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MECHANIZMY MOLEKULARNE PRZEKAZYWANIA SYGNALU
AKTYWACJI PRZEZ WYBRANE RECEPTORY BLONOWE
PLYTEK KRWI*

Praca omawia molekularne mechanizmy uruchamiania sygnalu aktywacji w plytkach
przy udziale réznych systeméw receptorowych plytek oraz rolg roznych agonistow
w aktywacji plytek. Autorzy przedstawiaja schematy fizjologicznych toréw aktywacji oraz
hamowania aktywacji w plytkach krwi. Szczegblng uwage zwrdcono na znaczenie zmian
konformacyjnych glikoprotein plytkowych, reorganizacji cytoszkieletu blony, mobilizacji
jonéw wapniowych, procesow fosforylacji i defosforylacji mediatoréw aktywacji oraz
plynnoéci dwuwarstwy lipidowej w procesach aktywacji krwinek plytkowych.

Krwinki plytkowe sa najmniejszymi, bezjadrzastymi elementami morfo-
tycznymi (Srednica 2-4 um, objetosé 5-7,5 um?®). Powstaja one z rozpadu
cytoplazmy megakariocytow w szpiku i czgéciowo w plucach. Liczba plytek
u oséb zdrowych wynosi 150-400 x 10°/l, okolo 30% plytek znajduje si¢
w puli §ledzionowej. Czas zycia plytek w krazeniu wynosi okoto 8-12 dni,
po tym czasie ulegaja one fagocytozie, gléwnie w $ledzionie. Niepobudzona
plytka ma dyskoidalny ksztalt i charakterystyczny uklad ziarnistosci. Otoczona
jest blona cytoplazmatyczna, w ktorej zlokalizowane sa liczne glikoproteiny
receptorowe (GP) sprzezone z enzymatycznymi systemami przetwarzania
sygnatéw transdukcyjnych. Z blona polaczony jest takze rozbudowany
system kanalikow. Ksztalt plytek krwi utrzymywany jest przez cytoszkielet
plytkowy zlozony w przewazajacej czgéci z aktyny (15-30% biatka plytek)
i miozyny [3, 15, 45, 58, 87]

Pobudzenie plytek powoduje reorganizacje cytoszkieletu, a co za tym
idzie zmian¢ ksztaltu (formuja si¢ nibynozki), co ulatwia kontakt z pod-
Scieliskiem i z sgsiednimi plytkami. W dalszych etapach aktywacji nastgpuje
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przesuni¢cie ziarnisto$ci oraz reakcja uwalniania ich zawartoSci na ze-
wnatrz plytek [8, 17, 75, 97]. Z ziarnistosci & wydostaja si¢ biatka swois-
te dla plytek, takie jak np. czynnik plytkowy 4 i B-tromboglobulina,
bialka adhezyjne, takie jak fibronektyna, czynnik von Willebranda, trom-
bospondyna, witronektyna, bialka czynne w krzepnigciu krwi i fibrynoli-
zie, takie jak fibrynogen, czynnik V, wielkoczasteczkowy kininogen, czyn-
nik XI, inhibitor C, esterazy, biatko S, PAI-1, jak réwniez czynniki
o aktywnoSci mitogennej (np. PGDF czy PDECGF). Z ziarnistoéci ges-
tych zostaja uwolnione zwiazki niskoczasteczkowe, takie jak nukleotydy,
kationy dwuwartosciowe (Ca?*, Mg?"), serotonina oraz fosfoinozytole,
z lizosomow, glownie kwasne hydrolazy, za§ z peroksysomoéw katalaza
[45, 58, 76, 87]. Uruchomienie aktywacji wyzwala ich odpowiedZ funk-
cjonalng, na ktora skladaja si¢ zmiany ksztaltu, adhezja, aktywacja sys-
teméw receptorowych, reakcja uwalniania oraz ostatecznie agregacja.
Przemiany te zwigzane sa z uruchomieniem licznych szlakéw biochemicz-
nych, takich jak utlenianie kwasu arachidonowego, aktywacja fosfolipaz
i hydroliza fosfolipidéw blony komorkowej, inhibicja lub aktywacja ukla-
du cyklazy adenylanowej oraz cyklazy guanylowej, fosforylacja i defos-
forylacja kinaz bialkowych, czy mobilizacja jonéw Ca?* w cytoplazmie
plytki [8, 17, 45].

Te dynamiczne przemiany obejmuja w rownym stopniu wnetrze komorki
i molekularne szlaki przekazywania sygnatu, jak i blong¢ komérkowa:
w ostatnim przypadku sa to zmiany plynno$ci matrycy lipidowej, zmiany
konformacji bialek blonowych oraz zmiany na powierzchni blony, na ktorej
dochodzi do uaktywnienia receptoréow i odslonigcia fosfolipidow czynnych
w procesie krzepnigcia [8, 58, 96]. Prokoagulacyjna aktywno$§¢ posiadaja
ujemnie naladowane fosfolipidy: fosfatydyloseryna i fosfatydyloetanolamina.
Mechanizm ten, nazwany udostgpnieniem czynnika tromboplastycznego
plytek (PF-3), determinuje miejsce plytek w wewnatrzpochodnym szlaku
aktywacji ukladu krzepnigcia [7, 58]. Kluczowe, z punktu widzenia hemostazy,
jest oddzialywanie plytek ze srodblonkiem i macierza zewnatrzkomorkowa.
Srodblonek dziata przeciwzakrzepowo, jego powierzchnie wysciela glikokaliks
zlozony glownie z siarczanu heparanu, a do Swiatla naczynia wydzielane
sa: biatko C, biatko S, prostacyklina, t-PA i tlenek azotu (NO). Z drugiej
strony, komorki $rodblonka sa miejscem syntezy: PAI-1, skladnika C3
dopetniacza, PGDF, FGF, EDGF i vWF [42, 58, 97]. Subtelny mechanizm
regulacji napigcia naczyn krwionos$nych, wzrostu komérek, i adhezji ulega
zakloceniu na przyklad w przypadku miazdzycy, w ktérej uszkodzenie
warstwy S$rodblonka powoduje nadmierna — niewspOimierna do potrzeb
prawidlowej hemostazy — adhezj¢ plytek do warstwy podsrodblonkowej [27,
48, 57, 62, 114]. Dzigki receptorom blonowym plytki krwi przylegaja do
$ciany naczynia (za posrednictwem vWF, fibronektyny, lamininy, witronek-
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tyny), uruchamiajac kaskade reakcji prowadzaca do powstania zakrzepu
tetniczego [114].

Istotne, lecz nie do konca poznane, sa oddzialywania ptytek krwi z krwin-
kami bialymi, a szczegélnie z makrofagami, monocytami i granulocytami
(PMNC) [35, 113]. Pobudzone PMNC uwalniaja czynniki aktywujace plytki
krwi, takie jak PAF, leukotrieny, tromboksany, cytokiny (IL-1, TNF), toksycz-
ne metabolity tlenu oraz enzymy hydrolityczne [1, 37]. Szczeg6lnie wazna rolg
przypisuje si¢ elastazie i katepsynie G. Enzymy te, wydzielane przez pobudzone
granulocyty, hydrolizuja czynniki krzepnigcia krwi, bialka regulatorowe oraz
glikoproteiny powierzchniowe blon plytek krwi, przez co maja znaczacy wplyw
na caly uklad hemostazy [92]. Interakcje pomigdzy plytkami a granulocytami
prowadza do wzajemnej aktywacji, a przy udziale selektyny P — do tworzenia
kompleksow granulocytarno-ptytkowych [113].

KLASYFIKACJA RECEPTOROW BLON PLYTEK KRWI

Oddzialywanie plytek ze §ciana naczynia, z innymi komorkami, migdzy
soba, oraz ich zdolno$¢ do przyjmowania i przekazywania sygnalu odbywa
si¢ za posrednictwem specyficznych receptoréw [61, 97]. Wyjasnienie i zro-
zumienie funkcji powierzchniowych receptorow blony krwinki plytkowej
oraz zwigzanych z nimi molekularnych szlakéw aktywacji pozwala okresli¢
miejsce plytek krwi w homeostazie organizméw i wyjasni¢ etiologie takich

.choréb, jak skazy plytkowe (np. Bernarda-Souliera, von Willebranda),

mikroangiopatie czy miazdzyca [6, 15].

Przekazywanie sygnalu w czasie aktywacji plytek jest wielostopniowe,
a biorace w nim udzial czasteczki chemiczne mozna zaszeregowac¢ do jednej
z czterech grup funkcjonalnych:

1) receptory,

2) enzymy efektorowe (np. cyklazy adenylanowa i guanylowa, fosfolipazy,
kinaza inozytolo-3-fosforanu),

3) wtorne przekazniki sygnatu (np. cAMP, cGMP, DAG, IP,, PIP,,
Ca?*, PTK),

4) efektory wewnatrzkomoérkowe (enzymy docelowe, takie jak np. PKA,
PKG, PKC, PTK) [49, 54, 61, 87, 104].

Obecnoé¢ PTK na dwoch poziomach przekazywania sygnalu wynika
z ich wlasciwosci wzajemnej fosforylacji w tanicuchowej reakcji od receptora
az do enzymu docelowego [49].

Biorac pod uwage miejsce receptorobw w procesie aktywacji i sposob
przekazywania sygnatu ze $rodowiska zewnetrznego do wngtrza komorki
przyjeliémy nastepujacy podziat funkcjonalny receptorow:



Tabela 1
Receptory odpowiadajace za aktywacje plytek
Najczgsciej spotykane Przynalezno$¢ . Masa Liczba receptorow| Mechanizm 3
Lp. U
3 nazwy receptora systematyczna Hgaad(y) czasteczkowa na plytke dzialania s
1 | Receptor trombiny R7G trombina 47 1700-2000 PLC;+, AC- | aktywacja przez
PKC;+, PLA,| odszczepianie
N-koncowego
peptydu
2 | Receptor tromboksanu, R7G tromboksan 37 1000-1200 PLC;+, AC-
TxA ,-receptor metabolity AA
Receptor adrenaliny, R7G adrenalina 64 200-300 AC-
o,-receptor epinefryna
3 | Receptor serotoniny, R7G? serotonina 220 20-2500 PLC; +
5-HT,-receptor
4 | Receptor czynnika aktywujg- R7G PAF 220 200-2000 PLC; + 1
cego piytki, PAF-receptor
5 | Receptor wazopresyny, R7G wazopresyna 125 100 PLC; +
V,A-receptor |
7 | Receptor PGE, PGE, PKC +
8 | Receptor ADP purynowy ADP 43 400-1200 AC-, PLC+(?)
receptor P, do 18500 Ca?*
9 | Receptor adenozyny R7G? adenozyna 5500 0,16 mM AC+
A,-receptor 22000 2,9 mM AC+
10 | Receptor prostacykliny R7G PGI,, PGE; 85 100-300 10 nM AC+
PGI,-receptor 95 > 3000 1 mM AC +
11 | PGD,-receptor R7G PGD, 10 nM AC+
Receptory odpowiedzialne za adhezje i agregacje
Receptory nieintegrynowe
12 | GPIV lub IIIb CD36 trombospondyna | 88 12000-19000 PLC, + brak receptora
kolagen PTK bez objawow
klinicznych
13 | GPVI kolagen 62 PLC, +
PTK
14 | GPIb/V/IX, receptor vWF sialogliko- vWF (150/27)82/22 25000 biatko 14-3-3| w zespole
(CD42b/CD42c)CD42d/CD42a | proteina Pl..C72 e Bernarda-Souliera
bogata brak GPIb
w leucyne
Receptory integrynowe
L Najczgéciej spotykane Przynaleznosé Li ) Masa Liczba receptorow| Sekwencja Mechanizm
P nazwy receptora systematyczna & czasteczkowa na plytke |rozpoznawana dziatania
15 | GPla/lla, receptor kolagenu integryna kolagen 1532/1308 1000-2000/7000| DGEA PLC, +
o,f,, CD49b/CD29, VLA-2 z rodziny f, | laminina
16 | GPIc/lla, receptor fibronektyny | integryna fibronektyna 1602/1308 /7000 RGD
osf,, CD49%e/CD29, VLA-5 z rodzny f,
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1) receptory zwigzane biatlkami G o wysokiej masie czasteczkowej
(zwigzane z aktywacja lub hamowaniem aktywacji plytek),

2) receptory zwigzane biatkami G o niskiej masie czasteczkowej (nieintegry-
nowe receptory adhezywne oraz integrynowe receptory adhezywne [8, 17, 18].

Klasyczny podzial w oparciu o typ budowy czasteczek receptorow
pozwala wyr6znic:

1) receptory jonotropowe (bramkowane kanaly jonowe),

2) receptory metabotropowe (R7G),

3) inne, w tym receptory adhezywne obejmujace selektyny, immuno-
globuliny, kadheryny, glikoproteiny bogate w leucyng, glikoproteiny CD36-
-podobne, integryny podrodzin f, i B, (tab. 1) [3, 13, 19, 38, 54, 100,
103-105].

RECEPTOR TROMBINY

Receptor dla trombiny nalezy do pierwszej grupy receptorow zwiazanych
z biatkami G. Na przykladzie jego aktywacji i przekazywania sygnalu,
przedstawimy schematycznie szlaki metaboliczne zalezne od wysokoczastecz-
kowych bialek G. Receptor trombiny posiada typowa dla rodziny R7G
budowg: jeden polipeptydowy lancuch z siedmioma hydrofobowymi domenami
o strukturze a-heliksu (7TM); ta charakterystyczna budowa jest przyczyna
okreslania go jako receptora serpentynowego albo ,,wgzowatego™. Receptory
z siedmioma domenami o-heliksu (7TM) sa skojarzone z bialkami G na
zasadzie wylacznej obligatoryjnosci, tzn. dzialaja one zawsze poprzez biatka
G i odwrotnie, bialka G sa aktywowane wylacznie przez ten typ receptorow
[107]. N-koncowy fragment lafncucha receptora dla trombiny jest hydro-
lizowany w pozycji “'Arg-*?Ser przez trombing wigzana w kieszeni hydro-
fobowych domen TM. Powstajaca w ten sposob zmiana konformacyjna
generuje sygnal przenoszony do C-koncowej czgsci pozostajacej w kontakcie
z biatkiem G. Omoéwiony sposob aktywacji jest cecha charakterystyczng dla
receptora trombiny, a takze, jak si¢ uwaza, dla nie do konca scharak-
teryzowanych receptoréw dla trypsyny, katepsyny G i plazminy, okreslanych
jako PAR (ang. Proteolitically Activated Receptors) [2, 8, 9, 46, 107].

Bialka G

Zarobwno receptory aktywowane proteolitycznie, jak i pozostale receptory
R7G przenosza sygnal za poSrednictwem integralnych biatek blony plaz-
matycznej, posiadajacych zdolno$¢ wiazania nukleotydéw guanylowych.
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Wysokoczasteczkowe biatka G sa heterotrimerami typu affy wystepujacymi
w plytkach krwi w kilku formach: G,, G,, G, Gy, Gyii, G,. Podjednostka
@ 0 m. cz. 39-52 kDa, w stanie spoczynku wiaze GDP, za§ po stymulacji
przez receptor przylacza GTP, oddysocjowuje od kompleksu By i aktywuje
enzym efektorowy. Podjednostka a ,,duzych” bialek G — w odrédznieniu od
tzw. ,,malych” monomerycznych bialek G — posiada wlasciwosci GTP-azowe,
a wigc dysponuje mechanizmem samoograniczania aktywacji. W przypadku
receptora trombiny sygnal przekazywany jest przez biatko G,, ktorego
cecha charakterystyczng jest jednoczesna aktywacja fosfolxpazy Cy za
poérednictwem kompleksu «-GTP oraz aktywacja fosfolipazy A, przy
udziale kompleksu By [10, 63, 104].

Przemiany inozytoli

Zlokalizowana w blonie komorkowe;j fosfolipaza C hydrolizuje fosfatydyloi-
nozytolo-4,5-difosforan (PIP,), co prowadzi do powstania dwoch kluczowych
wewnatrzkomorkowych mediatorow: diacyloglicerolu (DAG) oraz inozytolotri-
fosforanu (IP;) [11]. DAG aktywuje kinazg¢ bialkowa C, a ta z kolei fosforyluje
bialko o m. cz. 47 kDa (oraz inne liczne biatka cytoszkieletu), odpowiedzialne
za inicjacj¢ reakcji uwalniania. IP, odpowiada za uwalnianie jonow Ca?*
z ukladu kanalikéw gestych i systemu tubularnego plytek do cytozolu. Alterna-
tywnym szlakiem jest fosforylacja PIP, przez specyficzna kinaze IP3-K.

Kinaza fosfatydyloinozytolu sklada si¢ z dwoch polaczonych ze soba
jednostek o masie czasteczkowej 110 i 85 kDa, ma dwie domeny SH2
1 jedna SH3. Domeny SH2 odpowiadaja za interakcje IP3-K z kinazami
tyrozynowymi, domena SH3 laczy je z cytoszkieletem. Obie domeny znajduja
si¢ na podjednostce regulatorowej (85 kDa). Podjednostka katalityczna (110
kDa) przeksztalca PIP, w PIP; [5]. Wedlug ostatnich doniesieri, powstaly
w ten sposob PIP,, o podobnych wlasciwosciach jak IP,, odgrywa znaczaca
role w przekazywaniu sygnalu aktywacji i nalezy go uwazaé¢ za mediator
rownorzedny do IP, i DAG [95]. Wykazano takze istnienie formy IP3-Ky,
ktora jest aktywowana bezposrednio przez dimer fy biatka G, w odréznieniu
od wyzej opisanej formy (p85/110), aktywowanej gléwnie za posrednictwem
niskoczasteczkowego biatka G (rho) [72].

Dzialanie jonéw wapniowych

Jony Ca’?* dzialaja jako samoistny, wtorny przekaznik, lecz czesciej
wigza si¢ z bialkami zaleznymi od wapnia, uruchamiajac ich aktywnosé
enzymatyczna. Typowym przykladem tego mechanizmu jest aktywowana
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przez Ca?* kalmodulina (CaM). Fosforyluje ona m. in. kinaz¢ lekkiego
lancucha miozyny, a co za tym idzie — inicjuje fosforylacj¢ miozyny
i tworzenie filamentoéw laczacych si¢ z filamentami aktyny, odpowiadajac
w ten sposOb za zmiany ksztaltu plytki [17, 107, 110].

Metabolizm kwasu arachidonowego

Oprocz zmian w aktywnosci bialek cytoszkieletu aktywowanych przez
jony Ca%*, jony te wywoluja aktywacj¢ fosfolipazy A, (PLA,), a w na-
stepstwie tego hydrolize fosfolipidow blony (fosfatydyloinozytolu i fos-
fatydylocholiny) i uwolnienie kwasu arachidonowego (AA). AA w czasie
oddzialywania trombiny z jej receptorem uwalniany jest co najmniej
na dwa sposoby: poprzez bezposrednia aktywacj¢ ukladu recep-
tor-kompleks By(bialka G)-PLA,, lub na drodze szlaku receptor-kompleks
a—~GTP-PLCy-PIP,-PI,-Ca®*-PLA, [8, 63, 87]. Nalezy takze bra¢ pod
uwage trzeci mechanizm, w ktérym kwas arachidonowy powstaje na skutek
dzialania lipazy diacyloglicerolu (hydroliza fosfolipidow) [58].

Przemiany AA w plytkach krwi odbywaja si¢ w dwoch odmiennych
uktadach. Pod wplywem 12-lipooksygenazy kwas arachidonowy przeksztalcony
zostaje do kwasu 12-hydroksyeikozatetraenowego (12-HETE), ktory posiada
wprawdzie zdolno$¢ hamowania aktywacji plytek, lecz jest produkowany
glownie ,na eksport” — jako substrat dalszych przemian w leukocytach.
W ukladzie zaleznym od cyklooksygenazy z AA powstaja cykliczne nadtlenki
prostaglandynowe PGG, i PGH,, a z nich — w plytkach krwi tromboksan
TXA,, a w $érodblonku prostacyklina — PGI,. Z czasteczek PGH, syn-
tetyzowane sa: TXA,, 12-HTT i MDA (oznaczany czgsto jako marker tej
reakcji) [74]. Produkty utleniania kwasu arachidonowego posiadaja na
powierzchni plytek swoiste receptory i za ich po$rednictwem reguluja
funkcje cyklazy adenylanowe;j.

Receptor TXA, — podobnie jak receptory serotoniny (5-HT,), czynnika
aktywujacego plytki (PAF), adrenaliny (x,-adrenergiczny) i wazopresyny
— nalezy do grupy R7G: dzialajac za posrednictwem ,duzych” bialek
G receptory te stymuluja PLC i wywoluja aktywacj¢ plytek krwi. Dziala
tu wigc mechanizm dodatniego sprzgzenia zwrotnego: aktywacja receptora
trombiny powoduje uwalnianie z ptytek TXA,, ktory przez specyficzny
receptor nasila wcze$niej omoOwione mechanizmy aktywacji. Oprocz trom-
boksanu reakcje takie wywoluja takze cykliczne nadtlenki prostaglandy-
nowe [26].
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Uklad cyklazy adenylanowej

Waznym elementem regulacji odpowiedzi plytek na dzialanie agonistow
jest hamowanie przez trombing i TXA, cyklazy adenylanowej (AC). Oba
receptory (dla trombiny i dla TXA,) wspoldzialaja z bialkiem G, ktore
inhibujac AC blokuje mechanizm ograniczania aktywacji plytek zalezny od
cAMP [85].

Centralnym elementem ukladu hamowania pobudzenia plytek krwi jest
funkcjonalny kompleks: receptor prostacykliny, biatko G, i AC. Cyklaza
adenylanowa syntezujac z ATP cAMP aktywuje kinazy bialek zaleznych od
cAMP, ktore z kolei katalizuja transfer grupy fosforanowej z ATP na
enzymy docelowe, co powoduje zmiany konformacyjne blokujace centra
aktywne tych enzymow [54]. Podobnie jak w ukladzie samoograniczania
aktywacji bialek G (GTP-azowe wiasciwosci podjednostki o), wzrost stgzenia
cAMP jest regulowany, a za funkcj¢ t¢ odpowiedzialna jest fosfodiesteraza
hydrolizujaca cAMP do AMP.

Regulacja aktywnosci enzymow w procesach aktywacji i jej hamowania
polega na naprzemiennym fosforylowaniu przez kinazy oraz defosforylaciji
przez fosfatazy; zaleznie od typu kinaz moga by¢ indukowane przeciwstawne
reakcje [72]. Na przyktad, w przypadku cAMP, kinazy od niej zaleine
wywoluja silny efekt hamowania aktywnos$ci bialek odpowiedzialnych za
aktywacjg.

Za ten typ regulacji odpowiadaja receptory R7G zwigzane z biatkami
G,: receptor prostacykliny (PGI,), receptory prostaglandyn PGD,, PGE,,
jak rowniez receptor adenozyny (G,?). Wigkszo$¢ receptorow metabotropowych
zwigzanych z biatkami G moze wplywac na funkcjonowanie kanalow
jonowych, np. G, moze blokowa¢ kanat Na* i aktywowac kanat Ca®", za$
G; hamuje kanal Na* i stymuluje kanal K* [5].

Uklad cyklazy guanylowej

Cyklaza guanylowa w plytkach krwi dziala podobnie jak cyklaza ade-
nylanowa: przy udziale kinaz bialkowych (fosforylacja) blokuje enzymy
przekazujgce wewnatrzkomorkowe sygnaly aktywacji [47]. Uaktywnienie
wytwarzania cGMP hamuje efekt pobudzenia receptora trombiny w zakresie
wigkszosci molekularnych szlakow aktywacji. Uklad cGMP dziala praw-
dopodobnie w sprzgzeniu z bialkami G w sposdb uzalezniony od stgzenia
jonow Mg?* [22].

W plytkach krwi bardziej istotny wydaje si¢ mechanizm bezposredniej
generacji cGMP indukowanej przez tlenek azotu. Tlenek azotu jest krotko-
trwalym rodnikiem o wlasciwosciach czasteczki sygnalowej; mata wielko$c
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i lipofilowy charakter umozliwiaja jej bezposrednie wnikanie do wnetrza
plytek z pominigciem systemow receptorowych [22]. NO odgrywa znaczgca
role w homeostazie ukladu krazenia, a coraz liczniejsze prace donosza
o przeciwplytkowym dzialaniu produktéw przemiany azotowej przeksztal-
canych do NO [4, 22, 65].

RECEPTOR ADP

Pierwszym opisanym agonista krwinek plytkowych byt ADP. Receptory
purynowe na plytkach sa nieswoiste: rozpoznaja zarowno ADP jak i ATP,
a ich rola w procesie aktywacji jest w dalszym ciaggu nie do konca poznana.

Przylaczenie agonisty do receptora ADP uruchamia prawdopodobnie
trzy szlaki aktywacji:

1) hamowanie cyklazy adenylanowej za posrednictwem Gi,

2) aktywacja fosfolipazy C poprzez G, (nie jest w pelni udowodnione),

3) naplyw jonéw Ca’* do wngtrza komorki.

Receptor P,;, podobnie jak purynowe receptory w innych komorkach,
uczestniczy bezposrednio w regulacji stezenia Ca?* w cytozolu [8, 32-34,
104]. Jest wysoce prawdopodobne, ze ADP moze reagowa¢ z roznymi
typami (podtypami) receptoréw: 1) P,y, — odpowiedzialnym za szybkie
uwalnianie Ca®* (receptor jonotropowy), 2) P,y; — hamujacym AC, 3)
P,y — uwalniajagcym IP, (receptor metabotropowy). ADP jest agonista
dzialajacym na plytki bezposrednio, lecz czg$ciej po zadzialaniu silniejszego
czynnika (trombina, kolagen) jest on uwalniany z ziarnisto$ci gestych, oraz
wtornie poteguje efekt agregacji plytek krwi. Juz niskie stgzenia ADP
poteguja dzialanie innych agonistéw. Charakterystyczna jest dla tego agonisty
dwufazowa agregacja w osoczu bogatoplytkowym: mate dawki wywoluja
zmiang ksztaltu, mobilizacj¢ integryn, przylaczanie fibrynogenu i odwracalng
agregacje. Wyzsze stezenia (> 5 uM) wywoluje reakcje uwalniania, ktora
dostarczajac duzych ilosci plytkowego TXA,, ADP, Ca®* i fibrynogenu,
wzmacnia i utrwala agregacje. Wigkszo$¢ informacji uzyskanych w badaniach
na cytrynianowym osoczu falszuje jednak rzeczywisty obraz mechanizmu
dziatania ADP na plytki z powodu chelatowania Ca®* przez antykoagulant
[34]. Plytki w Srodowisku osocza bogatoplytkowego izolowane z krwi
pobranej na hirudyng nawet przy stezeniu ADP 10 uM nie wytwarzaja
TXA,, i pomimo prawidlowej agregacji nie wykazuja reakcji uwalniania.
W tych samych badaniach wyraznie obserwowano dynamiczne zmiany
w cytoszkielecie pod wplywem ADP, scisle zwigzane z aktywacja recep-
torow fibrynogenu [75].
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RECEPTOR KOLAGENU

Opisano i scharakteryzowano na powierzchni blony cytoplazmatycznej
plytek krwi trzy podstawowe receptory w specyficzny sposob wigzace
kolagen. Sa to: GPIallb (integryna o,f,), GPVI (P62) oraz GPIV (CD36)
[81]. Reprezentuja one grupg¢ opisywana jako receptory odpowiedzialne za
adhezj¢ i/lub agregacje. Jednakze, ponad wszelka watpliwos¢, uczestnicza
one takze w przekazywaniu sygnatow i jest prawdopodobne, ze w niektorych
przypadkach inicjuja aktywacje ptytek krwi. Szczeg6lng rolg w tym wzgledzie
przypisuje si¢ receptorowi dla kolagenu i trombospondyny (CD36, GPIV),
ktéry odpowiada za inicjacje adhezji. Jest on przedstawicielem licznej,
wystepujacej takze na monocytach §rodblonku i erytrocytach, rodziny
jednotafcuchowych receptoréw. Cecha charakterystyczna tej grupy jest
opornoé¢ na proteoliz¢, wynikajaca z duzego stopnia glikozylacji N-koncowej
czesci tancucha polipeptydowego. Z punktu widzenia przenoszenia sygnatu
istotna jest wielofunkcyjno$¢ tej glikoproteiny: oprocz kolagenu i trombo-
spondyny oddzialuje ona z monocytami oraz uczestniczy w przemianach
lipoprotein [20]. Przylaczenie ligandu wywoluje dimeryzacj¢ receptora i ak-
tywacje przemian AA [24], oraz aktywacj¢ kompleksu kinaz tyrozynowych,
przylaczonych do C-koricowej czg$ci tancucha receptora [19, 60].

Kinazy tyrozynowe

Z receptorem CD36 w plytkach krwi lacza si¢ niereceptorowe kinazy
tyrozynowe (PTK) z rodziny src: pp60™®, pp*#/58¥" i ppé»* (udzial w tym
kompleksie pp60“* jest sporny) [19]. Bez wzgledu na sklad, wykazano
znaczna trwalo$é tych kompleksoéw, co przemawia za bezposrednim udzialem
GPIV w uruchamianiu szlaku kinaz tyrozynowych [60, 87]. W mechanizmie
aktywacji zaleznym od kinaz uczestnicza takze kinazy serynowo-treoninowe
(raf), fosfolipaza Cy,, fosfatazy kinaz tyrozynowych (PTP1B, SHPTPI) [72,
73, 83, 108], bialka wigzace aktyn¢ (spektryna, winkulina) oraz niskoczas-
teczkowe bialka G (biatka ras). Po zadzialaniu czynnika stymulujacego
receptory ulegaja dimeryzacji, tak ze ich cytoplazmatyczne domeny wchodza
w bezposredni kontakt, co umozliwia wzajemna fosforylacj¢ [19]. Domeny
SH2 umozliwiaja laczenie si¢ kinaz w lancuchu wzajemnych fosforylacii,
domeny SH3 odpowiadaja za polaczenie kinaz z biatkami cytoszkieletu [49].

W aktywowanych plytkach dochodzi do gwaltownej fosforylacji reszt
tyrozynowych w kaskadzie fosforylacji bialek wzbudzajacych i regulatorowych.
Wywolywanie tych reakcji moze zachodzi¢ bezposrednio, jak ma to miejsce
w przypadku kolagenu i GPIV (kinazy src), lub posrednio — przy udziale
kinaz tyrozynowych typu ppl25™, np. w czasie aktywacji GPIIbIlIa i wigk-
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szo$ci pozostatych glikoprotein odpowiedzialnych za adhezje i aktywacije
piytek krwi [42, 99, 100].

Akceptowany schemat procesu aktywacji zachodzacy w plytkach krwi
po przylaczeniu kolagenu do receptora CD36 przedstawia si¢ nast¢pujaco.
Ufosforylowany C-koncowy fragment receptora stanowi miejsce dokowania
rozpoznawane przez domen¢ SH2 kinazy tyrozynowej. Po przylaczeniu
kolagenu odblokowana zostaje domena katalityczna PLCy,, ktora jako
jedyna izoforma z tej grupy posiada domeng¢ SH2. Domena ta rozpoznaje
charakterystyczne miejsce wiazania, przylacza si¢ do kinazy tyrozynowej,
i zostaje ufosforylowana, co uruchamia jej aktywno$¢ fosfolipazowa wobec
PIP, oraz warunkuje powstanic IP, i DAG [5, 95]. Aktywne kinazy
tyrozynowe aktywuja takze IP3-K, ktora generuje trzeci inozytolopochodny
mediator aktywacji — PIP, [14, 107].

W obrgbie takiego funkcjonalnego kompleksu dzialaja takze biatka
ograniczajace aktywacje: fosfatazy, ktore defosforylujac kinazy tyrozynowe
w pozycji **"Tyr blokuja ich zdolnoé¢ do laczenia z substratem, a takze
biatko aktywujace GTP-az¢ (GAP), niezbedne do stymulowania aktywnosci
fosfatazowych bialek z rodziny ras (niskoczasteczkowe biatka G). Te
mechanizmy ograniczajace rownowaza silny wielokierunkowy impuls po-
wstajacy w obrebie kompleksu ligand-receptor. Regulatorowa funkcja fosfataz,
zarOwno serynowo-treoninowych (PP1, PP2A, PP2B, PP2C), jak i tyrozy-
nowych (SHP-1, PTP1B), warunkuje prawidlowe przekazywanie sygnalu
aktywacji, niezaleznie od drogi pierwotnego wzbudzenia (agonista, przylaczanie
kolagenu i/lub fibrynogenu) [72, 91].

Interesujacy, wczeSniej nie omawiany, szlak aktywacji inicjowany na

# drodze bezposredniej aktywacji PTK poprzez receptor CD36 (prawdopodobnie
takze po zadziataniu trombiny i przylaczeniu fibrynogenu), rozpoczyna si¢
w momencie aktywacji kinazy serynowo-treoninowej raf przez biatko ras
[49]. Reakcja ta zapoczatkowuje kaskade, w ktorej uczestnicza kinaza
kinazy biatkowej aktywowanej przez mitogeny (MAPKK) i sama kinaza
bialkowa aktywowana przez mitogeny (MAP) aktywujaca PLA, [9].

Badania kompleksow receptor-PTK w plytkach krwi pozwalaja stwierdzi¢
obecnos¢ ufosforylowanych (aktywowanych) postaci tych enzymow, szczegolnie
po dzialaniu tzw. silnych agonistow, takich jak trombina czy kolagen, lecz
sekwencja kolejnych fosforylacji w molékularnym szlaku przekazywania
sygnalow wewnatrz plytek krwi pozostaje wciaz niejasna. Podjgto starania
dopasowania jej schematu do lepiej poznanych modeli [21, 60], analogie te
sa jednak ograniczone. Trudno w dalszym ciagu okresli¢ np. dokladnie
miejsca oddzialywania kinazy pp60***, co do ktorej wiadomo, ze jako
najliczniej wystepujaca w plytkach, musi zajmowac kluczowa pozycje w prze-
kazywaniu sygnatow transdukcyjnych [28].

2R TT
LAY
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RECEPTOR CZYNNIKA VON WILLEBRANDA

Mechanizm powstawania sygnatu aktywacji po przylaczeniu cz. von
Willebranda do makromolekularnego kompleksu GPIb-IX-V rézni si¢ od
opisanego powyzej. Wiadomo, ze monomery ligandu hamuja aktywacje
plytek, dimery nie wywoluja Zadnej reakcji, i dopiero przylaczenie multimeréw
oraz zaangazowanie wigkszej liczby receptoréw wyzwala sygnatl transdukcyjny
[59, 77, 97]. Liczba kopii poszczegblnych glikoprotein w kompleksie (GPIb
i GPIX po 25 000, GPV 11 000), dwufunkcyjno$¢ (jest aktywowany i funk-
cjonuje takze jako receptor dla trombiny [79, 80] oraz znaczenie kliniczne
receptora wskazuja na wiodaca roleg GPIb (fancuch Iba) w regulacji funkcji
plytek krwi [8, 17, 45, 77]. Rola GPIX i GPV w omawianym receptorze
nie jest do konca zbadana, postuluje si¢ udziat tadcucha Ibf i GPIX
w utrzymywaniu wlasciwej ekspresji calego kompleksu [16]. GPIb moze
wigzaé si¢ z ligandami wolno krazacymi (sporadycznie wystepujace w krwio-
obiegu multimery vWF), glownie jednak oddziatuje z odslonigta po uszko-
dzeniu §rodblonka macierza zewnatrzkomorkowa, ktéra zapewnia czynnikowi
von Willebranda zmiany konformacyjne umozliwiajace przylaczenie i aktywacje
receptora. GPIb jest sialoglikoproteing niekowalencyjnie polaczong z GPIX
i GPV. Prawdopodobny mechanizm przenoszenia sygnalu po przylaczeniu
czasteczek ligandu zwiazany jest z polaczeniem GPIb a za posrednictwem
filaminy z mikrofilamentami aktynowymi (wlokna napigciowe). W fazie
spoczynku polgczenie cytoszkieletu z kompleksem GPIb-IX-V stabilizuje
blong¢ plytkowa; w zespole Bernarda-Souliera (brak GPIb) plytki przybierajg
gigantyczne rozmiary, a ich blona latwo ulega deformacjom [97]. Miejsce
wigzania VWF zlokalizowane jest w N-koncowej czeSci tancucha Ib, za$
w C-koncowym fragmencie lancucha o w pozycji 166 znajduje si¢ ufos-
forylowana seryna [17]. W czasie aktywacji seryna 166 ulegajac defosforylacji
zapoczatkowuje reorganizacj¢ struktur fibrylarnych i kaskade fosforylacji
w kompleksie funkcjonalnym: PLC, PI-3K, pp60c-src, biatkko 14-3-3 (o
wlasnosciach PLA,) [16, 17]. Udzial poszczegdlnych sktadowych kaskady
fosforylacji oraz sposob przekazywania sygnalu wydaja si¢ by¢ podobne do
omowionego wezesniej przy okazji charakterystyki receptora dla kolagenu
(CD36). Receptor po przylaczeniu vWF bierze udziatl w aktywacji GPIIbIIIa,
zmieniajac jego konformacj¢ ze spoczynkowej na umozliwiajaca przytaczanie
fibrynogenu, oraz laczac pobudzone w ten sposéob integryny z cytoszkieletem
[30]. Przyjmuje si¢, ze wystgpujace w naczyniach tetniczych duze sily
S$cinajace oraz kontakt z obcymi powierzchniami sa istotnymi czynnikami
aktywujacymi plytki krwi za posrednictwem kompleksu GPIb-IX-V [8, 17,
30, 39, 80, 97, 98].
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Reorganizacja cytoszkieletu

W stanie spoczynku peczki mikrofilamentow aktynowych (wlokna na-
pigciowe) sieciowane przez miozyng tworza podstawe cytoszkieletu plytki.
Aktyna, stanowigca 20-30% wszystkich bialek plytki, wystepuje takze
w postaci globularnej, ktéra pod wplywem pobudzajacego bodzca wy-
zwolonego po przylaczeniu ligandu do receptora ulega polimeryzacji (kazda
czasteczka przylacza jeden jon Ca®" jedna czasteczke ATP), a przylaczajac
si¢ do wlokien napigciowych o zreorganizowanej strukturze wytwarza
»superfilamenty aktynowe”. W czasie aktywacji lekkic larficuchy miozyny,
po ufosforylowaniu przez kinazy zalezne od jonéw Ca®*, wytwarzaja
w interakcji z cigzkimi laicuchami filamenty miozynowe sieciujace widkna
aktyny. W procesach zmiany ksztaltu i podczas oddziatywania z receptorami
biorg takze udziat biatka wigzace cytoszkielet z receptorami (talina, winkulina,
a-aktynina), profilina kontrolujaca polimeryzacij¢ aktyny oraz biatka z rodziny
rho (niskoczasteczkowe bialka G) odpowiedzialne za przenoszenie sygnalu
do wngtrza komorki [41, 87]. Nalezy przypuszczaé, ze podobnie jak ma to
miejsce w limfocytach, niektore bialka cytoszkieletu (spektryna) uczestnicza
takze w aktywacji kinazy biatkowej C [93].

RECEPTOR FIBRYNOGENU

Kompleks glikoprotein I1b/IIIa, tworzacy integryne oy,fs, jest najliczniej
reprezentowanym  receptorem na powierzchni  blony plytkowej
(40 000-50 000 kopii w plytkach w stanie spoczynkowym) [13, 31, 89,
101, 112]. Posiada on typowa dla wszystkich integryn budowe. Podje-
dnostka f; (GPIIla, CD61) o m. cz. 95 kDa, sklada si¢ z 762 reszt
aminokwasowych oraz posiada charakterystyczna petle N-koncowej czesci
tancucha. Region 109-136 jest miejscem wiazacym sekwenci¢ RGD fi-
brynogenu; region 212-222 to miejsce wigzace nieopisana sekwencje fi-
brynogenu, dodatkowo podjednostka ta zawiera jedno miejsce wigzace
jony Ca®*. Mutacja powodujaca zastapienie asparaginy tyrozyna w pozycji
Bs—119 jest przyczyna wystgpowania trombastenii Glanzmanna. Podjed-
nostka oy, sklada si¢ z dwoch lancuchéw zawierajacych lacznie 1170
reszt aminokwasowych, a regionem odpowiedzialnym za oddzialywanie
z sekwencja KQAGDYV fibrynogenu jest fragment 294-314 tej podjednostki.
Na podjednostce ay, (fancuch A o m. cz. 125 kDa) zlokalizowano takze
cztery miejsca wigzace jony Ca?*. Lafcuch B (m. cz. 25 kDa) podjednostki
o, polaczony z fragmentem A za pomoca mostka disiarczkowego, mocuje
calg podjednostk¢ do blony plytkowej [13, 23, 40, 90]. Na lancuchach
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Ao fibrynogenu znaleziono sekwencje aminokwasowe RGD-F (95-97)
i RGD-S (572-574), natomiast na lancuchach y znaleziono sekwencje
KQAGDV (406-411). Nalezy podkresli¢, ze sekwencja RGD wystgpuje
takze w kolagenie (typ VI), fibronektynie, witronektynie i czynniku von
Willebranda, stad zdolno$¢ wiazania tych bialek z integryna oy,f;. Przyj-
muje si¢ obecnie, ze o specyficznosci wigzania fibrynogenu do integryny
PP, decyduje sekwencja KQAGDV [13, 38, 42, 88, 103].

W czasie nastgpujacych po sobie etapow aktywacji plytek nie zmienia si¢
drastycznie liczba receptoréw dla fibrynogenu, lecz gléwnie ich konformacja
i rozmieszczenie na blonie cytoplazmatycznej. Receptory te przechodza ze
stanu spoczynkowego w pobudzony, nabywajac zdolno$¢ trwalego przytaczania
wolnokrazacego fibrynogenu, oraz gromadza si¢ w ogniskach aktywaciji.
Omowiona wczesniej reorganizacja cytoszkieletu odgrywa kluczowa role
w powstawaniu takich ognisk adhezji receptoréw. O przemianach tych
decyduja omowione wczesniej receptory pierwszego kontaktu przekazujace
sygnal z wnetrza komorki (inside-out signalling). W odbiorze impulsu
aktywujacego uczestnicza oba cytoplazmatyczne fragmenty integryny, ktore
ulegajac fosforylacji powoduja zmiang konformacji czeci receptorowej oraz
oddzialywanie z cytoszkieletem (za poSrednictwem o-aktyniny, F-aktyny,
taliny, filaminy) [17, 23, 99]. Oddziatywania takie sprzggaja receptor fib-
rynogenu z systemem przekazywania sygnatlu wewnatrzkomorkowego, w sklad
ktorego wchodza: biatka cytoszkieletu, niskoczasteczkowe biatka G (rho),
IP3-K (forma 85/110), PTK (ppl125™, pp72%, c-src), PLCy oraz fosfatazy
[10, 23, 99]. Wokét cytoplazmatycznego fragmentu receptora fibrynogenu
powstaje swoiste ,,centrum aktywacji”, ktorego lista skladnikow jest stale
uzupelniana i poszerzana o nowo odkryte bialka regulatorowe (np. f;-
edoneksyna) uczestniczace w uruchamianiu wielu szlakow aktywacji plytek
krwi (outside-in signalling) [23].

RECEPTORY POJAWIAJACE SIE
W NASTEPSTWIE AKTYWACJI KRWINEK PLYTKOWYCH

W czasie degranulacji na powierzchni btony krwinki ptytkowej pojawiaja
si¢ glikoproteiny GMP-140 (selektyna P) i GP-53 [3, 8, 51, 55, 78].
Okreslanie ekspresji GP53 i GMP-140 ma istotne znaczenie przy monito-
rowaniu zachodzenia reakcji uwalniania [86]. Obecnie oznaczanie glikoprotein
pojawiajacych si¢ w czasie aktywacji plytek krwi jest jedna z najczesciej
stosowanych metod w monitorowaniu stopnia aktywacji pltytek w pracach
klinicznych i teoretycznych [S1, 55, 56, 82, 109].
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GMP-140

GMP-140, znana tez jako PADGEM (Platelet Activation-Dependent
Granule External Membrane protein) lub antygen CD62, nalezy do grupy
selektyn (opisywana jest czesto takze jako selektyna P). Rodzina selektyn
odpowiada za regulacj¢ adhezji migdzy leukocytami, aktywowanymi ptytkami
i komoérkami $rodblonka, a uczestnicza w niej oprocz omawianej selektyny P
(ptytki, §rodblonek), selektyna E (Srodblonek) i selektyna L (leukocyty) [3,
25, 36]. Selektyna P jest czasteczka stanowiaca skladnik blony ziarnistosci
o plytek i pelni funkcje receptora dla proteoglikanu Galfl-4 (Fucal-3)
(Sialyl Lewis X, CD15s) obecnego na powierzchni fagocytow. Stwierdzono,
ze selektyna P reguluje interakcje plytek z wolno krazacymi leukocytami
[3, 8, 64, 78] jej zwigkszona ekspresjc notowano we wczesnych fazach
aktywacji plytek, w nastgpstwie zabiegow operacyjnych [94], zauwazono, ze
pojawia si¢ ona takze za posrednictwem otwartego systemu kanalikéw na
powierzchni blony plytkowej w czasie rozpostarcia plytek na sztucznych
powierzchniach [25, 51]. Ta jednolancuchowa sialoglikoproteina wystgpuje
takze w ciatkach Weibel-Palade’a komorek srodblonka i przypomina swoja
budowa adhezywne biatka leukocytow (LAM-1 i ELAM-1) [64].

GP53

Po zadzialaniu silnych agonistow, takich jak trombina, na powierzchni
aktywowanych plytek krwi pojawia si¢ czasteczka bedaca skladnikiem blon
lizosomalnych. W terminologii komplekséw roznicowania okreslono ja jako
CD63 [3, 78]. Uwalnianie tej glikoproteiny zaobserwowano m. in. podczas
kontaktu plytek z obcymi powierzchniami, np. w czasie zabiegow z za-
stosowaniem krazenia pozaustrojowego [84].

ZNACZENIE INTERAKCJI BIALKOWO-LIPIDOWYCH SKEADNIKOW BLON PLYTEK
KRWI W PROCESIE AKTYWACJI PLYTEK

Ruchliwos¢ lipidow dwuwarstwy blony komorkowej definiuje parametr
zwany plynnosciag lipidowa blon: w blonach bardziej plynnych lancuchy
acylowe kwasow tluszczowych fosfolipidow blony wychylaja si¢ z wigksza
czgstoscia 1 o wigkszy kat niz w blonach o wigkszej mikrolepkosci dwuwarstwy
lipidowej [102]. Plynnos¢ lipidowa reguluje istotnie stopien ruchliwosci
bialek integralnych zanurzonych w matrycy lipidowej. Nastepstwem niskiej
plynnoéci lipidowej jest ograniczona ruchliwos$¢ lateralna i rotacyjna bialek
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integralnych. Bezposrednig implikacja tej zalezno$ci sa zmiany stopnia
ekspozycji bialek, a przez to dostgpnosci receptorow blonowych, uzaleznione
od zmian plynnoéci lipidowej blon. W blonach mniej plynnych, zanurzone
w dwuwarstwie lipidowej bialka blonowe sa silniej eksponowane i wystaja
w wigkszym stopniu do Srodowiska zewnegtrznego lub cytoplazmatycznego,
a stopien ich ekspozycji jest uwarunkowany réwnowaga termodynamiczna
oddziatywan lipid-lipid oraz lipid-woda [102]. Uwarunkowania zmian ruch-
liwosci lipidow oraz konformacji bialek nie dotycza w réwnomiernym
stopniu calej blony, lecz odnosza si¢ zazwyczaj jedynie do wybranych
domen dwuwarstwy lipidowej. Stad tez, modulacja plynnosci lipidowej
w otoczeniu wybranego receptora (lub receptorow), w nastgpstwie interakcji
z ligandem, pocigga za soba zmiany w mikrosrodowisku receptoréw sasia-
dujacych, nawet nie zwigzanych z zadnym ligandem. Wszelkie zmiany
konformacyjne doprowadzajace do zmian hydrofobowosci czasteczki biatkowej
lub zmian jej ladunku powierzchniowego moga prowadzi¢ do zmian ekspozycji
wybranych domen w czasteczkach biatkowych, czego bezposrednia konsek-
wencja moze by¢ zmieniona dostgpnos$é receptora dla ligandow [102].
Proces przekazywania sygnalow przez blong cytoplazmatyczna wymaga
optymalnej plynnosci dwuwarstwy blony, tzn. takiej, ktéra zapewnia od-
powiednia konformacje¢ sktadowych lancucha przekazywania i przenoszenia
informacji [4, 66]. Przypuszcza si¢ na przyklad, ze receptor powierzchniowy
blony cytoplazmatycznej na skutek zaburzonych oddziatywan z lipidami
granicznymi (zmiana plynno$ci), moze zmieniaé swoja strukturg czwar-
torzgdowa, co wyzwala, za posrednictwem jego C-konca, zmiany konformacji
biatka G i powstawanie niespecyficznego (nie zwiazanego z przylaczeniem
ligandu) sygnalu aktywacji komorki. W literaturze opisywano zjawiska
biofizycznej — zaleznej od plynnosci — aktywacji lub inhibicji bialek uczest-
niczacych w przenoszeniu sygnatu. Obecnos$¢ etanolu uplynniajacego centralny
region dwuwarstwy lipidowej zwiazana byla ze stymulacja bialka Gs,
wzrostem wewngtrzkomorkowego cAMP i hamowaniem aktywacji plytek
krwi [29, 106]. Wykazano takze, Ze niektore organiczne rozpuszczalniki
(chloroform, alkohol benzylowy), uplynniajac warstwe lipidéw granicznych,
moga aktywowac¢ kinazg biatkowa C [43, 68], podczas gdy halotan, uptynniajac
warstwe centralng, wywiera efekt odwrotny. Zalezng od fosfolipidow aktywacje
PKC zaobserwowano podczas badania przewodzenia sygnalu aktywaciji
w limfocytach [93]. Zwraca si¢ takze uwagg, ze wplyw wybranych lekow
na plynno$¢ dwuwarstwy lipidowej moze mie¢ takze charakter specyficzny:
poprzez aktywacje fosfolipido-N-metylotransferazy dochodzi¢ moze do
metylacji fosfatydyloetanoloaminy, zwigkszenia- puli blonowej fosfatydylo-
choliny (lecytyny) i, w nastgpstwie, do uplynnienia dwuwarstwy [50].
Ogolnie, dowody doswiadczalne, ktore potwierdzalyby znaczenie i role
interakcji lipidowo-biatkowych w modulacji przekazywania sygnatu w komérce
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poprzez oddzialywanie na przekazniki tego sygnalu dotycza niemal wylacznie
kinazy bialkowej C oraz cyklazy adenylanowej. W badaniach modelowych
z liposomami wykazano, ze oddzialywania takie sa obustronne. Stosujac
metode¢ gaszenia fluorescencji tryptofanu w czasteczce PKC Brumfeld
i Lester wykazali, ze enzym penetruje dwuwarstwe lipidowa do glebokosci
16 wegla tancuchow acylowych fosfolipidow, a interakcje takie indukuja
przejscia heksagonalne fosfolipidow w blonach liposomalnych [69]. Z drugiej
strony, w roznych badaniach wykazano, ze polarno$¢ dwuwarstwy oraz
sktad fosfolipidow wplywa i moduluje aktywno§¢ PKC. Kwas linolenowy,
ktory dzialat uplynniajaco na dwuwarstwe lipidowa, aktywowat PKC w po-
towie tak efektywnie, jak DAG [67]. Z kolei, fosfatydyloseryna, ktora
sprzyja przejSciom heksagonalnym fosfolipidow blon, okazala si¢ najbardziej
wydajna w aktywacji PKC [69]. Ogolnie, wykazano, ze ,,uplynniacze” blon
w stezeniach, ktore zwigkszaja hydrofobowy charakter otoczenia PKC,
aktywuja enzym [68], za$§ obecnos¢ diacyloglicerolu ulatwiala i przyspieszala
penetracje PKC w dwuwarstwie lipidowej [71]. Chociaz wskazuje sig, ze
trzeciorzgdowa struktura PKC jest stabilizowana zaréwno przez Ca?”, jak
i Mg®>" [71], to zaobserwowano, ze zmiany konformacyjne w PKC sa
niemal natychmiastowe w obecno$ci Mg?*, ale wymagaja czasu w obecnosci
Ca*" [70]. Znaczenie tej roznicy latwo docenié, zwazywszy ze jony wapnia
dzialaja powszechnie jako wtorny przekaznik sygnalu aktywacii.

Rownie przekonujacych dowodow dostarczono na poparcie znaczenia
plynnosci lipidowej blon w regulacji aktywnoSci cyklazy adenylanowe;j.
Etanol, ktory zwigksza aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej na drodze mechaniz-
mu aktywacji biatka G, [44], nie jest pod tym wzglgdem unikalny, gdyz
jak stwierdzono, krotkolancuchowe alkohole alkilowe i alkohol benzylowy
majg zdolno$§¢ hamowania agregacji plytek oraz aktywacji plytkowej cyklazy
adenylanowej [52]. Badania molekularnych mechanizméw dzialania lokalnych
anestetykow, takich jak alkohol benzylowy, pozwolity wykazaé, ze moga
one posrednio aktywowaé cyklaz¢ adenylanowa na drodze aktywacji biatka
G, poprzez mechanizm dysocjacji podjednostki f-y biatka G, [106].

Zmiany plynnosci lipidowej nalezy pojmowac jako sposéb odreagowywania
komponent blonowych na sygnaly ze strony cytoplazmy komorki lub ze
strony $§rodowiska zewnetrznego. Zmiany dynamicznych parametrow blon
komorkowych plytek krwi w niektorych stanach klinicznych moga powodowaé
reorganizacje dwuwarstwy lipidowej blony komorkowej plytek krwi. Re-
organizacja taka moze si¢ sprowadza¢ w rownym stopniu do zmian kon-
formacyjnych glikoprotein powierzchniowych (w tym receptoréow), jak
i dotyczy¢ frakcji lipidow granicznych. W nowych warunkach moze dochodzi¢
do interakcji biatkowo-lipidowych, ktérych efektem jest uwalnianie we-
wnatrzplytkowego Ca®* oraz niespecyficzne pobudzenie enzymoéw efek-
torowych. Hipoteze taka potwierdzalyby wyniki wskazujace, ze rozne
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czynniki modulujace plynno$¢ blon powoduja dezorganizacj¢ dwuwarstwy
lipidowej blon plytkowych i drastycznie ograniczaja transdukcje wielo-
kanatowego sygnalu prowadzacego do aktywacji plytek krwi. Wykazywana
zalezno$¢ migdzy modulacjg ptynnosci lipidowej przez anestetyki i rozpusz-
czalniki organiczne a ich aktywujacym wplywem na kinaze bialtkowa C, jak
rowniez wplyw tych zwiazkéow na aktywacje cyklazy adenylanowej oraz
wzrost stezenia wewnatrzkomoérkowego cAMP moze stanowiC potwier-
dzenie takiej hipotezy [12, 68, 106]. Nalezy pamigtac, ze w przekazywaniu
sygnalu przez blong cytoplazmatyczng biora udzial integralnie zwigzane
z nig biatka: receptory blonowe, biatka G oraz enzymy efektorowe (PLC,
PLA,, CA). Do prawidlowej kooperacji wszystkich elementéw i prawid-
towego przewodzenia sygnalu aktywacji konieczna jest optymalna plynnosc
blony umozliwiajaca wlasciwa konformacj¢ bialek blonowych oraz nieza-
klocone interakcje bialkowo-lipidowe. Zwiazek indukowanej w warunkach
ex vivo aktywacji plytek ze zmianami plynnosci blon plytkowych, jakie
towarzyszyly takiej aktywacji, sklaniaja do wysunigcia hipotezy, ze zmiany
parametrow dynamicznych blon krwinek plytkowych moga leze¢ u podstaw
nieswoistej generacji i transdukcji sygnalu w plytkach w niektorych stanach
patologicznych zwigzanych ze zmianami plynnosci blon komorkowych
[111]. W dodatku, mozna teoretycznie zalozyC, ze osoby ,,obarczone dzie-
dzicznie” typem blony komoérkowej o parametrach biofizycznych predes-
tynujacych do latwego wyzwalania sygnalu aktywacji plytek krwi powinny
by¢ bardziej narazone na czgste epizody aktywacji i reakcji uwalniania
plytek krwi.

Chociaz w obecnej chwili trudno znalezC w literaturze wyczerpujace
i jednoznaczne wyjasnienie zaleznosci migdzy plynnoscia dwuwarstwy lipidowej
a przekazywaniem sygnalu aktywacji w komorce, nalezy podkresli¢, ze
zebrane dotad wyniki dotyczace réznych komorek i ukladow modelowych
wskazuja niezbicie na kluczowe znaczenie stanu dynamicznego blony cyto-
plazmatycznej w procesach transdukcji sygnatu.
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MOLECULAR MECHANISMS OF SIGNAL TRANSDUCTION IN SELECTED RECEPTOR
SYSTEMS OF BLOOD PLATELETS

This review paper concerns molecular mechanisms of signal transduction by various
receptor systems and the role of various agonists in the activation of blood platelets. Authors
present the physiological pathways leading to platelet activation and release reaction, as well
as those responsible for the natural feedback inhibition of platelet activation. The significance
of the conformational changes in platelet receptor glycoproteins, the reorganisation of platelet
cytoskeleton, the mobilisation of calcium, processes of phosphorylation/dephosphorylation, and
lipid bilayer fluidity in the modulation of the triggering of platelet signal transduction is discussed.



