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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wewnatrzkomdrkowe stezenie cGMP zalezy od aktywnosci cyklazy guanylanowej, odpowie-
dzialnej za jego synteze oraz aktywno$ci enzyméw rozktadajacych cyklicznie nukleotydy -
fosfodiesteraz (PDE). Cyklaza guanylanowa jest enzymem majacym dwie postaci, jedna z nich
jest sprzezona z btong komérkowa (mGC), a druga to cytosolowa cyklaza guanylanowa (sGC).
Fizjologicznymi aktywatorami blonowej cyklazy guanylanowej sa peptydy natriuretyczne
(NP), a cytosolowej tlenek azotu (NO) i tlenek wegla (CO).

Zwigzane z cGMP gléwne wewnatrzkomdrkowe $ciezki sygnatowe wynikajg z jego bezposred-
niego wplywu na aktywno$¢ kinaz biatkowych G, fosfodiesteraz oraz zaleznych od cyklicznych
nukleotydéw kanatéw kationowych. W ostatnich latach wykazano, ze cGMP wptywa takze na
inne drogi sygnatowe, istotnie modyfikujac w komdrce aktywno$¢ przekaznictwa z udzia-
tem biatek Wnt oraz hormondéw plciowych. Zwiekszone zainteresowanie badaniami nad rola
cGMP zaowocowalo takze odkryciem jego roli w regulacji proceséw widzenia, neurotransmi-
sji, homeostazy wapnia, agregacji ptytek krwi, pracy serca, przebudowy ko$ci, metabolizmu
ttuszczéw i aktywnosci kanatéw kationowych. Lepsze zrozumienie mechanizméw dziatania
cGMP w regulacji czynnoséci komérki moze stworzy¢ nowe mozliwosci wykorzystania lekéw
wptywajacych na poziom cGMP w farmakoterapii.

tlenek azotu - syntaza tlenku azotu - cyklaza guanylanowa - cykliczny guanozynomonofosforan (cGMP)
« cykliczny adenozynomonofosforan (cAMP) - fosfodiesterazy (PDE) - peptydy natriuretyczne (NP)
« kinazy biatkowe G (PKG)

Summary

Intracellular concentration of cGMP depends on the activity of guanylate cyclase, responsible
for its synthesis, on the activity of cyclic nucleotide degrading enzymes - phosphodiesterases
(PDEs). There are two forms of guanylate cyclase: the membrane-bound cyclase and the soluble
form. The physiological activators of the membrane guanylate cyclase are natriuretic peptides
(NPs), and of the cytosolic guanylate cyclase - nitric oxide (NO) and carbon monoxide (CO).

Intracellular cGMP signaling pathways arise from its direct effect on the activity of G protein
kinases, phosphodiesterases and cyclic nucleotide dependent cation channels. It has been
shown in recent years that cGMP can also affect other signal pathways in cell signaling acti-
vity involving Wnt proteins and sex hormones. The increased interest in the research on the
role of cGMP, resulted also in the discovery of its role in the regulation of phototransduction
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in the eye, neurotransmission, calcium homeostasis, platelet aggregation, heartbeat, bone
remodeling, lipid metabolism and the activity of the cation channels. Better understanding
of the mechanisms of action of cGMP in the regulation of cell function can create new oppor-
tunities for the cGMP affecting drugs use in the pharmacotherapy.

Key words: nitric oxide ¢ nitric oxide synthase - guanylyl cyclase - cyclic guanosine monophosphate (¢cGMP) « cyclic
adenosine monophosphate (ATP) - phosphodiesterase (PDE) - natriuretic peptides (NP) - cGMP-depen-
dent protein kinase (PKG)
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Wsrep

Cykliczne nukleotydy nalezg do podstawowych systeméw
przekaznikéw II rzedu odpowiadajacych za wewngtrzko-
mdérkowe dziatanie hormondw. Do niedawna rola cGMP
w regulacji dziatania komérek wigzana byta wytacznie
z tlenkiem azotu (NO). Dzieki odkryciu, ktére pozwolito
dowie$¢, ze §rédbtonkowy czynnik rozkurczowy (EDRF)
jest tozsamy z tlenkiem azotu, ktéry reguluje napiecie
miesni gladkich naczyn krwiono$nych, przewodu pokar-
mowego oraz uktadu moczowego za posrednictwem
cGMP, poznano mechanizm dzialania nitratéw, a nieco
pbzniej peptydéw natriuretycznych (NP). Bylo to waz-
nym krokiem pozwalajacym na petniejsze zrozumienie
regulacji krazenia krwi [12,43,45]. Dowiedziono, ze ste-
zenie cGMP zalezy w réwnym stopniu od aktywnosci
cyklaz guanylanowych (GC) oraz od dwusubstratowych
enzymdéw odpowiedzialnych za degradacje cyklicznych
nukleotyddéw - fosfodiesteraz. Fizjologiczne skutki wzro-
stu stezenia cGMP w komérce zachodza przez trzy gtéwne
szlaki docelowe: kinazy biatkowe G (PKG), cGMP-zalezne
kanaty kationowe oraz fosfodiesterazy [4,14,46,49]. Wig-
zanie cGMP aktywuje kinazy biatkowe, ktére fosforyluja
seryny i/lub treoniny wielu biatek. Tak zmodyfikowane

przez PKG biatka reguluja homeostaze wapnia, adhezje,
kurczliwo$¢ mie$nidwki gladkiej, przekaznictwo ner-
wowe oraz czestotliwo$¢ akcji serca. W wielu chorobach
naczyniowych stwierdza sie brak réwnowagi miedzy
poszczegdlnymi elementami szlakéw syntezy cGMP. Niski
poziom cGMP spowodowany dysfunkcja srédbtonka lub
niedoborem estrogendw jest powszechnym problemem
medycznym wystepujacym u pacjentéw z nadci$nieniem,
hipercholesterolemia, cukrzycg, otytoscia oraz u pacjen-
tek w okresie menopauzy [13,17,42,53,54].

BodZcem do intensyfikacji badari nad transdukcja sygna-
16w z udzialem cGMP sg obserwacje kliniczne, ktére
wykazaly rézne skutki dziatania endogennego tlenku
azotu i NO pochodzacego z lekéw (np. nitratéw), mimo
ich identycznego wewnatrzkomérkowego mechanizmu
dziatania. Ponadto, zaobserwowano wystepowanie tole-
rancji na egzogenne donory NO, co jest powaznym pro-
blemem terapeutycznym.

CYKLAZA GUANYLANOWA — SYNTEZA CGMP w KOMORCE

Cyklaza guanylanowa jest enzymem nalezacym do grupy
liaz. W komérce odpowiada za synteze cGMP z GTP., Ist-
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Tabela 1. Typy cyklazy guanylanowej

Typ cyklazy guanylanowej Ligand Rozmieszczenie tkankowe
membranowa (mG()
$rédbtonek oraz miednie gtadkie naczyn krwiono$nych,
) centralny i obwodowy uktad nerwowy,
GC-A (NPR-A) ANPTBNP nadnercza, nerki, jelito krete, $ledziona, serce, tkanka
thuszczowa, tozysko, jajniki, grasica, slimak
fibroblasty, nadnercza, przysadka mézgowa, mézdzek,
GC- B (NPR-B) (NP aorta, komory serca, ptuca, jelita, jadra, grasica,
tozysko, macica, jajowody, jajniki
GC-C ANP’ BNF CNP'. . nabtonek jelitowy, watroba
guanilina, uroguanilina,
GC-D nabtonek wechowy
GC-E siatkéwka, szyszynka
GC-F siatkéwka oka
GC-G migsnie szkieletowe, ptuca, jelita

cytosolowa (sGC)

sGC NO, CO

ptuca, mézdzek, mézg, serce, nerki, watroba, migsnie
szkieletowe, siatkowka, mézg, nerki, tozysko

nieja dwa typy tego enzymu, pierwszy zakotwiczony
w btonie komérkowej, to cyklaza btonowa (mGC). Nato-
miast drugi to posta¢ rozpuszczalna, zwana takze cyto-
solowa (sGC). Enzymy te réznig sie miedzy soba nie tylko
umiejscowieniem w koméree, ale réwniez budowg. Obec-
nie scharakteryzowano i opisano 7 typéw blonowych
cyklaz guanylowych (GC-A,GC-B,GC-C,GC-D,GC-E,GC-
-F,GC-G). Dotychczas poznano jedynie ligandy dla biatek
receptorowych, trzech btonowych cyklaz guanylowych
(GC-A, GC-B, GC-C), ligandy dla pozostatych cyklaz nie
zostaly dotychczas zidentyfikowane, a ich receptory
okreslano mianem sierocych (tabela 1). Znane btonowe
cyklazy guanylowe to biatka sprzezone z receptorami
dla peptyddéw natriuretycznych, takich jak ANP, BNP czy
CNP, zawierajace domene transbtonowg oraz wewnatrz-
komérkowa domene, ktéra ma aktywno$¢ katalityczna.

Natomiast sGC jest receptorem tlenku azotu. Zawiera
w swojej budowie czasteczke hemu, ktéra jest odpowie-
dzialna za wigzanie sie z NO, co wywotuje silny wzrost
aktywnos$ci enzymu [5,7,12,26,27,30,34]. Oprécz tlenku
azotu, réwniez tlenek wegla (CO) moze sie wigzaé z sGC,
powodujac jej aktywacje. Tlenek wegla jest jednak stab-
szym aktywatorem rozpuszczalnej cyklazy guanylano-
wej. Zwigzanie sie enzymu z CO powoduje powstanie
zwigzku kompleksowego Fe(II)-CO, o liczbie koordyna-

cyjnej 6, wywotujac jedynie 2-4-krotny wzrost szybko-
$ci syntezy cGMP, a wiec znacznie nizszy w pordwnaniu
z 100-400-krotnym zwiekszeniem szybkosci syntezy
cGMP wystepujgcej po jego aktywacji przez NO [12,34].

Cytosolowa cyklaza gaunylanowa jest heterodimerycz-
nym biatkiem sktadajacym sie z podjednostek alfa i beta,
wystepujacych w izoformach: a1/p1 i a2/p2 [5,42,46].
Izoforma a1/P1 jest enzymem obecnym w wiekszo-
$ci tkanek, natomiast izoforma a2/p2 wykazuje swo-
ista dystrybucje tkankows, a jej zwiekszona ekspresje
wykazano w mézgu, ptucach, sercu, okreznicy, macicy,
tozysku i tkance ttuszczowej. Podjednostki sGC s u orga-
nizmdéw eukariotycznych cze$cia duzej rodziny wysoce
konserwatywnych biatek. Najwieksza zmiennos$é gatun-
kowa wystepuje w sekwencji N-kotica podjednostek alfa,
a najwieksza konserwatywno$¢ w obrebie C-kotica obu
podjednostek [5,46]. Prostetyczna grupa hemowa jest
zwiazana z podjednostka p wiazaniem niekowalencyj-
nym, a jej aktywno$¢ zalezy od potencjatu redox. Cza-
steczka tlenku azotu moze sie zwigzal tylko wtedy, gdy
grupa hemowa cyklazy guanylowej wystepuje w postaci
zredukowanej. Reaktywne formy tlenu towarzyszace sta-
nom patologicznym, takim jak choroby sercowo-naczy-
niowe, stany zapalne czy nadwaga, przyczyniaja sie do
utlenienia centralnego atomu zelaza w grupie hemo-
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Ryc. 1. Podstawowe szlaki sygnatowe cGMP-zalezne

wej enzymu. Powoduje to dysocjacje hemu, a utleniona,
pozbawiona hemu czasteczka sGC, zostaje pozbawiona
mozliwosci wigzania NO i ulega teasomalnej degradacji
[46].

AKTYWACJA CYKLAZY GUANYLANOWE) PRZEZ TLENEK AZOTU

Tlenek azotu wytwarzany przez komdérki $rédbtonka
zostal nazwany przez Roberta Furchgotta czynnikiem
rozkurczowym pochodzenia $rédbtonkowego (EDRF -
endothelium-derived relaxing factor). Czynnik ten byt
doktadnie badany, co z czasem pozwolito na stwierdze-
nie, ze EDRF to wiasnie tlenek azotu [14,17,27]. Tlenek
azotu jest gazowg czasteczkg sygnatowa syntetyzowang
przez syntaze NO (NOS), ktéra przeksztalca L-arginine
w tlenek azotu i L-citruline (ryc. 1). W sktad rodziny syn-
taz tlenku azotu wchodzg trzy typy enzyméw. Induko-
wana syntaza NO (iNOS), ktérej najwieksza ekspresja
nastepuje w odpowiedzi na bodZzce zapalne (lipopolisa-
charydy i prozapalne cytokiny), odpowiada za powstanie
tlenku azotu jako przekaznika w reakcjach obronnych
przed patogenami [17,46]. Neuronalna syntaza tlenku
azotu (nNOS) jest enzymem konstytutywnym, ulegaja-
cym ekspresji w neuronach, sercu i mie$niach szkiele-
towych. Wytwarzany przez nia tlenek azotu, petni role
neuroprzekaznika, zwlaszcza w nerwach nieadrener-

gicznych i niecholinergicznych uktadu wegetatywnego.
Natomiast trzecia izoforma, to syntaza endotelialna
(eNOS), wystepujaca gtéwnie w komdrkach $rédbtonka,
a jej aktywno$¢ koreluje ze wzrostem stezenia jondw
wapnia w komérce i/lub z aktywnoscia serynowo-tre-
oninowych kinaz biatkowych. Tlenek azotu wytworzony
przez syntaze dziata jako parakrynny sygnat w licz-
nych tkankach, zwlaszcza w uktadzie naczyniowym.
Uwaza sie, ze zaréwno nNOS jak i eNOS sa enzymami
konstytutywnymi, a ich ekspresja nie wymaga obecno-
$ci aktywatoréw stymulujacych ich biosynteze. Teza ta
jest dyskusyjna, a temat ciaggle badany. Kontrowersje
wynikaja z matej aktywno$ci nNOS i eNOS, ktéra in vivo
pobudzana jest przez naptyw do komérek jonéw wapnia
i ich interakcje z kalmodulina. Ponadto, aktywno$¢ obu
enzyméw jest regulowana za posrednictwem fosforyla-
cji, nitrozylacji, a takze dostepnoscig kofaktoréw i sub-
stratéw [15,17,39,46].

Synteza i uwalnianie tlenku azotu w komérkach $réd-
btonka wzrasta m.in. w odpowiedzi na obecno$¢ acetylo-
choliny, natomiast w zakoriczeniach komérek nerwowych
w odpowiedzi na bodZce wywotujace depolaryzacje blony
komdrkowej [4,25]. Wewnatrzkomdrkowe dziatanie tlenku
azotu wynika gléwnie z aktywacji sGC i nastepnie cGMP.
Jednak tlenek azotu wykazuje réwniez dziatanie bezpo-
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$rednie polegajgce na zmianach w funkcjonowaniu licz-
nych biatek w wyniku tworzenia wigzat kowalencyjnych
z cysteinami lub przez tworzenie komplekséw z ich gru-
pami hemowymi [17].

AKTYWACJA CYKLAZY GUANYLANOWEJ PRZEZ PEPTYDY
NATRIURETYCZNE

Peptydy natriuretyczne (NP) to ciggle powiekszajaca
sie rodzina oligopeptydéw o charakterze hormonal-
nym, uczestniczgca gtéwnie w regulacji gospodarki
wodno-elektrolitowej i utrzymaniu homeostazy uktadu
sercowo-naczyniowego. Do grupy peptydéw natriure-
tycznych zaliczy¢ mozna: przedsionkowy peptyd natriu-
retyczny (ANP), mézgowy peptyd natriuretyczny (BNP),
peptyd natriuretyczny typu C (CNP), typu D (DNP)
oraz osteocrin/musclin [38,49,58]. Mechanizm dzia-
tania tej grupy czasteczek sygnatowych jest zwigzany
z blonowymi receptorami peptydéw natriuretycznych
(NPR-A i NPR-B), ktérych pobudzenie aktywuje domene
katalityczna btonowej izoformy cyklazy guanylanowej,
powodujac zwiekszenie stezenia cGMP w komdrce (ryc.
1). Peptydy natriuretyczne biorg udzial w wielu waznych
reakcjach fizjologicznych. Zwiekszaja filtracje klebusz-
kowa, zmniejszaja resorpcje zwrotna sodu oraz hamuja
wydzielanie reniny i aldosteronu. Ponadto, hamuja
aktywno$é wspétczulnego uktadu nerwowego, rozsze-
rzaja naczynia krwionosne, uczestnicza w neurotransmi-
sji, wptywaja na metabolizm tluszczéw (nasilaja proces
lipolizy w tkance ttuszczowej) oraz regulujg wzrost ko$ci
dtugich i trzonéw kregdéw [13,23,38,49,53,54].

Dziatanie BNP jako neuroprzekaznika jest stabo poznane,
wiadomo, ze jest syntetyzowany w OUN, ale wydzielany
jest réwniez przez kardiomiocyty w odpowiedzi na wzrost
obciazenia wstepnego i nastepczego serca. Naczyniowe
dziatanie BNP jest prawie 10 razy stabsze niz ANP, jed-
nak wzrost stezenia BNP stymuluje synteze i wydzielanie
ANP. Zwiekszenie stezeti obu peptydéw we krwi $wiadczy
o aktywacji mechanizmu kompensacyjnego hamujacego
rozwdj objawéw niewydolnosci serca [44].

Peptydy natriuretyczne oddziatuja za pomoca recep-
toréw umiejscowionych w blonie komdrkowej. Wyrdz-
nia sie trzy podtypy receptoréw zwigzanych z tymi
peptydami: NPR-A, NPR-B i NPR-C [36,44,50]. Recep-
tory NPR-A i NPR-B sg biatkami o aktywno$ci blo-
nowej cyklazamy guanylanowej. Domena wigzaca
peptyd natriuretyczny znajduje sie na zewnatrz
komérki, a wewngtrzkomorowa cze$¢ biatka zawiera
dystalnie centrum aktywne cyklazy oraz proksymalna
domene wykazujacg aktywno$¢ kinazy biatkowej [36,50].
Kinaza ta spetnia role czynnika sprzegajacego zewnatrz-
komérkowg domene receptorowa z wewnatrzkomdr-
kowa domeng katalityczna.

Receptory NPR-A, wykazuja duze powinowactwo do ANP
i BNP, ale nie w stosunku do CNP [27,34,36]. Receptorami
peptydu natriuretycznego typu C sa receptory NPR-B.
Natomiast receptor NPR-C jest receptorem odpowie-

dzialnym za degradacje peptydéw natriuretycznych
(ryc. 1). Budowa przypomina receptory NPR-A i NPR-B,
z wyjatkiem wewnatrzkomdrkowej domeny, ktéra nie
wykazuje aktywnosci cyklazy guanylanowej. Kompleks
powstajacy po przytaczeniu do receptora typu C peptydu
natriuretycznego, przemieszcza sie do lizosoméw, gdzie
peptyd ulega degradacji, a uwolniony receptor powraca
na powierzchnie blony komdérki. Peptydy natriuretyczne
sa inaktywowane nie tylko za pomoca receprota NPR-C,
ale réwniez przez obojetna endopeptydaze, ktéra wyste-
puje w uktadzie naczyniowym, w nerkach i ptucach
[34,36].

Typ C peptydu natriuretycznego jest wydzielany
przede wszystkim przez komdérki §rédblonka naczyn
krwiono$nych i podobnie jak ANP i BNP wigze i akty-
wuje blonowg cyklaze guanylanowa. Interesujace jest,
ze u myszy niedobér CNP moze sie objawiaé nie tylko
w uktadzie sercowo-naczyniowym, ale réwniez w ukta-
dzie szkieletowym. Przeprowadzone badania wykazaly,
ze CNP stymuluje wzrost kosci dlugich nasilajac proli-
feracje chondrocytéw i zwieksza wytwarzanie macierzy
chrzestnej [38,58]. Stwierdzono, ze u zwierzat z niedo-
borem peptydu natriuretycznego typu C oraz deficytem
blonowej cyklazy guanylanowej wystepuje kartowatosé
[8]. Ustalono, takze, ze niedobdr cGMP zaleznej kinazy
typu IT u myszy (Prkg2-/-mice), takze powoduje wysta-
pienie kartowatosci, z powodu uposledzonego procesu
endochondrialnej ossyfikacji [38,40].

Niedawno odkrytym biatkiem wytwarzanym przez oste-
oblasty wykazujacym podobieristwo z peptydami natriu-
retycznymi jest osteocrin (Ostn). Biatko zostato wykryte
w ko$ciach, a takze niezaleznie w mieéniach jako musc-
lin. Osteocrin wykazuje powinowactwo tylko do recep-
tora NPR-C, ale nie do receptoréw NPR-A i NPR-B,
dzialtajac w obrebie receptora NPR-C jest konkurencyjny
do ANP. Osteocrin dziatajac w obrebie tego receptora
jest konkurencyjy do ANP i BNP [38,49]. Transgeniczna
ekspresja Ostn w obecnosci kolagenu typu I powoduje
u myszy wzrost ko$ci na dtugo$¢ oraz wystapienie kifozy,
a dziatanie to koreluje z podwyzszeniem stezenia cGMP
w komérce [41,49]. Podobny skutek obserwowano réw-
niez u transgenicznych myszy z nadekspresja BNP lub
CNP oraz u zwierzat pozbawionych receptora NPR-C.
Badania te dowodza, ze osteocrin jest nowym, regulo-
wanym dodatkowo przez witamine D biatkiem, wykazu-
jacym wplyw na osteoblasty za po$rednictwem szlakéw
sygnatowych zaleznych od cGMP [58].

MetaBoLizM cCGMP W KOMORCE - FOSFODIESTERAZY

Waznym elementem odpowiedzialnym za regulacje ste-
zenia cGMP w komdrkach jest ekspresja i aktywno$¢é
fosfodiesteraz, enzyméw hydrolizujacych wigzania fos-
fodiestrowe. Fosfodiesterazy réznig sie miedzy sobg
swojg tréjwymiarowa struktura, wtasciwosciami kine-
tycznymi, sposobem regulacji, ekspresja, umiejscowie-
niem w komdrce oraz wrazliwo$cig na inhibitory [16,37].
Ze wzgledu na te cechy oraz specyfike dziatania nadro-
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dzine enzymdéw PDE podzielono na 11 klas (PDE1-PDE11)
[3]. Najczesciej fosfodiesterazy sa uwazane za dwusub-
stratowe (cAMP i cGMP) enzymy odpowiedzialnie za
degradacje cyklicznych nukleotydéw. Stanowia wiec
podstawowy element przekazu sygnatéw za ich posred-
nictwem. Fosfodiesterazy PDE5, PDE6 i PDE9 naleza do
grupy najbardziej swoistej w stosunku do cGMP, PDE1,
PDE2, PDE3, PDE10 i PDE11, maja zdolno$¢ do hydrolizy
zaréwno cGMP jak i cAMP, natomiast fosfodiesterazy
PDE3, PDE7 i PDES sg swoiste w stosunku do cAMP [5,16].
Wiekszo$¢ PDE ma wieksze powinowactwo do cAMP,
wyjatek stanowia fosfodiesterazy PDE5 i PDE9, ktdre
wykazujg szczegblnag swoisto$¢ w stosunku do cGMP.
PDES5 charakteryzuje sie najwieksza zdolno$cig wigzania
cGMP powodujac jego hydrolize nawet w bardzo niskich
stezeniach [3].

Cykliczny GMP wptywa na aktywnows$¢ PDE. Proces ten
zachodzi za posrednictwem trzech réznych mechani-
zméw. Pierwszy polega na wzroscie aktywnos$ci enzy-
matycznej PDE zgodnie z prawem dziatania mas, gdzie
szybko$¢ reakcji chemicznej jest proporcjonalna do
iloczynu stezen sktadnikéw wszystkich uczestnicza-
cych w niej reagentéw (PDE5, PDE6, PDE9). W drugim
szybkos$¢ hydrolizy cAMP zachodzi w wyniku inhibicji
kompetycyjnej (PDE1, PDE2, PDE3). Trzeci mechanizm
to inhibicja niekompetencyjna, polegajaca na zmia-
nie aktywnosci PDE przez bezpos$rednie wigzanie cGMP
z miejscem allosterycznym (PDE2, PDE5, PDE6, PDE10)
[11,34]. Swoisto$¢ fosfodiesteraz do okre$lonych sub-
stratéw powoduje ich rézny wptyw na szlaki regulacyjne
w komorce, co wykorzystuje sie w okre$lonych stanach
chorobowych [3]. Badania wtasciwo$ci PDE pozwolily na
wprowadzeniu do terapii inhibitoréw PDE3 (amrinon,
milrinon, cilostazol), PDE4 (rolipram) oraz PDES5 (sil-
denafil, wardenafil). Inhibitory PDE szczegdlnie typu 5
oprdcz dziatania naczyniowego wykazuja takze dziatanie
przeciwzapalne i kardioprotekcyjne, ktére jest zwigzane
z obecnoscia PDE w plytkach krwi, w ktérych wzrost
cGMP dziata antyagregacyjnie [3,10]. Dzieki odkryciu
udziatu fosfodiesteraz w mechanizmie rozkurczu miesni
gtadkich staly sie celem dziatania lekéw wykorzystywa-
nych w terapii zaburzen erekcji oraz w leczeniu nadci-
$nienia ptucnego.

Wysoka ekspresja PDE5 zostatla wykazana réwniez
w tkance ttuszczowej, jednak rola jaka w niej odgrywa
pozostaje ciagle niewyjasniona. Przez zdolno$¢ do wpty-
wania na stezenie cGMP i aktywno$¢ PKG, PDE5 wydaje
sie waznym modulatorem funkcjonowania komérek ttusz-
czowych. Hamowanie aktywno$ci enzymatycznej PDE5
w tkance thuszczowej nasila réznicowanie sie adipocytéw
oraz funkcjonowanie aromatazy. Ponadto, w komdérkach
tkanki tluszczowej inhibicja PDE5 zmniejsza takze wydzie-
lanie adipokin, w tym czynnikéw prozapalnych, nasila
termogeneze w biatej tkance ttuszczowej oraz przeksztat-
cenie androgendéw do estrogenéw. Fosfodiesteraza 5 moze
wiec potencjalnie stanowi¢ cel w farmakologicznym kon-
trolowaniu przyrostu tkanki ttuszczowej i zapobieganiu
powstawania zespotu metabolicznego [2,9].

SZLAKI SYGNALOWE AKTYWOWANE PRZEZ CGMP

Szlaki sygnalowe zwigzane z kinazami biatkowymi typu G

Transdukcja sygnatéw za pomoca cGMP jest proce-
sem ztozonym. Metaboliczne szlaki, w ktérych bierze
udziat sg regulowane przez zmiany aktywnosci enzy-
méw w nich uczestniczagcych. Zmiany te sg inicjowane
zwiekszeniem stezenia jonéw wapnia w komdéree lub
stymulacjg receptoréw peptydéw natriuretycznych.
Wzrost stezenia jonédw wapnia w cytosolu powoduje
wzrost aktywno$ci syntazy tlenku azotu. Wytworzony
przez nig tlenek azotu aktywuje sGC i zwieksza synteze
cyklicznego GMP. Jednak obecno$é wapnia moze réw-
niez hamowa¢ synteze cyklicznego GMP przez inhibicje
rozpuszczalnej cyklazy guanylowej i wzrost degradacji
cGMP przez aktywacje zaleznej od wapnia fosfodieste-
razy typu 1. Drugim Zrédlem cGMP jest wzrost aktyw-
no$ci mGC, bedacej cze$cia receptoréw peptyddéw
natriuretycznych NPR-A i NPR-B.

Kinazy sa grupg enzyméw odpowiedzialnych za reakcje
fosforylacji i istotnym ogniwem systemu przekazywania
informacji w komdrce. Kinazy fosforylujgc biatka regu-
luja ich aktywno$¢ wplywajac w ten sposéb na funkcje
zyciowe komérki. Kryterium ich podziatu na klasy zalezy
od aminokwasu bedgcego akceptorem reszty fosforano-
wej przenoszonej podczas reakcji fosforylacji. Z tego
wzgledu kinazy biatkowe mozna podzieli¢ na: serynowo-
-treoninowe i tyrozynowe oraz wystepujace gtéwnie
u organizméw prokariotycznych kinazy histydynowej
[20,61].

Kinazy biatkowe G (PKG) zwane réwniez cGMP zaleznymi
kinazami proteinowymi sa serynowo/treoninowymi
kinazami aktywowanymi przez cykliczny GMP. Uczestni-
czg w reakcjach fosforylacji regulujgc m.in. takie procesy
jak relaksacja mie$ni gtadkich, spermatogeneza, podziat
komérki, synteze kwaséw nukleinowych oraz procesy
agregacji ptytek krwi [20,21,43,48,57]. PKG wystepuja
powszechnie zaréwno u organizméw eukariotycznych
jak i prokariotycznych. U ssakéw zidentyfikowano dwa
geny prkg1 i prkg2, odpowiedzialne za kodowanie dwéch
réznych typéw cGMP zaleznych kinaz: PKG-1 i PKG-II
[20,43,57]. Obie kinazy biatkowe sa homodimerami maja-
cymi wspélne cechy strukturalne i sa efektorami szlakéw
sygnatowych NO/cGMP i NP/cGMP. Kazda z podjednostek
enzymu sklada sie z trzech domen funkcyjnych. N-koni-
cowa domena uczestniczy w procesie homodimeryzacji
oraz dziata hamujaco na aktywno$¢ kinazy przy niedo-
borze cGMP. Odpowiedzialna jest réwniez za interakcje
zinnymi biatkami. Druga domena zwana jest cze$cia regu-
latorowa i sktada sie z dwédch réznych miejsc wigzacych
cGMP. Trzecia domena katalityczna, odpowiada za reakcje
przenoszenia grupy fosforanowej z ATP na grupe hydrok-
sylowg faricucha bocznego biatka docelowego. Zwiazanie
cGMP z domeng regulatorowa enzymu powoduje zmiany
konformacyjne, ktére znosza inhibicje N-koticowego frag-
mentu enzymu, pozwalajac tym samym na fosforylacje
biatka substratowego. Mimo podobnej budowy PKG réz-
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nig sie miedzy soba umiejscowieniem w komdrce. Kinaza
biatkowa PKG-1 wystepuje gtéwnie w cytoplazmie, pod-
czas gdy PKG II jest zakotwiczona w btonie komérkowej.
Kinazy PKG-I i PKG-II réznig sie réwniez umiejscowieniem
w poszczegblnych tkankach. Stwierdzono wysoki poziom
kinazy biatkowej PKG-1 we wszystkich typach komérek
miesni gtadkich i w plytkach krwi, natomiast jej niska
ekspresja wystepuje w komérkach $rédbtonka i w kardio-
miocytach. Obecno$é PKG-I stwierdzono réwniez w fibro-
blastach, leukocytach oraz w niektérych strukturach
uktadu nerwowego, takich jak: hipokamp, komérki Pur-
kiniego w mézdzku, ciato migdatowate boczne oraz zwoje
korzeni grzbietowych. N-koticowy fragment PKG-I moze
by¢ zakodowany w dwojaki sposéb tworzac dwie izo-
formy: PKG-Iat i PKG-I [43]. PKG-IP do aktywacji wymaga
10-krotnie wiekszego stezenia cGMP w poréwnaniu do
PKG-la. W neuronach i ptytkach krwi wykazano wysoka
ekspresje izoformy kinazy PKG-Ia, natomiast w mie$niach
gtadkich sa obecne obie izoformy enzymu [21]. Kinaza
PKG-1I wystepuje w komérkach wydzielniczych nabtonka
jelita cienkiego, w komdrkach warstwy ktebkowatej kory
nadnerczy w komérkach Clara w odcinku dystalnym drég
oddechowych, w przewodzie trzustkowym, §liniankach,
gruczotach podzuchwowych i w chondrocytach, nato-
miast nie wystepuje w kardiomiocytach i naczyniach
krwiono$nych.

W mies$niach gladkich PKG bierze udziat w otwiera-
niu sie kanatéw potasowych aktywowanych wapniem,
doprowadzajgc do hiperpolaryzacji bton komdrek mie-
$niowych oraz blokowania aktywno$ci fosfolipazy C.
Hamowanie aktywnosci fosfolipazy C i hiperpolaryzacja
bton zmniejsza uwalnianie z siateczki sarkoplazmatycz-
nej jonéw Ca? przez trdjfosforan inozytolu, inaktywujac
mechanizm skurczu mie$niéwki.

Kanaty JoNoWE AKTYWOWANE PRZEZ CGMP

Oprécz opisanych wezeéniej kanatéw potasowych akty-
wowanych z udzialem PKG w komérce wystepuja réw-
niez kanaly aktywowane bezposrednio przez cykliczne
nukleotydy. Kanaty bramkowane cyklicznymi nukleoty-
dami (CNG) sa kanatami jonowymi, ktére ulegaja akty-
wacji po zwiazaniu sie z czgsteczkag cGMP lub cAMP.
Kanaly te sa waznymi elementami komérki, bioracymi
udziat w transdukcji sygnatéw, prowadzacymi do zmian
potencjatu btony komdrkowej i/lub stezenia jonéw wap-
nia Ca? w cytoplazmie [25]. Kanaly CNG sg nieselektyw-
nymi kanatami kationowymi, ktére znajduja sie w btonie
komérek serca, ptuc, nerek, trzustki, watroby, $ledziony,
jader oraz w korze médzgowej, mézdzku, hipokampie,
wzgbrzu i podwzgérzu [4,25,47].

Kanaly bramkowane przez cykliczne nukleotydy sg zbu-
dowarne z heterotetramerycznych komplekséw sktadajg-
cych sie z dwu lub trzech réznych typéw podjednostek,
kodowanych przez sze$¢ réznych gendw i sg aktywo-
wane wylgcznie przez te nukleotydy [25]. Ich aktywa-
cja moze zachodzi¢ z udziatem jednego z nukleotydéw
lub rzadziej przez ich potaczenie. Do aktywacji jednego

kanatu jest potrzebne w przyblizeniu okoto 4 czasteczek
cyklicznych nukleotydéw. Kanaty CNG wykazuja znaczna
nieselektywno$é, pozwalajac na przeptyw kationéw do
lub z komérki, co moze skutkowaé depolaryzacja lub
hiperpolaryzacja btony komérkowej [25].

InTeErAKCIE CGMP Z INNYMI SZLAKAMI METABOLICZNYMI

Cykliczne nukleotydy (AMP i GMP) bedac endogennymi
mediatorami wielu fizjologicznych proceséw, takich jak:
aktywacja swoistych kinaz biatkowych, procesy widze-
nia, wechu, zmiany w przepuszczalnosci bton komér-
kowych czy kurczliwo$¢ mieéni gtadkich, moga czesto
wchodzi¢ we wzajemne interakcje [6,37,52].

W procesie regulacji napiecia mieéni gladkich zwiekszenie
stezenia cAMP lub cGMP zapoczatkowuje kaskady naste-
pujacych po sobie reakcji, obejmujacych aktywacje kinaz
biatkowych zaleznych od cyklicznych nukleotydéw, odpo-
wiednio PKA i PKG. Dochodzi do defosforylacji miozyny
i kanaléw wapniowych oraz aktywacji pomp wapniowych
prowadzac do zmniejszenia cytosolowego stezenia jonéw
wapnia i rozkurczu mig$niéwki gtadkiej [6].

Istotnym elementem interakcji miedzy cAMP i cGMP jest
wplyw cGMP na metabolizm cAMP. Wykazano, ze cGMP
moze by¢ wewnatrzkomérkowym regulatorem aktyw-
nosci fosfodiesteraz. Cykliczny GMP moze stymulowa¢
aktywno$¢ cGMP-zaleznej fosfodiesterazy 2 (PDE2) lub
hamowac fosfodiesteraze 3. Oznacza to, Zze cGMP w rézny
sposdb wplywa na stezenie cyklicznych nukleotydéw
sprzegajac ze sobg szlaki sygnatowe zalezne od kinaz bial-
kowych cGMP zwigzanych z metabolizmem i przekaznic-
twem za po$rednictwem cAMP i kinazy biatkowej A [6,35].
Szczegdlng klasg wérdd fosfodiesteraz sg PDE3, gdyz maja
zdolno$¢ do hydrolizy zaréwno cAMP jak i cGMP. Swoisty
mechanizm laczenia sie cCAMP z ich centrum aktywnym
sprawia, ze wykazuja duzo wieksze powinowactwo do
cGMP niz do cAMP. Mechanizm tgczenia cGMP z enzymem
nie jest do korica wyjasniony. Uwaza sie jednak, ze wysoki
stopiei powinowactwa cGMP do miejsca aktywnego oraz
jego wolna hydroliza zapobiega przylaczeniu sie cza-
steczki cAMP. Na podstawie tych obserwacji uwaza sie, ze
cGMP jest kompetycyjnym inhibitorem hydrolizy cAMP
[3,35]. Fosfodiesterazy klasy 3 wyrdzniaja sie na tle innych
réwniez zdolno$cig do hydrolizy cAMP lub cGMP po akty-
wacji przez kinazy biatkowe i dlatego moga by¢ facznikiem
miedzy szlakami cAMP i cGMP zaleznymi [35]. Aktywno$é
katalityczna PDE3 moze by¢ indukowana w wyniku mody-
fikacji jej struktury z udziatem kinaz biatkowych PKA,
PKB, PKC, PKG, ktére fosforyluja okreslone reszty sery-
nowe w domenie regulatorowej enzymu [18,22,35,45].
Rézne mechanizmy dziatania PDE3 w komérce sprawiaja,
ze petni ona szczegblna role w transdukcji sygnatéw wielu
szlakéw przebiegajacych z udzialem cAMP i cGMP.

Dobrym przyktadem interakcji miedzy cAMP a cGMP jest
przekaZnictwo zwiagzane z dziataniem peptydéw natriu-
retycznych, hormondéw czy czynnikéw wzrostu [35]. Rola
PDE3 w szlakach sygnatowych peptydéw natriuretycznych
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jest bowiem réwniez zwigzana z regulacjg poziomu cAMP,
w odpowiedzi na zmiany stezenia cGMP. Peptydy natriu-
retyczne przez aktywacje receptoréw NPR-A i NPR-B,
powoduja wzrost wewnatrzkomdérkowego stezenia cGMP.
Dochodzi do kompetycyjnego hamowania aktywno$ci
PDE3 i wzrostu wewngtrzkomérkowego stezenia cAMP, co
skutkuje aktywacjg kinazy biatkowej A. W kardiomiocytach
PKA fosforyluje podjednostki f kanaléw wapniowych typu
L, zwiekszajac naptyw jonéw Ca?* do komérki, a takze cze-
sto$¢ i site skurczu mieénia sercowego, natomiast w mie-
$niéwce naczy hamuje kinaze lekkich taicuchéw miozyny
prowadzac do rozkurczu [32,35,51,56].

Przekaznictwo z udziatem biatek Wnt reguluje w okresie
zarodkowym proliferacje, réznicowanie sie oraz migracje
komérek, natomiast u dorostych organizméw odpowiada
gléwnie za homeostaze tkankowa indukujac procesy pro-
liferacji i réznicowania komérek macierzystych. Wszyst-
kie biologiczne funkcje biatek Wnt moga zachodzié
w sposéb kanoniczny (klasyczny) Wnt/Beta-kateina
oraz niekanoniczny (nieklasyczny) Wnt/Ca? z udzialem
kinazy biatkowej A lub w wyniku polaryzacji komdrko-
wej (Wnt-PCP) [24,29]. Zasada aktywacji wszystkich $cie-
zek sygnatowych Wnt jest podobna. Zwigzanie biatek Wnt
z receptorem blonowym pozwala na przytaczenie kore-
ceptora z rodziny LRP (low density lipoprotein recep-
tor related protein) i aktywacje wewngtrzkomdrkowe;j
kaskady sygnatowej [29]. Rodzaj przekazanego sygnatu
zalezy od rodzaju receptora oraz warunkéw metabo-
licznych panujacych w komérce. Receptorem biorgcym
udziat w wewnatrzkomérkowej sygnalizacji z udziatem
beta-kateiny jest receptor Frizzled 1. Sciezka ta wptywa
na takie procesy komérkowe jak embriogeneza, réznico-
wanie, przezywalno$¢ oraz proliferacja komdrek [29,33].

Sciezka niekanoniczna zalezna od jonéw wapniowych ma
charakter antagonistyczny w stosunku do $ciezki kano-
nicznej i jest niezalezna od beta-kateniny [28,29]. Nieka-
noniczna $ciezka polaryzacji komérkowej (Wnt-PCP) jest
odpowiedzialna za tworzenie si¢ i modelowanie cytoszkie-
letu przez co istotnie wptywa na ksztalt komdrek. Drugi
niekanoniczny szlak sygnalizacji Wnt, tj. $ciezka Wnt/
Ca* odpowiada za regulacje stezenia wapnia wewnatrz
komérki i jest réwniez okreslana jako niekanoniczny
szlak Wnt/Ca2+/cGMP, w ktérym posredniczy odkryty
stosunkowo niedawno receptor Frizzled-2. Aktywacja
tego receptora powoduje wzrost wewnatrzkomdérkowego
stezenia jonéw wapnia i obniza wewnatrzkomdrkowe ste-
zenia cGMP [29,55,59]. Natomiast zmiany w wewnatrz-
komérkowej koncentracji jonéw wapniowych, wptywaja
na aktywno$¢ kalmoduliny, kalcyneuryny czy jadrowego
czynnika transkrypcyjnego NFAT. Ten rodzaj przekazu
Wnt wplywa m.in. na procesy réznicowania osteoblastéw
i przebudowe kosci zachodzace zaréwno w fazie rozwoju
jak i odnowy tkanki kostnej [60].

WpLyw HORMONOW PECIOWYCH NA Poziom CGMP

Regulacja funkcjonowania komérek przez hormony
steroidowe moze by¢ zwigzana z ich wptywem na

transkrypcje gendw (genomowy szlak regulatorowy)
lub wynika¢ z innych niegenomowych mechanizméw
ich dziatania. Te ostatnie polegaja na modyfikowaniu
aktywno$ci komdrek przez bezposrednia interakcje
z biatkami regulatorowymi, kinazami aktywowanymi
mitogenami, kinazami 3-fosfatydyloinozytolu czy kina-
zami tyrozynowymi [64]. U zwierzat stwierdzono takze,
ze hormony steroidowe moga modulowaé wytwarza-
nie tlenku azotu i cGMP [62]. Dowiedziono, ze pro-
gesteron podwyzsza ekspresje syntazy tlenku azotu
NOS II w macicy cigzarnej samicy szczura, natomiast
17B-estradiol ja hamuje i pobudza ekspresje genu
NOS-III, co wskazuje na ztozony, istotny udzial cGMP
w regulacji kurczliwo$ci macicy [63]. Wyniki badan
sugeruja réwniez, ze niedobdr estradiolu w okresie
postmenopauzalnym moze byé zwigzany z wystapie-
niem zaburzeti nastroju o charakterze depresyjnym
oraz ze tlenek azotu moze by¢ waznym czynnikiem
posredniczacym w patomechanizmie powstawania
depresji [19,31]. Stwierdzono, ze zahamowanie szlaku
NOS/NO/cGMP w warunkach niedoboru estrogendw
moze mieé zwiazek z antydepresyjnym dziataniem
estradiolu [19]. Wykazano takze, ze podawanie L-argi-
niny (prekursor NO) lub inhibitora PDE-5 (sildenafil)
dziata przeciwdepresyjnie podobnie do obserwowa-
nego po zastosowaniu wysokiej dawki estradiolu [19].

Testosteron jest wytwarzany przez komérki Leydiga
w jadrach pod wptywem hormonu luteinizujacego,
a takze w niewielkich ilo$ciach przez kore nadnerczy,
jajniki oraz tozysko. Testosteron moze réwniez modyfi-
kowa¢ aktywno$¢ szlakéw sygnatowych NO/cGMP. Jego
rola w tym procesie jest stabo poznana i prawdopodob-
nie polega na zwiekszeniu syntezy NO przez nasilenie
ekspresji syntazy NOS II, przyczyniajac sie w ten sposdb
do wzrostu stezenia cGMP w komérkach Leydiga. Wska-
zuje to na mozliwo$¢ wpltywania testosteronu na szlak
sygnatowy NO/cGMP i regulacje spermatogenezy oraz
syntezy hormondw steroidowych w jadrach [1].

PopsumowaNie

Cykliczny GMP jest czasteczky sprzegajaca wewnatrzko-
mdérkowg transdukcje sygnatéw szlakéw dla peptyddéw
natriuretycznych, tlenku azotu i tlenku wegla. Obec-
nie wiadomo, ze cGMP dziatajac na aktywno$¢ kanatéw
jonowych, fosfodiesteraz lub kinaz biatkowych G bierze
udzial w regulacji proceséw widzenia, neurotransmisji,
homeostazy wapnia, krzepniecia, pracy serca, kraze-
nia krwi, ekspresji genowej, a takze modyfikuje prze-
kaznictwo szlakéw zwiazanych z cAMP, biatkami Wnt
i hormonami steroidowymi. Mniej znany jest udziat szla-
kéw zaleznych od cGMP w regulacji proceséw przebu-
dowy kosci, adipogenezy, wytwarzania hormondéw oraz
cytokin w tkance ttuszczowej. Wptyw cGMP na tkanke
kostna i uktad hormonalny daje nadzieje na opracowanie
nowych, wysoce selektywnych terapii modyfikujacych
objawy towarzyszace menopauzie i zespotowi metabo-
licznemu.
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