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WYKAZ UŻYWANYCH SKRÓTÓW 
 

ADP  adenozyno-5’-difosforan 

ATP  adenozyno-5’-trifosforan 

AMP  adenozyno-5’-monofosforan 

cAMP  adenozyno-3’,5’-monofosforan 

Ap3A  P1,P3-di(adenozyno-5’)-trifosforan 

Ap4A  P1,P4-di(adenozyno-5’)-tetrafosforan 

Ap5A  P1,P5-di(adenozyno-5’)-pentafosforan 

DPCPX 8-cyklopentyl-1,3-dipropylksantyna 

DMPX   3,7-dimetylo-1-propargylksantyna 

GFR   wskaźnik filtracji kłębuszkowej 

GIS  przestrzeń inulinowa kłębuszków nerkowych 

NAD   dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 

P1   receptory purynowe 1 

P2   receptory purynowe 2 

P2X    receptory purynowe 2X 

P2Y   receptory purynowe 2Y 

Y-27632 dichlorek (R)-(+)-trans-N-(4-pirydyl)-4-(1-aminoetyl) cykloheksakarboksyamidu, 

RB-2  błękit reaktywny 2 

ODQ  1H-[1,2,4]-oksadiazolo-[4,3a]-quinoksalin-1 

UTP  urydyno-5’-trifosforan 

UDP  urydyno-5’-difosforan 

2-MeSATP 2-metylotio-ATP 

MRS 2179 2’-deoksy-N6-metyladenozyno-3’,5’-difosforan 

β,γ-meATP β,γ-metylene-ATP 

CNa   klirens sodu 

CLi  klirens litu 
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AUTOREFERAT ROZPRAWY HABILITACYJNEJ 

 

1. WSTĘP 

Wewnątrzkomórkowe stężenie ATP determinuje stan energetyczny komórki, dlatego też 

przez długie lata nie brano pod uwagę możliwości wyjścia, w warunkach fizjologicznych, 

tego nukleotydu z komórki do przestrzeni pozakomórkowej i pełnienie w niej określonej roli. 

Pierwsze doniesienie, wskazujące na potencjalną rolę pozakomórkowych związków puryno-

wych w regulacji funkcji narządów, zostało opublikowane w 1929 roku przez A. N. Drury 

i A. Szent-Györgyi. Wykazali oni, że adenozyna zmniejsza przepływ krwi przez nerki przy 

niezmienionym ciśnieniu tętniczym krwi, co wskazywało, iż związek ten może, lokalnie 

w nerkach, obkurczać łożysko naczyniowe [32]. Późniejsze badania, prowadzone między in-

nymi w naszym laboratorium pod kierunkiem prof. S. Angielskiego, poszerzyły wiedzę na 

temat metabolizmu adenozyny i jej roli w regulacji funkcji nerek w stanach  

(pato)fizjologicznych, ze szczególnym uwzględnieniem cukrzycy i hiperangiotensynemii 

[4,12]. Badania podjęte przez J.H. Gillespie udokumentowały odmienne biologiczne efekty 

działania adenozyny i ATP, a tym samym były pierwszą sugestią, iż związki te mogą oddzia-

ływać z biologicznymi efektorami za pomocą różnych systemów przekazu sygnału biologicz-

nego [41]. Jednakże dopiero badania podjęte przez G. Burnstock w latach 70 ubiegłego stule-

cia pozwoliły na wysunięcie hipotezy, która zakładała istnienie błonowych receptorów pury-

nowych dla adenozyny tzw. receptorów P1 oraz dla ATP i ADP tzw. receptory P2 [21]. Te 

obserwacje poparte wynikami późniejszych badań, prowadzonych przez różne zespoły ba-

dawcze, otworzyły nowe spojrzenie na cząsteczkę ATP, już nie tylko jak na wewnątrz-

komórkowy magazyn energii, ale też jako zewnątrzkomórkowy związek sygnałowy umożli-

wiający komunikację pomiędzy komórkami za pomocą specyficznych receptorów 

[17,19,25,42,73]. 

Do grupy cząsteczek sygnałowych oprócz adenozyny, ATP, ADP, UTP oraz UDP 

w późniejszym czasie zaliczono również dinukleotydy np. diadenozynopolifosforany (ApnA), 

adenozynoguanozynopolifosforany (ApnG), adenozynourydynopolifosforany (ApnU) oraz 

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD) [64,89,94]. Uważa się, że związki te mogą 

bezpośrednio pobudzać receptory P2, będąc jednocześnie źródłem pozakomórkowych mono-

nukleotydów i nukleozydów [147,151]. Należy jednak podkreślić, że głównym źródłem ATP 

w płynie pozakomórkowym są komórki uwalniające ten nukleotyd z cytoplazmy w sposób 
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konstytutywny. Szacuje się, że w ten sposób uwolnieniu może ulec około 0,1-1,0%  

wewnątrzkomórkowej puli ATP [75]. Badania przeprowadzone w naszym laboratorium wy-

kazały, że izolowane kłębuszki nerkowe uwalniają ATP w tempie 0,3 pmol/min/1000 kłę-

buszków, a tempo to, pod wpływem drażnienia mechanicznego, ulega zwiększeniu o około 

35% [68]. Uwalnianie ATP z komórek jest również stymulowane przez hipotonię płynu po-

zakomórkowego, hipoksję oraz przez związki auto/parakryne (np. trombina, bradykinina, se-

rotonina) oddziaływujące na komórki za pośrednictwem swoistych receptorów [74]. Należy 

zaznaczyć, że bodźce te prowadzą głównie do lokalnego wzrostu stężenia ATP w płynie po-

zakomórkowym, co może prowadzić do inicjacji sygnałowania na drodze auto- lub parakryn-

nej. Na przykład w wyniku hipotonii płynu pozakomórkowego wydzielanie ATP przez ko-

mórki nabłonkowe mierzone w odległości 1 µm od błony komórkowej wzrasta około 1000-

krotnie [101]. Do wzrostu stężenia nukleotydów w płynie pozakomórkowym dochodzi rów-

nież w wyniku ich wydzielania z niektórych wewnątrzkomórkowych struktur, takich jak pę-

cherzyki synaptyczne zakończeń nerwowych lub ziarnistości gęste trombocytów [14]. 

W miejscach tych nukleotydy ulegają akumulacji, osiągając stężenie rzędu molarnego, 

a zaburzenia w ich akumulacji mogą wpływać na ich stężenia w płynie pozakomórkowym. 

Na przykład stwierdzono zwiększoną akumulację ApnA lub GpnA w płytkach krwi u chorych 

z przewlekłą niewydolnością nerek oraz pierwotnym nadciśnieniem tętniczym a zmianom 

tym towarzyszyło podwyższone stężenie tych związków we krwi [58,130]. Z kolei u chorych 

na cukrzycę wykazano zwiększoną akumulację ATP/ADP w płytkach krwi [88]. Wydaje się, 

że zwiększone uwalnianie nukleotydów do przestrzeni pozakomórkowej, prowadzące 

do lokalnego wzrostu ich stężenia, sprzyja u tych pacjentów, ze względu na prozapalne wła-

ściwości nukleotydów, rozwojowi zmian miażdżycowych [29,30,118]. Kolejnym źródłem 

pozakomórkowych nukleotydów są komórki ulegające lizie, co może mieć niebagatelne zna-

czenie u chorych z ostrym zespołem rozpadu guza, kiedy to w wyniku interwencji terapeu-

tycznej dochodzi do nagłego rozpadu komórek nowotworowych i do masowego uwalniania 

związków wewnątrzkomórkowych, w tym nukleotydów, do płynu pozakomórkowego [91]. 

Transport nukleotydów przez błonę komórkową do płynu pozakomórkowego odbywa się 

w wyniku egzocytozy pęcherzyków wydzielniczych lub przez kanały jonowe [14,22]. Droga 

egzocytarna jest charakterystyczna dla komórek pobudliwych, ale badania przeprowadzone 

w ostatnich latach wskazują na możliwość uwalniania ATP na drodze egzocytarnej również 

przez komórki niepobudliwe, np. komórki śródbłonka czy komórki nabłonkowe cewki  

bliższej nefronu [13,117,139]. Jednak dominującą drogą uwalniania nukleotydów przez  
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komórki niepobudliwe są kanały jonowe. Postuluje się, że transport nukleotydów odbywa się 

z wykorzystaniem struktur utworzonych przez białka błonowe, tj. koneksyny i paneksyny 

[106]. Wśród innych białek błonowych zaangażowanych w transport nukleotydów wymienia 

się kanały jonowe aktywowane przez rozciąganie (ang. stretch-activated cation channel; 

SAC), błonowe kanały anionowe zależne od napięcia (ang. plasmalemmal voltage-dependent 

anion channel; pl-VDAC), kanały anionowe o wysokiej przewodności 300-400 pS, zwane 

kanałami „maxi”, oraz białka transportowe ABC [111,116]. Uważa się, że bodźce mechanicz-

ne i biochemiczne poprzez wpływ na wydzielanie ATP mogą prowadzić do zmiany wrażliwo-

ści wewnątrzkomórkowych efektorów dla hormonów i neurotransmiterów. Postuluje się, że 

u podstaw zmiany wrażliwości leży autokrynne oddziaływanie ATP z komórką i modyfikacja 

wewnątrzkomórkowego stężenia cAMP. W efekcie może to prowadzić do uwrażliwienia lub 

powstania oporności komórki na inne bodźce doń docierające [103]. 

Stężenie ATP i innych nukleotydów w płynie pozakomórkowym uwarunkowane jest, 

z jednej strony, tempem ich uwalniania z komórek, a z drugiej, aktywnością ekto-enzymów, 

należących głównie do grupy hydrolaz [146]. Nukleotydy ulegają hydrolizie pod wpływem 

ekto-pyrofosfatazy/fosfodiesterazy nukleotydowej (NPP), ekto-hydrolazy trifosfodifosfonu-

kleozydowej (E-NTPDazy, CD 93), ekto-5’-nukleotydazy oraz fosfatazy alkalicznej [151]. 

Ekto-enzymy z grupy NPP (NPP1-3) hydrolizują, między innymi, ATP do AMP i PPi, ADP 

do AMP i Pi oraz diadenozynopolifosforany (ApnA) do AMP i Apn-1. W nerkach, przy użyciu 

metod immunohistochemicznych, wykazano ekspresję NPP3 w kłębuszkach nerkowych oraz 

w cewce bliższej [121]. Enzymy z grupy E-NTPDazy (NTPDaza1-3) hydrolizują ATP i ADP 

do AMP oraz UTP i UDP do UMP. Obecność enzymów z grupy E-NTPDazy wykazano 

przede wszystkim w kłębuszkach nerkowych – na komórkach śródbłonka i mezangium, prze-

strzeni okołocewkowej (NTPDaza1) oraz w cewce dalszej (NTPDaza2, NTPDaza3) [69,138]. 

Ekto-5’-nukleotydaza (CD 73) hydrolizuje AMP do adenozyny, a wysoką ekspresję tego en-

zymu stwierdza się w cewce bliższej oraz fibroblastach okołocewkowych [27]. Natomiast 

fosfataza alkaliczna, charakterystyczna dla cewki bliższej, jest niespecyficzną ekto-

fosfomonoesterazą. Współczesne badania biochemiczne dostarczyły także dowodów wskazu-

jących na możliwość powstawania nukleotydów w płynie pozakomórkowym w reakcji katali-

zowanej przez ekto-kinazę adenylanową i/lub ekto-kinazę difosfonukleozydową [146,147]. 

Aktywność ekto-kinazy adenylanowej stwierdzono między innymi w kłębuszkach nerkowych 

[68]. Obecność w nerkach tak wielu różnorodnych ekto-enzymów odpowiedzialnych za 

przemiany pozakomórkowych nukleotydów, jak i ich powstawanie wskazuje, że aktywność 
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odpowiednich ekto-enzymów może być czynnikiem ograniczającym lub stymulującym procesy 

zachodzące w nefronie przy współudziale pozakomórkowych nukleotydów. Wsparciem tej 

tezy są wyniki doświadczeń przeprowadzonych w różnych stanach patofizjologicznych, 

w których zmianom aktywności enzymów hydrolizujących nukleotydy towarzyszyły zabu-

rzenia funkcji nerek. Stwierdzono np., że stres oksydacyjny, towarzyszący krótkotrwałemu 

niedokrwieniu nerki z następczą reperfuzją, obniża w kłębuszkach nerkowych aktywność 

NTPD-azy [43]. Konsekwencją biochemiczną tych zmian może być lokalny wzrost stężenia 

nukleotydów przy jednoczesnym spadku stężenia adenozyny, co prowadzi do zwiększonej 

agregacji płytek krwi oraz zapoczątkowania lokalnej reakcji zapalnej w mikrokrążeniu kłę-

buszkowym. Ponadto przejściowe zmniejszenie aktywności E- NTPD-azy stwierdzono pod-

czas xenotransplantacji nerek, a przeciwdziałanie tym zmianom wydłużało czas przeżycia 

przeszczepu [54]. Również obniżoną aktywność ekto-ATPazy obserwowano w kłębuszkach 

nerkowych u tych pacjentów, u których po przeszczepie nerki występowało opóźnienie 

w podjęciu funkcji przez przeszczepiony narząd [135]. Badania dotyczące E-NTPD-azy oraz 

E-NPP wykazały, że enzymy te odgrywają również rolę w rozwoju nefropatii cukrzycowej. 

W wyniku przeprowadzonych badań wykazano, że E-NPP-1 obniża stopień autofosforylacji 

receptora insulinowego, prowadząc do zmniejszenia przekazywania sygnału do wnętrza ko-

mórki, a nadekspresja tego białka prowadzi do insulinooporności [5]. Ponadto w genie kodu-

jący E-NPP1 stwierdzono zmiany polimorficzne, których występowanie wiąże się z wcze-

śniejszym rozwojem nefropatii cukrzycowej [24]. Z kolei u zwierząt z doświadczalnie wywo-

łaną cukrzycą przez podanie streptozotocyny wykazano, że zablokowanie ekspresji genu dla 

E-NTPD1 nasila albuminurię oraz szkliwienie kłębuszków nerkowych [38], co sugeruje, że 

zaburzenia metabolizmu pozakomórkowych nukleotydów mogą przyczyniać się do rozwoju 

nefropatii cukrzycowej. 

Liczne badania biochemiczne dostarczyły dowodów, które wskazują na funkcjonalne po-

wiązanie ekto-enzymów metabolizujących pozakomórkowe nukleotydy z ich receptorami. 

Stwierdzono bowiem, iż centra katalityczne enzymów hydrolizujących nukleotydy zlokalizo-

wane są w pobliżu receptorów purynowych P2 i z tego też względu dostępność nukleotydów 

do poszczególnych receptorów P2 może ulegać ciągłej zmianie, a aktywność enzymów może 

być czynnikiem determinującym aktywność receptorów P2 [66,77]. Również wykazano od-

wrotną zależność – aktywacja receptorów P2 modyfikuje aktywność enzymów hydrolizują-

cych nukleotydy [3,83]. Podobnie jak ma to miejsce w przypadku układu cholinergicznego 
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i acetylocholiny [150], można założyć, iż istnieje zależność pomiędzy aktywnością enzymów 

degradujących pozakomórkowe nukleotydy a sygnałowaniem wewnątrzkomórkowym. 

Pośród receptorów P2 wyodrębniono dwie grupy: jonotropową – P2X oraz metabotropo-

wą – P2Y [20]. Jak do tej pory sklonowano cDNA dla siedmiu receptorów P2X, tj. P2X1-7 

oraz dla ośmiu receptorów P2Y tj. P2Y1,2,4,6,11-14 [141]. Receptory P2X są kanałami dla Ca2+, 

Na+, K+ bramkowanymi przez zewnątrzkomórkowy ATP, a ich aktywacja prowadzi do prze-

mieszczenia tych kationów zgodnie z gradientem elektrochemicznym. Powoduje to zmianę 

potencjału błony komórkowej i otwarcie kanałów wapniowych zależnych od napięcia (ang. 

voltage-operated calcium chanel; VOCC), w konsekwencji czego dochodzi do wzrostu stęże-

nia jonów wapnia w cytoplazmie [Ca2+]i. Ponadto w przypadku receptorów P2X7 długotrwała 

ich ekspozycja na wysokie stężenie ATP prowadzi również do nieselektywnego zwiększenia 

przepuszczalności błony komórkowej dla związków chemicznych o masie cząsteczkowej 

< 900 Da [40]. Badania molekularno-stechiometryczne wykazały, że utworzony przez recep-

tory P2X kanał jonowy jest trimerem lub heksametrem [71]. Receptory P2X1-6 stwierdzono 

przede wszystkim na komórkach centralnego i obwodowego układu nerwowego oraz na ko-

mórkach mięśniówki gładkiej, natomiast receptory P2X7 głównie na komórkach biorących 

udział w odpowiedzi immunologicznej [16]. 

Obecność receptorów P2X1-7 wykazano również w nerkach. Badania czynnościowe, 

wsparte badaniami immunohistologicznymi oraz autoradiograficznymi dostarczyły dowodów 

wskazujących na obecność receptorów P2X1 na tętniczkach doprowadzających [26,44,131]. 

Stan ich obkurczenia determinuje w 80-90% całkowitą oporność naczyń nerkowych, która 

z kolei warunkuje przepływ krwi, ciśnienie filtracyjne i filtrację kłębuszkową. W wyniku 

wzrostu ciśnienia tętniczego krwi, w zakresie wartości 80-170 mmHg, dochodzi w nerkach 

do zwiększonego uwalniania ATP, który poprzez receptory P2X1 zlokalizowane 

na tętniczkach doprowadzających, prowadzi do ich skurczu utrzymując tempo filtracji kłę-

buszkowej na stałym poziomie – tzw. zjawisko autoregulacji [81]. Wykazano, że w proces 

skurczu tętniczki doprowadzającej pośredniczony przez receptory P2X1 zaangażowane 

są metabolity kwasu arachidonowego [143,149]. Udział receptorów P2X1 w autoregulacji 

został również udokumentowany w doświadczeniach, przeprowadzonych w obecności anta-

gonisty receptorów P2X1 oraz na tętniczkach doprowadzających wyizolowanych od zwierząt, 

u których zablokowano ekspresję genu dla receptorów P2X1 [56,57]. Na rolę układu puryner-

gicznego w autoregulacji wskazują także doświadczenia, w których – stosując technikę mi-

krodializy narządowej – wykazano, że zwiększenie ciśnienia tętniczego krwi prowadzi do 



 12 

wzrostu stężenia ATP w płynie śródmiąższowym nerek [98,99]. Obecność receptorów P2X, 

poza tętniczką doprowadzającą, wykazano również na naczyniach tętniczych nerek o różnej 

średnicy, a ich aktywacja prowadzi do skurczu tych naczyń [45]. W obrębie komórek kłę-

buszka nerkowego stwierdzono w komórkach mezangialnych oraz podocytach białko lub 

mRNA dla poszczególnych receptorów P2X, co ze względu na zdolność tych komórek do 

skurczu, wskazuje na możliwość udziału tychże receptorów w regulacji filtracji kłębuszkowej 

[36,49,110,142].  

Również na komórkach nabłonkowych cewek bliższych i dalszych nefronu wykazano 

obecność receptorów P2X, spośród których receptory P2X4 i P2X6 są najbardziej rozpo-

wszechnione [131,148]. Dodatkowo na modelach komórek cewek zbiorczych wykazano 

obecność również receptorów P2X5 [45]. Zarówno lokalizacja receptorów P2X na komórkach 

nabłonkowych cewek na błonie podstawno-bocznej oraz szczytowej oraz to, że zarówno 

w płynie sródmiąższowym nerek, jak i cewkowym stwierdzono obecność ATP w stężeniu 

wystarczającym do pobudzenia receptorów P2 wskazuje, że pozakomórkowe nukleotydy, 

aktywując receptory P2X, mogą wpływać na transport jonów zachodzący w poszczególnych 

odcinkach nefronu [119,132,144]. Hipotezę tą wspierają wyniki doświadczeń, w których wy-

kazano, że aktywacja receptorów P2X zwiększa metabolizm kwasu arachidonowego, czego 

efektem jest zwiększona synteza 20-HETE [149]. Związek ten wpływa na reabsorpcję jonów 

sodu poprzez hamowanie aktywność Na+-K+-ATPazy w cewce bliższej oraz kotransportera 

sodowo-potasowo-chlorkowego (NKCC2) w grubościennym odcinku części wstępującej pętli 

nefronu [86].  

Drugą grupę receptorów P2, zwaną P2Y, tworzą receptory sprzężone z białkami G. Re-

ceptory te są aktywowane przez nukleotydy adeninowe (ATP, ADP), urydynowe (UTP, 

UDP), diadenozynopolifosforany (ApnA) lub nukleozydodifosfopochodne cukrów (UDP-

glukoza, UDP-galaktoza) [1,76]. Do wewnątrzkomórkowych efektorów receptorów P2Y na-

leżą: fosfolipaza C β, cyklaza adenylanowa, kinazy białkowe aktywowane przez mitogeny 

(ang. mitogen-activated protein kinase; MAPK), kinazy Rho oraz błonowe kanały jonowe 

bramkowane napięciem (kanały wapniowe i potasowe) lub białkami G (kanały potasowe) 

[72]. Z uwagi na zróżnicowane powinowactwo do agonistów w obrębie receptorów P2Y wy-

różnia się następujące grupy: 1) aktywowane przez ATP (P2Y11); 2) aktywowane przez ADP 

(P2Y1, P2Y12, 13); 3) aktywowane przez UTP (P2Y2, P2Y4); 4) aktywowane przez UDP 

(P2Y6) oraz 5) aktywowane przez UDP-glukozę i UDP-galaktozę (P2Y14). Wykazano, 

że receptory P2Y mogą ulegać oligomeryzacji tworząc homodimery (np. P2Y1, P2Y2) oraz 
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heterodimery (np. P2Y1 i A1) [95]. Zjawisko oligomeryzaji może odgrywać rolę w obniżeniu 

wrażliwości komórek na agonistę, bowiem wykazano, że ilość homodimerów w błonie  

komórkowej wzrasta pod wpływem agonisty, a proces ten poprzedza zjawisko internalizacji 

receptora [1]. Receptory P2Y są szeroko rozpowszechnione na komórkach różnych narządów 

[16]. Obecność receptorów P2Y wykazano na naczyniach krwionośnych: tętniczce doprowa-

dzającej – P2Y1; odprowadzającej – P2Y1,2,4,6 oraz na tętnicach i żyłach wewnątrznerkowych 

– P2Y1 [45]. Na materiale biologicznym pochodzącym od szczura i myszy, wykazano białko 

lub mRNA dla receptorów P2Y w kłębuszkach nerkowych (P2Y1,2,6), na komórkach mezan-

gialnych (P2Y2,4,6,11,12) na podocytach (P2Y1,2,6) oraz komórkach nabłonkowych cewek 

[6,7,8,49,142]. Ponadto doświadczenia przeprowadzone na komórkach śródbłonka, izolowa-

nych z kłębuszków nerkowych, przy użyciu swoistych agonistów receptorów P2 wykazały 

obecność na tych komórkach receptorów P2Y2 [105]. Biorąc pod uwagę występowanie recep-

torów P2Y na komórkach naczyń krwionośnych nerek oraz komórkach kurczliwych kłębusz-

ka nerkowego wydaje się, iż receptory te mogą odgrywać istotną rolę w regulacji hemodyna-

miki nerek. Ponadto występowanie receptorów należących do grupy P2Y, dla których natu-

ralnymi agonistami są inne nukleotydy, takie jak ADP, UTP sugeruje, że również i te nukle-

otydy mogą modyfikować przepływ krwi w nerkach oraz filtrację kłębuszkową. Liczne do-

świadczenia przeprowadzone na hodowanych komórkach będących modelami komórkami 

cewek bliższych oraz dalszych, jak i te doświadczenia, w których zastosowano perfundowane 

wybrane fragmenty cewek dostarczyły informacji wskazujących na występowanie receptorów 

P2Y na komórkach cewek oraz ich zaangażowanie w procesy reabsorpcji jonów sodu i wody. 

Na przykład wykazano, że analogi ATP za pośrednictwem receptorów P2Y zmniejszają ak-

tywność Na+-K+-ATPazy w cewkach bliższych, a efekt ten nie jest związany ze zmianą 

[Ca2+]i [65]. Ponadto, aktywacja receptorów P2Y2 zwiększa syntezę i wydzielanie prostaglan-

dyny E przez komórki cewki dalszej, a przez to modyfikują przepuszczalność tego odcinka 

nefronu dla wody [124]. 

Analizując rozmieszczenie poszczególnych receptorów P2 należących do grupy P2X 

i P2Y w nerkach uwagę zwraca obecność ich na tych samych strukturach anatomicznych 

a nawet na tych samych komórkach. Taka lokalizacja receptorów może prowadzić 

do wzajemnego oddziaływania receptorów P2X oraz P2Y na poziomie zarówno receptoro-

wym, jak i postreceptorowym. Zjawisko oddziaływania pomiędzy receptorami P2X i P2Y opisano 

między innymi, w trombocytach, gdzie wykazano synergistyczny wpływ pobudzenia receptorów 

P2 na [Ca2+]i [140]. Z kolei na komórkach glejaka C6, zbliżonych fenotypowo do astrocytów, 
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wykazano, że oddziaływanie pomiędzy receptorami P2Y1 i P2Y12 może modyfikować aktyw-

ność wewnątrzkomórkowych kinaz warunkujących proliferacje i różnicowanie komórek [10].  

Wyniki licznych badań wskazują na to, że pozakomórkowe nukleotydy mogą modyfiko-

wać filtrację kłębuszkową, której zmiany tempa należy rozważać w powiązaniu ze zmianami 

aktywności cewkowych systemów transportowych, przede wszystkim dla jonów sodu. Wzrost 

tempa filtracji kłębuszkowej zwiększa zdolność komórek cewki bliższej do reabsorpcji elek-

trolitów i wody (tzw. równowaga kłębuszkowo-cewkowa), ale jednocześnie prowadzi do sy-

tuacji, w której do cewki dalszej dociera zwiększona ilość jonów sodu, co w konsekwencji 

pociąga za sobą zmiany w hemodynamice nerek. Komórki nabłonkowe cewki dalszej w od-

cinku wstępującym pętli Henlego bezpośrednio kontaktujące się z tętniczką doprowadzającą 

oraz pośrednio z naczyniami kapilarnymi kłębuszka nerkowego tworzą tzw. plamkę gęstą. 

Charakteryzują się one wysoką aktywnością kotransportera sodowo-potasowo-chlorkowego 

(ang. Na-K-Cl cotransporter; NKCC) zlokalizowanego w błonie luminalnej, wysoką prze-

puszczalnością dla wody, dużą ilością mitochondriów oraz niską aktywnością Na-K-ATPazy 

w błonie podstawno-bocznej [11]. Właściwości te umożliwiają komórkom plamki gęstej do-

stosowywanie tempa reabsorpcji jonów sodu do ich stężenia w płynie cewkowym, a co wię-

cej, leżą u podstaw powstania i przekazania sygnału do efektorów regulujących hemodynami-

kę kłębuszków nerkowych. W konsekwencji dochodzi do zmniejszenia tempa filtracji kłę-

buszkowej oraz ilości przefiltrowanych jonów sodowych. Proces ten nosi nazwę sprzężenia 

cewkowo-kłębuszkowego (ang. tubuloglomerular feedback, TGF). Spośród proponowanych 

substancji sygnałowych, wykazujących właściwości naczynioruchowe, istotne znaczenie wy-

daje się, że pełni ATP oraz adenozyna [25,80,100]. Szczególne zainteresowanie budzi ATP, 

którego stężenie w płynie śródmiąższowym nerek ulega zmianom zależnym od aktywności 

TGF [98]. Inną konsekwencją wynikającą ze zwiększonej ilości jonów sodu docierających do 

cewki dalszej jest ich zwiększona reabsorpcja przez komórki nabłonkowe cewek łączących 

z wykorzystaniem kanałów sodowych (ang. epithelial Na channel; ENaC). Informacja ta jest 

przekazywana do tętniczki doprowadzającej, powodując jej rozkurcz, a w konsekwencji do-

chodzi do zwiększenia tempa filtracji kłębuszkowej. Jak do tej pory nie została zidentyfiko-

wana substancja sygnałowa dla tego procesu, nazwanego – sprzężeniem cewka dystalna-

kłębuszek (ang. connecting tubule glomerular feedback; CTGF), ale pod uwagę bierze się 

również związki purynowe [108]. Analizując rolę układu purynergicznego w regulacji funkcji 

nefronu, należy również mieć na uwadze to, iż pozakomórkowe nukleotydy mogą być zaan-

gażowane w TGF i CTGF na etapie sygnałowania, ale również mogą bezpośrednio oddziaływać 
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na komórki plamki gęstej oraz cewek łączących modyfikując aktywność NKCC oraz ENaC 

[15,79,134]. Tak więc prawdopodobnie TGF oraz CTGF, in vivo, w sposób ciągły 

i przeciwstawny dostosowują tempo filtracji kłębuszkowej do aktywności systemów transpor-

towych cewek nerkowych.  

Reasumując szerokie rozpowszechnienie receptorów P2 w nerkach, których aktywacja 

może zmieniać hemodynamikę nerek i filtrację kłębuszkową, a także aktywność systemów 

transportowych w cewkach bliższych i dalszych sugeruje, iż układ purynergiczny wydaje się 

być istotnym ogniwem w regulacji funkcji nerek. Tezę tę wzmacniają wyniki badań in vivo 

i in vitro przeprowadzonych w naszym laboratorium. 
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2. CEL PRACY 

Z wcześniej przeprowadzonych przez mnie badań wynika, że pozakomórkowy ATP jest 

potencjalnym czynnikiem wpływającym na motorykę naczyń kapilarnych kłębuszka nerko-

wego. Za pośrednictwem receptorów P2X i P2Y wywołuje on skurcz bądź rozkurcz kłębusz-

ków, przez co zmienia wielkość powierzchni filtracyjnej – czynnika warunkującego tempo 

filtracji kłębuszkowej. 

Celem obecnej pracy było wyjaśnienie czy inne pozakomórkowe mononukleotydy 

i dinukleotydy, podobnie jak ATP, pobudzają motorykę naczyń kapilarnych kłębuszków ner-

kowych oraz czy znajduje to swój wyraz w zmianach hemodynamiki nerek 

w doświadczeniach in vivo. Podjęto również próbę scharakteryzowanie wewnątrzkomórko-

wych dróg sygnałowania leżących u podstaw zmian w dynamice kłębuszków nerkowych, 

wynikających z aktywacji receptorów purynowych P2. Ponadto przeprowadzono doświad-

czenia na znieczulanych zwierzętach, których celem było zbadanie in vivo potencjalnych wła-

ściwości natriuretycznych pozakomórkowych nukleotydów. 

Szczegółowe cele poszczególnych etapów pracy badawczej: 

1. Ocena reaktywności izolowanych kłębuszków nerkowych, mierzona ich zdolnością 

do skurczu lub rozkurczu, w stosunku do: mononukleotydów (ADP, AMP, UTP) oraz 

dinukleotydów (diadenozynopolifosforany; Ap3A, Ap4A, Ap5A), będących agonistami re-

ceptorów P2 i potencjalnymi prekursorami mononukleotydów. 

2. Ocena zaangażowania izoenzymów syntazy tlenku azotu, cytoplazmatycznej cyklazy gu-

anylanowej w rozkurcz kłębuszków oraz kinaz Rho w skurcz kłębuszków pośredniczony 

przez receptory P2.  

3. Ocena in vivo potencjalnej roli układu purynergicznego w regulacji tempa filtracji kłę-

buszkowej oraz wydalania jonów sodu wraz z identyfikacją miejsc transportu jonów sodu 

w nefronie, podlegających regulacji przez zewnątrzkomórkowe nukleotydy. 
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4. WYNIKI I DYSKUSJA 

4.1. Purynergiczna regulacja hemodynamiki i filtracji kłębuszkowej 

Filtracja kłębuszkowa jest procesem zachodzącym w kłębuszkach nerkowych, utworzo-

nych przez sieć naczyń kapilarnych otoczonych torebką Bowmana. Zewnętrzna strona naczyń 

kapilarnych opleciona jest przez podocyty oraz ich wypustki stopowate. Natomiast pomiędzy 

pętlami naczyń kapilarnych znajdują się komórki mezangialne, tworzące wraz z macierzą 

pozakomórkową – mezangium. Zasadniczym elementem filtru kłębuszkowego jest błona pod-

stawna, w której zakotwiczone są komórki mezangialne, oraz błona szczelinowa rozpięta po-

między wypustkami stopowatymi podocytów. Błona podstawna, od strony światła naczynia, 

pokryta jest nieciągłą warstwą komórek śródbłonka. Komórki te charakteryzują się zdolnością 

do produkcji i wydzielania związków o działaniu naczynioruchowym, m.in. tlenek azotu, pro-

staglandyny, kininy. Z kolei mezangiocyty i podocyty, dzięki ich zdolności do skurczu i roz-

kurczu, zmieniają powierzchnię filtracyjną oraz jej przepuszczalność i w ten sposób tworzą 

wewnątrz-kłębuszkowy system regulujący hemodynamikę i filtrację kłębuszkową [85,92].  

W komórkach tych wykazano obecność szeregu receptorów wrażliwych na działanie substan-

cji o działaniu naczynioruchowym, takich jak angiotensyna II, wazopresyna, adenozyna, ANF 

– indukujących skurcz bądź relaksację kłębuszków nerkowych [123]. W ostatnich latach wie-

le uwagi poświęcono roli receptorów purynowych w regulacji hemodynamiki kłębuszków 

nerkowych, ze szczególnym uwzględnieniem ATP i innych agonistów receptorów P2, których 

obecność wykazano na wszystkich trzech typach komórek kłębuszka nerkowego 

[8,36,49,110,142]. 

Właściwości naczynioruchowe ATP w odniesieniu do naczyń kapilarnych kłębuszka ner-

kowego zostały po raz pierwszy wykazane w naszym laboratorium [60]. Na modelu izolowanych, 

szczurzych kłębuszków nerkowych, pozbawionych torebki Bowmana oraz tętniczki doprowadzają-

cej i odprowadzającej, wykazaliśmy, że ATP dodany do zawiesiny kłębuszków obkurcza je, 

a kłębuszki uprzednio obkurczone angiotensyną II – rozkurcza. Stosowanym przez nas wyznacz-

nikiem skurczu i rozkurczu kłębuszka jest jego objętość inulinowa (ang. glomerular inulin spa-

ce, GIS), której zmiany są odzwierciedleniem zmian przestrzeni wewnątrzkapilarnej. Wcześniej-

sze badania dowiodły, że aparat kurczliwy izolowanych kłębuszków nerkowych jest wrażliwy 

na działanie znanych czynników naczynioaktywnych, takich jak angiotensyna II, adenozyna, ANF, 

co znalazło swój wyraz w odpowiednich zmianach wartości GIS [39,113,114,126,128].  
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Stosując powyższy model doświadczalny, po raz pierwszy wykazaliśmy, że nie tylko 

ATP, ale również inne nukleotydy, jak ADP i UTP, posiadają właściwości naczynioruchowe 

w odniesieniu do izolowanych kłębuszków nerkowych. Z kolei AMP takiego działania 

na kłębuszki nie wykazywał. Działanie ADP i UTP na kłębuszki nerkowe, podobnie 

jak działanie ATP, jest krótkotrwałe i dwukierunkowe – bowiem nukleotydy te wywołują 

skurcz kłębuszków rozkurczonych i odwrotnie, rozkurczają kłębuszki uprzednio obkurczone 

angiotensyną II [61,63]. Również diadenozynopolifosforany (ApnA), takie jak: Ap3A, Ap4A 

i Ap5A, zmieniają napięcie naczyń kapilarnych kłębuszka nerkowego. Badania wykazały, 

że Ap3A indukuje rozkurcz a Ap4A i Ap5A skurcz izolowanych kłębuszków nerkowych 

[125]. Zmiany wywołane przez dinukleotydy, przeciwnie do zmian wywołanych przez mono-

nukleotydy, są długotrwałe, co można tłumaczyć, przynajmniej częściowo, zwiększoną opor-

nością diadenozynopolifosforanów na działanie ekto-hydrolaz [84,151]. 

Rozważając zaangażowanie receptorów purynowych w dynamice naczyń kapilarnych 

kłębuszka, można przyjąć, że receptory P2 – zarówno typu P2X, będące kanałami jonowymi, 

jak i typu P2Y, związane z białkami G – obecne na wszystkich trzech rodzajach komórek 

kłębuszka, pośredniczą w skurczu lub rozkurczu, indukowanym przez zewnątrzkomórkowe 

nukleotydy. Pośrednich dowodów wskazujących na udział receptorów P2Y w mediowaniu 

rozkurczu izolowanych kłębuszków dostarczyły doświadczenia, które wykazały, 

że antagonista receptorów P2 o wysokim powinowactwie do receptorów P2Y – błękit reak-

tywny 2 – hamuje rozkurczające działanie ATP/ADP oraz Ap3A [63,125]. Z kolei doświad-

czenia z użyciem analogów ATP jednoznacznie potwierdziły zaangażowanie receptorów P2Y 

w mediowaniu rozkurczu kłębuszków, uprzednio obkurczonych angiotensyną II. 2-Metylotio-

ATP (2-MeSATP), agonista szerokiego spektrum receptorów P2Y (P2Y1,6,11-13), dodany do 

zawiesiny kłębuszków obkurczonych angiotensyną II rozkurczał je, podczas gdy inny analog, 

β,γ-metyleno-ATP (β,γ-meATP) – agonista receptorów P2X (P2X1,3), takiego działania nie 

wykazywał [1,61,62]. Użycie wysoce specyficznego antagonisty receptorów P2Y1, tj. MRS 

2179, umożliwiło zidentyfikowanie typu receptora, za pośrednictwem którego Ap3A indukuje 

rozkurcz izolowanych kłębuszków nerkowych [125].  

Z prowadzonych przez nas badań nad mechanizmem obkurczania izolowanych kłębusz-

ków wynika, że mediatorami skurczu mogą być receptory należące do typu P2X, jak również 

pośredniczące w rozkurczu receptory typu P2Y. Okazało się bowiem, że czynnikami obkur-

czającymi izolowane kłębuszki, oprócz naturalnych mononukleotydów (ATP, ADP, UTP) 

i dinukleotydów (Ap4A i Ap5A) są również wyżej wspomniane analogi ATP, tj. β,γ-meATP – 
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agonista receptorów P2X oraz 2-MeSATP – agonista receptorów P2Y. Ponadto obkurczające 

działanie ATP można było całkowicie zahamować, gdy do środowiska kłębuszków dodano 

inhibitor receptorów P2 – suraminę lub inhibitor receptorów typu P2Y – błękit reaktywny 2 [62].  

Analizując wywołany przez nukleotydy adeninowe skurcz oraz rozkurcz kłębuszków, ko-

nieczne było uwzględnienie możliwości interakcji adenozyny z receptorami P1 (A1, A2 i A3). 

Mono- i dinukleotydy adeninowe są potencjalnymi prekursorami adenozyny w płynie poza-

komórkowym. Związki te w przestrzeni pozakomórkowej ulegają hydrolizie w obecności 

ekto-hydrolaz, między innymi do adenozyny [133]. Wielokrotnie udokumentowano, 

że adenozyna indukuje skurcz izolowanych kłębuszków lub mezangiocytów, poprzez aktywa-

cję receptorów A1, oraz rozkurcza naczynia krwionośne, poprzez aktywację receptorów typu 

A2A i A2B [33,37,46,47,102]. Aby określić możliwy udział receptorów P1 w indukowanym 

przez di- i mononukleotydy skurczu i rozkurczu kłębuszków, działanie tych związków badano 

w obecności inhibitorów receptorów adenozyny, tj. teofiliny i syntetycznych pochodnych 

ksantyny (DPCPX, DMPX). Okazało się jednak, że zablokowanie receptorów adenozyno-

wych nie zmienia, w zauważalny sposób, działania badanych przez nas mono- i dinukleoty-

dów. 

Biorąc pod uwagę profil receptorowy agonistów indukujących rozkurcz naczyń krwiono-

śnych, można wnioskować, że w proces rozkurczu kłębuszków nerkowych zaangażowane są 

receptory typu: P2Y1, P2Y2, P2Y4 [1]. Hipotezę tę wzmacniają doniesienia na temat obecno-

ści tych receptorów na komórkach kłębuszka nerkowego, m.in. na komórkach śródbłonka 

[45,105]. Jednakże doniesienia z ostatnich lat wskazują, że komórki śródbłonka naczyń po-

siadają również receptory P2X, które mediują rozkurcz naczyń krwionośnych [50,51,145]. 

Z naszych obserwacji nie wynika, aby receptory P2X, przynajmniej P2X1 i P2X3, uczestni-

czyły w rozkurczu izolowanych kłębuszków nerkowych. Natomiast receptory P2X, a także 

receptory typu P2Y pośredniczą w skurczu kłębuszka wywołanym obecnością nukleotydów 

w środowisku pozakomórkowym, i prawdopodobnie jest to efektem aktywacji puli recepto-

rów zlokalizowanych na komórkach kurczliwych, czyli mezangiocytach i podocytach. Nie 

można też wykluczyć wzajemnego oddziaływania receptorów P2X i P2Y, polegającego na 

częściowym buforowaniu efektu aktywacji receptorów zlokalizowanych na komórkach kurcz-

liwych kłębuszka przez receptory zlokalizowane na komórkach śródbłonka. Taki mechanizm 

buforowania, polegający na zaangażowaniu różnych typów receptorów adenozynowych  

(A1 i A2A), których aktywacja prowadzi do przeciwstawnych efektów, opisano dla tętniczek 

kłębuszka nerkowego [97].  
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Liczne doniesienia z różnych ośrodków badawczych oraz obserwacje własne skłaniają do 

postawienia tezy, że przeciwstawny kierunek działania zewnątrzkomórkowych nukleotydów, 

wyrażający się skurczem i rozkurczem kłębuszków nerkowych, wynika z pobudzenia obu 

typów receptorów P2, zlokalizowanych na mezagiocytach i podocytach (skurcz) lub na ko-

mórkach śródbłonka (rozkurcz). Tym samym wydaje się, że o kierunku zmian objętości kłę-

buszka decyduje głównie typ komórek receptorowych kłębuszka, eksponowanych na działa-

nie pozakomórkowych nukleotydów. Rola odpowiedniego typu komórek receptorowych 

w procesie skurczu i relaksacji została dobrze udokumentowana, m.in. dla tętnicy nerkowej. 

Wykazano bowiem, że aktywacja receptorów purynowych P2X1 czy P2Y2 zlokalizowanych 

na mięśniówce tętnicy nerkowej prowadzi do skurczu, natomiast zlokalizowanych na komór-

kach śródbłonka tętnicy nerkowej prowadzi do zależnego od NO rozkurczu [44,45].  

Jest więc prawdopodobne, że o kierunku zmian objętości kłębuszka, i tym samym 

o wielkości powierzchni filtracyjnej, decydować będzie dostępność agonisty znajdującego się 

w płynnie pozakomórkowym do odpowiedniego typu komórek receptorowych, tj. komórek 

śródbłonka lub mezagiocytów i podocytów. 

Unikatowe, dwukierunkowe działanie pozakomórkowych mononukleotydów, w tym 

głównie ATP i ADP ze względu na ich uwalnianie na drodze auto- i parakrynnej 

przez komórki kłębuszka, pozwala sytuować te związki pośród szczególnych czynników re-

gulujących filtrację kłębuszkową. Zważywszy na strukturę kłębuszka nerkowego, 

a szczególnie na występowanie tzw. pętli mezangialnych, oplatające naczynia kapilarne [55], 

naprzemienny skurcz i rozkurcz kłębuszka nerkowego może, w warunkach fizjologicznych, 

ułatwiać przepływ krwi przez naczynia kapilarne kłębuszka nerkowego. Z drugiej strony, dłu-

gotrwała ekspozycja receptorów purynowych na nukleotydy, w sytuacji zwiększonego ich 

uwalniania (np. z komórek układu immunologicznego w przebiegu kłębuszkowego zapalenia 

nerek) może przyczynić się do zaburzenia funkcji kłębuszków, a w konsekwencji do upośle-

dzenia funkcji nerek [34,53]. 

Przedmiotem naszych dociekań był również wewnątrzkomórkowy mechanizm sygnało-

wania, prowadzący do rozkurczu oraz skurczu izolowanych kłębuszków nerkowych pod 

wpływem ATP. Jednym z klasycznych mediatorów rozkurczu naczyń jest NO, powstający 

w reakcji katalizowanej przez syntazę tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase; NOS), enzym 

konstytutywny, występujący w kłębuszkach nerkowych w dwóch izoformach – endotelialnej 

i neuronalnej. W oparciu o pomiar akumulacji L-cytruliny wykazaliśmy, że ATP zwiększa 

aktywność NOS w kłębuszkach nerkowych, a efekt ten całkowicie znosi niespecyficzny  
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inhibitor enzymu – Nω-nitro-L-arginina. Z kolei specyficzny inhibitor izoformy neuronalnej 

NOS, 7-nitroindazol, nie zmieniał działania ATP na kłębuszki. Powyższe wyniki wskazują na 

zaangażowanie tlenku azotu powstałego w reakcji katalizowanej przez endotelialną izoformę 

NOS w indukowanym przez ATP rozkurczu kłębuszków nerkowych. Rola NO powstającego 

w wyniku aktywacji receptorów, w tym receptorów P2Y, zlokalizowanych na komórkach 

śródbłonka naczyń, w rozkurczającym działaniu na naczynia krwionośne jest dobrze udoku-

mentowana w światowym piśmiennictwie [23,31,70]. Wieloletnie badania biochemiczne 

prowadzone w licznych laboratoriach dostarczyły dowodów na to, że NO prowadzi do roz-

kurczu mięśniówki gładkiej na drodze zależnej od kinazy białkowej G oraz niezależnej od 

tego enzymu [93]. Rozkurcz na drodze zależnej od kinazy białkowej G jest wynikiem akty-

wacji, za pośrednictwem NO, cytoplazmatycznej cyklazy guanylanowej i wzrostu syntezy 

cGMP. Wykazaliśmy, że inhibitory cytoplazmatycznej cyklazy guanylanowej (niespecyficzny 

– błękit metylenowy oraz specyficzny – ODQ) znoszą stymulowany przez ATP rozkurcz kłę-

buszków oraz akumulację cGMP. Tak więc rozkurcz kłębuszków nerkowych, indukowany 

przez ATP, jest zależny od cGMP i najprawdopodobniej od kinazy białkowej G. Reasumując, 

wyniki doświadczeń pozwoliły na ustalenie purynergicznego szlaku sygnałowego wiodącego 

do rozkurczu kłębuszków nerkowych oraz prawdopodobnych zmian w filtracji kłębuszkowej, 

co można opisać w następujący sposób: 

 

Pozakomórkowy nukleotyd → receptor P2Y1/P2Y2/P2Y4 → ↑[Ca
2+

]i → NO → cGMP → 

→rozkurcz kłębuszków →↑ powierzchnia filtracyjna → ↑ filtracja kłębuszkowa 

 

Nie wydaje się, aby zwiększenie powierzchni filtracyjnej, było jedynym mechanizmem, 

przez który zewnątrzkomórkowe nukleotydy modyfikują filtrację kłębuszkową. Wykazano 

bowiem, że stymulacja receptorów P2 zwiększa przepuszczalność komórek śródbłonka drob-

nych naczyń krwionośnych [129]. Tym samym jest prawdopodobne, że badane nukleotydy 

mogą wpływać również na „szczelność” filtru kłębuszkowego. Taki mechanizm działania 

zaobserwowano dla estrogenu, który – nie zmieniając ciśnienia tętniczego krwi – zwiększał 

współczynnik przepuszczalności filtru kłębuszkowego i w konsekwencji prowadził do wzro-

stu filtracji kłębuszkowej [107].  

Kolejne badania dostarczyły przesłanek, wskazujących, iż opisany purynergiczny szlak 

sygnałowania może zachodzić podczas stosowania leków modyfikujących aktywność układu 

sercowo-naczyniowego. Wykazaliśmy bowiem, że selektywny antagonista receptorów  
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β1-adrenergicznych, jakim jest nebiwolol, zwiększa uwalnianie ATP z izolowanych kłębusz-

ków nerkowych, prowadząc jednocześnie do ich rozkurczu, a proces ten zachodzi 

z zaangażowaniem NOS i cytoplazmatycznej cyklazy guanylanowej [67]. 

Innym mechanizmem prowadzącym do rozkurczu kłębuszków nerkowych w obecności 

ATP mogą być procesy zależne od cyklooksygenazy 1 (COX-1), enzymu katalizującego 

przemianę kwasu arachidonowego w nietrwałą prostaglandynę H2 (PGH2), będącą prekurso-

rem prostaglandyny E2 (PGE2) oraz prostacykliny I2 (PGI2). Prostanoidy te poprzez aktywację 

receptorów EP4 oraz IP zwiększają syntezę cAMP, a ten z kolei aktywuje kinazę białkową A 

(PKA), doprowadzając do rozkurczu naczyń krwionośnych. Przesłanką wskazującą na zaan-

gażowanie takiego mechanizmu jest obecność COX-1, EP4 oraz IP w kłębuszkach nerkowych 

[48,87], a także wyniki doświadczeń, w których analog PGI2, iloprost, zapobiegał obkurcze-

niu izolowanych kłębuszków nerkowych pod wpływem cyklosporyny A [78]. Ponadto 

stwierdzono, że aktywność COX ulega zwiększeniu pod wpływem NO, co w konsekwencji 

prowadzi do zwiększenia syntezy prostanoidów [28,90]. Biorąc pod uwagę powyższe infor-

macje oraz to, że zewnątrzkomórkowy ATP zwiększa uwalnianie NO w izolowanych kłę-

buszków nerkowych, można wnioskować, że ATP za pośrednictwem receptorów P2Y uru-

chamia wzajemnie oddziaływujące szlaki metaboliczne, zależne od cGMP i cAMP. Z prze-

prowadzonych przez nasz zespół badań wynika, że aktywacja obu szlaków, zależnych od 

cAMP i cGMP, jest konieczna do wystąpienia stymulowanego przez ATP rozkurczu izolowa-

nych kłębuszków nerkowych, bowiem zablokowanie jednego z nich znosi rozkurczające dzia-

łanie ATP (dane nie publikowane). Jak wynika z licznych doniesień, stymulacja aktywności 

PKA prowadzi do rozkurczu mięśniówki naczyń krwionośnych. Jednakże kilka ostatnich do-

niesień wskazuje na udział tego enzymu również w obkurczaniu naczyń krwionośnych 

[52,137]. Badania przeprowadzone w naszym laboratorium ujawniły między innymi obkur-

czające działanie niektórych pochodnych cAMP w odniesieniu do izolowanych kłębuszków 

nerkowych [136]. Podsumowując, rola PKA oraz wzajemna relacja szlaków zależnych od 

cAMP i cGMP w stymulowanym przez ATP rozkurczu kłębuszków nerkowych wymaga dal-

szych, pogłębionych badań. 

Liczne dowody doświadczalne wskazują, że aktywacja receptorów P2 prowadzi 

do wzrostu [Ca2+]i, co z kolei w mezangiocytach oraz podocytach prowadzi do, zależnej 

od kompleksu Ca2+/kalmodulina, aktywacji kinazy lekkich łańcuchów miozyny i fosforylacji 

lekkich łańcuchów miozyny. W efekcie dochodzi do oddziaływania miozyny z aktyną, czego 

rezultatem jest skurcz mezangiocytów i podocytów [92,123]. Badania nad mechanizmem 
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skurczu miocytów dostarczyły dowodów na istnienie alternatywnego mechanizmu skurczu, 

z udziałem kinaz Rho [112]. W celu weryfikacji hipotezy zakładającej udział kinaz Rho 

w stymulowanym przez zewnątrzkomórkowym ATP skurcz izolowanych kłębuszków, wyko-

nana została seria doświadczeń z użyciem specyficznego inhibitora kinaz Rho (Y27632). 

Wyniki przeprowadzonych przez nas badań wykazały zaangażowanie kinaz Rho 

w wywołanym przez ATP, ADP, UTP i mediowanym przez receptory P2 skurczu izolowa-

nych kłębuszków nerkowych. Wydaje się, że ewentualne zmiany w wewnątrzkomórkowym 

sygnałowaniu na poziomie kinaz Rho mogą przyczyniać się do zaburzeń w dynamice naczyń 

np. u pacjentów z cukrzycą typu 1 czy też w nadciśnieniu tętniczym [18,130].  

Aby ocenić, czy obserwowane zmiany objętości izolowanych kłębuszków nerkowych 

znajdują odzwierciedlenie w zmianach hemodynamiki i filtracji kłębuszkowej, przeprowadzi-

liśmy serię doświadczeń na znieczulonych szczurach, którym do krążenia ogólnego podawano 

dinukleotyd – Ap4A. Nukleotyd ten użyto ze względu na dłuższy czas trwania we krwi krążą-

cej (T½: ~ 3 min [84]) niż testowane w doświadczeniach in vitro mononukleotydy (T½ dla 

ATP <0,2 s [96]). W zastosowanych warunkach doświadczalnych Ap4A zmieniał hemodyna-

mikę nerek, co znajdywało swój wyraz w spadku filtracji kłębuszkowej i przepływu krwi 

przez nerki. Zważywszy, iż produktem hydrolizy Ap4A jest adenozyna, nukleozyd o potwier-

dzonym działaniu obniżającym hemodynamikę nerek, zastosowano teofilinę, która nie zmie-

niała działania Ap4A. Z kolei suramina, antagonista receptorów P2, całkowicie zahamowała 

działanie Ap4A na nerki. Wyniki tych doświadczeń potwierdziły udział receptorów P2 w re-

gulacji hemodynamiki kłębuszków nerkowych, jednak nie pozwoliły ustalić, czy czynnikiem 

indukującym receptory P2 jest Ap4A per se czy też jego metabolit ATP. 

4.2. Purynergiczna regulacja transportu jonów sodu w cewkach nerkowych 

W doświadczeniach in vivo wykazaliśmy, że zewnątrzkomórkowe nukleotydy mogą od-

grywać istotną rolę w regulacji nie tylko tempa filtracji kłębuszkowej, ale i reabsorpcji jonów 

sodu i wody. Badania wykazały, że Ap4A zwiększa wydalanie jonów sodu z moczem, pomi-

mo że obniża ładunek filtrowanego sodu [122]. Należy podkreślić, że cewkowe systemy 

transportu jonów sodu okazały się bardziej wrażliwe na Ap4A niż mechanizmy regulujące 

hemodynamikę, bowiem dziesięciokrotnie mniejsza dawka Ap4A hamowała reabsorpcję sodu 

w nerkach [59]. Suramina zahamowała działanie natriuretyczne i diuretyczne Ap4A, podczas 

gdy teofilna była bez wpływu, co potwierdza, że również transport jonów sodu może podle-

gać purynergicznej regulacji z zaangażowaniem receptorów P2 [127]. 
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W oparciu o badania klirensowe litu i sodu określono, że miejscem działania Ap4A 

w nefronie jest głównie cewka bliższa [122]. Głównym mechanizmem transportu jonów 

w cewkach bliższych jest Na+-K+-ATPazy, która jest punktem uchwytu działania wielu hor-

monów na reabsorpcję jonów sodu w cewce bliższej. Istnieją doniesienia, iż miejscem regula-

cji natriurezy może być również wymieniacz jonów sodu na proton (NHE) [35]. Z badań 

prowadzonych na hodowli komórek wynika, że analogi ATP za pośrednictwem receptorów 

P2Y zmniejszają aktywność Na+-K+-ATPazy [65]. Z kolei na izolowanych cewkach bliższych 

wykazano, że aktywacja receptorów P2Y1 prowadzi do zahamowania aktywności NHE-3 [9]. 

Wykazano również, że aktywacja receptorów P2X zwiększa metabolizm kwasu arachidono-

wego, w efekcie czego dochodzi do zwiększenia syntezy 20-HETE, czynnika hamującego 

aktywność Na+-K+-ATPazy [86,149]. Biorąc pod uwagę badania własne in vivo oraz innych 

autorów in vitro, a także fakt występowania w cewce bliższej receptorów purynowych P2, 

można wnioskować, że Ap4A i/lub jego metabolit ATP są naturalnie występującymi czynni-

kami regulującymi reabsorpcję jonów sodu w nerkach. 

Posługując się parametrami opisującymi frakcyjne wydalanie jonów sodu i wody, wyli-

czono, że frakcja sodu wydalanego z moczem w stosunku do napływającej do cewki dalszej 

nie zmienia się pod wpływem Ap4A, pomimo że doszło do zwiększenia ładunku sodu docie-

rającego do cewki dalszej. Wyniki tych doświadczeń sugerują, że Ap4A stymuluje reabsorp-

cję jonów sodu w cewce dalszej. Kwestią pozostającą przedmiotem dalszych badań jest próba 

odpowiedzi na pytanie, czy zwiększona reabsorpcja jonów sodu w cewce dalszej jest efektem 

kompensacji dystalnej czy wynikiem oddziaływania receptorów P2 z białkami transportują-

cymi jony sodu? Wydaje się, że zmiany te mogą mieć charakter kompensacyjny, jako że 

w większości prac autorzy wskazują raczej na hamowanie niż aktywację reabsorpcji jonów 

sodu w cewce dystalnej w wyniku aktywacji receptorów P2 [109,134,144]. 

Jak wynika z przeprowadzonych badań, Ap4A zwiększał ładunek jonów sodu docierają-

cych do cewki dystalnej, co w świetle współczesnego stanu wiedzy powinno prowadzić 

do zwiększonej sekrecji i wydalania jonów potasu z moczem [115]. Brak efektu kaliuretycz-

nego sugeruje, że Ap4A, bądź jego metabolity (ATP i adenozyna), za pośrednictwem recepto-

rów purynowych zlokalizowanych w cewce dalszej hamują sekrecję jonów potasu. Takie 

działanie zostało wcześniej opisane dla adenozyny i ATP [82,133]. 

Reasumując, wyniki przeprowadzonych badań sugerują, że układ purynergiczny może być 

istotnym ogniwem w regulacji gospodarki wodno-sodowej organizmu, a Ap4A przez zdolność 

do stymulacji natriurezy przy jednoczesnym braku efektu na wydalanie potasu może być  
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wykorzystywany w stanach przebiegających z retencją sodu w organizmie. Ze względu na to, 

że zaburzenia równowagi pomiędzy reabsorpcją a wydalaniem jonów sodu leżą u podstaw 

rozwoju pierwotnego nadciśnienia tętniczego, głównej przyczyny chorób układu krążenia 

prowadzącej do zgonu, modyfikacja aktywności układu purynergicznego może stać istotnym 

elementem farmakoterapii nadciśnienia tętniczego [2,120]. 
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5. PODSUMOWANIE 

1. Obecność na komórkach nefronu receptorów purynowych P2 oraz ekto-enzymów 

uczestniczących w metabolizmie nukleotydów wskazuje na potencjalną rolę pozako-

mórkowych nukleotydów w regulacji mikrokrążenia kłębuszkowego oraz aktywności 

cewkowych systemów transportowych. 

2. Zewnątrzkomórkowe nukleotydy, oddziaływując poprzez receptory P2 na komórki 

kłębuszka nerkowego, zmniejszają lub zwiększają powierzchnię filtracyjną i w ten 

sposób mogą uczestniczyć w regulacji tempa filtracji kłębuszkowej. 

3. Wydaje się, że o kierunku zmian w filtracji kłębuszkowej decyduje dostępność nukle-

otydów do receptorów P2 zlokalizowanych czy to na komórkach śródbłonka, czy na 

mezagiocytach i/lub podocytach, natomiast w mniejszym stopniu kierunek tych  zmian 

zależy od rodzaju receptorów. 

4. Analiza biochemiczna dynamiki kłębuszków nerkowych wskazuje, że proces rozkur-

czu jest zależny od aktywności endototelialnej izoformy syntazy tlenku azotu oraz cy-

toplazmatycznej cyklazy guanylanowej, natomiast w procesie skurczu uczestniczą ki-

nazy Rho. 

5. Pozakomórkowe nukleotydy biorą udział w regulacji metabolizmu jonów sodu, pro-

wadząc do zwiększenia ich wydalania z moczem na drodze hamowania systemów 

transportowych sodu zlokalizowanych w cewce bliższej nefronu. Dlatego też można 

przyjąć, że układ purynergiczny w nerkach jest zaangażowany w regulację gospodarki 

wodno-sodowej organizmu, a farmakologiczna modyfikacja aktywności tego układu 

może być wykorzystana w stanach patologicznych przebiegających z retencją sodu 

w organizmie np.: niewydolność krążenia, marskość wątroby. 
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