcjonalnie do wzrostu stezenia wewnatrzkomér-
kowego tego nukleotydu po 30 min inkubacji. Steze-
nia pozakomérkowe wahaty sie w granicach 16,4-23,9%
catkowitego stezenia cAMP. Jak wykazano, zewnatrz-
komérkowy cAMP jest rozktadany za pomoca PDE znaj-
dujacej sie po zewnetrznej stronie btony komérkowe;j.
Co wiecej, powstajacy w wyniku tej reakcji 5'-AMP ulega
dalszej przemianie do adenozyny. Obecno$¢ zewnatrzko-
morkowych PDE wykazano in vitro w wielu komérkach
i tkankach, np.: w watrobie, limfocytach, neuronach, adi-
pocytach i komérkach nerkowych [18].

Dodatek inhibitora transporteréw - probenecydu do
hodowli tkankowych komérek mie$ni szkieletowych
powoduje zahamowanie zewngtrzkomdrkowego wzro-
stu stezenia cAMP indukowanego obecno$cig izoprena-
liny i forskoliny [18]. Jak wykazano, transport cAMP na
zewnatrz komdérki odbywa sie z udziatem dwdéch trans-
porterdw z rodziny MRP (multidrug resistance prote-
ins) - MRP4 i 5 (ABCC4 i ABCC5) [87]. MRP4 transportuje
ponadto PGE1 i PGE2, a transport ten ulega wysyceniu
(K,, wynosi odpowiednio 3,2 i 3,4 M) i moze ulec zahamo-
waniu pod wptywem m.in. indometacyny i ibuprofenu
[82]. Zaréwno MRP4, jak i MRP5 nalezg do rodziny ABC
(ATP-binding cassette) i mogg transportowaé wiele sub-
stancji egzo- i endogennych wbrew gradientowi stezen,
dzieki energii uzyskanej z hydrolizy ATP. Badania wyka-
zaly, Ze transportery te maja takze znaczne powinowac-
two do cGMP [49,60,103]. Wystepuja w wielu narzadach
i tkankach, przy czym MRP5 nie wystepuje w oku. Naj-
wieksza ekspresje MRP4 obserwowano w nerce i sterczu,
nieco mniejszg w watrobie, jadrach, jajnikach, ptucach,
nadnerczach, neuronach i komérkach krwi, takich jak:
ludzkie erytrocyty, ptytki krwi i limfocyty [74]. Zjawi-
sko aktywnego transportu cAMP z komérki pod wpty-
wem np. stymulacji hormonalnej obserwowano w wielu
badaniach in vitro. Na przyktad dodatek glukagonu do
perfuzatu watroby szczura, czy podanie parathormonu
w postaci wlewu dozylnego zdrowym osobnikom powo-
dowaly wzrost stezenia cAMP odpowiednio w perfuzacie
i moczu badanych osobnikéw [87]. Podanie parathor-
monu w wiekszej dawce (40 mU/kg m.c./min) prowa-
dzito do niewielkiego wzrostu cAMP takze w osoczu.
Podobny skutek wystepowat w komérkach zwoju szyj-
nego, perfundowanym sercu, komdérkach ttuszczowych
i retikulocytach w obecnos$ci agonisty receptora f [87].
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cAMP jako marker odpowiedzi na lek

Wyniki badari dowodzg, ze po podaniu lekéw moduluja-
cych poziom cyklicznego AMP, stezenie tego nukleotydu
ulega zmianom we krwi i/lub tkankach zwierzat. Dla
przyktadu, po podaniu nowego inhibitora PDE4, CP-80,633
myszom drogg dozotadkowg stwierdzono istotny, zalezny
od dawki wzrost stezenia cCAMP w osoczu w krétkim cza-
sie. Ponadto u myszy z indukowang podanym dootrzew-
nowo LPS sepsa, CP-80,633 hamowat synteze TNF-a,
a dziatanie to réwniez nasilato sie wraz ze wzrostem dawki
[16]. Natomiast po podaniu kortykosteroidu szczurom
obserwowano wzrost stezenia cAMP w watrobie [51].
Autorzy tej pracy, testujac rézne modele farmakokine-
tyczno-farmakodynamiczne wykazali, Ze wzrost stezenia
cAMP w tkance watrobowej jest wynikiem hamujgcego
dziatania kompleksu lek-receptor w jadrze komérkowym
na proces degradacji cAMP. Po podaniu dozylnie jedno-
razowej dawki 10 i 50 mg/kg metyloprednizolonu obser-
wowano wzrost stezenia tego nukleotydu odpowiednio
z 654 do 883 oraz z 656 do 951 pmol/g watroby. Stezenie
maksymalne cAMP obserwowano 6 h od chwili podania
kortykosteroidu. Podczas podawania metyloprednizolonu
w postaci wlewu ze stata szybkoscig 0,11 0,3 mg/kg/h za
pomoca wszczepionych podskérnie pomp osmotycznych,
w ciggu 24 h stezenie cAMP wzrosto z 278 do 26711 2716
pmol/g watroby po podaniu odpowiednio niskiej i wyso-
kiej dawki leku. Po kilku dniach trwania wlewu obserwo-
wano obnizenie stezenia cAMP, co moze wskazywad na
wystapienie zjawiska tolerancji na podawany lek.

Wyniki wstepnych badati prowadzonych w naszym labo-
ratorium wskazuja, ze stezenia cAMP moga wzrastaé pod

wplywem lekéw modulujacych poziom tego nukleotydu
tylko w wybranych tkankach. Na przyktad po podaniu
dozylnie nieselektywnego inhibitora fosfodiesterazy -
pentoksyfiliny szczurom w dawce 80 mg/kg obserwo-
wano istotny wzrost stezenia cAMP w osoczu w krétkim
czasie, tj. po 15 min od chwili podania leku, a stezenie
maksymalne wystepowato miedzy 30 a 60 min (ryc. 3).

Natomiast zmiany w stezeniach cAMP w watrobie, nerce
i ptucach po uptywie 114 h od chwili podania badanego
leku byly znacznie mniejsze. Podana w tej samej dawce
cyprofloksacyna spowodowata ponad trzykrotny wzrost
stezenia tego nukleotydu, ale tylko w ptucach zwierzat
[wyniki nieopublikowanych badari wlasnych]. Obser-
wowany wzrost cAMP w ptucach po podaniu cyproflok-
sacyny byt prawdopodobnie spowodowany aktywacja
receptora EP2, ktérego ekspresja w tym narzadzie jest
wysoka.

Jak juz wspomniano, cykliczny AMP moze hamowaé
ekspresje prozapalnych cytokin, m.in. przez czynnik
transkrypcyjny NF-xB [67]. Istnieja doniesienia, ktére
dowodzg, ze wystepuje korelacja miedzy hamowaniem
aktywno$ci PDE a supresjg wytwarzania TNF-a po stymu-
lacji LPS komdérek jednojadrzastych otrzymanych z krwi
zdrowych ochotnikéw. W badaniach tych wykazano
liniowa zalezno$¢ miedzy wartosciami IC,, dla hamowa-
nia PDE i TNF-a w obecnosci inhibitoréw PDEs, pochod-
nych 3,7-dimetyloksantyny, takich jak: pentoksyfilina,
jej hydroksylowa pochodna - lizofilina oraz wybranych
pochodnych 3-metyloksantyny [90]. Wyniki wcze$niej-
szych badati przeprowadzonych w naszym laboratorium
wykazaty, ze pentoksyfilina i lizofilina w sposéb zalezny
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Ryc. 3. Zmiany stezenia cAMP i pentoksyfiliny w osoczu szczura po dozylnym podaniu

pentoksyfiliny w dawce 80 mg/kg m.c.
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od dawki obnizaly stezenia TNF-a u myszy z indukowang
LPS endotoksemig w surowicy [111] i, w mniejszym stop-
niu, tkankach badanych zwierzat [112]. Moze to dowo-
dzi¢, ze jednym z gtéwnych mechanizméw dziatania
przeciwzapalnego pochodnych metyloksantyny jest
zwiekszenie stezenia cAMP w tkance.

Podobne obserwacje odnoszg sie do lekéw bedacych ago-
nistami GPCRs [29]. Po podaniu adrenaliny we wlewie
kroplowym trwajacym 30 min zaobserwowano wzrost
stezenia cAMP w osoczu pacjentéw chirurgicznych
i zdrowych ochotnikéw juz po 20 min od rozpoczecia
wlewu. Obserwowane dziatanie moze wynikaé z pobu-
dzenia receptoréw B,-adrenergicznych obecnych w réz-
nych narzadach i tkankach (tabela 1) oraz na powierzchni
komérek krwi, takich jak: erytrocyty (a zwlaszcza retiku-
locyty), leukocyty, limfocyty T i B oraz makrofagi. Inne
receptory sprzezone z biatkiem G, czyli pobudzajace
cyklaze adenylowa, ktére wystepuja na powierzchni ele-
mentéw morfotycznych to m.in.: receptory EP2 i EP4, ade-
nozynowe A, ,, czy receptor IP [32,85].

Jak oméwiono wczeéniej, wiele inhibitoréw PDE byto
lub jest obecnie testowanych w badaniach przedklinicz-
nych lub klinicznych pod katem leczenia choréb o pod-
tozu zapalnym. W tego typu badaniach istnieje potrzeba

poszukiwania markeréw odpowiedzi, ktére bedg zmieniaé
swoje stezenia wraz z dawka badanego zwiazku i korelowaé
z dziataniem klinicznym. Najcze$ciej stosowanymi marke-
rami odpowiedzi po podaniu zwigzkéw o dziataniu przeciw-
zapalnym byly: TNF-a, IL-6 lub tlenek azotu [15,37,111]. Ze
wzgledu na to, ze pojawiaja sie z pewnym opdznieniem we
krwi w stosunku do zadziatania bodZca, ich stezenia obser-
wowane np. w eksperymentalnej sepsie réznig sie znacznie
miedzygatunkowo oraz u réznych osobnikéw tego samego
gatunku, a koszt analizy tych markeréw jest wysoki, sa
rzadko stosowane przez autoréw prac z zakresu analizy
farmakokinetyczno-farmakodynamicznej i przemyst far-
maceutyczny. Istnieje wiec potrzeba poszukiwania nowych
biomarkerdéw, ktére w sposdb zalezny od dawki beda kore-
lowa¢ z obserwowanym dziataniem farmakologicznym.
cAMP wydaje sie doskonatym kandydatem na taki marker
dla zwigzkdw, ktérych mechanizm dziatania jest zwigzany
ze wzrostem stezenia cAMP na réznych drogach, takze ze
wzgledu na dostepnos¢ wielu metod analitycznych, ktére
moga by¢ stosowane do oznaczenia stezeri tego nukleotydu
w materiale biologicznym.

Metopy oznAczaNIA CAMP W MATERIALE BIOLOGICZNYM

Jak wiadomo, wybdr optymalnej metody analityczne;j
jest podstawowym etapem w badaniach farmakokine-
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Ryc. 4. Chromatogramy roztworu cAMP o stezeniu 50 pmol/ml w wodzie (A), surowicy szczura po dodaniu cAMP w stezeniu 100 pmol/ml (B) surowicy szczura bez
obecnosci lekéw (C) oraz 30 min po dozylnym podaniu pentoksyfiliny w dawce 40 mg/kg (D)
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tyczno-farmakodynamicznych, zapewniajacym uzyska-
nie precyzyjnych i rzetelnych wynikéw. W przypadku
oznaczania cAMP w materiale biologicznym najwiek-
sze znaczenie majg obecnie: wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (HPLC) z detekcja fluorymetryczng lub
spektrofotometryczna, metody immunoenzymatyczne
(EIA, enzyme immuno assay), wéréd ktérych najszerzej
stosowane s testy ELISA (enzyme-linked immunosor-
bent assay) oraz metody radioimmunologiczne (RIA,
radioimmuno assay). W tabeli 5 przedstawiono najwaz-
niejsze metody oznaczania stezeh CAMP w materiale
biologicznym.

Istotg detekcji fluorescencyjnej jest pomiar intensywno-
$ci emisji $wiatta o okreslonej dtugosci fali, emitowanego
przez wykrywany zwigzek w wyniku jego wzbudze-
nia §wiattem o wyzszej energii niz $wiatto emitowane.
Jednak wiekszo$¢ zwiazkdéw, w tym cAMP, nie wyka-
zuje naturalnej fluorescencji i warunkiem analizy ich
stezeri tg metoda jest ich derywatyzacja. Proces opiera
sie na przeprowadzeniu zwigzku, w nastepstwie reakcji
chemicznej, w okreslone pochodne o swoistych wtasci-
wosciach, umozliwiajacych ich oznaczenie. Najcze$ciej
stosowang metodg derywatyzacji cAMP jest jego reakcja
z 2-chloroacetaldehydem w buforze octanowym. Metoda
byta stosowana do oznaczeti cAMP w materiale ludzkim
(osocze, sperma), zwierzecym (osocze: pséw, kotéw, $wi-
nek morskich, szczuréw, krélikéw; hipokamp $winek
morskich; mézg szarariczy wedrownej Locusta migrato-
ria) oraz ro$linnym (kultury rzesy Lemna paucicostata)
[35,54,108,118,119]. Reakcje przeprowadza sie w okre-
slonych warunkach czasu i temperatury derywatyzacj,
a powstajaca pochodna cAMP, 1,N%-eteno-cykliczny-

Tabela 5. Poréwnanie metod oznaczania stezert CAMP w materiale biologicznym

-CAMP, jest oznaczana fluorymetrycznie przy dtugos$ci
fali wzbudzenia wynoszacej 280 nm i dlugosci fali emisji
réwnej 380, 400 lub 420 nm [35,54,118,119]. Na rycinie
4 przedstawiono przyktadowe chromatogramy cAMP
uzyskane w naszym laboratorium z wykorzystaniem
techniki HPLC z detekcjg fluorymetryczng oraz derywa-
tyzacja z uzyciem 2-chloroacetaldehydu.

Ze wzgledu na to, ze reakcja derywatyzacji cAMP moze
nie przebiegaé w sposéb ilo$ciowy, niektérzy autorzy
stosowali standard wewnetrzny, ktérym najczesciej
byta etenoadenozyna [119] lub widarabina [54]. Reakcja
derywatyzacji z uzyciem 2-chloroacetaldehydu w bufo-
rze octanowym moze znalez¢ réwniez zastosowanie do
oznaczania innych pochodnych 6-amino nukleotydéw
lub nukleozydéw w materiale biologicznym, takich jak:
adenozyna, adenina, ATP, ADP lub AMP. Niekiedy do
oznaczania cAMP wykorzystuje sie réwniez inne, mniej
popularne odczynniki derywatyzujace, jak np. bromo-
acetaldehyd [35,108].

Metoda oznaczania cAMP z wykorzystaniem techniki
HPLC z detekcja fluorymetrycznag nie jest jedyna, ktéra
znalazta zastosowanie w badaniach nad tym nukleoty-
dem. W niektérych pracach stosowano metode HPLC
z detekcja UV. Okazato sie jednak, ze ten typ detekcji
wymaga uzycia wiekszej ilo$ci materiatu biologicznego
i charakteryzuje sie czuto$cig okoto 50 razy mniejsza
niz w przypadku wykorzystania detektora fluoryme-
trycznego [6,42]. Analizujac dane literaturowe mozna
napotkaé takze kilka prac poswieconych zastosowa-
niu metody HPLC z detekcja masowg (HPLC/MS) lub
uktadem tandemowym (HPLC/MS/MS) do analizy

METODA ZALETY WADY
T s . Mozliwos¢ interferencji innych zwiazkéw obecnych
Dostateczna czutos¢ i swoistos¢ metody, krétki czas trwania ) . L
- - w matrycy probek, specyficznos¢ wobec cAMP nizsza niz
) analizy, nizszy koszt oznaczen niz w przypadku RIA lub EIA, ) o .
HPLCz detekcja L ; . L w przypadku EIA czy RIA, koniecznos¢ przeprowadzenia
prostota przygotowania probek do badar, brak koniecznosci . )
fluorymetryczng L ] o I oznaczanego zwiazku w fluorescencyjng pochodna,
uzycia radioizotopéw lub specyficznych przeciwciat, mozliwos¢ ) o e
. g ) o wymagana wigksza ilos¢ materiatu biologicznego do
zastosowania do réznego rodzaju materiatu biologicznego. .
badan niz w przypadku EIA.
Nizszy koszt niz w przypadku RIA lub EIA, prostota przygotowania Mozliwos¢ |n(t erferengi |nnych’zIW|qzkow obecn‘).lch
) , ) T ; w matrycy probek, specyficznos¢ wobec cAMP nizsza
. prébek do badan, brak koniecznosci uzycia radioizotopdw lub . ) . o
HPLC z detekcja UV L g . . niz w przypadku EIA i RIA, 50 razy mniejsza czutos¢ niz
specyficznych przeciwciat, mozliwos¢ wykorzystania do réznego . - B
) o w przypadku detekji fluorymetrycznej, konieczna wieksza
rodzaju materiatu biologicznego. ey o , .
ilo$¢ materiatu biologicznego w poréwnaniu z EIA.
ek e s i pcanenr gy "N 10 S e prprvacen
EIA/ELISA (metody P o ) pecy . P 'yp procedury acetylacji cAMP w przypadku stezert cAMP
) HPLCz detekcja fluorymetryczng lub UV, wymagana niewielka L -
immunoenzymatyczne) S T e . ponizej 5 pmol/ml, czesto wymagane wczesniejsze
objetos¢ materiatu biologicznego, mozliwos¢ wykorzystania testu do o
. ) o rozcieficzenie probki.
roznego rodzaju materiatu biologicznego.
Wysoki koszt analizy (wynikajacy przede wszystkim
Czuto$¢ i specyficznosé poréwnywalna z EIA, wymagana niewielka z koniecznosci wykorzystania radioizotopéw), dtuzszy
RIA (metoda objeto$¢ materiatu biologicznego, mozliwo$¢ przeprowadzenia (zas trwania analizy w poréwnaniu z EIA, skomplikowana

radioimmunologiczna) analizy 100 probek w ramach jednego testu, acetylacja cAMP

dodatkowo zwieksza czutos¢ metody.

metodyka przygotowania probek do badar, metoda nie
moze by¢ zastosowana do kazdego rodzaju materiatu
biologicznego.

793



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2015; tom 69: 777-798

Tabela 6. Komercyjne testy EIA/ELISA do oznaczania cCAMP

PRODUCENT MATERIAL BIOLOGICZNY ZAKRES LINIOWOSCI (ZUL0SC METODY DETEKCJA PISM.
surowica, 0socze, mocz, ptyny
Abcam™ biologiczne, ekstrakty tkanek, 0,02-2mM >0,02mM kolorymetryczna [12]
lizat komérkowy
. 0socze, mocz, $lina, lizaty
Abnova komérek i tkanek 0-150 pmol/ml kolorymetryczna [14]
1-1000 pmol/ml
Cell Biolabs, osocze, mocz, lizaty komorek (nieacetylowany cAMP); kolorymetryczna,
INC™ i tkanek 10-2500 fmol/ml >1 pmol/ml chemiluminescencyjna 28]
(acetylowany cAMP)
0,78-200 pmol/ml
Enzo” o ) (nieacetylowany cAMP);
Life Science surowica, slina, mocz, tkanki 0,078-20 pmol/ml kolorymetryczna [65]
(acetylowany cAMP)
Merck Milipore komarki 0,156-10 ng/ml <0,025 ng/ml kolorymetryczna [80]
¢-AMP Screen’ lizaty komérek 0,06-6 pmol/ml 60 fmol/ml chemiluminescencyjna [98]
supernatanty hodowli
R&D Systems komérkowych, lizaty komdrek, 3,75-240 pmol/ml 8,57 pmol/ml kolorymetryczna [101]
surowica, 0s0cze, mocz
. 0,78 — 200 pmol/mi 0:39 pmol/mi
supernatanty hodowli (nieacetylowany CAMP): (nieacetylowany
Thermo Scientific komdrkowych, lizaty komdrek, 0.08 X 2 myol i ' cAMP); kolorymetryczna [120]
homogenaty tkanek (a'ce ¢ Iowa[r)l CAMP) 0,04 pmol/ml
y y (acetylowany cAMP)

i identyfikacji cAMP [73,118]. W metodach tych czesto
wykorzystuje sie dimetylo-L-homoarginine (DMHA) lub
s6l tetraalkiloamoniowa jako odczynniki par jonowych.
Co wiecej, préby z wykorzystaniem ujemnej i dodat-
niej jonizacji wskazaty, Ze ujemna jonizacja jest bardziej
odpowiednia do oznaczania cAMP. Okazalo sie jednak,
ze uzyskane tymi metodami wartosci limitu oznaczalno-
$ci nie byly nizsze od warto$ci uzyskanej metodg HPLC
z detekcjg fluorymetryczng [118].

Do szybkiego ilo§ciowego oznaczania cAMP mozna réw-
niez zastosowaé metody immunoenzymatyczne, ktére
moga by¢ wykorzystane dla kazdego rodzaju materiatu
biologicznego. Testy immunoenzymatyczne do oznacza-
nia cAMP, dostepne komercyjnie, sg produkowane przez
kilka firm (tabela 6). Ich zasada dziatania jest podobna
i mozna ja przedstawié na przyktadzie zestawu firmy
Cell Biolabs [14].

W tym zestawie dotek plytki reakcyjnej jest optaszczony
poliklonalnym przeciwciatem antykréliczym. W $ro-
dowisku reakcji sa obecne krélicze przeciwciato anty-
-cAMP, cAMP znakowane enzymem oraz wolne cAMP
pochodzace z prébki badanej. cAMP znakowane konku-
ruje o ograniczong liczbe miejsc wigzacych na przeciw-
ciatach anty-cAMP z wolnym cAMP. Kompleksy ,,wolne
cAMP + przeciwciato anty-cAMP” oraz ,,znakowane
cAMP + anty-cAMP” wigza sie z przeciwciatem antykrd-
liczym w dotku. Po odptukaniu komplekséw niezwiaza-
nych, dodaje sie substratu, ktdéry zostaje przeksztatcony
przez enzym w produkt oznaczany luminometrycznie.

Im wiecej wolnego cAMP znajduje sie w badanej prébce,
tym silniej wypierane jest znakowane enzymatycznie
cAMP, czego skutkiem jest proporcjonalny do stezenia
wolnego nukleotydu spadek luminescencji. W zalezno$ci
od producenta, enzymy wykorzystywane w tej metodzie
to: peroksydaza chrzanowa, fosfataza alkaliczna albo
acetylocholinoesteraza (AChE), przy czym ten ostatni
jest uwazany za enzym o najlepszych wtasciwosciach
w tego typu testach. W poréwnaniu z peroksydaza
chrzanowa, AChE nie ulega samoistnej dezaktywacji
w czasie analizy, jest stabilna w zakresie pH 5-10, a jej
aktywno$¢ nie jest hamowana przez powszechnie stoso-
wane bufory i konserwanty. Dzieki znacznej stabilnosci
AChE, nie ma potrzeby stosowania odczynnikéw hamu-
jacych reakcje, a pomiar absorbancji nie musi by¢ wyko-
nany natychmiast po skoficzeniu analizy. Wsrdd zalet
metod immunoenzymatycznych nalezy zwréci¢ uwage
na stosunkowo krétki czas analizy (3-4 h), przy mozliwo-
$ci przeprowadzenia oznaczert w 96 lub nawet 480 préb-
kach jednoczesnie. Metody charakteryzuja sie réwniez
najwiekszg czuto$cig i swoisto$cia spo$réd wszystkich
opisanych metod oznaczania cAMP. Ich wykorzysta-
nie jest ograniczone jedynie wysoka cena dostepnych
komercyjnie zestawéw.

Do ilo$ciowego oznaczania cAMP stosuje sie niekiedy
metode radioimmunologiczna (RIA). Wérdd producen-
téw testéw RIA mozna wymieni¢: Immuno-Biological
Labolatories™, Institutes of Isotopes lub PerkinElmer®,
Testy RIA moga by¢ wykorzystane do oznaczania cAMP
w moczu i osoczu, zawiesinach komérkowych, a obje-
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tos¢ prébki potrzebna do analizy wynosi, w zaleznosci
od producenta, 20-100 pl. Jak zapewniajg producenci,
w przyszto$ci metoda bedzie mogta by¢ wykorzystywana
do oznaczania cAMP w kazdym materiale biologicznym.
Poréwnanie metody HPLC z detekcja fluorymetryczna
z metodg RIA wykorzystujaca konwersje a-[**P]-ATP do
32p-cAMP wykazato, ze obydwie metody charakteryzuja
sie poréwnywalng czutoscig [108].

PobsumowaNiE

Jak wynika z przegladu danych literaturowych, rola
cAMP w wielu procesach fizjologicznych i patofizjolo-
gicznych nie zostata jeszcze do kotica poznana. Wciaz
nie wyjasniono funkcji niektérych receptoréw GPCR, nie
wszystko wiadomo na temat udziatu cAMP w modulacji
apoptozy w wielu komdrkach. Rozwdj biologii moleku-
larnej i zwigzanych z nig technik, jak réwniez pojawienie
sie nowoczesnych, bardzo czulych metod analitycznych
pozwalaja na uzyskiwanie coraz wiecej informacji o tej
ciekawej czasteczce. Miedzy innymi stato sie mozliwe
poznanie skomplikowanego uktadu przestrzennego ele-

PismiennicTwo

mentéw $ciezki sygnatowej cAMP. Z roku na rok przy-
bywa doniesieri o nowych mechanizmach regulacji
przekaznictwa cAMP na niemal kazdym etapie jego syn-
tezy i dzialtania. Koncepcja kompartmentalizacji cAMP,
badania nad transporterami dla tego nukleotydu oraz
pozakomdrkowg $ciezka degradacji cAMP, teorie na
temat jego roli w procesie zapalnym i apoptozie, to tylko
wybrane aspekty wspétczesnych badari nad tym wtdr-
nym przekaznikiem. W ostatnich latach bardzo waznym
kierunkiem w badaniach nad cAMP jest poszukiwanie
selektywnych inhibitoréw i aktywatoréw enzyméw
zaangazowanych w synteze i degradacje cAMP. Zwigzki
te sg testowane pod katem ich zastosowania jako poten-
cjalne leki o dzialaniu przeciwzapalnym, przeciwbélo-
wym, sercowo-naczyniowym oraz w leczeniu chordb
neurodegeneracyjnych. Wiele nadziei budza réwniez
efektory cAMP jako potencjalne cele terapeutyczne
nowych lekéw. Wzrost stezenia cAMP obserwowany we
krwi po podaniu inhibitoréw fosfodiesterazy wskazuje
na mozliwo$¢ zastosowania tej czasteczki jako markera
odpowiedzi na lek w badaniach farmakokinetyczno-far-
makodynamicznych nad tymi zwiazkami.
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