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1. SISSEJUHATUS 

 

 

Koekahjustuse korral käivitab organism terve rea erinevaid reaktsioone, mida vallandavad ja 

reguleerivad molekulid pärinevad nii kahjustatud rakkudest kui immuunrakkudest. Selliste 

reaktsioonide kompleks viib põletikuni, mille peaeesmärgiks on kõrvaldada põletikulise 

protsessi bioloogilist, keemilist või füüsikalist põhjust ning regenereerida kahjustatud kude. 

Põletikuprotsessis osalevate rakkude hulgas paistavad eriti silma mitmeid mediaatormolekule 

sünteesivad makrofaagid. Üheks üldtuntud signaalmolekuliks, mida aktiveeritud 

makrofaagid toodavad, on L-arginiinist sünteesitav lämmastikmonooksiid (NO). Nii vees kui 

lipiidides lahustuva molekulina osaleb NO erinevates füsioloogilistes ja patofüsioloogilistes 

protsessides üle terve inimkeha.  

NO võidukäigu alguseks võib pidada 1987. aastat, mil ajakirjas Nature ilmunud artikkel 

tutvustas lämmastikmonooksiidi kui endoteeli sünteesitud bioloogiliselt aktiivset lihaseid 

lõõgastavat faktorit [2]. 1990. aastal avastasid Bredt ja Snyder NO molekuli ka 

närvirakkudes [3]. Nüüdseks on teada, et NO-d sünteesitakse organismis kolme erineva 

ensüümi poolt, millest kaks on konstitutiivse olemusega. Kolmas, indutseeritav 

lämmastikmonooksiidi süntaas (iNOS) kirjeldati 1992. aastal ning pakkus uue lähenemise 

NO toimele aktiveeritud makrofaagides [4]. Järgnenud kümnekonna aasta jooksul on uuritud 

lämmastikmonooksiidi funktsioone ja selle sünteesi eest vastutavad ensüüme eri 

vaatenurkadest, tuues muuhulgas  tasapisi  selgust NO seotusesse immuunfüsioloogiliste ja -

patoloogiliste protsessidega. Üheks paljutõotavaks uurimissuunaks on erinevate ainete (sh 

stimulaatorite, inhibiitorite ja ravimite) mõju indutseeritavale NO süntaasile ning L-arginiini 

biosünteesi radadele. 

Käesoleva uurimistöö kavandamisel ja tegemisel lähtuti eesmärgist uurida erinevate 

immuunsupressantide mõju lämmastikmonooksiidi sünteesile ja L-arginiini transpordile hiire 

makrofaagides. Töö käigus saavutatud tulemused on üldises kooskõlas vastavate 

teaduskirjanduses levinud seisukohtadega ning pakuvad lisainfot juba kasutusel olevate 

ravimite võimalike mõjude kohta. Uurimistöö lisaväärtuseks võib pidada ka hiire makrofaagi 

mudelsüsteemi täiustamist tulevaste ravimkatsete tarvis. 
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2. KIRJANDUSE ÜLEVAADE 
 

 

2.1. Lämmastikmonooksiid 

 

Lämmastikmonooksiid (NO) on suhteliselt hiljuti avastatud mittekonventsionaalne mediaator 

organismis. Tegu on gaasiga, mis lahustub vedelikes ja läbib vabalt rakumembraane. 

Seetõttu pole NO-d võimalik rakus säilitada ja see levib koes laiemalt, kui traditsioonilised 

mediaatorid. NO keskmine eluiga elusorganismis arvatakse piirduvat paarikümne sekundiga, 

sõltudes eelkõige NO kontsentratsioonist ja keemilisest keskkonnast [5]. 

 

 

2.1.1. NO biosüntees 

 
NO süntees eukarüootsete rakkude poolt avastati esimesena hiire makrofaagidel [4]. NO 

sünteesi on leitud lindudel [6], roomajatel ja kaladel [7], molluskitel [8], putukatel [9,10], 

ainuraksetel [11,12] ja limaseentel [13]. Lai evolutsiooniline levik näitab NO tähtsat rolli nii 

kaitse- kui regulatiivse molekulina.  

NO-d sünteesitakse L-arginiinist NO süntaasi (NOS) poolt, reaktsiooni käik on toodud 

joonisel 1. 

 

NH

NH2 NH2
+ (IV)

CH3
+ COO-

NOS
NADPH

O2 H2O
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NH2 N
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Joonis 1. NO süntees L-arginiinist. 
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NO süntaasil on vähemalt kolm isoensüümi: neuronaalne, endoteliaane ja indutseeritav NOS. 

Isovormid on kodeeritud erinevate geenide poolt, kuid nende aminohappelised järjestused on 

liigisisesi homoloogsed 51-57% ulatuses [14] ning erinevatel liikidel sama isoensüümi osas 

kuni 90% ulatuses [15]. NOS-i isoensüümide tähtsamad omadused on toodud tabelis 1. Kuigi 

ensüümid on evolutsiooniliselt suhteliselt konserveerunud, esinevad liikidevahelised 

erinevused, mida tuleb uurimistulemuste interpreteerimisel arvesse võtta [16].  

 

Tabel 1. NO süntaasi isovormid [17,18]  

 Neuronaalne 

(nNOS) 

Indutseeritav 

(iNOS) 

Endoteliaalne 

(eNOS) 

Esmalt avastatud närvirakud makrofaagid endoteel 

Leidub ka müotsüüdid, 

astrotsüüdid 

astrotsüüdid, 

mikrogliia 

närvirakud 

Paiknemine rakus tsütoplasmas või 

membraaniga 

seotud 

tsütoplasmas või 

membraaniga seotud 

enamasti 

membraaniga 

seotud 

Aktiivsuse sõltuvus 

kaltsiumist 

jah ei  jah 

Süntees peamiselt püsiv indutseeritav peamiselt püsiv 

Vabastatava NO 

kogus 

väike suur väike 

Võimalik 

funktsioon 

regulatsioon kaitse, regulatsioon regulatsioon 

Aktiveerijad glutamaat lipopolüsahhariidid atsetüülkoliin, 

venitus 

 

Neuronaalset ja endoteliaalset NOS-i ekspresseeritakse rakus konstitutiivselt ja nende 

aktiivsus on tihedalt seotud rakusisese kaltsiumiiooni kontsentratsiooniga. Indutseeritavat 

NOS-i ekspresseeritakse peamiselt aktivatsioonijärgselt ning see ensüüm ei sõltu Ca2+ 

kontsentratsioonist. Kõik kolm isovormi on aktiivsed üksnes dimeerina ja seostununa 

kalmoduliiniga. Erinevalt eNOS-ist ja nNOS-ist, on kalmoduliin iNOS-iga seotud püsivalt, 

mistõttu kaltsium ei mõjuta iNOS-i aktiivsustselle tegevust [19]. Samas on näidatud, et 

iNOS-i aktiveerimine makrofaagides sõltub kaaliumikanalite aktivatsioonist [20]. 
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NO süntaasi molekulil esineb ka teisi kofaktorite seostumiskohti (joonis 2). 

Teaduskirjanduses kirjeldatakse NO süntaasi kui kahedomäänset struktuuri: oksügenaasne 

domään paikneb aminoterminaalsel poolel ja reduktaasne domään – karboksüterminaalsel 

poolel. Viimasest on umbes 40% aminohapetest identsed tsütokroom P450 reduktaasi 

aminohapetega [21,22]. 
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NO sünteesi reaktsioonid on kolme isovormi puhul identsed, kuid selle protsessi 

regulatsioonis esineb märkimisväärseid erinevusi. Kuigi eNOS-i ja nNOS-i nimetatakse 

konstitutiivseteks isovormideks, reguleeritakse ka nende ekspressioonitaset rakus. Hiljuti 

leiti, et nNOS-i ekspressioon on reguleeritud nt neuronaalse aktiivsuse, steroidhormoonide ja 

põletikuliste tsütokiinide poolt. eNOS-i ekspressiooni mõjutavad nt surve veresoonte seinale, 

kasvufaktorid, hüpoksia ja tuumori nekroosifaktor α (TNF-α) [23]. 

eNOS ja nNOS avastati esmalt vastavalt endoteelist ja närvirakkudest, kuid mõlemaid 

ekspresseeritakse ka mitmetes teistes kudedes. Üldistades võib öelda, et NO pidev väikestes 

kogustes tootmine kahe konstitutiivse isovormi poolt osaleb organismi füsioloogilistes 

Joonis 2. Ensümaatiliselt aktiivne on NOS üksnes siis, kui see 

esineb dimeerina ja on seotud erinevate kofaktoritega 

(kalmoduliin, BH4 – tetrahüdrobiopteriin, FMN – 

flaviinmononukleotiid, FAD – flaviinadeniindinukleotiid) [1] 



 9

protsessides, ennekõike kardiovaskulaar- ja närvisüsteemis. Samas iNOSi poolt toodetud NO 

mikromolaarses kontsentratsioonis on iseloomulik põletikulistele protsessidele ja 

infektsioonidele, ning omab nii regulatiivset kui toksilist toimet. 

 

 

2.1.2. L-arginiini transport ja metabolism 

 

Üheks väga oluliseks NO sünteesi tingimuseks on L-arginiini olemasolu ja selle 

kättesaadavus. Siin on tähtsamateks protsessideks L-arginiini transport rakku ja selle 

metaboliseerimine konkureerivate ensüümide poolt (joonis 3). On võimalik ka arginiini de 

novo süntees tsitrulliinist kahe ensüümi – arginiinsuktsinaadi süntetaasi ning arginiin-

suktsinaadi lüaasi – toimel. Arvatakse, et sellisel viisil saadakse siiski vaid väike hulk (5-

15%) endogeensest arginiinist [24]. Kõrgematel loomadel koondub arginiini de novo süntees 

eelkõige maksa ja neerudesse [25]. Huvitav on märkida, et mõned patogeensed bakterid (nt 

Helicobacter pylori) ja parasiidid (nt Leishmania spp.) kasutavad arginiini ammendamist 

enda ellujäämisstrateegiana – substraadi puudumisel ei toodeta antimikroobset NO-d [26,27]. 

Veres tsirkuleerivat L-arginiini transporditakse rakku katioonsete aminohapete transporterite 

(CAT) kaudu. Mitmetes rakutüüpides on leitud iNOS-i stimuleerimisega paralleelselt toimuv 

CAT transporterite sünteesi indutseerimine [28]. 

Oluline on ka L-arginiini kasutamine teiste ensüümide poolt. Arginiini kasutavad 

substraadina veel arginaasid ja võimalik, et ka arginiini dekarboksülaas. Need ensüümid 

võivad muuta NOS-i aktiivsust nii konkureerides substraadi pärast kui ka teiste 

mehhanismide kaudu. 

Arginaasil on kaks isovormi. Kuigi mõlemad katalüüsivad arginiini muundumist ornitiiniks 

ja uureaks, erinevad need rakusisese lokaliseerumise ja biokeemiliste omaduste poolest. 

Ensüümid on kodeeritud erinevate geenide poolt ja nende aminohappelised järjestused on 

58% ulatuses identsed. Arginaas I lokaliseerub tsütosoolis ja selle aktiivsus on suurim 

maksas; arginaas II asetseb mitokondrites, ja selle aktiivsus on suurem neerudes [29]. 

T-helper-2 (Th2) rakkude poolt sünteesitud tsütokiinid (interleukiin 4 (IL-4), IL-13 jt) 

indutseerivad arginaas I tegevust, inhibeerides samal ajal iNOS-i. Interferoon γ (IFN-γ) 

toimib vastupidiselt, indutseerides iNOS-i tegevust ja surudes maha arginaas I. Veelgi 

huvitavam on asjaolu, et hiire makrofaagides aktiveeruvad mõlemad ensüümid vastusena 

LPS-le [30].  
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Ka iNOS võib reguleerida arginaaside aktiivsust. Näiteks inhibeerib iNOS-i poolt sünteesitav 

NG-OH-L-arginiin arginaasi [31]. 
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O2
-

putressiin

 
Joonis 3. L-arginiini transport ja metaboliseerivad ensüümid [32] 

 

 

2.1.3. NO toimemehhanismid 

 

Kuigi lämmastikmonooksiidil on palju erinevaid molekulaarseid sihtmärke, peetakse üheks 

olulisemaks guanülaadi tsüklaasi aktiveerimist, mille toimel suureneb cGMP produktsioon 

[33]. NO on võimeline reageerima nii metallide (nt. heemis) kui ka valkude, nukleiinhapete 

ja lipiididega.  

Tabel 2 võtab kokku NO mõjud mõnele võimalikest rakusisestest märklaudadest. 

Huvitav on märkida, et NO ise on võimeline pidurdama NOS-i aktiivsust negatiivse 

tagasiside printsiibil [34].  

NO on võimeline reageerima hapniku superoksiidiga (O2
-), mille tagajärjel moodustub 

võimas oksüdant peroksünitrit (ONOO-) [35]. Peroksünitrit kahjustab mitokondriaalseid 

komplekse (I, II, IV ja V) ning mõningaid olulisi ensüüme (nt superoksiidi dismutaas). Olgu 
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mainitud, et NO reaktsioonid toimuvad mitte-ensümaatilisel teel ja reaktsioonikiirusele 

avaldab mõju lämmastikmonooksiidi poolestusaeg, mis on pöördsuhteliselt sõltuv NO 

kontsentratsioonist [5].  

 

Tabel 2. NO sihtmolekulid ja selle mõju võimalikud tagajärjed rakulisel tasemel [33,36] 

Molekul Mõju Tagajärg 

guanülaadi tsüklaas aktivatsioon (Fe2+ heem) cGMP kontsentratsiooni tõus 

ja neuroprotektsioon 

p21 ras aktivatsioon rakuvälise signaaliga 

aktiveeritud proteiinkinaasi 

aktiveerimine 

NADPH-ubikinooni 

oksidoreduktaas 

inhibeerimine oksüdatiivse fosforüülimise 

peatamine 

NADH-suktsinaadi 

oksidoreduktaas 

inhibeerimine oksüdatiivse fosforüülimise 

peatamine 

cis-akotinaas inhibeerimine (Fe-S klaster) glükolüüsi peatamine 

tsütokroomi oküdaas inhibeerimine oksüdatiivse fosforüülimise 

peatamine 

kreatiinkinaas inhibeerimine ATP kättesaadavuse langus 

DNA DNA ahela kahjustamine          rakukahjustus  

hapnik ONOO- moodustumine rakukahjustus 

 

Võimalikud on ka mitmed transnitrosatsioonilised protsessid valkude jm molekulide vahel. 

Selle puhul vahetavad valgud ja ka teised molekulid NO üksteise vahel, mis võib tagada NO 

säilimise ja transportimise näiteks stabiilsemate S-nitrosotioolidena, suurendades sellega NO 

kättesaadavust ning mõju. Just tänu transnitrosatsioonile siseneb NO rakutuuma, kus mõjutab 

transkriptsiooni faktoreid ning võib interakteeruda DNAga [37]. Seda protsessi loetakse 

peamiseks aluseks NO mõjule kasvaja progressioonil [38]. Kokkuvõtvalt võib öelda, et NO 

toime sõltub kontsentratsioonist, reguleerides mitmesuguseid füsioloogilisi protsesse 

organismis ning suuremates kontsentratsioonides kahjustades nii mitmeid patogeene või ka 

organismi ennast (joonis 4).  
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Joonis 4. NO kontsentratsioonist sõltuvad toimed [39] 

 

 

2.1.4. NO rollid vaskulaar- ja närvisüsteemis 

 

Kardiovaskulaarsüsteemis vastutab NO tootmise eest peamiselt veresoonte endoteeli-

rakkudes paiknev eNOS. NO toimib veresoonte silelihastikule lõõgastavalt ning takistab 

trombotsüütide agregatsiooni. NO mõju veresoonte toonusele on pikka aega uuritud ja 

praeguseks on teada selle protsessi molekulaarsed mehhanismid, mis põhinevad eelkõige 

rakusiseste Ca2+ ioonide väljavoolu pidurdamisel [40]. See takistab kaltsiumi-kalmoduliini ja 

müosiini kerge ahela kinaasi vahelise kompleksi moodustumist müosiini kerge ahela 

fosforülatsiooni [41]. Nii farmakoloogiliselt kui ka geeni välja lülitades blokeeritud NO 

sünteesi tagajärjel toimub vererõhu kõrgenemine, samas kui NO kõrged kontsentratsioonid 

viivad hüpotensioonile ning osalevad nt septilise šoki kujunemisel [42].  

NO inhibeerib vaskulaarsete silelihasrakkude jagunemist. Silelihasrakkude jagunemine 

osaleb ateroskleroosi tekkes, seega võivad NO antimitogeensed omadused mängida kaitsvat 

rolli. 
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Sarnaselt vasorelaksatsioonile mõjub NO trombotsüütide argegatsioonile cGMP ja rakusisese 

kaltsiumi väljavoolu kaudu. Tulemuseks toimub glükoproteiini IIb/IIIa aktiivkompleksi 

inhibeerimine ning nõrgenevad trombotsüütide sidemed fibrinogeeniga [43]. Uuringud 

näitavad, et eNOSi inhibeerimine lühendab veritsusaega, samas kui NO kõrge tase takistab 

trombotsüütide agregatsiooni in vivo [44].  

NO mõju vererakkudele ei piirdu üksnes trombotsüütidega, vaid laieneb ka leukotsüütidele, 

mille adhesioon vaskulaarsele endoteelile nõrgeneb NO kõrgemate kontsentratsioonide puhul 

[45]. NOS-i inhibeerimise ootuspäraseks tagajärjeks on leukotsüütide adhesiooni 

suurenemine. Võimalikuks mehhanismiks pakutakse NO võimet stabiliseerida IκBα, mis 

inhibeerib tuumafaktor κB (NF-κB).  

Kesknärvisüsteemis on nNOS laialdaselt ekspresseeritud. NO puhul on näidatud 

kooslokaliseerumist paljude teiste neurototransmitteritega (nt serotoniin, GABA jt) [46]. On 

tõestatud, et nNOS produtseerib peaaegu kogu kesknärvisüsteemis leiduva NO [47]. nNOS-i 

kõrge aktiivsus esineb väikeajus, keskajus, hüpotaalamuses, ajukoores ja hipokampuses [48]. 

NO arvatakse olevat kaasatud mitmetesse füsioloogilistesse ja patofüsioloogilistesse 

protsessidesse ajus – on leitud tõestusi NO rolli kohta valu moduleerimisel [49], toitumise 

reguleerimisel [50], õppimisel ja mälu protsessides [51], ärevusprotsessides [52], 

depressiooni mehhanismides [53] jne. 

Rakulisel ja molekulaarsel tasemel moduleerib NO erinevate klassikaliste neurotransmitterite 

toimet – on uuritud NO mõju serotoniini, dopamiini, GABA ja glutamaadi vabastamisele 

sünapseis [54,55]. Mõned uurijad on pakkunud välja ka nn NO-vahendatud 

vanenemishüpoteesi [56]. NO neurotoksilised omadused ilmnevad vaid selle kõrge 

kontsentratsiooni juures ning on tihedalt seotud NO-vahendatud apoptoosi indutseerimisega, 

viies närvirakkude degeneratsioonile.  

 

 

2.1.5. NO roll immuunsüsteemis 

 

NO toimed immuunsüsteemis on seotud indutseeritava NOS-iga. Esmalt makrofaagides 

avastatud iNOS-i seostati kõigepealt tsütotoksiliste mehhanismidega, mis aktiveeruvad 

vastusena bakteriaalsetele endotoksiinidele või proinflammatoorsetele tsütokiinidele. Lisaks 

makrofaagidele sünteesivad NO-d ka NK-rakud ja neutrofiilid [57,58,59]. 
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Pärast induktsiooni immuunrakus sünteesib iNOS suures koguses NO-d, tagades koos teiste 

kaasasündinud immuunsuse mehhanismidega kiire vastuse ja kaitse mitmesuguste 

ainuraksete, bakterite, seente ja viiruste vastu [60]. Samuti on NO oluline erinevate 

tsütokiinide sünteesi reguleerimisel ning Th1 rakkude jagunemisel [61].  

iNOS on oluline osaleja põletikuprotsessides, mida käsitletakse organismi kaitsevastusena 

erinevatele ähvardavatele agentidele eesmärgiga kõrvaldada kahjustust või selle põhjust 

(mikroorganismid, trauma jne). Ägeda põletiku kestus ulatub tavaliselt minutist ööpäevani 

ning neurofiilid koos makrofaagidega on selles faasis domineerivad rakutüübid. Krooniline 

põletik võib kesta nädalaid ja isegi kuid ning seda iseloomustavad lümfotsüütide ja 

makrofaagide ülekaal, koekahjustused ning nekroos. Põletik on tihedalt seotud 

parandamisprotsessidega (nt angiogenees).  

Proinflammatoorsed reaktsioonid lülitatakse rakus sisse vastusena välisele signaalile, milleks 

on tihti mikroorganismi spetsiifilised molekulid (joonis 5). Hiljuti avastatud tollilaadsete 

retseptorite perekond (TLR, toll-like receptors) osaleb imetajate kaasasündinud immuunsuse 

aktiveerimisel, kusjuures TLR4 ligandideks on lipopolüsahhariid (LPS) ja lipoteiinhape 

(LTA) [62]. Nende retseptorite kaudu aktiveerub NF-κB, mis indutseerib erinevate 

proinflamatoorsete tsütokiinide, eikosanoidide ja NO sünteesi. Huvitav on ka see, et NO-l on 

põletikuprotsessis duaalsed omadused. Sõltuvalt põletiku faasist võib NO olla pro- või 

antiinflammatoorne agent. Põletiku varajases staadiumis eNOSi poolt väikestes kogustes 

sünteesitaval NO-l on pigem põletikuvastased omadused, mis inhibeerivad leukotsüütide 

migratsiooni põletikukoldesse ja takistavad adhesioonivalkude sünteesi [63]. Põletiku 

hilisemas staadiumis sünteesib iNOS NO-d suurtes kogustes. Tagajärjena reageerib NO 

hapniku superoksiidiga ning moodustub äärmiselt tsütotoksiline peroksünitrit – molekul, mis 

arvatakse osalevat paljude põletikuliste haiguste (nt dermatiit, astma, reumatoidne artriit jt) 

puhul [64]. iNOSi kõrge ekspressioon on tuvastatav näiteks allotransplantatsioonijärgses 

äratõukereaktsioonis. NO-d seostatakse transplantaadi ateroskleroosi tekkega ja 

tsütotoksiliste protsessidega siirdatud koes [65].  

Lisaks põletikulise protsessi regulatsioonile osaleb NO ka otseses interaktsioonis invasiivsete 

mikroorganismidega, mida hävitatakse samuti perooksünitriti abil. iNOS-i ekspressioon ja 

kõrgendatud NO produktsioon on hästi uuritud närilistel, nii knockout mudelil kui ka 

makrofaagidel [60]. Inimestel on iNOS-i ja NO täpne roll mikroobivastases võitluses siiani 

ebaselge. iNOS-i ekspressiooni ja NO sünteesi kohta on leitud tõendeid malaaria, 

tuberkuloosi ja urotrakti infektsioonide puhul [66,67]. 
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Bakteriaalsed produktid

Tollilaadsed
retseptorid

Mannoosi
retseptorid

fagotsütoos

degradatsioon

NF-κB
aktiveerimine

põletikuliste protsesside eest
vastutavate geenide
ekspresseerimine  

Joonis 5. Lihtsustatud skeem rakusiseste signaalsüsteemide aktiveerimisest 

 

Peale toimimise efektormolekulina, arvatakse NO omavat olulist regulatiivset rolli 

immuunsüsteemis. NO reguleerib näiteks T-helper-rakke, NK-rakke ning nuumrakke [68]. 

Hiljutised uuringud näitavad, et NO toimib tugeva immuunmodulaatorina tsütokiinide 

sünteesile, avaldades mõju Th1 ja Th2 tsütokiinide tasakaalule [32]. Hiire mudelis inhibeerib 

iNOS-i poolt kõrgetes kontsentratsioonides sünteesitud NO Th1 rakkude jagunemist ja IFNγ 

produktsiooni [69], kuid soodustab tsütokiinide tootmist Th2 rakkude poolt [70]. Sellise 

reaktsiooni tagajärjeks on pakutud IgE-tüüpi antikehade suurenenud sünteesi ja selle 

tulemusena IgE-vahendatud haiguste (nt astma) arenemist [71]. Sõltuvalt kontsentratsioonist 

reguleerib NO immuunrakkude eluiga, indutseerides või inhibeerides neis apoptoosi või 

suunates neid nekroosi. Negatiivse tagasiside kaudu mõjub NO Th1 rakkudele, kaitstes 

organismi erinevate autoimmuunsete protsesside eest [72] ja moduleerides nt naha 

hüpersensitiivsust [73].  

Kokkuvõttes võib järeldada, et NO on immuunsüsteemis kaasatud väga mitmetasandilisse 

regulatoorsesse võrgustikku ega piirdu üksnes mõjuga ühele rakutüübile. Tabel 3 võtab 

kokku NO funktsioonid immuunsüsteemis. 
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Tabel 3. NO vahendatud toimed immuunsüsteemile koos võimalike mehhanismidega [60] 

 

Toime Rakud Mehhanism 

Antimikroobne  makrofaagid, mikrogliia, 

neutrofiilid, eosinofiilid, 

fibroblastid, endoteeli- ja 

epiteelirakud, astrogliia 

 

* otsene mõju patogeenile 

* kaudne efekt (peroksünitriti, 

arginiini ammendamise jne kaudu) 

Kasvajavastane  makrofaagid, eosinofiilid * kasvaja jaoks oluliste ensüümide 

inhibeerimine 

* arginiini ammendamine 

* rakutsükli pidurdamine tsükliini 

D1 inhibeerimise kaudu 

* apoptoosi induktsioon kaspaaside 

aktivatsiooni ja p53 

akumuleerumise tõttu 

 

Koekahjustus makrofaagid, mikrogliia, 

astrogliia, keratinotsüüdid 

* parenhüümirakkude nekroos 

*rakuvälise maatriksi degradatsioon 

* mesenhüümirakkude jagunemise 

pidurdamine 

* põletikurakkude juurdevool tänu 

kemokiinide regulatsioonile 

 

Põletikuvastane makrofaagid * T rakkude ja antigeeni esitlevate 

rakkude atoptoos 

* MHC II molekulide ja 

tsütokiinide sünteesi blokeerimine 

* DNA sünteesi inhibeerimine 

* signaalkaskaadide lõhkumine 

* adhesioonivalkude sünteesi 

pidurdamine 
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Toime Rakud Mehhanism 

Tsütokiinide, 

kemokiinide ja 

kasvufaktorite 

regulatsioon 

makrofaagid, T-rakud, 

fibroblastid, endoteelirakud 

* signaalkaskaadide moduleerimine 

(G-valgud, kaspaasid, proteiin-

fosfotaasid) 

* transkriptsioonifaktorite sünteesi 

reguleerimine (NF-κB, Sp1, AP-1) 

* IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-

18, IFN-γ, TNF, TGF-β, G-CSF, 

M-CSF, VEGF, MIP-1α, MIP-2, 

MCP-1. 

 

T-helperrakkude 

diferentseerumine 

nt makrofaagid * Th1 rakkude indutseerimine 

* IL-12 sünteesi moduleerimine 

 

 

 

 

2.2. Immuunmoduleerivad ravimid ja NO süntees 

 

Arvestades NO mitmeid rolle organismis peetakse NO sünteesi mõjustamist ka lubavaks 

ravimiarenduse strateegiaks. Tööd käivad nii NOS-ide ja L-arginiini metabolismi teiste 

ensüümide inhibiitorite kui ka nende aktivaatorite testimisel. Mitmed uuringud keskenduvad 

NO- süsteemi moduleerivatele ainetele, et leida ravimeid mitmesugustele kroonilise 

põletikuga kulgevatele haigustele (nt. astma, reumatoidartriit etc). NOS-i inhibiitoreid saab 

jagada gruppidesse vastavalt toimehhanismile. Eristatakse substraadi (L-arginiini) analooge, 

NOS-i dimerisatsiooni inhibiitoreid (nt klotrimidasool), ensüümi kofaktorite blokeerijaid (nt 

antipteriin), transkriptsiooni tasemel tegutsevaid inhibiitoreid (nt glükokortikoidid) jne 

[74,75]. 

Mitmetel juba kliinilises praktikas kasutuses olevail immuunmodulaatoreil on kirjeldatud 

mõju ka NO sünteesile. 
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2.2.1. Glükokortikoidid 

 

 

Üheks oluliseks ravimite rühmaks, mis võeti kasutusele eelmise sajandi viiekümnendatel 

aastatel, on glükokortikoidid – nende sünteetiliste derivaatide abil ravitakse siiani erinevaid 

kroonilisi ja akuutseid põletikke. Glükokortikoidid seostuvad rakumembraanil oleva 

glükokortikoidi retseptoritega, mille osa pärast signaali translotseerub rakutuuma, kus 

aktiveerib transkriptsiooni teatud geenidelt [76]. On tõestatud, et selliste geenide hulgas on 

põletikuvastaseid molekule kodeerivad geenid (nt IL-1 retseptori antagonist, NF-κB 

inhiveeriv IκBα jt). Lisaks sellele represseerivad glükokortikoidid proinflammatoorsete 

geenide transkriptsiooni, eelkõige COX-2 ja iNOS-i geeni [77]. 

NO kontekstis on üheks enamuuritud glükokortikoidiks deksametasoon (joonis 6), mida 

hakati lähemalt uurima pärast 1990. aastal avastatud supresseerivat toimet iNOS-ile ja NO 

sünteesile LPS/INF-γ indutseeritud makrofaagides ja endoteelirakkudes [78].  

 

 

 
 

 

Joonis 6. Deksametasooni keemiline valem 

 

Hiljem avastati deksametasooni inhibeerivat mõju NO produktsioonile ka teistes rakkudes in 

vitro ja in vivo [79,80]. 

Vähem on teada deksametasooni toimest L-arginiini transpordile. 
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2.2.2. Tetratsükliin 

 

 

Tetratsükliin (joonis 7) on eeskätt tuntud küll antibiootikumina, kuid lisaks on molekulil 

leitud mitmeid toimeid põletikule, proteolüüsile, angiogeneesile, apoptoosile ja luu 

metabolismile [81,82,83]. Nii kasutatakse tetratsükliini nt teatud immuunvahendatud 

nahahaiguste ravis.  

 

 
 

Joonis 7. Tetratsükliini keemiline valem. 

 

Mõned uuringud on näidanud tetratsükliini toimet ka NO sünteesile. Tetratsükliini 

derivaadid pidurdavad NO sünteesi aktiveeritud RAW 264.7 makrofaagides suurendades 

ilmselt iNOS-i mRNA degradatsiooni [84]. Tetratsükliini põletikuvastased omadused leidsid 

kinnitust ka J774 makrofaagides, kus samuti täheldati NO ja IL-12 sünteesi vähenemist ning 

apoptoosi indutseerimise mahasurumist [85]. Lisaks iNOS-i pärssivale toimele avastati 

tetratsükliini supresseeriv mõju IL-1α ja TNF-α produktsioonile in vivo, mis koos kaitsesid 

katseloomi endotokseemia eest [86]. Arvatakse, et tetratsükliini põletikuvastased omadused 

põhinevad eelkõige toimel iNOS-ile ja erinevate tsütokiinide blokeerimisel [87]. 

Teaduskirjanduses puuduvad viited tetratsükliini otsesele toimele arginaasidele või L-

arginiini transpordile. 
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2.2.3. Kaltsineuriini inhibiitorid 

 

Suhteliselt palju on uuritud kaltsineuriini inhibiitorite tsüklosporiin A (edaspidi 

tsüklosporiin; joonis 8) ja takroliimuse (FK506) toimeid NO sünteesile.  

 

 
 

Joonis 8. Vasemal tsüklosporiin A keemiline struktuur; tegemist on seenest Tolypocladium 

inflatum eraldatud oligopeptiidiga. Paremal takroliimuse (FK506) keemiline struktuur; 

tegemist on bakterist Streptomyces tsukubaensis eraldatud makroliidse antibiootikumiga. 

 

Mõlemat ravimit kasutatakse immuunsupressandina koesiirdamisel, sealjuures tsüklosporiini 

juba üle 30 aasta. Kaltsineuriini inhibiitorite toimemehhanism on toodud joonisel 9. 

 

iNOS mRNA

FK506

FK506
FKBP

FKBP

FK506

CsA

CsA

CpN

CpN

CsA

CaN

NF-ATn

+

IL-2

iNOS

 
Joonis 9. Tsüklosporiini ja takroliimuse toimemehhanismid. CsA – tsüklosporiin; CpN – 

tsüklofüliin; FK506 – takroliimus; FKBP – takroliimusega seostuv proteiin; CaN – 

kaltseneuriin; NF-ATn – aktiveeritud T-rakkude tuumafaktor 
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On leitud, et tsüklosporiin inhibeerib T-rakkude aktivatsiooni [88], IL-2 ja TNF 

produktsiooni [89].  

Tsüklosporiini kui tugeva kaltsineuriini inhibiitori võimalikuks toimemehhanismiks on 

pakutud NF-κB mahasurumist, mille tulemusena inhibeeritakse koefaktori (TF) 

ekspressiooni. Selle hüpoteesi tõestused on leitud makrofaagides [90]. Mitmed uuringud on 

näidanud tsüklosporiini inhibeerivat toimet iNOS-i aktiivsusele erinevates rakkudes in vitro 

ja in vivo – RAW 264.7 makrofaagides [91], J774 makrofaagides ja T84 soole 

epiteelirakkudes.  Märkimisväärne  on  asjaolu,  et  iNOS-i  inhibeerimine  võib  toimuda  ka 

NF-κB-st mittesõltuval viisil [92]. Mõned andmed lubavad järeldada, et tsüklosporiin ja 

takroliimus avaldavad otsest mõju iNOS-ile, blokeerides selle mRNA sünteesi [93].  

Kuigi takroliimuse ja tsüklosporiini toimemehhanismid on sarnased (joonis 9), arvatakse, et 

NO sünteesi puhul on tegemist siiski erinevate blokeerimisviisidega, viidates takroliimuse 

võrdlemisi nõrgale, ilmselt posttranskriptsioonilisele toimele iNOS-i mahasurumisel [94]. 

Mõned uurijad on arvamusel, et takroliimuse toime on vahendatud valgu STAT6 kaudu [95]. 

NO sünteesi mahasurumise tagajärjena on täheldatav tsüklosporiini pidurdav mõju LPS ja 

INF-γ indutseeritud makrofaagide apoptoosile, kusjuures võrdsetes kontsentratsioonides on 

tsüklosporiini toime tugevam kui takroliimusel [96]. 

Kirjanduses pole andmeid selle kohta, kas tsüklosporiinil ja takroliimusel võiks esineda mõju 

arginiini transpordile. Arvatakse, et mõlemal raviainel võib esineda kaudne toime, mis 

põhineb kõigepealt kaltsineuriini ja iNOS-i blokeerival omadusel [97]. 
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3. TÖÖ EESMÄRGID 

 

 

Töö eesmärgiks oli uurida erinevate immuunmoduleerivate ravimite mõju L-arginiini/NO 

süsteemile LPS-indutseeritud RAW 264.7 makrofaagides. 

 

Töö alaeesmärkideks olid: 

 

 kirjeldada tetratsükliini, takroliimuse, tsüklosporiini ning deksametasooni toimet 

LPS-indutseeritud NO sünteesile; 

 kirjeldada samades tingimustes nende ravimite toimet L-arginiini transpordile. 
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4. MATERJALID ja METOODIKA 

 

 

4.1. Rakukultuur ja kemikaalid 

 

Kõik töös kasutatud kemikaalid olid soetatud Sigma-Aldrich’i korporatsioonist kui ei ole 

märgitud teisiti. 

Hiire makrofaagide liin RAW 264.7 soetati Ameerika Tüüpkultuuride Kollektsioonist 

(ATCC) (LGC Promochem, Rootsi). Tegemist on kasvaja rakuliiniga, mida kasutatakse 

sageli iNOS-i uuringuis. 

Rakke kultiveeriti DME söötmes, mis sisaldas 10% veise looteseerumit ja 1% penitsiliini-

streptomütsiini segu, 37°C juures 5% süsihappegaasi atmosfääris. 

Eksperimentides külvati makrofaagid tihedusega 0,2×106 24-auguga koekultuuri plaatidele 

ning lasti kinnituda ja kohaneda 24 tundi eeldades rakkude ühtlast kasvu. Seejärel lisati 

rakkudele Salmonella typhimurium’i LPS-i (Alexis Biochemicals, Šveits) 

lõppkontsentratsioonis 1 µg/ml. 

Samaagselt LPS-ga lisati plaatidele testitavad ained igas tabelis 4 toodud kontsentratsioonis 

kuues paralleelis ja inkubeeriti 24 tunni jooksul. 

Positiivse ja negatiivse kontrolli tagamiseks kasvatati rakke ilma testitavate aineteta vastavalt 

LPS-i juuresolekul või ilma selleta. 

Töös on toodud ühekordsete katsete tulemused. 

 

Tabel 4. Töös kasutatud immuunmoduleerivate ainete lõppkontsentratsioonid 

Takroliimus 

(FK506) 

Tsüklosporiin Tetratsükliin 

(hüdrokloriid) 

Deksametasoon 

(naatriumfosfaat) 

0,1 µM 0,1 nM 50 µM 0,001 µM 

1 µM 1 nM 150 µM 0,01 µM 

10 µM 10 nM 300 µM 0,1 µM 

 100 nM  1 µM 
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4.2. Töös rakendatud meetodid 

 

4.2.1. Rakkude eluvõimelisuse määramine 

 

Makrofaagide eluvõimelisus määrati kolorimeetriliselt CellTiter 96® AQueous Non-

Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega) abil pärast 24-tunnist inkubatsiooni LPS-i ja 

uuritavate ravimitega. 

Kommertsiaalse kiti töö põhineb kahel ainel – tetrasooliumi ühendil (MTS) ja elektrone 

siduval fenasiinmetosulfaadil (PMS). Metaboolselt aktiivsetes rakkudes muudetakse MTS 

dekarboksülaaside poolt vesilahustuvaks famozaaniks, mille adsorptsiooni mõõdetakse 

spektrofotomeetriga 490 nm lainepikkusel (Sunrise Remote/ Touch screen Tecan TW/TC).  

 

 

4.2.2. NO sünteesi mõõtmine 

 

Lämmastikmonooksiidi reaktiivsuse ja lühikese eluea tõttu on keeruline mõõta otseselt selle 

hulka. NO oksüdeerub kiiresti nitritiks ja nitraadiks. Seepärast kasutatakse sageli kaudset 

meetodit, nn Griessi reaktsiooni (joonis 10), millega on võimalik mõõta kolorimeetriliselt 

nitritite hulka vesilahuses [98]. 

 

 
 

Joonis 10. Griessi reaktsiooni üldvalem 

 

Kasutatud meetodi tundlikkus algab 1 µM NO2
- sisaldusest. Tekkinud nitraatide taseme 

arvestamiseks redutseeritakse need kaadmiumi abil nitrititeks. 
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24 tunni jooksul LPS-i ja testitavate ainetega mõjutatud rakkudelt kogutud söötmed 

deproteiniseeriti inkubeerides neid 15 minuti jooksul segatuna 25 µl 30% ZnSO4 lahusega. 

Seejärel tsentrifuugiti uuritav materjal 4000 p/min 5 min ja supernatant eraldati sademest.  

Igasse analüüsituubi kaaluti 0,5 g Cd graanuleid, mida pesti kaks koda enne kasutamist 0,1 

M soolhappega, veega ning 0,1 M ammooniumhüdroksiidiga. Seejärel lisati igasse tuubi 

200µl deproteiniseeritud analüüsitavat lahust, asetati loksutile ning inkubeeriti suletud 

tuubides üleöö.  

Seejärel kanti uuritavad lahused puhtasse analüüsituubi ja tsentrifuugiti 5 minutit 4000 

p/min. Mikroplaadi igasse auku pipeteeriti 100 µl uuritavat lahust ja 100 µl Griessi reagenti 

(sulfaniilamid koos N-naftüül-etüleendiamiiniga) kahes paralleelis. Nitritite standardkõver 

saadi erineva kontsentratsiooniga NaNO2 lahuste kasutamisel. Tekkinud värvusreaktsiooni 

intensiivsus mõõdeti lainepikkusel 540 nm spektrofotomeetri abil (Sunrise Remote/ Touch 

screen Tecan TW/TC). Tulemustest lahutati puhta rakusöötme nitritite ja nitraatide tase, et 

hinnata üksnes juurdetekkinud nitraatide ja nitritite hulka. 

 

 

4.2.3. L-arginiini transpordi mõõtmine 

 

Arginiini transpordi mõõtmiseks kultiveeriti makrofaage 24 tundi koos LPS-i ja testitavate 

ainetega. Seejärel asendati sööde 100 µl 100 nM [3H]-L-arginiini sisaldava Hanks’i lahusega 

ja inkubeeriti 15 minutit. Järgmise sammuna eemaldati sööde ning mikroplaadi põhjale 

kinnitunud makrofaagid pesti kaks korda sooja fosfaatpuhvri lahusega ja võeti üles 100 µl 

destilleeritud vees. Rakud lüüsiti kolmekordse külmutamise/sulatamise tsükliga. 

Rakususpensioonile lisati stsintillatsioonikokteili (Quicksafe A, Zinnser Analytic, Saksamaa) 

ning radioaktiivsus mõõdeti beetaloenduri abil. Valk määrati vastavalt Lowry meetodile ja L-

arginiini transport normaliseeriti valgu hulga suhtes nagu originaalmetood ette näeb [99]. 

 

4.2.4. Üldvalgu hulga määramine 

 

L-arginiini transpordi mõõtmise katsete rakususpensioonis määrati üldvalgu hulk Lowry 

meetodil [100]. Standardkõvera modelleerimiseks kasutati veise seerumi albumiini. 
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4.2.5. Andmete statistiline töötlus 

 

Andmed on esitatud gruppide keskmiste väärtustena ± SEM. Gruppide statistiliseks 

võrdlemiseks kasutati standardhälvete parameetrilise jaotuse korral ANOVA-t ja Newman-

Keuls’i testi ning mitteparameetrilise jaotuse korral Mann-Whitney U testi. Statistiliselt 

oluliseks peeti p väärtusi <0,05.  
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5. TULEMUSED  

Töös on toodud ühekordsete katsete tulemused. Kõik inkubatsioonid on teostatud 6 

paralleelis. 

 

5.1. Uuritavate ainete toime makrofaagide eluvõimelisusele 

Kasutatud neli ravimit ei mõjutanud oluliselt LPS-ga stimuleeritud makrofaagide 

eluvõimelisust tabelis 4 toodud kontsentratsioonides, välja arvatud kõrgeimas doosis 

deksametasoon. 1 µM deksametasoon pärssis mõnevõrra rakkude metaboolset aktiivsust 

(Newman-Keuls’i test, p<0,05; joonis 11). Ilma LPS stimulatsioonita oli makrofaagide 

eluvõimelisus 2,4±0,1 AU.  
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Joonis 11. Tsüklosporiini, takroliimuse, tetratsükliini ja deksametasooni toime rakkude 

eluvõimelisusele. 
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5.2. Immuunmodulaatorite toime LPS-indutseeritud NO sünteesile 

 

LPS-stimuleerimata makrofaagides ei olnud NO tootmine detekteeritav. 

Kõigil uuritud immuunmodulaatoritel ilmnes LPS-i poolt indutseeritud NO tootmist 

pidurdav efekt ühes või mitmes kasutatud kontsentratsioonis. Tulpdiagrammidel on toodud 

söötme nitritite (NO2) ja nitraatide (NO3) summaarne kontsentratsioon rakukultuuriplaadi 

aukudes (µM). 

 

Tsüklosporiin pärssis nitritite ja nitraatide teket kõige kõrgemas kasutatud doosis – 100 nM 

(Newman-Keuls’i test, p<0,01; joonis 12). 
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Joonis 12. Tsüklosporiini mõju NO sünteesile LPS-aktiveeritud makrofaagides.  

 

Takroliimusel oli oluline NO tootmist pärssiv toime kõigis kolmes uuritud kontsentratsioonis 

(Newman-Keuls’i test, p<0,05; joonis 13). 
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Joonis 13. Takroliimuse (FK506) mõju NO sünteesile LPS-aktiveeritud makrofaagides.  

 

Ka deksametasoonil ilmnes doosist sõltuv NO sünteesi vähendav toime (Mann-Whitney U 

test, p<0,005; joonis 14). 
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Joonis 14. Deksametasooni mõju NO sünteesile LPS-aktiveeritud makrofaagides.  

 

Tetratsükliinil ilmnes selge doosist sõltuv NO tootmist pidurdav toime (Newman-Keuls’i 

test, p<0,0005; joonis 15). 
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Joonis 15. Tetratsükliini mõju NO sünteesile LPS-aktiveeritud makrofaagides.  
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5.3. Uuritavate ainete toime L-arginiini transpordile rakkudesse 

 

Tsüklosporiin põhjustas L-arginiini indutseeritud transpordi märkimisväärse pidurdumise 

kolmes kõrgemas kontsentratsioonis (Newman-Keuls’i test, p<0,0005; joonis 16). 
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Joonis 16. Tsüklosporiini doosist sõltuv efekt L-arginiini transpordile LPS-aktiveeritud 

makrofaagides.  

 

 

Takroliimuse puhul ilmnes paradoksaalne doosist sõltuv pärssiv toime L-arginiini 

stimuleeritud transpordile (Newman-Keuls’i test, p<0,001; joonis 17). 
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Joonis 17. Takroliimuse toime L-arginiini transpordile LPS-aktiveeritud makrofaagides.
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Ka deksametasoon avaldas doosist sõltuvat pärssivat toimet L-arginiini transpordile 

(Newman-Keuls’i test, p<0,0005; joonis 18). 
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Joonis 18. Deksametasooni toime L-arginiini transpordile LPS-aktiveeritud makrofaagides.  

 

 

Tetratsükliin pidurdas L-arginiini transporti kõigis kolmes kontsentratsioonis võrdselt 

(Newman-Keuls’i test, p<0,0005; joonis 19).  
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Joonis 19. Tetratsükliini efekt L-arginiini transpordile LPS-aktiveeritud makrofaagides.  
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6. ARUTELU 
 

 

6.1. Immuunmodulaatorite toime rakkude eluvõimelisusele 

 

Kasutatud kontsentratsioonides ei kahjustanud uuritud immuunmodulaatorid LPS-

stimuleeritud RAW 264.7 makrofaagide eluvõimelisust. Ainsaks erandiks oli 

deksametasooni kõrgeim kontsentratsioon (1 µM). Ka varasemates töödes on vastavate 

ravimite toksilised toimed ilmnenud kõrgemates kontsentratsioonides. Nii on tetratsükliinil 

leitud toksiline toime J774 makrofaagidele alates 500 µM kontsentratsioonist [87]. 

Tsüklosporiini toksilise toime kohta makrofaagidele ei ole otseseid andmeid, kuid on teada, 

et kuni 10 µM kontsentratsioonides ei pidurda see J774 eluvõimelisust [94,96,92].  

Takroliimuse puhul ei kirjeldatud J774 makrofaagide ja T84 soole epiteelirakkude 

eluvõimelisuse langust kuni 30 µM kontsentratsioonini [92]. Deksametasoonil on varem 

leitud toksiline toime J774 makrofaagidele alates kontsentratsioonist 2,5 µM [101], mis on 

lähedane käesoleva uurimistöö katsetes toksiliselt mõjunud kontsentratsoioonile (1 µM).  

 

 

6.2. Immuunmodulaatorite toime LPS-indutseeritud NO sünteesile ja L-arginiini 

transpordile 

Kõik uuritud immuunmodulaatorid pidurdasid NO sünteesi LPS-stimuleeritud 

makrofaagides. Kui tsüklosporiin ja takroliimus põhjustasid uuritud kontsentratsioonides 

vaid väikese languse NO sünteesis, siis tetratsükliin ja deksametasoon olid tugevad LPS-

stimuleeritud NO sünteesi pärssijad. Kuigi käesolevas uurimistöös toodud tulemused on 

üldiselt kooskõlas varemavaldatud andmetega, peab siiski suhtuma ettevaatlikult NOS 

inhibiitorite in vitro katsete tulemuste ülekantavusse in vivo olukorda, milles NO kaitsvad ja 

toksilised toimed võivad esineda paralleelselt [102].  
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6.2.1. Kaltsineuriini inhibiitorite efektid 

 

Varasemad uuringud on näidanud tsüklosporiini kõrgemate kontsentratsioonide (1-30 µM) 

pärssivat toimet NO sünteesile LPS-aktiveeritud J774 ja RAW 264.7 makrofaagides ning 

T84 soole epiteelrakkudes [91,94,92]. LPS- stimuleeritud RAW 264.7 makrofaage kasutades 

on leitud, et väikseim NO sünteesi pidurdav tsüklosporiini kontsentratsioon on 5 µg/ml (4,1 

µM) [91]. Tsüklosporiini NO sünteesi inhibeeriv toime J774 makrofaagidele tekkis 1 µM 

kontsentratsioonist [92]. Käesoleva uurimistöö katsetes tekkis NO sünteesi pidurdumine 

oluliselt madalamas kontsentratsioonis (100 nM). Oluline on märkida, et Hämalaineni jt. [92] 

töös oligi 1 µM kontsentratsioon uurituist madalaim, nii et on täiesti võimalik, et NO 

sünteesi inhibeeriv toime avaldunuks ka madalamates kontsentratsioonides. RAW 264.7 

makrofaage kasutanud töös uuriti ka tsüklosporiini 0,8 µM kontsentratsiooni, mis oli toimeta 

[91]. Tsüklosporiini minimaalselt toimiv kontsentratsioon käesolevas uuringus on lähedane 

selle ravimi terapeutilisele kontsentratsioonile. Arvestades, et tsüklosporiini terapeutiliseks 

kontsentratsiooniks veres loetakse vahemikku 100-400 ng/ml (80-320 nM), võib NO sünteesi 

pidurdamine olla osaks tsüklosporiini kliinilistest toimetest ja/või kõrvaltoimetest. 

Tsüklosporiini võimalikuks toimemehhanismiks NO sünteesi vähendamisel pakutakse selle 

otsest inhibeerivat toimet NO süntaasile [93] või iNOS-i ekspressioonile [91,92]. Viimane 

näib tõenäolisem, kuna tsüklosporiini efekt on tugevaim, kui seda lisada rakkudele 

vahemikus 1 tund enne inkubatsiooni algust LPS-ga kuni 4 tundi pärast stimulatsiooni algust, 

ning väheneb märgatavalt hilisemal lisamisel. 

Huvitavaks leiuks on tsüklosporiini pärssiv toime L-arginiini transpordile juba 

märkimisväärselt madalamates kontsentratsioonides (alates 1 nM) kui ilmneb NO sünteesi 

pidurdumine (joonis 16). Kuna L-arginiini transport suureneb paralleelselt NO sünteesi 

aktiivsusega [103], siis on ilmselt võimalik ka vastupidine mõju, st kui ravim pidurdab NO 

sünteesi aktiivsust, langeb vastavalt ka L-arginiini transport. Tsüklosporiini toimet NO 

sünteesile ja L-arginiini transpordile võrreldes on siiski tõenäolisem, et antud ravim omab 

otsest toimet L-arginiini transpordile. Kirjanduses ei ole seni kirjeldatud tsüklosporiini efekti 

L-arginiini transpordile. Maksimaalne L-arginiini transpordi pidurdumine tekkis 

tsüklosporiini kontsentratsiooni juures, mis NO sünteesi pidurdumist ei põhjustanud. Seega 

võib arvata, et L-arginiini transpordi pidurdamine ei ole peamine mehhanism, mille kaudu 

tsüklosporiin langetab NO sünteesi. Küll võib L-arginiini transpordi pidurdamine osaleda 

tsüklosporiini NO sünteesi pidurdavas toimes. Kas toime L-arginiini transpordile võiks 
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omada kliinilist tähendust või põhjustada teiste L-arginiinist lähtuvate radade aktiivsuse 

muutust ei ole hetkel selge ja vajaks lisauuringuid. 

Takroliimuse toime NO sünteesile oli täheldatav kõikides töös kasutatud 

kontsentratsioonides (0,1-10 µM, joonis 13). Ainus varasem uuring, milles on kasutatud 

RAW 264.7 makrofaage, ei leidnud takroliimusel NO sünteesi mõjustavat toimet [91]. 

Ilmselt oli selle põhjuseks märgatavalt väiksema ravimikontsentratsiooni kasutamine (5 nM 

vs. 100 nM käesolevas uuringus). Muus osas olid uuringute disainid küllaltki sarnased, 

nitraadi teket mõõtis eelnev uuring alates stimulatsiooni algusest LPS-ga nagu tehti ka 

käesolevas uuringus. Küll on varasemates uuringutes näidatud takroliimuse NO tootmist 

inhibeerivat toimet hiire J774 makrofaagides, soole epiteelrakkudes, silelihasrakkudes ning 

inimese keratinotsüütides [91,94,104]. LPS-i poolt indutseeritud J774 makrofaagides oli 

takroliimuse toime väga sarnane tsüklosporiini toimega, minimaalseks efektiivseks 

kontsentratsiooniks oli 1 µM.  

Takroliimuse ja tsüklosporiini toimemehhanism on toodud joonisel 9. Mõlema ravimi korral 

on toime peamiseks vahendajaks transkriptsioonifaktori NF-AT defosforüülumise 

vähendamine ja seeläbi pidurdub NF-AT translotseerumine rakutuuma. Kuigi on esitatud 

hüpotees, et NF-AT võiks reguleerida ka iNOS-i transkriptsiooni [92], ei ole sellist toimet 

eksperimendis suudetud tõestada. 

Takroliimuse terapeutiliseks vahemikuks on hinnatud täisveres 10-20 ng/ml ja vereplasmas 

0,5-2 ng/ml. Keerulise jaotumise tõttu on takroliimuse verekontsentratsiooni peetud vaid 

surrogaatmarkeriks ravimi toime kohta organismis [105]. Käesoleva uurimistöö katsetes 

kasutatud kontsentratsioonid olid vahemikus 80,4-8040 ng/ml. 

Takroliimus pidurdas uuritavates kontsentratsioonides märkimisväärselt L-arginiini 

transporti. Samas oli takroliimuse toime doosist sõltuvus L-arginiini transpordi mõjustajana 

ebatavaline – kõrgemates kontsentaratsioonides ravimi L-arginiini transporti pidurdav toime 

nõrgenes. Kuna antud uuringus ei käsitletud täpsemalt seda, millisel tasemel ravimid L-

arginiini transporti mõjutavad, ei ole sellise doosist sõltuvuse põhjus selge. Võimalik, et 

takroliimus mõjutab L-arginiini transporti erinevatel tasemetel vastupidises suunas.  

Kokkuvõtvalt saab öelda, et mõlemad uuritud kaltsineuriini inhibiitorid pidurdasid LPS-

indutseeritud NO sünteesi ja L-arginiini transporti, kusjuures nende toime L-arginiini 

transpordile oli märgatavalt tugevam, kui NO sünteesile.  
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6.2.2. Deksametasooni efektid 

 

Deksametasoon põhjustas LPS-stimuleeritud makrofaagides doosist sõltuva NO sünteesi 

pidurdumise kontsentaratsioonides 0,01 µM - 1 µM (joonis 14). Saadud andmed on igati 

kooskõlas teaduskirjanduses varemavaldatud tulemustega. Glükokortikoidid on klassikaline 

ravimite grupp, mis pidurdavad NO tootmist aktiveeritud makrofaagides. Huvitav on 

siinkohal märkida, et LPS stimuleeritud nitritite ja nitraatide tootmist makrofaagide poolt 

kirjeldati juba ajal, kui NO bioloogilise molekulina oli tundmatu [106]. Glükokortikoidid 

olid pea esimene ravimigrupp, millel leiti võime pidurdada NO sünteesi aktiveeritud 

makrofaagides ja esimene selline uuring kasutas just deksametasooni [107]. Korduvalt on 

näidatud deksametasooni NO tootmist pärssivat toimet RAW 264.7 makrofaagides alates 

madalatest nanomolaarsetest kontsentratsioonidest [108]. Sarnaseid tulemusi on saadud nii 

erinevat tüüpi makrofaagides kui ka mitmetes teistes rakutüüpides [103,109,110]. 

Paradoksina ei ole siiski päris selge, millised on glükokortikoidide NO sünteesi vähendavat 

toimet vahendavad molekulaarsed mehhanismid. Arvatakse, et selline efekt põhineb eelkõige 

NF-κB inhibeerimisel ja seeläbi iNOS-i geeni vähenenud transkriptsioonil, kuid leitud on ka 

iNOS-i mRNA stabiilsuse vähendamist ning iNOS-i valgu degradeerumise tõusu 

[111,80,109]. Ka glükokortikoidide pidurdav toime L-arginiini transpordile on varem 

kirjeldatud. LPS-stimuleeritud roti makrofaagide kultuuris põhjustas deksametasoon 

annustes 0,1 ja 1µM märkimisväärse L-arginiini transpordi pidurdumise, mis oli paralleelne 

NO sünteesi inhibeerimisega [103]. Käesolevas uuringus oli deksametasooni L-arginiini 

transporti pidurdav toime pisut tugevam, kui toime NO sünteesile, ning tekkis madalamas 

kontsentratsioonis. Ka L-arginiini transpordi pidurdamise suurusjärk sarnanes käesolevas 

uurimistöös eelpoolnimetatud uuringus leituga, olles umbes 50% algtasemest. Kuigi NF-κB 

osaleb ka arginiini transportvalkude geeniekspressiooni regulatsioonis, spekuleerivad 

autorid, et deksametasooni toime L-arginiini transpordile võib olla vahendatud ka teiste 

faktorite poolt [103]. 

Samas on teist tüüpi makrofaagides (J774) kirjeldatud, et 10 µM deksametasoon pidurdab 

küll LPS-indutseeritud NO sünteesi, kuid mitte L-arginiini transporti [112]. Kuna 

glükokortikoidide toimet L-arginiini transpordile makrofaagides on suhteliselt vähe uuritud, 

on raske öelda, kas tõesti esinevad erinevate makrofagaalsete rakuliinide vahel nii suured 

erinevused, või on tegemist valenegatiivse leiuga. Arvestades, et glükokortikoidid 
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pidurdavad indutseeritud L-arginiini transporti ka väga erinevates rakutüüpides, nt 

endoteliaalsetes rakkudes [113], tuleb kindlasti kõne alla ka viimatimainitu. 

Kokkuvõttes saab öelda, et meie katses pidurdas glükokortikoidide tüüpiline esindaja 

deksametasoon LPS-indutseeritud makrofaagides tugevalt nii L-arginiini transporti kui NO 

sünteesi. 

 

6.2.3. Tetratsükliini efektid 

 

Tetratsükliini rea ravimite hulka kuulub mitmeid keemiliselt sarnaseid molekule, peale 

tetratsükliini enese veel nt. doksütsükliin ja minotsükliin. Neist molekulidest on mitmeid 

uuritud ka seoses võimalike toimetega NO sünteesile.  

RAW 264.7 makrofaagides ei ole tetratsükliini toimet varem uuritud. Siiski on näidatud, et 

nii minotsükliin kui doksütsükliin inhibeerivad doosist sõltuvalt NO sünteesi LPS-

stimuleeritud RAW 264.7 makrofaagides [91]. LPS-stimuleeritud J774 makrofaagides 

pärssis tetratsükliin lämmastikmonooksiidi teket 125-250 µM kontsentratsioonides [87]. 

Käesolevas töös leiti, et tetratsükliinil on doosist sõltuv NO sünteesi pidurdav efekt RAW 

264.7 makrofaagides väga lähedases doosivahemikus (50-300 µM, joonis 15). Ka NO 

sünteesi pidurduse määr oli viidatud uuringus sarnane käesoleva uuringu tulemusega. 

Tetratsükliinide toime NO sünteesile ei piirdu vaid makrofagaalse rea rakkudega. Nii on 

doksütsükliin võimeline pidurdama NO sünteesi stimuleeritud kopsuepiteeli rakkude [114] ja 

aktiveeritud kondrotsüütide poolt [91,84]. Huvitav on fakt, et tetratsükliin ja doksütsükliin on 

efektiivsed ka in vivo tingimustes, hoides ilmselt NO sünteesi pärssimise kaudu ära LPS-

indutseeritud endotokseemia letaalset efekti [86]. 

Tetratsükliini ja selle derivaatide NO sünteesi pidurdava toime taga arvatakse olevat iNOS-i 

mRNA-d destabiliseeriv toime [84,85].  

Käesolevas uurimistöös pidurdas tetratsükliin märkimisväärselt ka L-arginiini transporti 

LPS-stimuleeritud makrofaagides. Maksimaalne pidurdav toime ilmnes juba kõige 

madalamas testitud kontsentratsioonis ja ei suurenenud ravimi kontsentratsiooni kasvades. 

Tetratsükliini või selle derivaatide toimet L-arginiini transpordile ei ole teaduskirjanduses 

varem kirjeldatud. 
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6.3. Kokkuvõte 

 

Kõik uuritud immuunmodulaatorid põhjustasid LPS-aktiveeritud RAW 264.7 makrofaagides 

nii NO sünteesi kui ka L-arginiini transpordi pidurdumise. Enamike ravimite korral tekkis  

L-arginiini transpordi pidurdus madalamates kontsentratsioonides kui NO sünteesi pidurdus. 

Kuna mõne ravimi korral tekkis küll tugev L-arginiini transpordi pidurdumine, kuid 

suhteliselt tagasihoidlik langus NO sünteesis, võib väita, et L-arginiini transport 

stimuleeritud makrofaagides töötab märkimisväärse varuga ja ei peaks olema kriitiline tegur 

määramaks NO sünteesi aktiivsust. 

Immuunmoduleerivate ravimite toimed L-arginiini/ NO süsteemile avaldusid valdavalt 

kliiniliselt relevantsetes kontsentratsioonides. Seega võib mõju L-arginiini/NO süsteemile 

osaleda nende ravimite kliinilistes toimetes. 

Uuringu tulemused viitavad võimalusele, et L-arginiini transporti/ NO sünteesi aktiveeritud 

RAW 264.7 makrofaagides oleks võimalik kasutada ka mudelsüsteemina, testimaks uusi 

potentsiaalseid immuunmoduleerivate ravimite kandidaatmolekule. 
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7. JÄRELDUSED 

 

 

 

1. Kõik uuritud immuunmoduleerivad ravimid pidurdasid LPS-stimuleeritud RAW 

264.7 makrofaagides NO sünteesi. Kui takroliimus ja tsüklosporiin olid uuritud 

kontsentratsioonides nõrgad NO sünteesi inhibiitorid, siis deksametasoon ja 

tetratsükliin põhjustasid tugeva pidurduse. 

2. Kõik uuritud ravimid pidurdasid ka L-arginiini transporti makrofaagidesse. 

Tüüpiliselt avaldus transporti pidurdav toime madalamates kontsentratsioonides, kui 

NO sünteesi pärssimine. 

 

Mõju L-arginiini/NO süsteemile võib osaleda immunmoduleerivate ravimite kliinilistes 

toimetes. 
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9. SUMMARY IN ENGLISH 

 

The current master thesis investigated the effects of immunomodulating drugs on nitric oxide 

(NO) production and L-arginine uptake in lipopolysaccharide (LPS) stimulated murine 

macrophages. 

The small gaseous molecule NO has been recently discovered to be a significant signaling 

molecule functioning in different mammalian tissues. NO is synthesized from an amino acid 

L-arginine by NO synthase (NOS). Three isotypes of NOS have been described. The 

inducible isoform of NOS (iNOS) is seen in macrophages after stimulation by various 

substances (LPS, interferon γ, interleukin 4 etc). Macrophages use NO mostly for their 

defense mechanisms. Various immunosuppressant drugs have been shown to affect NO 

production by macrophages. As NO synthesis by macrophages is also influenced by the 

availability of L-arginine it is of interest whether L-arginine transport parallels with NO 

production. 

The aim of the study was to characterize the impact of dexamethasone, cyclosporine A, 

tarcolimus and tetracycline on NO production and L-arginine uptake in LPS-stimulated 

RAW 264.7 macrophages. 

The effects of the drugs were measured by coincubation with LPS (1 µg/ml) during 24 hours. 

Cell viability was estimated by an analogue of XTT assay (CellTiter 96® AQueous Non-

Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega), total nitrate and nitrite accumulation was 

measured by Griess method, [3H]-labeled-L-arginine uptake was measured during 15 

minutes after 24-hours stimulation and was normalized for protein content measured 

according to the Lowry method. 

Statistical analysis was performed by one way ANOVA followed by Newman-Keuls test or 

by Mann-Whitney U test when appropriate.  

The drugs used did not affect the viability of cells except the highest concentration of 

dexamethasone (1000 nM).  

All the drugs suppressed production of NO in LPS-activated murine macrophages. L-

arginine transport was also inhibited by the immunomodulators already in lower 

concentration than needed to inhibit the production of NO.  

We conclude that the effects of immunomodulating drugs on L-arginine /NO system may be 

involved in their clinical effects. 
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