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ROLA TLENKU AZOTU W OSRODKOWYM UKtADZIE NERWOWYM U OWADOW

Tlenek azotu (NO) jest swobodnie przeni-
kajacym przez btony gazem, petnigcym funkcje
wtornego przekaznika komorkowego. Akty-
wuje on rozpuszczalng, zalezng od komplek-
sow kalmodulina-Ca2+, cyklaze guanylanowg
(GC) odpowiedzialng za synteze 3’,5>-cyklicz-
nego guanozynomonofosforanu (cGMP). NO
jest czasteczkg o duzej lipofilnosci, dlatego
moze przenika¢ swobodnie z miejsc syntezy,
poprzez btony komérkowe, do miejsc docelo-
wych wywierajgc dziatanie bezposSrednio we
wnetrzu komdrki. NO jest syntetyzowany z
L-argininy przez enzym syntaze tlenku azotu
(NOS). Okres potowicznego trwania NO w
ptynach fizjologicznych wynosi zaledwie kilka
sekund. Wszystko to sprawia, ze NO jest nie-
konwencjonalnym neurotransmiterem, ktory
aktywujagc GC prowadzi do wytworzenia

cGMP. Nukleotyd ten z kolei moze wptywac na
aktywnos$¢ kanatéw jonowych, kinaz biatko-
wych i fosfodiesteraz. Gen kodujgcy NOS u
owadow (Drosophila melanogaster), wykazu-
je 43% homologii do genu kodujgcego NOS u
ssakow (Regutskii Turty 1995). NOS u D. me-
lanogaster (DNOS), podobnie jak NOS u ssa-
kow, posiada miejsca wigzace kalmoduline,
FMN (mononukleotyd flawinowy), FAD (dinu-
kleotyd flawinoadeninowy) i NADPH (fosfo-
ran dinukleotydu nikotynaminoadeninowe-
go). DNOS jest aktywowana kompleksem
Ca2+/kalmodulina (Regulski i Tuny 1995)
Strukturalne podobienstwo syntazy NO u owa-
dow i ssakdw sugeruje, ze jest to konserwatyw-
na czgsteczka, a jej funkcja w trakcie ewolucji
nie ulegta zmianie (Ryc 1).

TLENEK AZOTU W UKIADZIE WECHOWYM

U ssakow udziat systemu NO/cGMP stwier-
dzono w procesach wechowych. NO/cGMP za-
angazowany jest w transdukcje bodZcow we-
chowych iich przetwarzanie w opuszkach we-
chowych, aw wechowych komdrkach recep-
torowych cGMP bierze udziat w mechanizmie
adaptacji (Breer i Shepherd 1993). Zaréwno
opuszki wechowe ssakow, jak i ptaty czutkowe
owadow sg obszarem mozgu, gdzie wystepuje
szczegOlnie wysokie stezenie NOS. Wysoka ak-
tywnos$¢ syntazy NO obserwowano m.in. w
ptatach czutkowych pszczoty (Apis mellifera’)

(MULLERI Hitdenrandt 1995), muszki owoco-
wej (Drosophila melanogaster) (Mutter i
Buchner 1993) i szaranczy (Schistocerca gre-
garia) (Murrer i Bicker 1994). U tych gatun-
kow owaddw miejscem syntezy NO sg neurony
posredniczace (interneurony), unerwiajgce
ptaty czutkowe. U szaranczy jest to wigzka
45-50 lokalnych interneuronéw w placie
czutkowym. Analogicznie do opuszek wecho-
wych u ssakéw, neuropil w ptatach czutko-
wych u owadéw zbudowany jest z jednostek —
glomerul. Uwalniany przez zakonczenia in-
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Rys. 1. Schemat drogi sygnatowej angazujacej
NO-cGMP.

Aktywno$¢ neuronalna w komérce donorowej pro-
wadzi do naptywu Ca , ktéry poprzez kalmoduling
(CaM) stymuluje syntaze tlenku azotu (NOS). NOS ka-
talizuje przemiane argininy w cytruline, ktéra syntety-
zowana jest w stosunku stechiometrycznym do NO.
Reakcja ta wymaga obecnosci NADPH jako kofaktora.
W komérce docelowej NO aktywuje rozpuszczalng
forme cyklazy guanylowej (sGC), co prowadzi do pod-
niesienia poziomu 3’,5-cyklicznego guanozynomono-
fosforanu (cGMP). cGMP jest rozktadany przez fosfo-
diesteraze (PDE).

terneuronéw NO moduluje i synchronizuje
neuronalng aktywnos$¢ w poszczeg6lnych cze-
$ciach ptatu. U owaddw, miejscem syntezy NO
sg réwniez neurony sensoryczne rozmieszczo-
ne na czutkach. W nerwie czutkowym u szara-

nczy nie wykryto obecnosci NOS (MULLER i
Bicker 1994), podczas gdy u muszki owoco-
wej, obecno$¢ NOS obserwowano w niekto-
rych komoérkach chemosensorycznych (MUL-
LER | Buchner 1993) U pSZCZO*y (Muller i
Hitdenbrandt 1995) i u émy Manduca sexta
(STENGL i ZINTL 1996) NOS obecna jest w ko-
morkach chemosensorycznych, adodatkowo u
M. sexta rowniez w komdrkach towarzy-
szacych nie bedacych komdrkami nerwowymi.
U M. sexta, stymulacja feromonem piciowym
czutkdéw samcéw podnosi istotnie liczbe ko-
morek wykazujacych obecno$é produktu reak-
cji histochemicznej NADPH-diaforaza (NAD-
PH-d) umozliwiajgcej uwidocznienie aktywno-
$ci enzymow zwigzanych z syntezg tlenku azo-
tu (STENGL i ZINTL 1996). Jednakze wzrost ak-
tywnosci NADPHd w czutkach u M. sexta po
stymulacji feromonem nie jest hamowany
przez blokery NOS, dlatego tez przypuszcza
sie, ze wzrost liczby komérek NADPHd —pozy-
tywnych spowodowany jest aktywnoscig inne-
go enzymu (enzymow) niz NOS. Podobnie jest
w nabtonku wechowym u dorostych gryzoni, u
ktérych aktywnos¢ NADPHd wywotywana jest
przez inne enzymy utleniajgce niz NOS
(Kishimoto iwspé’raut. 1993)

W uktadzie wechowym NO stymuluje ta-
kze, poprzez aktywacje GC, synteze cGMP, kto-
ry u bezkregowcow, podobnie jak u kregow-
cow, aktywuje kinazy biatkowe, wptywa na ak-
tywnos¢ fosfodiesteraz, a przez to posrednio
réwniez na poziom cAMP (3°5>-cykliczny ade-
nozynomonofosforan). NO oddziatuje tez na
kanaty jonowe zalezne od cyklicznych nukle-
otydéw. W piatach czutkowych u pszczoty
miodnej, cGMP moze wspoétdziata¢ z cAMP ak-
tywujac kinaze biatkowg zalezng od cAMP
(HILDENRANDT i wspétaut. 1994).

TLENEK AZOTU W PROCESIE UCZENIA SIE | POWSTAWANIA PAMIECI

NO bierze réwniez udziat w procesach
uczenia sie i pamieci. U gryzoni NO petni
wazng funkcje w plastycznosci synaptycznej
(termin wprowadzony przez J. Konorskiego;
zjawisko polegajace na trwatych struktural-
nych modyfikacjach potgczen komdérek nerwo-
wych, zachodzacych w wyniku dziatania okre-
Slonych bodzcéw). Jest on zaangazowany w
proces diugotrwatego wzmocnienia synap-
tycznego (ang. long-term potentiation, LTP)
(Schuman i Madison 1994), ktére moze byé
zahamowane poprzez zablokowanie NOS.

WSsrod owaddw, pszczota miodna jest dogod-
nym modelem eksperymentalnym do wyja-
$nienia mechanizmu towarzyszgcego proceso-
wi nabywania pamieci. Najwieksza aktywno$¢
NOS wystepuje w tej czesci neuropilu, ktéra
zwigzana jest z przesytaniem bodZcow wecho-
wych. Ponadto, owad ten moze by¢ trenowany
bodzcami zapachowymi w $cisle okreslonych
przedziatach czasowych. W zaleznosci od licz-
by powtdrzen bodzca, trenowanie odruchu
apetytywnego u pszczoty prowadzi do powsta-
nia réznych rodzajow pamieci. U pszczoty



miodnej, farmakologiczne zablokowanie syn-
tazy tleneku azotu w ptatach czutkowych zabu-
rza formowanie pamieci diugotrwatej, po-
wstajgcej w wyniku wielokrotnej stymulacji
owada bodZcem zapachowym, nie ma nato-
miast wptywu na formowanie pamieci krotko-
trwalej, powstajgcej po jednokrotnej stymula-
cji bodzcem (MULLER1996). U ssakéw NO po-

$redniczy w tworzeniu pamieci ,,wechowej
poprzez utatwianie uwolnienia neurotransmi-
teraw opuszkach wechowych. Do$wiadczenia
prowadzone na owcach wykazaty, ze NO bie-
rze udziat w selektywnym rozpoznawaniu mat-
ki przez miode jagnie (KENDRICK i wspoétaut.
1997).

TLENEK AZOTU W UKEADZIE WZROKOWYM

Tlenek azotu moze roéwniez petni¢ role
przekaznika zwrotnego u ukfadzie wzroko-
wym u owaddw. U szaranczy taka droga sygna-
lizacji zwrotnej istnieje pomiedzy komorkami
fotoreceptorowymi ainterneuronami ptytki la-
mina —komadrkami monopolarnymi, ktore dla
fotoreceptordw sg elementami postsynaptycz-
nymi. W ptytce lamina okoto 40% interneuro-
now wykazuje aktywno$¢ enzymatyczng cha-
rakterystyczng dla syntazy tlenku azotu, dlate-
go sg one prawdopodobnym Zzrédtem NO w
p’fytce lamina (Bicker i Schmachtenberg
1997). Podwyzszenie poziomu NO w ptacie
wzrokowym u szaranczy, powoduje wzrost
akumulacji cGMP w komdérkach fotorecepto-
rowych. Podawanie zwigzkow takich jak nitro-
prusydek sodu, ktére podnoszg poziom
NO/cGMP w ptacie wzrokowym, powoduje
wzrost amplitudy elektroretinogramu (ERG).
Natomiast eksperymentalne obnizenie pozio-
mu NO przez zwigzek o nazwie ETU (2-e-
thyl-2-thiopseudourea) powoduje obnizenie
odpowiedzi na bodzce S$wietlne (SCHMA-
CHTENBERG i Bicker 1999). Zaréwno cytoche-
miczne, jaki elektrofizjologiczne dane sg zgod-
ne z tym, ze syntetyzowany w komaérkach mo-
nopolarnych NO oddziatywuje na fotorecepto-
ry jako przekaznik zwrotny. Takie zwrotne
przesytanie sygnatdbw moze by¢ wykorzystywa-
ne w adaptacji komorek monopolarnych do
ciemnosci. Obnizenie poziomu natezenia
Swiatta docierajacego przez fotoreceptory do
interneuronéw plytki lamina u szaranczy
wywotuje depolaryzacje btony komaérek mono-
polarnych (Laughtin 1994,

Juusola i

wspoétaut. 1996) i prowadzi do uwolnienia NO,
ktory dziata jak przekaznik zwrotny. Uwolnio-
ny NO moze aktywowaé¢ w komorkach fotore-
ceptorowych cyklaze guanylanowsa i poprzez
synteze cGMP prowadzi¢ do wzrostu wrazli-
wosci siatkowki na Swiatto. Wzrost wrazliwo-
$ci siatkowki podczas adaptacji do ciemnosci
obserwowany jest poprzez wzrost amplitudy
ERG (Schmachtenberg i Bicker 1999)

W siatkdwce u ssakow szczeg6lnie wysoka
immunoreaktywno$¢ do syntazy tlenku azotu
wystepuje w komdrkach amakrynalnych (ro-
dzaj komorek nerwowych wystepujacych po-
miedzy warstwa splotowatg zewnetrzng awe-
whnetrzng siatkowki kregowcéw. Komdrki
amakrynalne wysytajg swoje wypustki do war-
stwy splotowatej wewnetrznej, tworzac synap-
sy z neuronami dwubiegunowymi i neuronami
wzrokowo-zwojowymi) (Sandenr 1985, Yama-
moto i wspétaut. 1993), w niektérych komér-
kach glejowych i dwubiegunowych (Kurenny
i wspotaut. 1994). Podawanie donora tlenku
azotu, np. nitroprusydku sodu (NaNP), zwiek-
sza poziom cGMP w komérkach dwubieguno-
wych w siatkowce (KOISTINAHO i wspoétaut.
1993), a takze moduluje kanaty jonowe w ko-
mérkach precikowych i zwojowych w siatkow-
ce (Kurenny iwspotaut. 1994). NO i cGMP za-
angazowane sg W procesie przesytania infor-
macji Swietlnych w uktadzie wzrokowym ssa-
kéw; przyktadem moze byé wspomniana juz
mozliwo$¢ modulacji kanatéw jonowych w ko-
mérkach siatkdwki, czy tez zmiana drog pobu-
dzenia precikowego i czopkowego w czasie ad-
aptacji Swietlnej.

TLENEK AZOTU W PROCESIE ROZWOJU UKEADU NERWOWEGO

Dynamiczna regulacja NOS podczas rozwo-
ju uktadu nerwowego wskazuje, ze tlenek azo-
tu bierze réwniez udziat w procesach rozwojo-
wych ukfadu nerwowego zaréwno u kregow-

cow, jakiu bezkregowcdw. NO zaangazowany
jest w procesie zmniejszania liczby synaps po-
miedzy neuronami drogi nerwowej siatkOw-
ka-blaszka czworacza w rozwijajgcym sie



ukladzie wzrokowym u ptakow (Wu i
wspotaut. 1994), w powstawanie drogi ciata
kolankowate-siatkéwka u ssakdéw, gdzie kon-
troluje prawidtowsg segregacje komorek zwo-
jowych siatkdwki (CRAMER i wspotaut. 1996),
oraz w zalezne od aktywnos$ci hamowanie sy-
naptyczne w rozwijajgcych sie potgczeniach
nerwowo-miesniowych u Xenopus laevis
(WANG i wspotaut. 1995).

W rozwoju embrionalnym u Swierszcza, sy-
naptogeneza skorelowana jest z okresem, w
ktorym komérki nerwowe réznych typdéw od-
powiadajg na NO produkcjg cGMP (TRUMAN i
wspotaut. 1996). Niektdre z tych komérek to
motoneurony, ktérych stozki wzrostu wyka-
zuja immunoreaktywno$é do cGMP i staja sie
szczegOlnie wrazliwe na NO po osiggnieciu
przez stozek miejsca docelowego, ale przed
wytworzeniem wypustek dochodzacych do
tego miejsca. Ponadto, wiele neurondéw senso-
rycznych i interneuronow staje sie szczeg6lnie
wrazliwych na NO z chwila, gdy wzrost akso-
nalny ustaje, a zaczyna sie synaptogeneza i doj-
rzewanie neuronow, np. rozwijajgce sie fotore-
ceptory oka ztozonego u szaranczy (Truman i
wspotaut. 1996). Zablokowanie NOS w czasie,
kiedy rozwijajace sie komorki sg wrazliwe na
tlenek azotu powoduje zaburzenie powstawa-
nia wiasciwych potgczen nerwowych w ptacie
wzrokowym u D. melanogaster (Gibbs |
Truman 1998). U muszki owocowej NO stabi-
lizuje wzrost komorek fotoreceptorowych i
umozliwia tworzenie potgczenh synaptycznych

z wihasciwymi komoérkami docelowymi w
ptytce lamina i medulla (warstwy neuropilu
wzrokowego). Zablokowanie NOS w trakcie
okresu krytycznego tego procesu (u D. mela-
nogaster jest to okres okolo 40 godzin na
poczatku trzeciego stadium larwalnego), kKiedy
neurony wrazliwe sg na NO, powoduje nad-
mierny wzrost komdrek fotoreceptorowych i
wrastanie ich w ptytke medulla i mézg (GIBBS i
Truman 1998). Tlenek azotu bierze réwniez
udziat w utrzymywaniu réwnowagi pomiedzy
procesami podziatow komérkowych a proce-
sami ich réznicowania sie¢ w dyskach imaginal-
nych (skupienia komoérek o cechach embrio-
nalnych, z ktérych rozwiajajg sie okreslone
narzady owada dorostego) u muszki owoco-
wej, w ktorych stwierdzono wysoka ekspresje
NOS w trakcie ich intensywnego rozwoju. Za-
blokowanie NOS w rozwijajgcych sie dyskach
powoduje przerost struktur ciala, natomiast
wzmocniona poprzez manipulacje genetyczne
ekspresja NOS, wywotuje efekt przeciwny
(KuzIN i wspétaut. 1996).

Do tej pory wiekszos¢ badan fizjologicz-
nych nad rola tlenku azotu prowadzona byta na
ssakach, dlatego tez badania na bezkregow-
cach dostarczajg interesujgcego uzupetnienia
naszej wiedzy, a niejednokrotnie réwniez jej
potwierdzenia. Ukfad nerwowy wielu przed-
stawicieli bezkregowcow jest dobrze poznany
i opisany, a jego prosta budowa pozwala na
doktadna analize funkcji poszczeg6lnych neu-
ronéw budujacych ten ukiad.

THE ROLE OF NITRIC OXIDE IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM OF INSECTS

Summary

In nerve cells, the permeating short-lived signal-
ling molecule of nitric oxide (NO) is generated by
Caz-calmodulin-stimulated NO synthase (NOS). Nitric
oxide activates soluble guanylate cyclase (sGC) in tar-
get cells, leading to the formation of cyclic guanosine
monophosphate (cGMP). Biochemical studies have
shown the presence of Cazcalmodulin-regulated
NO-cGMP signalling mechanism in the nervous system

of insects. Molecular characterization of aDrosophila
NOS gene has shown its 43% identity with the mamma-
lian neuronal gene of NOS. This paper provides ashort
review of the cellular organization of nitric oxide sig-
nalling in the insect nervous system aswell as informa-
tion on its function in processing of olfactory informa-
tion, memory formation, and the visual system, aswell
as in neuronal development.
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