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1. WSTEP

Wewnatrzkomoérkowe stezenie ATP determinuje stan energetyczny komorki, dlatego tez
przez dilugie lata nie brano pod uwage mozliwosci wyjscia, w warunkach fizjologicznych,
tego nukleotydu z komérki do przestrzeni pozakomoérkowej i pelnienie w niej okreslonej roli.
Pierwsze doniesienie, wskazujace na potencjalng rol¢ pozakomérkowych zwiazkéw puryno-
wych w regulacji funkcji narzadéw, zostato opublikowane w 1929 roku przez A. N. Drury
1 A. Szent-Gyorgyi. Wykazali oni, ze adenozyna zmniejsza przeptyw krwi przez nerki przy
niezmienionym cis$nieniu tetniczym krwi, co wskazywato, iz zwigzek ten moze, lokalnie
w nerkach, obkurcza¢ fozysko naczyniowe [32]. P6zniejsze badania, prowadzone migdzy in-
nymi w naszym laboratorium pod kierunkiem prof. S. Angielskiego, poszerzyly wiedz¢ na
temat metabolizmu adenozyny 1 jej roli w regulacji funkcji nerek w stanach
(pato)fizjologicznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem cukrzycy i1 hiperangiotensynemii
[4,12]. Badania podje¢te przez J.H. Gillespie udokumentowaty odmienne biologiczne efekty
dziatania adenozyny i ATP, a tym samym byly pierwsza sugestia, iz zwiazki te moga oddzia-
tywac z biologicznymi efektorami za pomoca réznych systeméw przekazu sygnatu biologicz-
nego [41]. Jednakze dopiero badania podje¢te przez G. Burnstock w latach 70 ubieglego stule-
cia pozwolily na wysunigcie hipotezy, ktéra zaktadata istnienie btonowych receptoréw pury-
nowych dla adenozyny tzw. receptoréw P1 oraz dla ATP i ADP tzw. receptory P2 [21]. Te
obserwacje poparte wynikami p6zniejszych badan, prowadzonych przez rézne zespoty ba-
dawcze, otworzyly nowe spojrzenie na czasteczkg ATP, juz nie tylko jak na wewnatrz-
komérkowy magazyn energii, ale tez jako zewnatrzkomorkowy zwiazek sygnalowy umozli-
wiajacy komunikacj¢ pomiedzy komdrkami za pomoca specyficznych receptoréw

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

Do grupy czasteczek sygnatowych oprocz adenozyny, ATP, ADP, UTP oraz UDP
w pdzniejszym czasie zaliczono réwniez dinukleotydy np. diadenozynopolifosforany (Ap,A),
adenozynoguanozynopolifosforany (Ap,G), adenozynourydynopolifosforany (Ap,U) oraz
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD) [64,89,94]. Uwaza si¢, ze zwigzki te moga
bezposrednio pobudza¢ receptory P2, bedac jednoczesnie zrédtem pozakomoérkowych mono-
nukleotydéw 1 nukleozydoéw [147,151]. Nalezy jednak podkresli¢, ze gtdwnym zrédiem ATP

w plynie pozakomérkowym sa komoérki uwalniajace ten nukleotyd z cytoplazmy w sposéb
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konstytutywny. Szacuje si¢, ze w ten sposob uwolnieniu moze ulec okoto 0,1-1,0%
wewnatrzkomorkowej puli ATP [75]. Badania przeprowadzone w naszym laboratorium wy-
kazatly, ze izolowane kiebuszki nerkowe uwalniaja ATP w tempie 0,3 pmol/min/1000 kie¢-
buszkéw, a tempo to, pod wptywem draznienia mechanicznego, ulega zwigkszeniu o okoto
35% [68]. Uwalnianie ATP z komorek jest rowniez stymulowane przez hipotoni¢ ptynu po-
zakomorkowego, hipoksj¢ oraz przez zwiazki auto/parakryne (np. trombina, bradykinina, se-
rotonina) oddziatywujace na komérki za posrednictwem swoistych receptoréw [74]. Nalezy
zaznaczy¢, ze bodzce te prowadzg gtéwnie do lokalnego wzrostu stgzenia ATP w ptynie po-
zakomoérkowym, co moze prowadzi¢ do inicjacji sygnatowania na drodze auto- lub parakryn-
nej. Na przyktad w wyniku hipotonii ptynu pozakomérkowego wydzielanie ATP przez ko-
morki nabtonkowe mierzone w odlegtosci 1 um od btony komérkowej wzrasta okoto 1000-
krotnie [101]. Do wzrostu st¢zenia nukleotydow w ptynie pozakomérkowym dochodzi row-
niez w wyniku ich wydzielania z niektérych wewnatrzkomérkowych struktur, takich jak pe-
cherzyki synaptyczne zakonczen nerwowych lub ziarnistosci geste trombocytow [14].
W miejscach tych nukleotydy ulegaja akumulacji, osiagajac stezenie rzedu molarnego,
a zaburzenia w ich akumulacji moga wptywaé na ich stgzenia w ptynie pozakomérkowym.
Na przyktad stwierdzono zwigkszong akumulacj¢ Ap,A lub Gp,A w plytkach krwi u chorych
z przewlekla niewydolno$cia nerek oraz pierwotnym nadci$nieniem tgtniczym a zmianom
tym towarzyszylo podwyzszone st¢zenie tych zwiazkéw we krwi [58,130]. Z kolei u chorych
na cukrzyc¢ wykazano zwigkszong akumulacj¢ ATP/ADP w ptytkach krwi [88]. Wydaje sig,
ze zwigkszone uwalnianie nukleotydow do przestrzeni pozakomoérkowej, prowadzace
do lokalnego wzrostu ich st¢zenia, sprzyja u tych pacjentéw, ze wzgledu na prozapalne wta-
sciwosci nukleotydéw, rozwojowi zmian miazdzycowych [29,30,118]. Kolejnym zrédiem
pozakomoérkowych nukleotydéw sa komorki ulegajace lizie, co moze mie¢ niebagatelne zna-
czenie u chorych z ostrym zespolem rozpadu guza, kiedy to w wyniku interwencji terapeu-
tycznej dochodzi do naglego rozpadu komérek nowotworowych i do masowego uwalniania

zwiazkéow wewnatrzkomérkowych, w tym nukleotydéw, do ptynu pozakomérkowego [91].

Transport nukleotydéw przez btong komérkowa do ptynu pozakomdrkowego odbywa si¢
w wyniku egzocytozy pecherzykéw wydzielniczych lub przez kanaty jonowe [14,22]. Droga
egzocytarna jest charakterystyczna dla komoérek pobudliwych, ale badania przeprowadzone
w ostatnich latach wskazuja na mozliwo$¢ uwalniania ATP na drodze egzocytarnej rowniez
przez komorki niepobudliwe, np. komérki srédblonka czy komorki nabtonkowe cewki

blizszej nefronu [13,117,139]. Jednak dominujaca droga uwalniania nukleotydow przez



komérki niepobudliwe sg kanaty jonowe. Postuluje sig, ze transport nukleotydéw odbywa si¢
z wykorzystaniem struktur utworzonych przez biatka btonowe, tj. koneksyny i paneksyny
[106]. Wsréd innych biatek btonowych zaangazowanych w transport nukleotydéw wymienia
si¢ kanaly jonowe aktywowane przez rozciaganie (ang. stretch-activated cation channel,
SAC), blonowe kanaty anionowe zalezne od napigcia (ang. plasmalemmal voltage-dependent
anion channel; pl-VDAC), kanaty anionowe o wysokiej przewodnosci 300-400 pS, zwane
kanatami ,,maxi”, oraz bialka transportowe ABC [111,116]. Uwaza si¢, ze bodzce mechanicz-
ne i biochemiczne poprzez wptyw na wydzielanie ATP moga prowadzi¢ do zmiany wrazliwo-
sci wewnatrzkomoérkowych efektoréw dla hormondéw i neurotransmiterow. Postuluje sig, ze
u podstaw zmiany wrazliwosci lezy autokrynne oddzialywanie ATP z komérka i modyfikacja
wewnatrzkomorkowego stezenia cCAMP. W efekcie moze to prowadzi¢ do uwrazliwienia lub

powstania opornosci komérki na inne bodzce don docierajace [103].

Stezenie ATP 1 innych nukleotydow w ptynie pozakomérkowym uwarunkowane jest,
z jednej strony, tempem ich uwalniania z komoérek, a z drugiej, aktywnoscig ekto-enzymoéw,
nalezacych gltéwnie do grupy hydrolaz [146]. Nukleotydy ulegaja hydrolizie pod wptywem
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) hydrolizuja, miedzy innymi, ATP do AMP 1 PP;, ADP
do AMP i P; oraz diadenozynopolifosforany (Ap,A) do AMP i Ap,.;. W nerkach, przy uzyciu
metod immunohistochemicznych, wykazano ekspresje¢ NPP3 w kigbuszkach nerkowych oraz
w cewce blizszej [121]. Enzymy z grupy E-NTPDazy (NTPDazal-3) hydrolizuja ATP i ADP
do AMP oraz UTP i UDP do UMP. Obecnos¢ enzyméw z grupy E-NTPDazy wykazano
przede wszystkim w kiebuszkach nerkowych — na komérkach §rédbtonka i mezangium, prze-
strzeni okotocewkowej (NTPDazal) oraz w cewce dalszej (NTPDaza2, NTPDaza3) [69,138].
Ekto-5’-nukleotydaza (CD 73) hydrolizuje AMP do adenozyny, a wysoka ekspresj¢ tego en-
zymu stwierdza si¢ w cewce blizszej oraz fibroblastach okotocewkowych [27]. Natomiast
fosfataza alkaliczna, charakterystyczna dla cewki blizszej, jest niespecyficzna ekto-
fosfomonoesteraza. Wspotczesne badania biochemiczne dostarczyty takze dowodéw wskazu-
jacych na mozliwo$¢ powstawania nukleotydéw w ptynie pozakomérkowym w reakcji katali-
zowanej przez ekto-kinaz¢ adenylanowg i/lub ekto-kinaz¢ difosfonukleozydowa [146,147].
Aktywnos$¢ ekto-kinazy adenylanowej stwierdzono migdzy innymi w kiebuszkach nerkowych
[68]. Obecnos¢ w nerkach tak wielu réznorodnych ekto-enzymoéw odpowiedzialnych za

przemiany pozakomoérkowych nukleotydéw, jak i1 ich powstawanie wskazuje, ze aktywnos¢



odpowiednich ekto-enzymow moze by¢ czynnikiem ograniczajacym lub stymulujacym procesy
zachodzace w nefronie przy wspétudziale pozakomérkowych nukleotydow. Wsparciem tej
tezy sa wyniki doswiadczen przeprowadzonych w réznych stanach patofizjologicznych,
w ktérych zmianom aktywnosci enzymow hydrolizujacych nukleotydy towarzyszyly zabu-
rzenia funkcji nerek. Stwierdzono np., ze stres oksydacyjny, towarzyszacy krétkotrwatemu
niedokrwieniu nerki z nastgpcza reperfuzja, obniza w kigbuszkach nerkowych aktywnos¢
NTPD-azy [43]. Konsekwencja biochemiczng tych zmian moze by¢ lokalny wzrost st¢zenia
nukleotydéw przy jednoczesnym spadku stezenia adenozyny, co prowadzi do zwigkszonej
agregacji ptytek krwi oraz zapoczatkowania lokalnej reakcji zapalnej w mikrokrazeniu kieg-
buszkowym. Ponadto przejSciowe zmniejszenie aktywnosci E- NTPD-azy stwierdzono pod-
czas xenotransplantacji nerek, a przeciwdziatanie tym zmianom wydluzalo czas przezycia
przeszczepu [54]. Rowniez obnizona aktywno$¢ ekto-ATPazy obserwowano w kigbuszkach
nerkowych u tych pacjentéw, u ktérych po przeszczepie nerki wystgpowalo opdznienie
w podjeciu funkcji przez przeszczepiony narzad [135]. Badania dotyczace E-NTPD-azy oraz
E-NPP wykazaty, ze enzymy te odgrywaja réwniez rol¢ w rozwoju nefropatii cukrzycowe;j.
W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze E-NPP-1 obniza stopien autofosforylacji
receptora insulinowego, prowadzac do zmniejszenia przekazywania sygnatu do wngtrza ko-
morki, a nadekspresja tego biatka prowadzi do insulinoopornosci [5]. Ponadto w genie kodu-
jacy E-NPPI stwierdzono zmiany polimorficzne, ktérych wystgpowanie wiaze si¢ z wcze-
sniejszym rozwojem nefropatii cukrzycowej [24]. Z kolei u zwierzat z doswiadczalnie wywo-
tana cukrzyca przez podanie streptozotocyny wykazano, ze zablokowanie ekspresji genu dla
E-NTPDI nasila albuminuri¢ oraz szkliwienie ktgbuszkéw nerkowych [38], co sugeruje, ze
zaburzenia metabolizmu pozakomérkowych nukleotydéw moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju

nefropatii cukrzycowe;.

Liczne badania biochemiczne dostarczyty dowodéw, ktére wskazuja na funkcjonalne po-
wiazanie ekto-enzyméw metabolizujacych pozakomérkowe nukleotydy z ich receptorami.
Stwierdzono bowiem, iz centra katalityczne enzyméw hydrolizujacych nukleotydy zlokalizo-
wane sg w poblizu receptoréw purynowych P2 i z tego tez wzgledu dostgpnos¢ nukleotydéw
do poszczeg6lnych receptorow P2 moze ulega¢ ciagtej zmianie, a aktywnos¢ enzyméw moze
by¢ czynnikiem determinujacym aktywnos¢ receptoréw P2 [66,77]. Rowniez wykazano od-
wrotng zalezno$¢ — aktywacja receptoréw P2 modyfikuje aktywnos$¢ enzyméw hydrolizuja-

cych nukleotydy [3,83]. Podobnie jak ma to miejsce w przypadku uktadu cholinergicznego
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1 acetylocholiny [150], mozna zalozy¢, iz istnieje zaleznos¢ pomigdzy aktywnoscig enzymow

degradujacych pozakomoérkowe nukleotydy a sygnalowaniem wewnatrzkomoérkowym.

Posréd receptorow P2 wyodrgbniono dwie grupy: jonotropowa — P2X oraz metabotropo-
wa — P2Y [20]. Jak do tej pory sklonowano cDNA dla siedmiu receptorow P2X, tj. P2X,;
oraz dla o$miu receptoréw P2Y tj. P2Y246.11-14 [141]. Receptory P2X sa kanatami dla Ca2+,
Na*, K" bramkowanymi przez zewnatrzkomérkowy ATP, a ich aktywacja prowadzi do prze-
mieszczenia tych kationéw zgodnie z gradientem elektrochemicznym. Powoduje to zmiang
potencjalu btony komérkowej i otwarcie kanatéw wapniowych zaleznych od napigcia (ang.
voltage-operated calcium chanel; VOCC), w konsekwencji czego dochodzi do wzrostu stgze-
nia jonéw wapnia w cytoplazmie [Ca**];. Ponadto w przypadku receptoréw P2X; dtugotrwata
ich ekspozycja na wysokie stezenie ATP prowadzi rowniez do nieselektywnego zwigkszenia
przepuszczalnosci btony komoérkowej dla zwiazkéw chemicznych o masie czasteczkowe]
<900 Da [40]. Badania molekularno-stechiometryczne wykazaty, ze utworzony przez recep-
tory P2X kanat jonowy jest trimerem lub heksametrem [71]. Receptory P2X, ¢ stwierdzono
przede wszystkim na komoérkach centralnego i obwodowego uktadu nerwowego oraz na ko-
morkach migsnidwki gladkiej, natomiast receptory P2X; gtéwnie na komoérkach biorgcych

udzial w odpowiedzi immunologicznej [16].

Obecnos¢ receptorow P2X;; wykazano réwniez w nerkach. Badania czynnosciowe,
wsparte badaniami immunohistologicznymi oraz autoradiograficznymi dostarczyty dowodéw
wskazujacych na obecnos¢ receptoréw P2X; na tetniczkach doprowadzajacych [26,44,131].
Stan ich obkurczenia determinuje w 80-90% catkowita opornos¢ naczyn nerkowych, ktéra
z kolei warunkuje przeptyw krwi, cisnienie filtracyjne i filtracje kigbuszkowa. W wyniku
wzrostu ci$nienia tetniczego krwi, w zakresie wartosci 80-170 mmHg, dochodzi w nerkach
do zwigkszonego uwalniania ATP, ktéry poprzez receptory P2X; zlokalizowane
na tetniczkach doprowadzajacych, prowadzi do ich skurczu utrzymujac tempo filtracji kie-
buszkowej na stalym poziomie — tzw. zjawisko autoregulacji [81]. Wykazano, ze w proces
skurczu tetniczki doprowadzajacej posredniczony przez receptory P2X; zaangazowane
sgq metabolity kwasu arachidonowego [143,149]. Udziat receptoréw P2X; w autoregulacji
zostal réwniez udokumentowany w doswiadczeniach, przeprowadzonych w obecnosci anta-
gonisty receptoréw P2X; oraz na tetniczkach doprowadzajacych wyizolowanych od zwierzat,
u ktérych zablokowano ekspresj¢ genu dla receptoréw P2X; [56,57]. Na rolg uktadu puryner-
gicznego w autoregulacji wskazuja takze doswiadczenia, w ktorych — stosujac technik¢ mi-

krodializy narzadowej — wykazano, ze zwigkszenie cisnienia tgtniczego krwi prowadzi do
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wzrostu stezenia ATP w plynie srédmiazszowym nerek [98,99]. Obecnos¢ receptorow P2X,
poza tetniczka doprowadzajaca, wykazano rowniez na naczyniach tgtniczych nerek o réznej
srednicy, a ich aktywacja prowadzi do skurczu tych naczyn [45]. W obrebie komoérek kig-
buszka nerkowego stwierdzono w komoérkach mezangialnych oraz podocytach biatko lub
mRNA dla poszczeg6lnych receptorow P2X, co ze wzgledu na zdolnos$¢ tych komoérek do
skurczu, wskazuje na mozliwos¢ udziatu tychze receptoréw w regulaciji filtracji kigbuszkowe;j

[36,49,110,142].

Réwniez na komérkach nabtonkowych cewek blizszych i dalszych nefronu wykazano
obecnos¢ receptoréw P2X, sposrdd ktorych receptory P2X4 i P2X¢ sq najbardziej rozpo-
wszechnione [131,148]. Dodatkowo na modelach komoérek cewek zbiorczych wykazano
obecnos¢ rowniez receptorow P2Xs [45]. Zaréwno lokalizacja receptorow P2X na komoérkach
nablonkowych cewek na blonie podstawno-bocznej oraz szczytowej oraz to, ze zaréwno
w ptynie sr6dmiazszowym nerek, jak i cewkowym stwierdzono obecnos¢ ATP w stezeniu
wystarczajacym do pobudzenia receptoréw P2 wskazuje, ze pozakomoérkowe nukleotydy,
aktywujac receptory P2X, moga wplywac na transport jonéw zachodzacy w poszczegdlnych
odcinkach nefronu [119,132,144]. Hipotez¢ ta wspieraja wyniki doswiadczen, w ktdrych wy-
kazano, ze aktywacja receptorow P2X zwigksza metabolizm kwasu arachidonowego, czego
efektem jest zwigkszona synteza 20-HETE [149]. Zwiazek ten wptywa na reabsorpcj¢ jonow
sodu poprzez hamowanie aktywno$¢ Na*-K*-ATPazy w cewce blizszej oraz kotransportera
sodowo-potasowo-chlorkowego (NKCC2) w grubosciennym odcinku czesci wstepujacej petli

nefronu [86].

Druga grup¢ receptoréw P2, zwang P2Y, tworza receptory sprz¢zone z biatkami G. Re-
ceptory te sa aktywowane przez nukleotydy adeninowe (ATP, ADP), urydynowe (UTP,
UDP), diadenozynopolifosforany (Ap,A) lub nukleozydodifosfopochodne cukréw (UDP-
glukoza, UDP-galaktoza) [1,76]. Do wewnatrzkomérkowych efektoréw receptoréw P2Y na-
leza: fosfolipaza C P, cyklaza adenylanowa, kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny
(ang. mitogen-activated protein kinase; MAPK), kinazy Rho oraz btonowe kanaty jonowe
bramkowane napigciem (kanaty wapniowe i potasowe) lub biatkami G (kanaly potasowe)
[72]. Z uwagi na zréznicowane powinowactwo do agonistow w obrgbie receptorow P2Y wy-
réznia si¢ nastgpujace grupy: 1) aktywowane przez ATP (P2Y};); 2) aktywowane przez ADP
(P2Y,, P2Y12, 13); 3) aktywowane przez UTP (P2Y,, P2Y,); 4) aktywowane przez UDP
(P2Y¢) oraz 5) aktywowane przez UDP-glukoz¢ i UDP-galaktozg¢ (P2Y4). Wykazano,

ze receptory P2Y moga ulega¢ oligomeryzacji tworzac homodimery (np. P2Y,, P2Y;) oraz
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heterodimery (np. P2Y; 1 A;) [95]. Zjawisko oligomeryzaji moze odgrywac rol¢ w obnizeniu
wrazliwosci komorek na agonistg¢, bowiem wykazano, ze ilos¢ homodimeréw w btonie
komérkowej wzrasta pod wpltywem agonisty, a proces ten poprzedza zjawisko internalizacji
receptora [1]. Receptory P2Y sa szeroko rozpowszechnione na komoérkach ré6znych narzadéw
[16]. Obecnos¢ receptoréw P2Y wykazano na naczyniach krwionos$nych: tetniczce doprowa-
dzajacej — P2Y; odprowadzajacej — P2Y 46 Oraz na tgtnicach i zytach wewnatrznerkowych
— P2Y, [45]. Na materiale biologicznym pochodzacym od szczura i myszy, wykazano biatko
lub mRNA dla receptoréw P2Y w kigbuszkach nerkowych (P2Y,5), na komérkach mezan-
gialnych (P2Y246.11.12) na podocytach (P2Y;,6) oraz komoérkach nabtonkowych cewek
[6,7,8,49,142]. Ponadto doswiadczenia przeprowadzone na komoérkach srédbtonka, izolowa-
nych z kigbuszkéw nerkowych, przy uzyciu swoistych agonistow receptorow P2 wykazaty
obecnos¢ na tych komoérkach receptoréw P2Y, [105]. Biorac pod uwage wystepowanie recep-
torow P2Y na komérkach naczyn krwionosnych nerek oraz komoérkach kurczliwych kigbusz-
ka nerkowego wydaje sig, 1z receptory te moga odgrywac istotng role w regulacji hemodyna-
miki nerek. Ponadto wystgpowanie receptorow nalezacych do grupy P2Y, dla ktérych natu-
ralnymi agonistami sg inne nukleotydy, takie jak ADP, UTP sugeruje, ze réwniez i te nukle-
otydy moga modyfikowa¢ przeptyw krwi w nerkach oraz filtracj¢ klgbuszkowa. Liczne do-
swiadczenia przeprowadzone na hodowanych komdrkach bedacych modelami komdérkami
cewek blizszych oraz dalszych, jak i te doswiadczenia, w ktérych zastosowano perfundowane
wybrane fragmenty cewek dostarczyly informacji wskazujacych na wystgpowanie receptorow
P2Y na komoérkach cewek oraz ich zaangazowanie w procesy reabsorpcji jonéw sodu i wody.
Na przyktad wykazano, ze analogi ATP za posrednictwem receptoréw P2Y zmniejszaja ak-
tywno$¢ Na'™-K"™-ATPazy w cewkach blizszych, a efekt ten nie jest zwiazany ze zmiana
[Ca®™]; [65]. Ponadto, aktywacja receptoréw P2Y, zwicksza synteze i wydzielanie prostaglan-
dyny E przez komorki cewki dalszej, a przez to modyfikuja przepuszczalnos¢ tego odcinka

nefronu dla wody [124].

Analizujac rozmieszczenie poszczegdlnych receptoréw P2 nalezacych do grupy P2X
i P2Y w nerkach uwage zwraca obecnos¢ ich na tych samych strukturach anatomicznych
anawet na tych samych komoérkach. Taka lokalizacja receptoréw moze prowadzic¢
do wzajemnego oddziatywania receptorow P2X oraz P2Y na poziomie zardwno receptoro-
wym, jak i postreceptorowym. Zjawisko oddziatywania pomiedzy receptorami P2X i P2Y opisano
migdzy innymi, w trombocytach, gdzie wykazano synergistyczny wptyw pobudzenia receptoréw

P2 na [Ca*"]; [140]. Z kolei na komérkach glejaka C6, zblizonych fenotypowo do astrocytow,
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wykazano, ze oddzialywanie pomig¢dzy receptorami P2Y; 1 P2Y, moze modyfikowa¢ aktyw-

nos¢ wewnatrzkomorkowych kinaz warunkujacych proliferacje i r6znicowanie komorek [10].

Wiyniki licznych badan wskazuja na to, ze pozakomérkowe nukleotydy moga modyfiko-
wac filtracje kigbuszkowa, ktérej zmiany tempa nalezy rozwaza¢ w powiazaniu ze zmianami
aktywnosci cewkowych systeméw transportowych, przede wszystkim dla jonéw sodu. Wzrost
tempa filtracji klebuszkowej zwieksza zdolnos¢ komodrek cewki blizszej do reabsorpcji elek-
trolitow i wody (tzw. rownowaga kigbuszkowo-cewkowa), ale jednoczesnie prowadzi do sy-
tuacji, w ktoérej do cewki dalszej dociera zwigkszona ilos¢ jonéw sodu, co w konsekwencji
pociaga za sobg zmiany w hemodynamice nerek. Komérki nablonkowe cewki dalszej w od-
cinku wstgpujacym petli Henlego bezposrednio kontaktujace si¢ z tgtniczka doprowadzajaca
oraz posrednio z naczyniami kapilarnymi kigbuszka nerkowego tworza tzw. plamke gesta.
Charakteryzuja si¢ one wysoka aktywnoscig kotransportera sodowo-potasowo-chlorkowego
(ang. Na-K-Cl cotransporter; NKCC) zlokalizowanego w blonie luminalnej, wysoka prze-
puszczalnoscig dla wody, duza ilo$cia mitochondriéw oraz niska aktywnoscia Na-K-ATPazy
w blonie podstawno-bocznej [11]. Wiasciwosci te umozliwiaja komoérkom plamki gestej do-
stosowywanie tempa reabsorpcji jondw sodu do ich st¢zenia w ptynie cewkowym, a co wig-
cej, leza u podstaw powstania i przekazania sygnatu do efektoréw regulujacych hemodynami-
ke kigbuszkéw nerkowych. W konsekwencji dochodzi do zmniejszenia tempa filtracji kie-
buszkowej oraz ilosci przefiltrowanych jonéw sodowych. Proces ten nosi nazwe sprzezenia
cewkowo-kigbuszkowego (ang. tubuloglomerular feedback, TGF). Sposréd proponowanych
substancji sygnatowych, wykazujacych wtasciwosci naczynioruchowe, istotne znaczenie wy-
daje sig, ze pelni ATP oraz adenozyna [25,80,100]. Szczegdlne zainteresowanie budzi ATP,
ktérego stezenie w ptynie srédmiazszowym nerek ulega zmianom zaleznym od aktywnosci
TGF [98]. Inna konsekwencjq wynikajaca ze zwigkszonej ilosci jonéw sodu docierajacych do
cewki dalszej jest ich zwigkszona reabsorpcja przez komérki nabtonkowe cewek taczacych
z wykorzystaniem kanaléw sodowych (ang. epithelial Na channel, ENaC). Informacja ta jest
przekazywana do tetniczki doprowadzajacej, powodujac jej rozkurcz, a w konsekwencji do-
chodzi do zwigkszenia tempa filtracji kigbuszkowej. Jak do tej pory nie zostata zidentyfiko-
wana substancja sygnatowa dla tego procesu, nazwanego — sprze¢zeniem cewka dystalna-
kigbuszek (ang. connecting tubule glomerular feedback; CTGF), ale pod uwage bierze si¢
rowniez zwiazki purynowe [108]. Analizujac rol¢ uktadu purynergicznego w regulacji funkcji
nefronu, nalezy rowniez mie¢ na uwadze to, iz pozakomoérkowe nukleotydy moga by¢ zaan-

gazowane w TGF 1 CTGF na etapie sygnalowania, ale réwniez moga bezposrednio oddziatywac
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na komorki plamki gestej oraz cewek taczacych modyfikujac aktywnos¢ NKCC oraz ENaC
[15,79,134]. Tak wiec prawdopodobnie TGF oraz CTGF, in vivo, w sposob ciagly
1 przeciwstawny dostosowuja tempo filtracji kigbuszkowej do aktywnosci systeméw transpor-

towych cewek nerkowych.

Reasumujac szerokie rozpowszechnienie receptorow P2 w nerkach, ktérych aktywacja
moze zmienia¢ hemodynamike nerek 1 filtracje klebuszkowa, a takze aktywnoS¢ systemow
transportowych w cewkach blizszych i dalszych sugeruje, iz uktad purynergiczny wydaje si¢
by¢ istotnym ogniwem w regulacji funkcji nerek. Teze t¢ wzmacniaja wyniki badan in vivo

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

Z wczesniej przeprowadzonych przez mnie badan wynika, ze pozakomérkowy ATP jest
potencjalnym czynnikiem wptywajacym na motoryke naczyn kapilarnych kigbuszka nerko-
wego. Za posrednictwem receptorow P2X i P2Y wywotuje on skurcz badz rozkurcz kigbusz-
kéw, przez co zmienia wielkos¢ powierzchni filtracyjnej — czynnika warunkujacego tempo

filtracji ktgbuszkowe;j.

Celem obecnej pracy bylo wyjasnienie czy inne pozakomoérkowe mononukleotydy
1 dinukleotydy, podobnie jak ATP, pobudzaja motoryke naczyn kapilarnych ktgbuszkéw ner-
kowych oraz czy znajduje to swd) wyraz w zmianach hemodynamiki nerek
w doswiadczeniach in vivo. Podjeto rowniez probe scharakteryzowanie wewnatrzkomorko-
wych drog sygnalowania lezacych u podstaw zmian w dynamice kilgbuszkéw nerkowych,
wynikajacych z aktywacji receptorow purynowych P2. Ponadto przeprowadzono doswiad-
czenia na znieczulanych zwierzetach, ktérych celem byto zbadanie in vivo potencjalnych wia-

sciwosci natriuretycznych pozakomérkowych nukleotydéw.
Szczegdtowe cele poszczegdlnych etapéw pracy badawcze;j:

I. Ocena reaktywnosci izolowanych kigbuszkéw nerkowych, mierzona ich zdolnoscia
do skurczu lub rozkurczu, w stosunku do: mononukleotydéw (ADP, AMP, UTP) oraz
dinukleotydéw (diadenozynopolifosforany; ApsA, ApsA, ApsA), bedacych agonistami re-

ceptorow P2 i potencjalnymi prekursorami mononukleotydéw.

2. Ocena zaangazowania izoenzymoéw syntazy tlenku azotu, cytoplazmatycznej cyklazy gu-
anylanowej w rozkurcz ktgbuszkéw oraz kinaz Rho w skurcz kigbuszkéw posredniczony

przez receptory P2.

3. Ocena in vivo potencjalnej roli uktadu purynergicznego w regulacji tempa filtracji kig-
buszkowej oraz wydalania jonéw sodu wraz z identyfikacjq miejsc transportu jonéw sodu

w nefronie, podlegajacych regulacji przez zewnatrzkomorkowe nukleotydy.
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4. WYNIKIIDYSKUSJA

4.1. Purynergiczna regulacja hemodynamiki i filtracji klgbuszkowej

Filtracja kigbuszkowa jest procesem zachodzacym w kigbuszkach nerkowych, utworzo-
nych przez sie¢ naczyn kapilarnych otoczonych torebka Bowmana. Zewngtrzna strona naczyn
kapilarnych opleciona jest przez podocyty oraz ich wypustki stopowate. Natomiast pomigdzy
petlami naczyn kapilarnych znajduja si¢ komoérki mezangialne, tworzace wraz z macierza
pozakomoérkowq — mezangium. Zasadniczym elementem filtru kigbuszkowego jest btona pod-
stawna, w ktorej zakotwiczone sa komoérki mezangialne, oraz blona szczelinowa rozpigta po-
migdzy wypustkami stopowatymi podocytéw. Btona podstawna, od strony $§wiatta naczynia,
pokryta jest nieciagla warstwa komorek srodbtonka. Komorki te charakteryzujq si¢ zdolnoscia
do produkcji 1 wydzielania zwiazkéw o dziataniu naczynioruchowym, m.in. tlenek azotu, pro-
staglandyny, kininy. Z kolei mezangiocyty i podocyty, dzigki ich zdolnosci do skurczu i roz-
kurczu, zmieniaja powierzchnig¢ filtracyjng oraz jej przepuszczalnos¢ i w ten sposéb tworza
wewnatrz-kiebuszkowy system regulujacy hemodynamike i filtracje kigbuszkowa [85,92].
W komérkach tych wykazano obecno$¢ szeregu receptorow wrazliwych na dziatanie substan-
cji o dziataniu naczynioruchowym, takich jak angiotensyna II, wazopresyna, adenozyna, ANF
— indukujacych skurcz badz relaksacj¢ ktgbuszkéw nerkowych [123]. W ostatnich latach wie-
le uwagi poswigcono roli receptoréw purynowych w regulacji hemodynamiki kigbuszkéw
nerkowych, ze szczegdélnym uwzglednieniem ATP i innych agonistow receptoréw P2, ktérych
obecnos¢ wykazano nawszystkich trzech typach komorek kiebuszka nerkowego

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

Wiasciwosci naczynioruchowe ATP w odniesieniu do naczyn kapilarnych kigbuszka ner-
kowego zostaly po raz pierwszy wykazane w naszym laboratorium [60]. Na modelu izolowanych,
szczurzych kigbuszkéw nerkowych, pozbawionych torebki Bowmana oraz te¢tniczki doprowadzaja-
cej 1 odprowadzajacej, wykazaliSmy, ze ATP dodany do zawiesiny kigbuszkéw obkurcza je,
a kiebuszki uprzednio obkurczone angiotensyna Il — rozkurcza. Stosowanym przez nas wyznacz-
nikiem skurczu i rozkurczu kigbuszka jest jego objetos¢ inulinowa (ang. glomerular inulin spa-
ce, GIS), ktorej zmiany saq odzwierciedleniem zmian przestrzeni wewnatrzkapilarnej. Wczesniej-
sze badania dowiodly, ze aparat kurczliwy izolowanych kigbuszkéw nerkowych jest wrazliwy
na dziatanie znanych czynnikéw naczynioaktywnych, takich jak angiotensyna II, adenozyna, ANF,

co znalazto swoj wyraz w odpowiednich zmianach wartosci GIS [39,113,114,126,128].
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Stosujac powyzszy model doswiadczalny, po raz pierwszy wykazaliSmy, ze nie tylko
ATP, ale rowniez inne nukleotydy, jak ADP 1 UTP, posiadaja wlasciwosci naczynioruchowe
w odniesieniu do izolowanych kigbuszkéw nerkowych. Z kolei AMP takiego dzialania
na kigbuszki nie wykazywal. Dzialanie ADP i1 UTP na kiebuszki nerkowe, podobnie
jak dziatanie ATP, jest krétkotrwate i dwukierunkowe — bowiem nukleotydy te wywotuja
skurcz kigbuszkéw rozkurczonych i odwrotnie, rozkurczaja kigbuszki uprzednio obkurczone
angiotensyng II [61,63]. Réwniez diadenozynopolifosforany (Ap,A), takie jak: Aps;A, ApsA
1 ApsA, zmieniaja napigcie naczyn kapilarnych kiebuszka nerkowego. Badania wykazaty,
ze ApsA indukuje rozkurcz a ApsA i ApsA skurcz izolowanych kigbuszkéw nerkowych
[125]. Zmiany wywotane przez dinukleotydy, przeciwnie do zmian wywotanych przez mono-
nukleotydy, sa dlugotrwate, co mozna ttumaczy¢, przynajmniej czg¢sciowo, zwigkszong opor-

noscia diadenozynopolifosforanéw na dziatanie ekto-hydrolaz [84,151].

Rozwazajac zaangazowanie receptorow purynowych w dynamice naczyn kapilarnych
kigbuszka, mozna przyjac, ze receptory P2 — zaréwno typu P2X, bedace kanatami jonowymi,
jak 1 typu P2Y, zwiazane z biatkami G — obecne na wszystkich trzech rodzajach komorek
kigbuszka, posrednicza w skurczu lub rozkurczu, indukowanym przez zewnatrzkomérkowe
nukleotydy. Posrednich dowodéw wskazujacych na udziat receptoréw P2Y w mediowaniu
rozkurczu izolowanych kigbuszkéw dostarczyly doswiadczenia, ktore wykazaty,
ze antagonista receptorow P2 o wysokim powinowactwie do receptorow P2Y — bigkit reak-
tywny 2 — hamuje rozkurczajace dzialanie ATP/ADP oraz ApsA [63,125]. Z kolei doswiad-
czenia z uzyciem analogéw ATP jednoznacznie potwierdzity zaangazowanie receptoréw P2Y
w mediowaniu rozkurczu ktgbuszkéw, uprzednio obkurczonych angiotensyna II. 2-Metylotio-
ATP (2-MeSATP), agonista szerokiego spektrum receptoréw P2Y (P2Y¢.11.13), dodany do
zawiesiny ktgbuszkéw obkurczonych angiotensyng Il rozkurczat je, podczas gdy inny analog,
B,y-metyleno-ATP (B,y-meATP) — agonista receptorow P2X (P2X 3), takiego dziatania nie
wykazywat [1,61,62]. Uzycie wysoce specyficznego antagonisty receptorow P2Y;, tj. MRS
2179, umozliwito zidentyfikowanie typu receptora, za posrednictwem ktérego ApsA indukuje

rozkurcz izolowanych kigbuszkéw nerkowych [125].

Z prowadzonych przez nas badah nad mechanizmem obkurczania izolowanych kigbusz-
kéw wynika, ze mediatorami skurczu moga by¢ receptory nalezace do typu P2X, jak réwniez
posredniczace w rozkurczu receptory typu P2Y. Okazalo si¢ bowiem, ze czynnikami obkur-
czajacymi izolowane kiebuszki, oprécz naturalnych mononukleotydéw (ATP, ADP, UTP)
i dinukleotydow (ApsA i ApsA) sa rowniez wyzej wspomniane analogi ATP, tj. B,y-meATP —
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agonista receptorow P2X oraz 2-MeSATP — agonista receptorow P2Y. Ponadto obkurczajace
dziatanie ATP mozna bylo catkowicie zahamowac¢, gdy do srodowiska kigbuszkéw dodano

inhibitor receptoréw P2 — suraming lub inhibitor receptoréw typu P2Y — btekit reaktywny 2 [62].

Analizujac wywotany przez nukleotydy adeninowe skurcz oraz rozkurcz ktgbuszkéw, ko-
nieczne byto uwzglednienie mozliwosci interakcji adenozyny z receptorami P1 (A;, Ay 1 A3).
Mono- 1 dinukleotydy adeninowe sa potencjalnymi prekursorami adenozyny w ptynie poza-
komérkowym. Zwiazki te w przestrzeni pozakomoérkowej ulegaja hydrolizie w obecnosci
ekto-hydrolaz, mig¢dzy innymi do adenozyny [133]. Wielokrotnie udokumentowano,
ze adenozyna indukuje skurcz izolowanych kigbuszkéw lub mezangiocytéw, poprzez aktywa-
cje receptoréw Aj, oraz rozkurcza naczynia krwionosne, poprzez aktywacj¢ receptoréw typu
Aoa 1 Agp [33,37,46,47,102]. Aby okresli¢ mozliwy udzial receptoréw P1 w indukowanym
przez di- i mononukleotydy skurczu i rozkurczu kigbuszkéw, dziatanie tych zwigzkéw badano
w obecnosci inhibitoréw receptorow adenozyny, tj. teofiliny i syntetycznych pochodnych
ksantyny (DPCPX, DMPX). Okazato si¢ jednak, ze zablokowanie receptoréw adenozyno-
wych nie zmienia, w zauwazalny sposéb, dzialania badanych przez nas mono- i dinukleoty-

dow.

Biorac pod uwagg profil receptorowy agonistow indukujacych rozkurcz naczyn krwiono-
snych, mozna wnioskowac, ze w proces rozkurczu ktgbuszkéw nerkowych zaangazowane sa
receptory typu: P2Y, P2Y,, P2Y, [1]. Hipotez¢ t¢ wzmacniaja doniesienia na temat obecno-
sci tych receptorow na komorkach kigbuszka nerkowego, m.in. na komorkach srédbtonka
[45,105]. Jednakze doniesienia z ostatnich lat wskazuja, ze komoérki srodbtonka naczyn po-
siadaja rowniez receptory P2X, ktére mediujaq rozkurcz naczyn krwionosnych [50,51,145].
Z naszych obserwacji nie wynika, aby receptory P2X, przynajmniej P2X; i P2X3, uczestni-
czyly w rozkurczu izolowanych kigbuszkéw nerkowych. Natomiast receptory P2X, a takze
receptory typu P2Y posrednicza w skurczu kiebuszka wywolanym obecnoscia nukleotydow
w Srodowisku pozakomérkowym, i prawdopodobnie jest to efektem aktywacji puli recepto-
row zlokalizowanych na komoérkach kurczliwych, czyli mezangiocytach i podocytach. Nie
mozna tez wykluczy¢ wzajemnego oddzialywania receptoréw P2X i P2Y, polegajacego na
czgsciowym buforowaniu efektu aktywacji receptoréw zlokalizowanych na komérkach kurcz-
liwych kigbuszka przez receptory zlokalizowane na komorkach srédbtonka. Taki mechanizm
buforowania, polegajacy na zaangazowaniu réznych typow receptorow adenozynowych
(A1 1 Aza), ktorych aktywacja prowadzi do przeciwstawnych efektéw, opisano dla tetniczek

ktebuszka nerkowego [97].
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Liczne doniesienia z roznych osrodkéw badawczych oraz obserwacje wlasne sktaniajg do
postawienia tezy, ze przeciwstawny kierunek dziatania zewnatrzkomérkowych nukleotydow,
wyrazajacy si¢ skurczem 1 rozkurczem kigbuszkéw nerkowych, wynika z pobudzenia obu
typoéw receptoréw P2, zlokalizowanych na mezagiocytach i podocytach (skurcz) lub na ko-
morkach §rédbtonka (rozkurcz). Tym samym wydaje si¢, ze o kierunku zmian objetosci kie-
buszka decyduje gtéwnie typ komoérek receptorowych kigbuszka, eksponowanych na dziata-
nie pozakomérkowych nukleotydéw. Rola odpowiedniego typu komoérek receptorowych
w procesie skurczu i relaksacji zostata dobrze udokumentowana, m.in. dla tetnicy nerkowe;.
Wykazano bowiem, ze aktywacja receptoréw purynowych P2X; czy P2Y, zlokalizowanych
na migsnidwce tetnicy nerkowej prowadzi do skurczu, natomiast zlokalizowanych na komor-

kach srédblonka tetnicy nerkowej prowadzi do zaleznego od NO rozkurczu [44,45].

Jest wigc prawdopodobne, Zze o kierunku zmian objgtosci kiebuszka, i tym samym
o wielkosci powierzchni filtracyjnej, decydowa¢ bedzie dostgpnos¢ agonisty znajdujacego si¢
w plynnie pozakomérkowym do odpowiedniego typu komérek receptorowych, tj. komérek

srodbtonka lub mezagiocytow 1 podocytow.

Unikatowe, dwukierunkowe dziatanie pozakomoérkowych mononukleotydéw, w tym
gléwnie ATP 1 ADP ze wzglgdu na ich uwalnianie na drodze auto- i1 parakrynnej
przez komorki kigbuszka, pozwala sytuowac te zwigzki posrod szczegdlnych czynnikéw re-
gulujacych filtracj¢ ki¢buszkowa. Zwazywszy na struktur¢ kigbuszka nerkowego,
a szczeg6lnie na wystgpowanie tzw. petli mezangialnych, oplatajace naczynia kapilarne [55],
naprzemienny skurcz i rozkurcz kigbuszka nerkowego moze, w warunkach fizjologicznych,
utatwia¢ przeptyw krwi przez naczynia kapilarne kigbuszka nerkowego. Z drugiej strony, dtu-
gotrwala ekspozycja receptoréw purynowych na nukleotydy, w sytuacji zwigkszonego ich
uwalniania (np. z komoérek uktadu immunologicznego w przebiegu kigbuszkowego zapalenia
nerek) moze przyczyni¢ si¢ do zaburzenia funkcji kigbuszkéw, a w konsekwencji do uposle-

dzenia funkcji nerek [34,53].

Przedmiotem naszych dociekan byl réwniez wewnatrzkomérkowy mechanizm sygnato-
wania, prowadzacy do rozkurczu oraz skurczu izolowanych kigbuszkéw nerkowych pod
wplywem ATP. Jednym z klasycznych mediatoréw rozkurczu naczyn jest NO, powstajacy
w reakcji katalizowanej przez syntaz¢ tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase; NOS), enzym
konstytutywny, wystepujacy w kigbuszkach nerkowych w dwéch izoformach — endotelialnej
1 neuronalnej. W oparciu o pomiar akumulacji L-cytruliny wykazaliSmy, ze ATP zwigksza

aktywnos¢ NOS w kigbuszkach nerkowych, a efekt ten catkowicie znosi niespecyficzny
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inhibitor enzymu — N*®-nitro-L-arginina. Z kolei specyficzny inhibitor izoformy neuronalne;
NOS, 7-nitroindazol, nie zmieniat dziatania ATP na kt¢gbuszki. Powyzsze wyniki wskazuja na
zaangazowanie tlenku azotu powstalego w reakcji katalizowanej przez endotelialng izoforme
NOS w indukowanym przez ATP rozkurczu kigbuszkéw nerkowych. Rola NO powstajacego
w wyniku aktywacji receptorow, w tym receptorow P2Y, zlokalizowanych na komoérkach
srédblonka naczyn, w rozkurczajacym dzialaniu na naczynia krwionosne jest dobrze udoku-
mentowana w swiatowym pismiennictwie [23,31,70]. Wieloletnie badania biochemiczne
prowadzone w licznych laboratoriach dostarczyty dowodéw na to, ze NO prowadzi do roz-
kurczu miesniéwki gladkiej na drodze zaleznej od kinazy biatkowej G oraz niezaleznej od
tego enzymu [93]. Rozkurcz na drodze zaleznej od kinazy biatkowej G jest wynikiem akty-
wacji, za posrednictwem NO, cytoplazmatycznej cyklazy guanylanowej i wzrostu syntezy
cGMP. WykazaliSmy, ze inhibitory cytoplazmatycznej cyklazy guanylanowej (niespecyficzny
— bigkit metylenowy oraz specyficzny — ODQ) znosza stymulowany przez ATP rozkurcz kie-
buszkéw oraz akumulacj¢ cGMP. Tak wiec rozkurcz kigbuszkéw nerkowych, indukowany
przez ATP, jest zalezny od cGMP i najprawdopodobniej od kinazy biatkowej G. Reasumujac,
wyniki do§wiadczen pozwolity na ustalenie purynergicznego szlaku sygnatowego wiodacego
do rozkurczu kiebuszkéw nerkowych oraz prawdopodobnych zmian w filtracji kigbuszkowej,

co mozna opisa¢ w nastgpujacy sposob:

Pozakomorkowy nukleotyd — receptor P2Y /P2Y»/P2Y, — 1/ Ca’* ]i— NO — cGMP —

—rozkurcz ktebuszkow —1 powierzchnia filtracyjna — 1 filtracja ktebuszkowa

Nie wydaje si¢, aby zwigkszenie powierzchni filtracyjnej, bylo jedynym mechanizmem,
przez ktéry zewnatrzkomorkowe nukleotydy modyfikuja filtracje kiebuszkowa. Wykazano
bowiem, ze stymulacja receptoréw P2 zwigksza przepuszczalnos¢ komoérek srédbtonka drob-
nych naczyn krwionosnych [129]. Tym samym jest prawdopodobne, ze badane nukleotydy
moga wpltywaé réwniez na ,,szczelnos¢” filtru kigbuszkowego. Taki mechanizm dziatania
zaobserwowano dla estrogenu, ktéry — nie zmieniajac cisnienia t¢tniczego krwi — zwigkszat
wspotczynnik przepuszczalnosci filtru kiebuszkowego i w konsekwencji prowadzit do wzro-

stu filtracji kiebuszkowej [107].

Kolejne badania dostarczyly przestanek, wskazujacych, iz opisany purynergiczny szlak
sygnatowania moze zachodzi¢ podczas stosowania lekow modyfikujacych aktywnos$¢ uktadu

sercowo-naczyniowego. WykazaliSmy bowiem, ze selektywny antagonista receptorow
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Bi-adrenergicznych, jakim jest nebiwolol, zwigksza uwalnianie ATP z izolowanych ki¢busz-
kow nerkowych, prowadzac jednoczesnie do ich rozkurczu, a proces ten zachodzi

z zaangazowaniem NOS i cytoplazmatycznej cyklazy guanylanowej [67].

Innym mechanizmem prowadzacym do rozkurczu kigbuszkéw nerkowych w obecnosci
ATP moga byC procesy zalezne od cyklooksygenazy 1 (COX-1), enzymu katalizujacego
przemian¢ kwasu arachidonowego w nietrwalg prostaglandyne H, (PGH»), bedaca prekurso-
rem prostaglandyny E, (PGE,) oraz prostacykliny I, (PGL). Prostanoidy te poprzez aktywacj¢
receptorow EP4 oraz IP zwigkszaja syntez¢ cAMP, a ten z kolei aktywuje kinaz¢ biatkowa A
(PKA), doprowadzajac do rozkurczu naczyn krwionosnych. Przestanka wskazujaca na zaan-
gazowanie takiego mechanizmu jest obecnos¢ COX-1, EP4 oraz IP w kigbuszkach nerkowych
[48,87], a takze wyniki doswiadczen, w ktérych analog PGI,, iloprost, zapobiegal obkurcze-
niu izolowanych kiebuszkéw nerkowych pod wplywem cyklosporyny A [78]. Ponadto
stwierdzono, ze aktywno$¢ COX ulega zwigkszeniu pod wptywem NO, co w konsekwencji
prowadzi do zwigkszenia syntezy prostanoidow [28,90]. Biorac pod uwage powyzsze infor-
macje oraz to, ze zewnatrzkomérkowy ATP zwigksza uwalnianie NO w izolowanych kte-
buszkéw nerkowych, mozna wnioskowac¢, ze ATP za posrednictwem receptoréw P2Y uru-
chamia wzajemnie oddziatywujace szlaki metaboliczne, zalezne od cGMP i cAMP. Z prze-
prowadzonych przez nasz zesp6t badan wynika, ze aktywacja obu szlakéw, zaleznych od
cAMP i cGMP, jest konieczna do wystapienia stymulowanego przez ATP rozkurczu izolowa-
nych kiebuszkéw nerkowych, bowiem zablokowanie jednego z nich znosi rozkurczajace dzia-
tanie ATP (dane nie publikowane). Jak wynika z licznych doniesien, stymulacja aktywnosci
PKA prowadzi do rozkurczu migsnidwki naczyn krwionosnych. Jednakze kilka ostatnich do-
niesien wskazuje na udzial tego enzymu réwniez w obkurczaniu naczyn krwionosnych
[52,137]. Badania przeprowadzone w naszym laboratorium ujawnity mig¢dzy innymi obkur-
czajace dziatanie niektorych pochodnych cAMP w odniesieniu do izolowanych kigbuszkow
nerkowych [136]. Podsumowujac, rola PKA oraz wzajemna relacja szlakéw zaleznych od
cAMP i cGMP w stymulowanym przez ATP rozkurczu kigbuszkéw nerkowych wymaga dal-
szych, pogtebionych badan.

Liczne dowody doswiadczalne wskazuja, ze aktywacja receptoréw P2 prowadzi
do wzrostu [Ca™];, co z kolei w mezangiocytach oraz podocytach prowadzi do, zaleznej
od kompleksu Ca**/kalmodulina, aktywacji kinazy lekkich taficuchéw miozyny i fosforylacji
lekkich tancuchéw miozyny. W efekcie dochodzi do oddziatywania miozyny z aktyna, czego

rezultatem jest skurcz mezangiocytow 1 podocytow [92,123]. Badania nad mechanizmem
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skurczu miocytéw dostarczyly dowodéw na istnienie alternatywnego mechanizmu skurczu,
z udzialem kinaz Rho [112]. W celu weryfikacji hipotezy zakladajacej udziat kinaz Rho
w stymulowanym przez zewnatrzkomérkowym ATP skurcz izolowanych kigbuszkéw, wyko-
nana zostata seria doswiadczen z uzyciem specyficznego inhibitora kinaz Rho (Y27632).
Wyniki przeprowadzonych przez nas badan wykazaty zaangazowanie kinaz Rho
w wywotanym przez ATP, ADP, UTP i mediowanym przez receptory P2 skurczu izolowa-
nych kigbuszkéw nerkowych. Wydaje si¢, ze ewentualne zmiany w wewnatrzkomérkowym
sygnalowaniu na poziomie kinaz Rho moga przyczynia¢ si¢ do zaburzen w dynamice naczyn

np. u pacjentéw z cukrzyca typu 1 czy tez w nadcisnieniu tgtniczym [18,130].

Aby oceni¢, czy obserwowane zmiany objetosci izolowanych kiebuszkéw nerkowych
znajduja odzwierciedlenie w zmianach hemodynamiki i filtracji kiebuszkowej, przeprowadzi-
lismy seri¢ do§wiadczen na znieczulonych szczurach, ktérym do krazenia ogélnego podawano
dinukleotyd — ApsA. Nukleotyd ten uzyto ze wzgledu na dtuzszy czas trwania we krwi kraza-
cej (Ty: ~ 3 min [84]) niz testowane w doswiadczeniach in vitro mononukleotydy (T, dla
ATP <0,2 s [96]). W zastosowanych warunkach doswiadczalnych ApsA zmienial hemodyna-
mike nerek, co znajdywato swdj wyraz w spadku filtracji klebuszkowej 1 przeptywu krwi
przez nerki. Zwazywszy, iz produktem hydrolizy ApsA jest adenozyna, nukleozyd o potwier-
dzonym dziataniu obnizajacym hemodynamike nerek, zastosowano teofiling, ktora nie zmie-
niata dziatania ApsA. Z kolei suramina, antagonista receptoréw P2, catkowicie zahamowata
dzialanie ApsA na nerki. Wyniki tych doswiadczen potwierdzily udziat receptoréw P2 w re-
gulacji hemodynamiki ktgbuszkéw nerkowych, jednak nie pozwolity ustali¢, czy czynnikiem

indukujacym receptory P2 jest ApsA per se czy tez jego metabolit ATP.

4.2. Purynergiczna regulacja transportu jonoéw sodu w cewkach nerkowych

W doswiadczeniach in vivo wykazalismy, ze zewnatrzkomoérkowe nukleotydy moga od-
grywac istotng rol¢ w regulacji nie tylko tempa filtracji kigbuszkowej, ale i reabsorpcji jonéw
sodu 1 wody. Badania wykazatly, ze ApsA zwigksza wydalanie jonéw sodu z moczem, pomi-
mo ze obniza tadunek filtrowanego sodu [122]. Nalezy podkresli¢, ze cewkowe systemy
transportu jonéw sodu okazaty si¢ bardziej wrazliwe na ApsA niz mechanizmy regulujace
hemodynamikg, bowiem dziesigciokrotnie mniejsza dawka ApsA hamowata reabsorpcje sodu
w nerkach [59]. Suramina zahamowata dziatanie natriuretyczne i diuretyczne Ap4A, podczas
gdy teofilna byta bez wpltywu, co potwierdza, ze rowniez transport jonéw sodu moze podle-

ga¢ purynergicznej regulacji z zaangazowaniem receptoréw P2 [127].
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W oparciu o badania klirensowe litu 1 sodu okreslono, ze miejscem dzialania ApsA
w nefronie jest gtdwnie cewka blizsza [122]. Giéwnym mechanizmem transportu jonéw
w cewkach blizszych jest Na'™-K*-ATPazy, ktdra jest punktem uchwytu dziatania wielu hor-
mondw na reabsorpcj¢ jonéw sodu w cewce blizszej. Istnieja doniesienia, iz miejscem regula-
cji natriurezy moze by¢ réwniez wymieniacz jonéw sodu na proton (NHE) [35]. Z badan
prowadzonych na hodowli komodrek wynika, ze analogi ATP za posrednictwem receptorow
P2Y zmniejszajg aktywnos$¢ Na*-K*-ATPazy [65]. Z kolei na izolowanych cewkach blizszych
wykazano, ze aktywacja receptorow P2Y, prowadzi do zahamowania aktywnosci NHE-3 [9].
Wykazano réwniez, ze aktywacja receptorow P2X zwigksza metabolizm kwasu arachidono-
wego, w efekcie czego dochodzi do zwigkszenia syntezy 20-HETE, czynnika hamujacego
aktywno$¢ Na'™-K*-ATPazy [86,149]. Biorac pod uwage badania wtasne in vivo oraz innych
autoréw in vitro, a takze fakt wystgpowania w cewce blizszej receptorow purynowych P2,
mozna wnioskowac, ze ApsA 1/lub jego metabolit ATP sa naturalnie wystgpujacymi czynni-

kami regulujacymi reabsorpcj¢ jondw sodu w nerkach.

Postugujac si¢ parametrami opisujacymi frakcyjne wydalanie jonéw sodu 1 wody, wyli-
czono, ze frakcja sodu wydalanego z moczem w stosunku do naptywajacej do cewki dalszej
nie zmienia si¢ pod wptywem Ap4A, pomimo ze doszto do zwigkszenia tadunku sodu docie-
rajacego do cewki dalszej. Wyniki tych doswiadczen sugeruja, ze ApsA stymuluje reabsorp-
cje jonéw sodu w cewce dalszej. Kwestig pozostajaca przedmiotem dalszych badan jest préba
odpowiedzi na pytanie, czy zwigkszona reabsorpcja jondw sodu w cewce dalszej jest efektem
kompensacji dystalnej czy wynikiem oddziatywania receptoréw P2 z biatkami transportuja-
cymi jony sodu? Wydaje si¢, ze zmiany te moga mie¢ charakter kompensacyjny, jako ze
w wigkszosci prac autorzy wskazuja raczej na hamowanie niz aktywacj¢ reabsorpcji jonéw

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

Jak wynika z przeprowadzonych badan, ApsA zwigkszatl tadunek jonéw sodu docieraja-
cych do cewki dystalnej, co w $wietle wspdtczesnego stanu wiedzy powinno prowadzic¢
do zwigkszonej sekrecji i wydalania jonéw potasu z moczem [115]. Brak efektu kaliuretycz-
nego sugeruje, ze Ap4A, badz jego metabolity (ATP i adenozyna), za posrednictwem recepto-
row purynowych zlokalizowanych w cewce dalszej hamuja sekrecj¢ jonéw potasu. Takie

dziatanie zostato wczesniej opisane dla adenozyny 1 ATP [82,133].

Reasumujac, wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze uktad purynergiczny moze by¢
istotnym ogniwem w regulacji gospodarki wodno-sodowej organizmu, a ApsA przez zdolnos¢

do stymulacji natriurezy przy jednoczesnym braku efektu na wydalanie potasu moze byc
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wykorzystywany w stanach przebiegajacych z retencja sodu w organizmie. Ze wzgledu na to,
ze zaburzenia rOwnowagi pomiedzy reabsorpcja a wydalaniem jonéw sodu leza u podstaw
rozwoju pierwotnego nadcisnienia tetniczego, gtdéwnej przyczyny choréb ukladu krazenia
prowadzacej do zgonu, modyfikacja aktywnosci uktadu purynergicznego moze stac istotnym

elementem farmakoterapii nadci$nienia tgtniczego [2,120].
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PODSUMOWANIE

Obecnos¢ na komoérkach nefronu receptoréw purynowych P2 oraz ekto-enzyméw
uczestniczacych w metabolizmie nukleotydéw wskazuje na potencjalng rol¢ pozako-
moérkowych nukleotydéw w regulacji mikrokrazenia ktgbuszkowego oraz aktywnosci

cewkowych systemdéw transportowych.

Zewnatrzkomorkowe nukleotydy, oddzialywujac poprzez receptory P2 na komorki
kigbuszka nerkowego, zmniejszaja lub zwigkszaja powierzchni¢ filtracyjng i w ten

sposOb moga uczestniczy¢ w regulacji tempa filtracji kigbuszkowe;.

Wydaje sig, ze o kierunku zmian w filtracji klebuszkowej decyduje dost¢pnos¢ nukle-
otydow do receptoréw P2 zlokalizowanych czy to na komérkach srédbtonka, czy na
mezagiocytach i/lub podocytach, natomiast w mniejszym stopniu kierunek tych zmian

zalezy od rodzaju receptoréw.

Analiza biochemiczna dynamiki ki¢buszkéw nerkowych wskazuje, ze proces rozkur-
czu jest zalezny od aktywnosci endototelialnej izoformy syntazy tlenku azotu oraz cy-
toplazmatycznej cyklazy guanylanowej, natomiast w procesie skurczu uczestnicza ki-

nazy Rho.

Pozakomérkowe nukleotydy biora udziat w regulacji metabolizmu jonéw sodu, pro-
wadzac do zwigkszenia ich wydalania z moczem na drodze hamowania systeméw
transportowych sodu zlokalizowanych w cewce blizszej nefronu. Dlatego tez mozna
przyjaé, ze uktad purynergiczny w nerkach jest zaangazowany w regulacj¢ gospodarki
wodno-sodowej organizmu, a farmakologiczna modyfikacja aktywnosci tego uktadu
moze by¢ wykorzystana w stanach patologicznych przebiegajacych z retencja sodu

w organizmie np.: niewydolnos¢ krazenia, marskos$¢ watroby.
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