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RECEPTORY PURYNOWE NA PLYTKACH KRWI

W pracy przedstawiono wspdtczesne poglady na nomenklature i klasyfikacje
receptorow purynowych. Zewngatrzkomérkowe nukleotydy adeninowe, poprzez od-
dzialywanie z receptorami purynowymi typu P2, regulujag r6znorodne procesy
fizjologiczne. Poczatkowo wyodrebniono pie¢ typdw receptoré6w purynowych P7X,
P2Y, P7r, P2U P2Z Receptory PCT obecne na powierzchni ptytek krwi sa odpowiedzialne
za ztozony proces aktywacji ptytek indukowanej ADP. Sklonowanie receptoréw
purynowych spowodowato zmiany w klasyfikacji i nazewnictwie tych receptoréw.
Na powierzchni ptytek krwi sg obecne receptory P2yl (metabotropowe) zwigzane

z biatkiem G odpowiedzialne za hamowanie cyklazy adenylowej i indukowanie
agregacji oraz receptory P2Xl (jonotropowe) uczestniczace w naptywie jonéw wapnia
do phytki.

WSTEP

Po raz pierwszy biologiczne dziatanie nukleotydéw adeninowych (ATP)
na komorki opisane zostato przez Drury i Szent-Gyorgi w 1929 r.
[12]. Obecnie wiadomo, ze zewngtrzkomdrkowe nukleotydy i nukleozydy
adeninowe, poprzez oddziatywanie z powierzchniowymi specyficznymi recep-
torami znajdujagcymi sie na powierzchni komorek, regulujg rdéznorodne
procesy fizjologiczne, m. in. agregacje ptytek krwi, skurcz i rozkurcz naczyn
krwionosnych, prace serca, neurotransmisje czy tez podziaty komorkowe
[18]. Te receptory okresla sie jako receptory purynowe P (purynoceptory,
receptory purynergiczne). Receptory wigzace rdzne nukleotydy adeninowe
zalicza sie do receptorow typu P2, aby odrézni¢ je od receptorow dla
adenozyny, znanych jako receptory purynowe typu Px (receptory A). Klase
receptorow P2 po raz pierwszy wyodrebnit Burnstock w 1978 r. [7].
Receptory Pt sg obecne na komdrkach réznych tkanek, w tym na komdrkach
Srodbtonka, komdrkach miesni gtadkich, komorkach nabtonka i komdrkach
krwi. Klasyfikacja i nomenklatura receptorow purynowych budzi liczne
kontrowersje. Na podstawie rdznicujgcego dziatania farmakologicznego
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licznych analogdéw ATP i ADP jako agonistéw, wyodrebniono receptory
I2x, %Y, P2T. P2Z i Hou [8, 18, 39]. Dodatkowg grupe stanowig receptory
P2A>rozpoznajgce polifosforany diadenozyny [28],

Klasyfikacja receptoréw P2 napotyka na trudno$ci ze wzgledu na brak
selektywnych antagonistow dla receptordw P2; ponadto zewngtrzkomoérkowy
ATP jest gwaltownie metabolizowany przez nukleotydazy i ATPazy po-
wszechnie wystepujgce i okresSlane jako ektonukleotydazy [39],

Burnstock i Kennedy [8], na podstawie rdznej odpowiedzi far-
makologicznej komdrek miegsni gtadkich na dziatanie analogéw ATP i ADP,
wyodrebnili podklasy receptoréw P2X i P2y, ktdrych agonistami sg ADP
i ATP. Podklasa receptordw P2X odpowiadata za inicjowanie skurczu
mies$ni gtadkich wywotanych ATP, natomiast receptorédw P2Y za dziatanie
rozkurczajgce miesni gtadkich. Receptory P2T wystepujgce na powierzchni
ptytek krwi sg odpowiedzialne za agregacje plytek wywotang wylacznie
ADP. Receptory P2 znajduja sie na komorkach tucznych i makrofagach,
ich agonistg jest ATP, natomiast receptory P2Uinicjujag odpowiedZz komadrek
zarbwno na ATP jak i UTP [13, 18]. Miras-Portugal i wsp. [28]
wyodrebnili jeszcze jedng grupe receptorow purynowych obecnych na
komdrkach chromochtonnych rozpoznajgcych polifosforany diadenozyny.
Receptory specyficzne dla polifosfodiadenozyny nazwali receptorami
P4 lub P2D

Sklonowanie receptorow purynowych [25, 38] i badania ich struktury
spowodowaty odkrycie dodatkowych podtypdw receptoréw purynowych,
reorganizacje ich nomenklatury i klasyfikacji.

Obecnie wszystkie receptory purynowe P2 dzieli sie na dwie gtowne
grupy: 1) receptory nalezace do tzw. nadrodziny receptoréw metabotropowych
(serpentynowych) charakteryzujacych sie obecnoscig siedmiu domen trans-
btonowych i zwigzanych z biatkiem G, ktére okresla sie jako receptory
purynowe P2Y, oraz 2) receptory P2l wchodzace w skiad nadrodziny recep-
torow jonotropowych i dziatajgce jako receptory kanatu jonowego [1, 9],
Od sklonowania pierwszego receptora purynowego w 1993 r. [38] ziden-
tyfikowano 7 podtypoéw receptoréw P2X (P2xi-p2x?X ktérych ligandem jest
ATP [9] oraz 8 podtypdéw receptoréw P2Y (P%i~P2y») rozpoznawanych przez
nukleotydy adeninowe i urydynowe. Analiza mRNA dla receptoréw P2
wskazuje na powszechne wystepowanie receptoréw purynowych na wiekszosci
komorek réznorodnych tkanek, potwierdzajgc ich istotng role w procesach
fizjologicznych.

Wiele receptorow purynowych sklasyfikowano i opisano gtéwnie na
podstawie danych farmakologicznych.



RECEPTORY PURYNOWE A AKTYWACJA PLYTEK KRWI

Ptytki krwi, dzieki wyjatkowo rozwinigtemu systemowi receptorow na
btonie, reaguja na rdznorodne bodzce, ulegajg aktywacji i spetniajg swojg
okreslong role w hemostazie. Receptory biorgce udziat w aktywacji ptytek majg
rézng budowe i charakteryzujg sie tez r6znym mechanizmem dziatania. Wyro6z-
nia sie receptory metabotropowe (serpentynowe), ktére posiadajg siedem
transbtonowych domen i sg zwigzane z biatkiem G (m. in. receptor dla
trombiny, tromboksanu A2) oraz receptory biatek adhezyjnych, a wiec integry-
ny, selektyny i glikoproteiny GP IV i GPIb-1X. Integryny sa receptorami
0 najwiekszym znaczeniu fizjologicznym, sag najlepiej poznane (integryna dla
fibrynogenu) i wystepujg licznie na powierzchni plytek. Wszystkie typy recepto-
row inicjuja i biorg udziat w przesyfaniu sygnatu do wnetrza ptytek, urucha-
miajac ciggi reakcji biochemicznych (m. in. z udziatem kinaz, fosforylacji,
reorganizacji cytoszkieletu), prowadzac do aktywacji - agregacji, adhezji,
procesu sekrecyjnego czy retrakcji skrzepu. Najlepiej poznane sg receptory dla
silnych agonistow ptytek - trombiny, kolagenu czy tromboksanu A2.

ADP jest naturalnym, pierwszym opisanym agonistg ptytek krwi [14, 15,
18, 20, 22]. ATP nalezy do jego kompetycyjnych antagonistéw. Znajdujace
sie ' w krwioobiegu zewnatrzkomorkowe nukleotydy adeninowe pochodzg
z uszkodzonych komorek, gtéwnie erytrocytéw i komérek $rédbtonka oraz
z pobudzonych ptytek krwi. ADP odgrywa istotng role w aktywacji ptytek
krwi. Znajduje sie w bardzo duzym stezeniu w ziarnisto$ciach gestych ptytek
krwi, gdzie magazynowany razem z ATP stanowi pule niemetaboliczng
nukleotydow adeninowych [21]. Jest uwalniany na drodze egzocytozy, kiedy
dochodzi do pobudzenia ptytkowego procesu sekrecyjnego w wyniku dziatania
silnych fizjologicznych agonistéw, takich jak trombina czy kolagen. Pochodzacy
z ptytek ADP jest czynnikiem autokrynnym i wzmaga ich agregacje.

Juz na poczatku lat szesédziesigtych stwierdzono, ze czynnikiem wywo-
tujacym adhezje i agregacje ptytek krwi jest adenozynodifosforan pochodzacy
z erytrocytow [14, 20], Dodanie ADP do przemytych piytek powoduje
zmiane ich ksztattu, ekspozycje integrynowego receptora allb/?3 dla fibrynogenu,
przytaczenie fibrynogenu, odwracalng agregacje w obecnosci fizjologicznych
stezen Ca. In vitro, proces agregacji ptytek jest rejestrowany przy uzyciu
agregometru. Mozna wyrézni¢ dwufazowy proces agregacji. Pierwsza faza
wynika z bezposredniej aktywacji piytek. W wyniku reakcji uwalniania
zachodzacej w pobudzonych ptytkach, w otoczeniu ptytek pojawiaja sie
zwiazki uwalniane z ptytkowych ziarnistosci (w tym ADP) oraz syntezowane
z arachidonianu (tromboksan A?2. Uwolniona pula agonistow wywotuje
drugg faze agregacji. Brak drugiej fazy agregacji moze wynika¢ z zaburzenia
przekazywania sygnatdéw w piytkach krwi. Aktywacja ptytek krwi wywotana
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ADP prowadzi do natychmiastowego i przejsciowego wzrostu wolnych
jonow wapnia w cytoplazmie komdrek rdwnoczeSnie z zahamowaniem
aktywnosci cyklazy adenylowej [15, 29, 36]. Stymulowanie piytek ADP
powoduje tez uaktywnienie kanatdw wapniowych znajdujgcych sie w btonie
ptytkowej i naptyw jonéw wapnia z osocza do cytoplazmy ptytek. Drugim
zrédtem jondéw wapnia sg zasoby wewngtrzkomdérkowe zmagazynowane
w ukiadzie tubuli (ang. dense tubular system DTS). Jak ADP stymuluje
uwalnianie jonéw wapnia z wewngatrzkomdrkowego Zrodta - jeszcze nic
wyjasniono. ADP powoduje wyjatkowo gwattowny naptyw jondéw wapnia
ze Srodowiska [33] przypuszczalnie przy udziale receptoréw purynowych
P2X [26]. Podczas gdy wiekszo$¢ agonistéw stymuluje fosfolipaze C (PLC)
i w nastepstwie generuje inozytolotrifosforan IP3, nie jest jasne, czy ADP
dziata w podobny sposdb [19]. ADP hamuje cyklaze adenylowg w ptytkach
krwi [29], Wywotuje rowniez reorganizacje biatek cytoszkieletu i przytaczenie
aktyny, biatka wigzacego aktyne, miozyny, a-aktyniny, taliny i winkuliny.
Reorganizacji cytoszkieletu towarzyszy wzrost regulatorowej podjednostki
p85 kinazy fosfatydyloinozytolu PI-3. Odwracalno$¢ agregacji moze wynikac
z braku aktywacji kinazy PI-3 i produkcji fosfatydyloinozytolofosforanéw
PtdIns(3,4)P2 czy PtdIns(3,4,5)P3. W przeciwieristwie do stymulacji trom-
binowej po dziataniu ADP obserwuje sie tylko nieznaczng translokacje
biatka Rho do cytoszkieletu przy translokacji pp60 c-src i kinazy FaK, co
moze sugerowaé, ze biatko Rho nie jest wciggniete w aktywacje ludzkich
ptytek indukowang ADP [17].

Istotne znaczenie w badaniach aktywacji ptytek indukowanej ADP miaty
pionierskie prace Borna prowadzone w latach sze$édziesiatych [3, 4, 6],
a w szczegodlnosci wprowadzenie turbidymetrycznej metody badania agregacji
i zmiany ksztattu ptytek [27]. Juz w latach siedemdziesigtych wykazano, ze
istnieja 2 rodzaje miejsc receptorowych o ré6znym powinowactwie do ADP
[2, 5, 31]. Jadrzaste trombocyty ptakéw, podobnie jak phytki ssakow,
charakteryzujg sie rowniez obecnoscig receptoréw dla ADP [37],

Mimo intensywnych badan, do chwili obecnej nie potwierdzono, ktore
z proponowanych biatek ptytkowych moze petni¢ funkcje receptora dla ADP:
0 masie 28 kDa, 43 kDa, 61 kDa [2, 11], czy biatko o masie cz. 100 kDa
zwane agreging [10]. Proby sklonowania specyficznego receptora odpowiedzial-
nego za agregacje ptytek nie zakonczyly sie jeszcze sukcesem. Badania ostatnich
lat wydajg sie potwierdzac, ze na ptytkach krwi moze wystepowac nie tylko
jeden rodzaj receptora rozpoznajagcego ADP [15, 16, 30]. Receptory purynowe
na ptytkach sa nieswoiste; rozpoznajg zarébwno ADP, jak i ATP.

W4rdd receptoréw purynowych dla ADP na powierzchni plytek, okres-
lanych wczesniej jako receptory Prr, ze wzgledu na strukturalng budowe
1 funkcje, wyro6znia sie receptor metabotropowy typu P2%i [24, 30], ktéry
odgrywa istotng role w aktywacji ptytek indukowanej ADP, przede wszystkim



w agregacji i hamowaniu cyklazy adenylowej oraz receptor jonotropowy
P2X odpowiedzialny za gwattowny naptyw jonéw wapnia do cytoplazmy
[33-36], Ze wzgledu na potgczenie receptora metabotrobowego z biatkiem
Gi o podjednostce ai2, Leon i wsp. [24] sugerujg, ze jednym z receptorow
dla ADP na powierzchni ptytek krwi i komdrek megakarioblastycznych jest
receptor P2Yi- Jego antagonistg jest ATP.

Obecno$¢ mRNA dla receptora jonotropowego P21 w piytkach i ko-
mdrkach linii megakarioblastycznych wykazali Vial i wsp. [36] stosujac
metode PCR i potwierdzili udziat receptora P2 w funkcjonowaniu pty-
tek krwi. Ten receptor inicjuje zmiane ksztattu i naptyw jon6w wapnia
ze Srodowiska do cytoplazmy komdrek. Agonistg jest nie tylko ADP, ale
tez ATP. Model receptoréw purynowych obecnych na powierzchni plytek
krwi dla ADP i proponowana ich funkcja fizjologiczna jest przedstawio-
na na rys. L

Rys. 1. Schemat przedstawiajacy budowe i role receptoréw purynowych na plytce krwi
(zmodyfikowany wg [16])

Na ptytkach krwi znajdujg sie réwniez receptory dla adenozyny typu
A2a. Adenozyna stymulujagc cyklaze adenylowg powoduje wzrost cAMP
w plytkach i w ten spos6b hamuje ich aktywacje [23], Poniewaz ADP
uwalniany z ptytek jest degradowany do adenozyny przez ektonukleotydazy
na komorkach srédbtonka, moze to stanowi¢ wazny mechanizm ograniczajgcy
nadmierng agregacje w nienaruszonej S$cianie naczynia krwionosnego.

Nie wiadomo jeszcze, czy na powierzchni ptytek krwi sa obecne re-
ceptory dla polifosforanéw diadenozyny. Trifosforan diadenozyny (Ap3A)
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i tetrafosforan diadenozyny (Ap4A) znajduje sie w ziarnistoSciach ptytek
0 duzej gestosci elektronowej, razem z nukletydami adeninowymi uwal-
nianymi w procesie sekrecyjnym [28],

Nukleotydy adeninowe uwolnione z pobudzonych ptytek moga odgrywac
pewng role w miejscu uszkodzenia Sciany naczynia. Obecne na komdrkach
Srodbtonka receptory P2Y! inicjujg rozkurcz naczynia, podczas gdy receptory
purynowe inicjujgce skurcz naczynia (P2X) sg wyeksponowane na komdrkach
miesni gtadkich i dostepne dla nukleotydéw adeninowych po uszkodzeniu
czy usunieciu komorek $réddbtonka. Dlatego tez w miejscu uszkodzenia
Sciany naczynia system receptordw purynowych na rdéznych komdrkach
uczestniczy, obok innych mechanizméw, w regulowaniu hemostazy. Selektywna
interwencja farmakologiczna poprzez okre$lone receptory purynowe (stoso-
wanie lekdw ticlopidine czy clopidogrel, ktére ex vivo sg silnymi inhibitorami
agregacji ptytek indukowanej ADP) moze mie¢ istotne znaczenie w leczeniu
zaburzen procesu hemostazy i aktywacji ptytek krwi.
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PURINOCEPTORS ON BLOOD PLATELETS

This review presents the current nomenclature and classification of purinoceptors. Extracellular
adenine nucleotides interact with P2 receptors to regulate a broad range of physiological
processes. Five types of P2 receptors were originally described: P”~, P2Y, Pzr, P and P2Z
Pzr receptors expressed on blood platelet membranes are responsible for the complex process
of ADP-induced platelet activation. The cloning of P2 receptors led to a reorganisation of
the nomenclature of purinoceptors. ADP plays a major role in platelet activation and more
than one purinoceptor appears to be involved in multiple effect of ADP on platelets. Blood
platelets express both P2Yl receptors (metabotrobic) coupled with G protein, responsible for
inhibition of adenylate cyclase and platelet aggregation and P”, receptors (ionotropic)
responsible for Ca2" influx.



