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1 STRESZCZENIE

Cukrzyca i jej powiktania stanowiepidem¢ XXI wieku, z ktog walka pochtania
ogromne kwoty z bugktu pastwa. U cukrzykédw obserwujemy eizy innymi
zwickszone ryzyko wyspowania ré@nego rodzaju infekcji oraz ich powikia ktére
Wigzg Sie miedzy innymi z zaburzonym wydzielaniem przeciwciatga limfocyty B.
Adenozyna jest endogennym nukleozydem, ktéry odgrywstoty role
w funkcjonowaniu wielu komérek i nagdow, w tym reguluje dziatanie komorek
uktadu immunologicznego. Nukleozyd ten dziata peprswoiste receptory (Al, A2a,
A2b, A3) zlokalizowane na powierzchni komérek. deyvrgtrzkomorkowe sgzenie jest
wypadkowy procesow transportowych oraz przemian tego nukiopo obu stronach
btony plazmatycznej.

Celem pracy byto zbadanie wptywu insuliny i glukoma ekspresgj genow
receptorow adenozynowych oraz na aktyséncenzymow metabolizagych 8
czasteczk w limfocytach B. Sprawdzono ta&, czy istnieje zalaos¢ pomiedzy
dziataniem adenozyny i wydzielaniem przeciwciat |gl take jaki wptyw na §
funkcje wywierag zmienne stzenia insuliny i glukozy.

Uzyskane wyniki pokazyj ze ekspresja genow koduoych receptory
adenozynowe (AR), mierzona me®CR w czasie rzeczywistym regulowana jest
przez insulig i glukoz. Wysokie (25 mM) stzenie glukozy obriia poziom mRNA
genow dla A1-AR, A2b-AR i A3-AR, pozostaj bez wptywu na ilé transkryptu genu
dla A2a-AR. Ekspresja genow dla A1-AR i A2a-AR jesgmulowana przez insuln
Z kolei hormon ten hamuje ekspregienu dla A3-AR. Zmianom poziomu mRNA
receptorow adenozynowych indukowanym zmianamizestia glukozy i insuliny
towarzyszyly odpowiednie zmiany w poziomie bialelspczegoinych receptorow.
Insulina i glukoza wplywaj na aktywné¢ enzymow metabolizggych adenozyn
(deaminaza adenozyny, ekto-deaminaza adenozynyjulkbéotydaza i ekto-5'-
nukleotydaza) w sposéb zafgy od fazy cyklu komérkowego limfocyta B. Naturaly
zmian jest takaze przy wysokim stzeniu glukozy (25 mM) i niskim steniu insuliny
(0,01 nM) wzrasta potencjat do produkcji adenozyny @bu stronach biony
plazmatycznej nieproliferggych limfocytow B. Czynniki te nie mialy wplywu na
aktywna¢ kinazy adenozyny, ktéra w limfocytach T jestisle zalena od sizenia

insuliny.
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Analiza poziomu nukleozydow i zasad purynowych wypece komérek poddanych
stresowi metabolicznemu przyzyciu 2-deoksyglukozy pokazatae ich poziomy
zaleaty od stzenia glukozy i insuliny. Najwisze sizenie adenozyny i inozyny
wystepowato w paywce z 5 mM glukog, niezalénie od s¢zenia insuliny, natomiast
najwyzsze sgzenie hipoksantyny obserwowano w medium zawiesapn 10 nM
insuline. Zmiany s¢zenia glukozy nie mialy wplywu na poziom hipoksantyn
w medium hodowlanym limfocytow B eksponowanych raedksyglukoz.
W pracy zbadano udziat receptoréw adenozynowyclegulacji produkcji przeciwciat
IgM przez limfocyt B w odpowiedzi na stymulacjantygenem bakteryjnym.
W doswiadczeniach tych prowadzonych z zastosowaniemy$ipeoych antagonistow
poszczegolnych receptorow wykazarme, pozostawienie niezablokowanego receptora
A2a podczas stymulacji antygenem bakteryjnym shkugto obnizeniem ilgci
produkowanych przeciwciat IgM przez lgnikomorkows ludzkich limfocytéw B
(SKW 6.4). Ponadto, zaobserwowange wydzielanie tej klasy przeciwciat przez
ludzkie limfocyty B izolowane z krwi obwodowej jeshacaco obnzone w obecn<i
wysokiego (25 mM) stzenia glukozy.

Wyniki te wskazuy, ze indukowane wysokim @teniem glukozy zaburzenia
w przemianach i receptorowym dziataniu adenozynyggndeze¢ u podica
patomechanizmu prowaglzgo do zaburzenia funkcji limfocyta B w cukrzydgdnym
z przejawdw upgledzenia funkcji tej komorki w cukrzycy me by spadek

wydzielania przeciwciat IgM w odpowiedzi na stymejtaantygenem bakteryjnym.
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2 WSTEP
2.1 Cukrzyca

Cukrzyca traktowana jest jako epidemia XXI wieku.etlg danych WHO
(ang. World Health Organization obecnie naswiecie ponad 220 milionéw ludzi
dotknietych jest § chorolay i szacuje s, ze do 2030 roku liczba ta me ulec
podwojeniu. Rocznie z powodu powiktacukrzycowych umiera okoto 1,1 miliona
os6b. Kadego roku w Polsce wydatki bietu pastwa na leczenie cukrzycy
pochtaniag okoto 9% (2,6 mid zt) catkowitycBrodkow przeznaczonych na ochegon
zdrowia, co czyni cukrzycdrugs, najbardziej kosztownchorola, zaraz po chorobie
niedokrwiennej serca [96,99]. Dlatego istotng vgszelkie badania prowagiz do
wyjasnienia mechanizméw genezy zmych powiktaa cukrzycy, ktére mog

w przysziaci przyczyné sie do skuteczniejszej walki 2 thorola.

2.1.1 Insulina i glukoza — gtbwne parametry cukrzycy.

Cukrzyca wynika z zaburaegospodarki wglowodanowej organizmu wskutek
bezwzgédnego lub wzgldnego niedoboru insuliny. Brak wytwarzania insulijegt
charakterystyczny dla typu | cukrzycy i spowodowgst on uszkodzeniem komorgk
wysp Langerhansa trzustki. W typie Il cukrzycy pakda insuliny jest znacznie
obnizona albo wysfpuje insulinooporn@ tkanek na skutek zaktogena szlaku
dziatania tego hormonu [3,4,151])nsulina odpowiada za zekszenie zuycia
I magazynowanie zwkkOéw energetycznych poprzez aktywagjlikolizy, syntez
glukagonu i lipogenez Wptywa rownie na zahamowanie lipolizy i ketogenezy. Przy
obnizonym st¢zeniu insuliny lub w przypadku, gdy komorki nig gdolne do jej
wykorzystania, nagpuje upgledzenie wychwytu glukozy przez tkanki, wzrosizenia

tego cukru we krwi oraz spadek jegosdow komaorkach. W wyniku tego dochodzi do
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uruchomienia procesow glikogenolizy, glukoneogeneligolizy oraz ketogenezy
w celu uzyskania substratow energetycznych. TaWiadikzdarzé prowadzi do
pierwszych, ostrych objawow cukrzycy: glukozurigteanemii i ketonurii, ktére mag
prowadz¢ do kwasicy ketonowej i odwodnienia organizmu [Bjrzymujgca s przez
diugi czas hiperglikemia przyczyniagsio rozwoju panych powikta cukrzycy, w tym
retinopatii, nefropatii, neuropatii oraz mikro- iakroangiopatii, ktére magnawet

prowadz¢ do zgonu [30,31,187].

2.1.2 Wplyw cukrzycy na uktad odpornosciowy organizmu.

Cukrzyca wywiera negatywny wptyw na wiele ngit@aw i uktadéw organizmu,
w tym rowniez na system odpordgoiowy. Wieloletnie badania pokazujze cukrzycy
obcigzeni g zwickszonym ryzykiem rznego rodzaju infekcji oraz ich powikia
[21,34,130,172]. W obu typach cukrzycy powszecholserwuje s podwyzszory
zapadaln& na infekcje uktadu moczowego ie¢stsze wysipowanie bezobjawowej
bakteriurii, w szczegolrimi u kobiet, nierzadko prowagize do granych powikia, jak
np. zapalenie ¢gcherza, czy ostre odmiedniczkowe zapalenie nerek4$358,61,
62,188]. U diabetykdw réwnieczesciej obserwuje siinfekcje skory i btorsluzowych,
przede wszystkim wywotywane przez ddeaki z rodzajuCandida [1,69]. Take
infekcje stopy cukrzycowej pochodzenia bakteryjnegowvtaszcza z udziatem
Staphylococcus aureuwaz grzybiczego, gtowni€richophyton rubrumnie naleg do
rzadkich i w ponad potowie przypadkéwraza sie amputac [10,38,114]. Cukrzycy
rowniez 3 bardziej podatni na infekcje prayzda i ozbnej [18,46]. Jest tewiele
doniesi& na temat ogstszych zaksen uktadu oddechowego spowodowanych przez
S. aureurazMycobacterium tuberculos[84].
Przyczyny takiego stanugsrézne i nie do kaca poznane. W przypadku uktadu

moczowego do niedawnagdzono, ze za wzmaone infekcje odpowiedzialna jest
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glukozuria oraz upidedzona funkcja granulocytéw [33], jednak wspoéteceedadania
nie potwierdzity tej tezy [11,59]. Wykazano natostiaze u kobiet z cukrzyc
wystepuje obnkone s¢zenie 1L-6 i IL-8 w moczu oraz zmniejszonastoleukocytow,
ale bez ugedzenia ich funkcji. Dodatkowo stwierdzono elszory adhezyjnéc
bakterii Escherichia coliz fimbriami typu 1 do nabtonka drég moczowych E861].
Wiadomo na pewnoze w cukrzycy typu | dochodzi do zmienionej odpowkied
limfocytow T na stymulagj antygenem [105] oraz do zredukowaneggidimfocytow

T CD4+, a take aktywnych komérek NK [131]. Bwiadczenia na myszach pokaguj
ze W cukrzycy typu | rownie dochodzi do zmniejszonego wydzielania IL-4 przez
limfocyty T [193]. Pacjenci z Il typem cukrzycy dega sic obnizong iloscig komorek
z receptorem dla IL-2 oraz zgkiszonym poziomem czynnika martwicy nowotwaru
(TNFa, ang. Tumor Necrosis Factor) [148]. Wykazano rownie ze podwyszone
stezenie glukozy ostabia produkcjlL-2, IL-6 i IL-10 oraz hamuje proliferagj
obwodowych monocytow [23,157], natomiast brak imgul znacaco zmienia
metabolizm glukozy i glutaminy w limfocytach orazmveutrofilach [2,136]. Na temat
funkcjonowania limfocytow B w cukrzycy jest bardamato danych. Niedawno
wykazanoze hiperglikemia updedza proliferagj zaréwno limfocytéw T jak i B [162].
Z kolei co do produkcji przeciwciat w tych warunkaistniep sprzeczne doniesienia.
Mozna odnale¢ publikacje dokumentyge ostabione generowanie przeciwciat,
np. u szczepionych oséb z typem | cukrzycy [39,8d]lub u myszy z wrodzan
cukrzya [127], ale z drugiej stronyagsbadania, ktére tych zmian nie potwierdzaj
[9,41,152]. Wiadomoze na opisane zmiany ma wptyw insulina i glukozaaezej ich
zmienne sizenie. Nie wiadomo jednak czy substancje te dzddagpdrednio, czy te

pasrednio, modulujc funkcjonowanie jakiegoinnego czynnika.
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2.2 Adenozynai jej funkcje.

Adenozyna jest purynowym nukleozydem, ktéry oprdego, ze stanowi
metabolit i niezbdny prekursor nukleotydow adeninowych, odgrywa trstorole
w funkcjonowaniu wielu komérek i nagdow jako casteczka sygnatowa. Wplywa
migdzy innymi na prag serca, neurotransmgsjagregac ptytek, napgcie komoérek
migsni gtadkich, filtracg nerkows, przebieg procesow zapalnych, a zakstanowi
czynnik protekcyjny w sytuacjach niedokrwienia edotlenienia serca oraz innych
tkanek [28,129,132]. Dziatanie tego nukleozydu @b pierwszy zostato opisane przez
Drury’ego i Szent-Gyorgyi w 1929 roku [37].

W przypadku uktadu immunologicznego adenozyna mgdujego dziatanie
w dwojaki sposéb. W wysokich ¢geniach wykazuje dziatanie immunosupresyjne
I antyzapalne, natomiast w niskickezniach stymuluje odpowieédimmunologiczi
[77]. Obie funkcje & wynikiem regulacji przez ten nukleozyd wielu prege
dotyczcych r@nych komoérek ukiadu odporstowego. Medzy innymi zawiaduje
procesami chemotaksji i fagocytozy netrofilii [24yyptywa na produkej pro-
I antyzapalnych cytokin przez makrofagi, monocytylimfocyty [34,78,80,113],
reguluje aktywagj i proliferacg limfocytow T [6,35] oraz zalang od nich cytoliz
[192]. Dowiedziono réwnig ze adenozyna zawiaduje proceseniniéowania oraz

pozytywnej i negatywnej selekcji dojrzeweych tymocytow [7,8,89].

2.3 Metabolizm adenozyny.

W warunkach fizjologicznych gtéwnyntrodiem adenozyny jest jej synteza
de novo Dodatkowo, 1/3 catej puli adenozyny w tych waraictk pochodzi z hydrolizy
S-adenozynohomocysteiny (SAH) katalizowanej przgirdiazz SAH (HSAH) [139].
Podczas stresu metabolicznego adenozyna powstagedzo duych ilosciach wskutek

przewagi proceséw katabolicznych zmanych przede wszystkim z hydraliATP,
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w ktéra zaangaowane g enzymy z rodziny endo-apyraz i ATPaz [17,103,173].
Substratami dla pierwszej z niclh ATP i ADP, a AMP stanowi gtdowny produkt.
Z kolei ATPazy, ktérych produktem jest ADP i fosdorwykorzystuj wytacznie ATP
[103]. Ostatecznie adenozyna powstaje poprzez fibefdscic AMP przy udziale
5’nukleotydazy (5’NT, ang5’Nucleoidase [201]. Najmniej znacgea ilos¢ adenozyny
powstaje w wyniku aktywni@i niespecyficznych fosfataz i fosfodiesteraz, &tor
wykazup powinowactwo do wszystkich fosfozyzikOw.

Wewngtrz komorki adenozyna w warunkach normalnych utrgyiana jest na
niskim poziomie, przede wszystkim wskutek aktyweikinazy adenozyny (AK, ang.
Adenosine _lhasg, ktora fosforyluje adenozgndo AMP [141,174]. Enzym ten
charakteryzuje gi bardzo wysokim powinowactwem i niskvartgéciag Km dla tej
czasteczki, oscylujca w granicach od 25 nM do @M w zaleznosci od rodzaju tkanki
i organzimu [32,36,163].

Drugim, istotnym enzymem kontrohggym wewntrzkomorkowe sizenie
adenozyny, wykazggcym jednak mniejsze powinowactwo do nieg WK (Km rzedu
25 — 150uM), jest deaminaza adenozyny (ADA, adglenosine [@aminasg[44,176].
Katalizuje ona nieodwracaln reakcg deaminacji adenozyny do inozyny, ktora
nastpnie rozktadana jest przez fosforaznukleozydow do hipoksantyny
I rybozo-1-fosforanu. Z kolei hipoksantyna #eo ulegé przemianie do kwasu
moczowego z udzialem oksydazy ksantynowej lulzenpodlegéa reutylizacji do IMP
pod wptywem fosforybozylotransferazy hipoksantynpw& konsekwencji IMP mze
postwy¢ jako substrat do odtworzenia AMP [122].

Adenozyna wywiera swoje dziatanie w przestrzenidnykomorkowej 4czac sk
ze specyficznymi receptorami zlokalizowanymi na powachni komoérek. Stenie

zewrgtrzkomérkowej adenozyny, ktére w warunkach fizjotzmych jest bardzo niskie
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(ponzej 1 puM) znacznie wzrasta (nawet do 100 uM) w odpowieda stres
metaboliczny spowodowany gaizy innymi ischemy, hipoksp, infekcjg czy stanem
zapalnym [29,77,119]. Zwkszenie ildci adenozyny na zewtrz maze by wynikiem
transportu tego nukleozydu produkowanego vzydh ilosciach wewmtrzkomadrkowo
lub maze powstawé& na drodze katabolizmu zewtrzkomorkowych nukleotyddw
adeninowych [196,202].

Na zewntrz komorki ATP i ADP hydrolizowane gsdo AMP i wolnych
fosforanébw z udzialem enzyméw z rodziny ektodifbsfdrolaz nukleozydow
trojfosforanowych (E-NTPDase, ang. Ecto-Nucleoside  _Tiphosphate
Diphosphohydrolage ktéra obejmuje ekto-apyrazy i NTPazy, [196,20Ehzymy
z rodziny ektopyrofosfataz/fosfodiesteraz nukleotygich (E-NPP, ang.Ecto-
Nucleotide _Rrophosphatase/ ibsphodiesterajeodpowiadaj za powstawanie AMP
z szerokiej gamy substratow, takich jak: ATP, AD¥FS-cAMP oraz NAD" [202].
Ostatecznie AMP jest defosforylowane przez ektowkieotydaz (ekto-5'NT, ang.
Ecto-5’-Nucleotdase, jedyny zewgtrzkomorkowy enzym specyficznie hydrolizay
AMP do adenozyny i fosforanu [180,196,202].

llo§¢ dostpnej adenozyny dla poszczegdllnych receptoréw redana jest
poprzez procesy transportowe oraz poprzez deamirtagjczsteczki do inozyny

katalizowan przez powierzchniogvdeaminag adenozyny [40].
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2.3.1 Kinaza adenozyny

Enzymem, ktoremu przypisuje ¢sigtdbwmg role w utrzymywaniu niskiego
stezenia adenozyny w komoérce a taki poza nj jest kinaza adenozyny (E.C. 2.7.1.20).
Nalezy do rodziny rybokinaz (RK) i katalizuje reakdpsforylacji adenozyny do AMP
z Km ponzej 1 uM wykorzystujc ATP, rzadziej GTP jako donora grupy fosforanowej
[141]. AK jest obecna u bardzo wielu eukariotycamgmtunkdéw, nie zidentyfikowano
jej natomiast u bakterii. Wygbtuje prawdopodobnie we wszystkich ludzkich tkankach
[121]. Gen dla AK u ssakow jest ekstremalnie diwgi poréwnaniu do gendw
kodujgcych AK u innych organizmow. U cztowieka zbudowaest on z ponad 550 kpz
i zlokalizowany jest na 10 chromosomie w pozycjilgR4 [175]. Z uwagi na
mozliwos¢ alternatywnego sktadania mRNA mpgowstawa 2, r&nigce s¢ na
N-terminalnym kacu biatka AK o masie 38,7 i 40,5 kDa, ale wykazej ¢ samy
aktywna¢ [121]. Enzym AK jest monomerem zionym z domenyufo i mniejszej
domeny liderowej [120]. Do swojej aktywfm wymaga udziatlu kationow
dwuwartgciowych, ktore odgrywajrole elektrofiinego katalizatora dla transferu grup
fosforanowych. Dlatego prawdziwym substratem dla fdst ATP w kompleksie
z dwuwartéciowym jonem metalu, ktérym najexiej jest Md*. W zalenosci
od organizmu oraz rodzaju tkanki rowhigne jony takie jak: Mfi, C&*, Cd*oraz
Ni?* mog uczestniczy w reakcjach przeprowadzanych przez AK [141]. Saeasdcja
tez jest wyptkowa, poniewa substrat adenozyna jak i produkt AMP pszyap sic
do miejsca wjzania ATP w strukturze biatka AK, siaj sk inhibitorami enzymu.
Sytuacja ta powodujeze mechanizm reakcji jest bardzo skomplikowany ivgelu
latach badatego zjawiska dowiedzionag jest on typu uposzlkowanego Bi Bi, gdzie
adenozyna jest pierwszym aganym substratem, a AMP jest ostatnim uwalnianym

produktem [123,138,141].

19



Zahamowanie aktywrsci AK skutkuje znacznym wzrostem $ld adenozyny
wewmngtrz komorki, co w konsekwencji prowadzi do zWszonego jej wyptywu
do przestrzeni mdzykomoérkowej przy udziale transporterOw przemogeh ten
nukleozyd zgodnie z gradienteme¢zn. Protekcyjne wigciwosci adenozyny byty
przestank do wyprodukowania lekéw,clacych inhibitorami AK stosowanych gdzy

innymi w terapii antypadaczkowej a takw zapaleniach [68].

2.3.2 Deaminaza adenozyny

Deaminaza adenozyny (E.C. 3.5.4.4) Kkatalizuje Hitgtloanag deaminagj
adenozyny lub 2’-deoksyadenozyny do inozyrylz 2’-deoksyinozyny i amoniaku
[47]. Przez dlugi czas uwano, ze jest to enzym wyspujacy i dziatapcy wylacznie
w cytozolu. Stosunkowo niedawno okazal@, sie znajduje s on rownieg na
powierzchni wielu komérek, gdzie jest patony z btog plazmatycza poprzez inne
biatko. Na powierzchni limfocytéw tym biatkiem jestceptor CD26 [94], a na btonie
plazmatycznej innych komorek eojkotwicy” odgrywajg receptor adenozynowy Al
lub A2b[27,81,170].

Gen dla ADA zlokalizowany jest na dtugim ramienlw@mosomu 20 w pozycji
g13.11, ktéry posiada 2 kodomigaog allele, przez co miemy obserwowéa 3 r&zne
fenotypy: ADA1, ADA2 oraz ADA1-2. ADA posiada ta& 3 izoformy oznaczane jako:
ADALl i ADA2 oraz ADAcp (ang.ADA-mnecting_potein) lub ekto-ADA [49,87].
Izoforma ADA1 wys¢puje w wielu typach komorek i tkanek ssakéw, w spcindci
istotrg rol¢ petni w funkcjonowaniu komérek uktadu immunologiego. Obecna jest
takze w erytrocytach, ktore posiadajspecyficzny mechanizm wylapywania
I internalizacji 2’deoksyadenozyny z krwiobiegu, ragjszajc w ten sposob daginasé¢
tej casteczki dla komorekagrzastych [86]. Powinowactwo tego biatka do adengzy

jak i 2’deoksyadenozyny jest podobne, Km wynosiyB2, a optymalne pH oscyluje
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w granicach 7-7,5 [55]. Z kolei ADA2 powstaje w wiym potranslacyjnej modyfikacji
polegajcej na zamianie Asp w pozycji 8 na Asn [49]. Izofer ta jest malo
rozpowszechniona i wygtuje tylko w monocytach i makrofagach wraz z ADAE]
Km jest znacznie wasze i wynosi 2 mM. Charakteryzuje¢ siakze czterokrotnie
wyzszym powinowactwem do adenozynyzndo 2'deoksyadenozyny. Optymaln
aktywnas¢ wykazuje wsrodowisku o pH 6,5 [55]. Na powierzchni komérek jriuge
sie enzym ekto-ADA, bdacy pohczeniem ADAL z biatkiem kotwigzym w btonie
plzamatycznej. Najestsz formg jest kompleks ADA-CD26, charakterystyczny dla
limfocytéw T i B, ale wystpujacy réwniez na innych leukocytach, fibroblastach i wielu
komorkach nabtonkowych [82]. ADA me rownie by¢ zakotwiczona w bionie
Z udziatem receptoréw adenozynowych Al oraz A2loHDA posiada identyczn
aktywna¢ enzymatycza jak cytozolowy izoenzym ADAL1 bigc czynny udziat
w regulacji sgzenia adenozyny i inozyny w przestrzeni zetkrkomorkowej

i dostpnasci tych nukleozydéw dla poszczegolnych receptoréiv,16]. Ponadto,
wykazuje take wiaciwosci okrelane mianem ekstraenzymatycznych gzsine

z biatkiem, z ktorym znajduje giw kompleksie. Wraz z CD26 funkcjonuje jako
kostymulator aktywacji obwodowych limfocytow T pape receptor CD3 [47,118].
W bardziej zaawansowanych badaniach nad mechaniziadgwacji tymocytow
wskutek interakcji z komorkami dendrytycznymi pnetzgacymi antygen dowiedziono
tworzenie immunologicznej synapsy, ktéra skutkugmazong aktywacj limfocytow
Th1 oraz produkowanych przez nie cytokin prozapainyV skiad tej synapsy wchodzi
kompleks ADA-CD26 na limfocycie T oraz kompleks AB¥2b na powierzchni
dendrocyta [48,137]. Bwiadczenia na linii komérkowej rgni gltadkich DDTMF-2
wykazaty,ze kompleks ekto-ADA z receptorem Al znamz wptywa na zwikszenie

wrazliwosci tego receptora na adenozynefektywry transdukej sygnatu [27,170].
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Podobn sytuaci zaobserwowano w przypadku interakcji ADA z recepto A2b na
powierzchni linii biataczkowych limfocytow T Jurkat32 oraz na linii komorkowej
CHO (ang.Chinese_tamster_Qary), transfekowanych ludzkim cDNA tego receptora
[47]. Interesujcy jest te fakt, ze ekto-ADA w pojczeniu z receptorem Al podczas
diugotrwalego wyeksponowania na dziatanie agonisigllega zjawisku internalizaciji
wraz z receptorem, sugesj ze jej rola jako ektoenzymu jest mniej istotna [4lidkze
uwolniony ponownie na zewtrz komorki enzym moe wchodzé w kompleks

z biatkiem kotwicacym na powierzchni tej samej lubssednich komorek. Dlategoie
sadzi sk, ze ekto-ADA mae dziatd jako neuromodulator wskutek interakcji zarowno
Z receptorem Al, obecnym na btonie pre- i postsiymapej, jak i z CD26 znajdagym

sie na blonie postsynaptycznej neuronow [47].

O istotnej roli ADA w organizmie me Swiadczy¥ wyskpowanie zespotu
ciezkiego, zt@onego niedoboru immunologicznego — SCID (aBgvere _®mbined
Immunodeficiency Beasg¢. Jest to choroba, u podt ktorej ley migdzy innymi
upasledzenie aktywngci ADA lub catkowity jej brak, prowadge do dysfunkcji przede
wszystkim limfocytéw T i B, co wize st z ostabieniem odpowiedzi komdrkowej
i humoralnej. Szereg zmian patologicznych u os@®CiD jest wynikiem znacznego
wzrostu ilgci 2’deoksyadenozyny lub/oraz znacznie pogszpnego stenia

adenozyny w przestrzeni zegtrekomaérkowej [85].

2.3.3 5’-nukleotydaza

5NT (E.C. 3.1.3.5 i E.C. 3.1.3.6) katalizuje hylize reszty fosforanowej na
koncu niecyklicznych mono-5rybonukleotydéw uwalnjajrybonukleozyd i fosforan
nieorganiczny. Enzym ten wygtuje zarowno u bakterii jak i u zwiegtzoraz rglin,
jednak wykazuje zricowanie pod wzghem hydrolizowanych substratéw. Do tej

pory u cztowieka sklonowano 7 izoenzymow anéj lokalizacji subkomorkowej [16].
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Pierwszy z nich to ekto-5-nukleotydaza, ekto-5-NEN (ang. ecto-5'-
nucleotidasglub CD73, ktéra wyspuje w postaci dimeru. Biatko to zlokalizowane jest
na powierzchni komorki a z btgn plazmatycza polgczone jest za pomec
glikozylofosfatydyloinozytolowej kotwicy. Gtownymsubstratami dla eN jest AMP
a take IMP, a wartéci Km s3 dosy¢ niskie i wynosz odpowiednio 15uM i 30 uM.
Poza funkgi enzymatycza biatko to odgrywa ral w aktywacji limfocytow T jako
ko-receptor oraz petni funkcje komoérkowepsteczki adhezyjnej [180,183].

Kolejne izoenzymy oznaczone jako cN-I, cN-II, cN-I(ang. cytosolic
5’-nucleotidase -l -1l, -1ll) i cdN (ang.cytosolic 5’(3")-ceoxymcleotidasg wystkepuija
w cytozolu. cN-lI jest tetramerem i wykazuje wysokpwinowactwo do AMP
(Km wynosi ok. 1,9 mM) a tale do deoksypirymidynowych monofosforanéw. Jest
wszechobecny w mdniach szkieletowych i sercu, gdzie petni istptfunkcje
w powstawaniu adenozyny podczas ischemii. Niedadowiedziono,ze enzym cN-I
jest kodowany przez co najmniej 2 geny. Pierwsogufe juz opisany enzym cN-IA,
natomiast produktem drugiego jest biatko cN-IB temat ktdrego jak detl jest bardzo
mato informacji, wiadomo tylkoze najwy:sz jego ekspresgjobserwuje si w jagdrach
[168,183].

Izoenzym cN-Il charakteryzuje ¢siwysoky specyficznécia w stosunku
do 6-hydroksypuryn, w szczegokodp do IMP i GMP. Katalizuje hydroliz tych
zwigzkow oraz dziki aktywndasci fosfotransferazy, potrafi przenésirupe fosforanova
z mono-5rybonukleotydéw na odpowiednie 5'rybonwdedy, reguluic w ten sposéb
wewngtrzkomorkowy pule IMP i GMP oraz produkej kwasu moczowego [91].
Wartas¢ Km dla IMP jest bardzo niska, wynasa dziesjtne czsci milimola,

natomiast dla AMP ley w zakresie kilku — kilkunastu milimoli. cN-lIl wysouje
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W postaci tetrameru i jest szeroko rozpowszechniovgy wszystkich tkankach
zwierzcych [183,201].

Z kolei cN-1ll jest monomerem wygbujgcym gtdwnie w erytrocytach, gdzie
petni istotry funkcje w degradacji RNA podczas procesu dojrzewania amorek.
Najbardziej preferowanymi substratamj girymidynowe rybonukleotydy, zwtaszcza
cykliczne, natomiast nie wykazuje aktywed w stosunku do nukleotyddw
purynowych. Podobnie jak cN-Il posiada wdavosci fosfotransferazy, jednak znacznie
stabsze. Niedobor tego biatka obserwuje wi dziedzicznej anemii hemolitycznej
[16,19].

Enzym cdN lub inaczej dNT1 jest bardzo szeroko oemzechniony w catym
organizmie i uczestniczy w przewagce] ilosci  reakcji  hydrolizy
deoksyrybonukleotydéw. Wygtuje w postaci dimeru i wykazuje zhbng wysoky
aktywnas¢ zaréwno w stosunku do dIMP jak i do dGMP, stabda dAMP, natomiast
w stosunku do dCMP jest nieaktywny. Enzym ten hidoge réwniez
2’ i 3-monofosforany nukleozydow [16].

Ostatni z poznanych izoenzymow 5’nukleotydazy ¢isterem petrjcym swoj
funkcje w mitochondrium. mdN, oznaczany rowhig@ko dNT2 (angmitochondrial
5'(3’)-deoxymnucleotidasg wykazuje dua homologé z cdN, jednak posiada znacznie
wezSzg specyficznéé substratow wchodzc w reakcje z dUMP i dTMP. Podobnie jak

cdN ma zdolné& reagowania z 2’ i 3'-monofosforanami nukleozyd®8][

2.3.4Hydrolaza SAH

Hydrolaza S-adenozylohomocysteiny (E.C. 3.3.1.13lkaije odwracalgp reakcg
hydrolizy S-adenozylohomocysteiny (SAH) do homoeiyst i adenozyny [139].
Z kolei adenozyna obecna w wysokimzeniu prowadzi do ostabienia aktywsontego

enzymu. W warunkachn vitro preferowana jest wt reakcja syntezy, natomiast
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w warunkach fizjologicznychn vivo przewaa kierunek odwrotny (Km = 15 uM)
Z uwagi na bardzo szybkie usuwanie povestggh produktow [54,101]. SAH powstaje
we  wszystkich biologicznych reakcjach  transmetylacjz udziatem
S-adenozylometioniny (SAM) i jest kompetetywnym ibitorem wszystkich
metylotransferaz zateaych od SAM. Dlatego HSAH jest enzymem odgryaesin
bardzo wang funkcje nie tylko w procesach metabolizmu puryn i trangsylacji,
ale przede wszystkim petni kluczgwole w procesach transmetylacji jako regulator
stezenia SAH w komorce [101,186].

HSAH wyskpuje w cytozolu komérek wkszaci tkanek zwiergcych,
ale wykazuje zrznicowary aktywna¢. | tak w badaniach na szczurach najsay
aktywna¢ obserwowano w wirobie, trzustce i nerkach, f)edng w mozgu, z&
najnzszz w sercu, tkance redniowej, jpdrach, prostaciesledzionie oraz w ptucach
[102]. U cztowieka gen dla HSAH patony jest na diugim ramieniu chromosomu 20
[42,63]. Aktywna forma HSAH wyspuje pod postagi tetrameru zigonego
z 4 identycznych chemicznie i funkcjonalnie podjestek, z ktérych kada jestscisle
zZwigzana z 1 cgsteczlg NAD [186]. Prace z ostatnich lat wykazakg HSAH posiada
przynajmniej 4 izoformy wynikare z genetycznego polimorfizmu. Bdg Sie one
nieznacznie wigiwosciami katalitycznymi, a HSAH-2 i HSAH-3 wykazuwicksz
niestabilng¢ termiczry [54,100].

Inhibicja HSAH prowadzi midzy innymi do nadmiernej akumulacji adenozyny
i homocysteiny w komérce, co w przypadku adenozyrmyre by jedry z przyczyn
rozwoju SCID u pacjentéw z wrodzonym niedoborem A[B8]. Z kolei, zbyt due
stezenie homocysteiny stanowi jeden z gtownych czymwikzyka wysipienia
arterosklerozy sercowych, mézgowych i obwodowyctezgia krwionasnych [117,156].

Jednake updledzenie aktywngci HSAH wigze sk przede wszystkim z zaktoceniem
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reakcji biometylacji zatenych od SAM, co po disszym czasie ma@ prowadz do
bardzo powanych zaburzé w funkcjonowaniu catego organizmu. Mimo to, poprze
uzycie ranego rodzaju inhibitorow HSAH, fakt ten stak sirodkiem w walce

Z niektorymi wirusami, ktorych replikacja wymagalkeji metylacji [128].

2.4 Receptory adenozyny

Gromadzca s¢é w wyniku stresu metabolicznego w przestrzeni
zewntrzkomérkowej adenozyna w sposéb autokrynny lubak@nny whze sk
i pobudza specyficzne receptory zlokalizowane nawi@achni komorek.
Scharakteryzowano cztery typy tych receptorow: A2a, A2b oraz A3. Nale one do
nadrodziny receptoréw spronych z biatkami G (GPCR, an@-Protein Goupled
Receptoj. Wszystkie zbudowanegsz taacucha polipeptydowego twayzego 7
transmembranowych domen, z Nakem znajdujcym St po zewntrznej stronie
komoérki oraz C-kacem w jej wrtrzu [155]. W warunkach fizjologicznych, kiedy
pozakomorkowe gkenie adenozyny nie przekraczalMl, adenozyna ma zwhzat Sie
z receptorami Al, A2a lub A3, przy czym do ostagoie wymienionych wykazuje
najstabsze powinowactwo. Natomiast aktywacja remeptA2b mae zafé jedynie
w warunkach patologicznych, gd¥c wynosi & 24 uM [50,53]. Badania z ostatnich
lat dowoda, ze ligandem omawianych receptorow oprdocz adenozymgenbyt
réwniez inozyna. Podczas warunkéw normalnych jej zgivakomorkowe sizenie
oscyluje w wartéciach mikromolarnych, natomiast w czasie ischemiozen
przekrocz¢ nawet 1 mM [75,98,185]. Inozyna a#e st i aktywuje receptor A3
w skzeniu 10-50uM [67,93].

Receptory adenozynowe podlegajawisku desensytyzacji. Jest ono specyficzne
dla catlej nadrodziny GPCR, charakteryzuje astabieniem wrdiwosci receptora na

powtorry lub stay ekspozygi na dziatanie agonisty. Desensytyzacja nggiej
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przebiega poprzez bezpedny fosforylacg receptora lub czasowe zmniejszenie jego

ilosci w btonie plazmatycznej np. wskutek sekwestrddb].

2.4.1 Receptory Al

Gen dla ludzkiego receptora Al poémy jest na chromosomie 1 w pozyciji
g32.1. Zostat on sklonowany u wielu gatunkéw: caeka, psa, szczura, wotu, krélika,
myszy i$winki morskiej [153]. Dystrybucja tego receptoraorganizmie jest bardzo
rozpowszechniona. Najgksze ilgdci MRNA tego receptora obecng s roznych
obszarach mézgu, mniejsze w nasieniowodagtitagh, zottej tkance tluszczowej,
zotadku, sledzionie, nadnerczach, sercu, aorcigirebie, oku i gcherzu moczowym
[153]. W komorkach uktadu immunologicznego veysije wsladowych ilgciach [52].

Receptor Al zwgzany jest z biatkiem Gi, ktore po pragkeniu adenozyny do
receptora pgedniczy w zahamowaniu cyklazy adenylanowej ordyvalije fosfolipaz
C (PLC, ang.Phosphaipase . Ta z kolei poprzez diacyloglicerol (DAG) aktyveu;
kinaze biatkowg C (PKC, angProtein Kinase G, ktora nasipnie fosforyluje kinag
bialek aktywowanych mitogenem (MAPK, anblitogen-Activated Rotein Kinase.
Ponadto stymulacja receptora Al skutkuje otwarcikmatow K i zamkniciem
kanatéw C&' typu Q, P oraz N [52,92].

Wskutek aktywacji receptorow Al w centralnym ukl@dznerwowym
adenozyna spetnia funkcj czynnika neuroprotekcyjnego, obapc aktywndé
neuronéw w warunkach hipoksji i ischemii. Poprzeaz teceptor adenozyna wywotuje
negatywny efekt chronotropowy, dromotropowy i i@owy serca. W nerkach
odpowiada za zggenie naczy krwionosnych, obnienie filtracji kkbuszkowej oraz
inhibicj¢ wydzielania reniny. W adipocytach po aktywacji Adstpuje zahamowanie
lipolizy, wzrost wraliwosci tej tkanki na insulig i zwickszony pobor glukozy

[140,153].
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Proces desensytyzacji receptorow Adymaga ranej dtugsci czasu
wystawienia na dziatanie agonisty, od 15 minut dkukgodzin lub dni i przebiega
w rézny sposob w zaimosci od typu komorek. Desensytyzacja receptorow Alinw
chomiczych komorek méni gtadkich DDTMF-2 odbywa si wskutek fosforylacji
receceptora przez GRK (an@. Protein-coupled_Rceptor-specific_Kases. Zjawiska
tego nie obserwujegpodczas desensytyzacji tego receptora w chomickgotorkach
CHO (ang.Chinese_thmster_¥ary). Takze obnienie ilgci aktywnych receptoréw Al
podczas dtugotrwate] stymulacji agomistzesto zwhzane jest z heterologicgn

desensytyzagj ktora obejmuje wiele edych receptorow [153].

2.4.2 Receptory A2a

Receptor A2a pierwszy raz sklonowano z biblioteKIN& psiej tarczycy,
pézniej dokonano tego jeszcze u szczura, cziowiekaszmnyi swinki morskiej
[153,182]. U cztowieka gen tego receptora zlokaliaoy jest na chromosomie 22
w pozycji qll.2-q13.1. Obectfio A2a stwierdzono w komorkach uktadu
immunologicznego, centralnego uktadu nerwowegatkpiyh krwi, mesniach gtadkich
naczyi i endotelium [153].

Stymulacja receptora A2a powoduje pobudzenie cykéaenylanowej poprzez
biatko Gs, z ktorym powszechnie sgrany jest ten receptor. Wykazano jednak,
ze W mbézgu w obszarze gikowia sygnat ten przekazywany jest z udzialem ioneg
biatka G — Gy [108]. W obu przypadkach powsieg cAMP aktywuje kinagzbiatkowg
A (PKA, ang. Protein Kinase _A, ktéra nasipnie fosforylue CREB (angcAMP
Response _Ement _Bnding) bedacy czynnikiem transkrypcyjnym —magym
bezpdrednio lub pérednio wptywa na ekspregjgenow [79,92].

Adenozyna poprzez receptor A2a wptywa na rozszegzasaczy krwionosnych

w nerkach, zwiksza przeptyw krwi oraz filtragjklicbuszkows. W centralnym ukfadzie
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nerwowym ufatwia uwalnianie neurotransmiteréw. [Diadavo, zaobserwowano
negatywn interakcg pomkdzy stymulowanymi receptorami A2a a padoymi
w bliskim gisiedztwie receptorami dopaminowymjp Da neuronach ptkowia, ktore
wykazup obnizone powinowactwo do swego agonisty. Aktywacja remep A2a
wywotuje efekt immunosupresyjny wskutek ostabiesithezji aktywnych neutrofilii do
endotelium, a tate poprzez obuenie produkcji TNFe przez makrofagi oraz zmian
profilu wydzielanych przez komorki dendrytyczne akih z prozapalnych na
antyzapalne. Dotyczy to rowrieimfocytow, w ktérych stymulacja receptora A2a
zaangaowana jest w ostabienie proliferacji oraz ofamie wydzielania cytokin IL-2,
IL-4 i IFN-y [16,78,79,134,153,182,200].

Badania nad desensytyzacpceptorow A2a na #dych liniach komorkowych
i tkankach wskazyj ze jest to d&¢ szybki proces wymaggy od kilku minut do 4
godzin wystawienia na dziatanie agonisty. Szybksedsytyzacja tego receptora jest
zalena od kinazy GRK, ktéra fosforyluje treomimv pozycji 298 na cytozolowym

koncu receptora [135,153].

2.4.3 Receptory A2b

Receptor A2b zostat sklonowany ze szczurzego podrzagoraz ludzkiego
hipokampu, a tate z mysich komorek tucznych [43]. Ludzki gen tegmeptora
umiejscowiony jest na chromosomie 17 w pozycji @id12 [153]. Receptor A2b
wystepuje w prawie wszystkich typach komorek jedmakzazwyczaj w bardzo matych
ilosciach. Najweéksza ekspresj charakteryzuyy sie: jelito slepe, jelito grube, ¢gherz
moczowy i okeznica. Funkcjonalne receptory A2b zostaly odnaleziom.in.
w fibroblastach, teysku naczyniowym, komorkach hematopoetycznych, ocgch,
miocytach, nabtonku jelita 1 komodrkach ¢#miowych oraz komorkach

neurosekrecyjnych [153].
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Stymulacja receptora A2b, podobnie jak A2a pozytwwsddziatuje na cyklaz
adenylanow poprzez biatko Gs. Receptor ten goaiony jest take z biatkiem Gq,
poprzez ktére aktywowana jest kinaza tyrozynowaz dPAC uruchamiag kaskad
sygnatows wiodaca przez PKC do MAPK [57,112]. Wskutek aktywacji Pb8serwuje
sic tez zwickszory akumulacj C&* w sposéb zalmy od trifosforanu inozytolu (K
[153].

Aktywacja receptoréow A2b prowadzi do rozszerzenaazyw krwionosnych
i zwiekszonej sity skurczu kardiomiocytow (pozytywny dfékotropowy). Receptory
A2b zaangzowane g takze w aktywag} i degranulagi mastocytéw. Rowniepoprzez
te receptory regulowana jest ekspresja niektoryehog, medzy innymi nasipuje
wzrost ekspresji IL-6 w ludzkiej linii mastocytowM{C-1 (ang.Human Mast Cell
line-1) oraz IL-4 w ludzkiej linii komérek gwiadziaka U373 MG [43,153].
W limfocytach T mog petnic rolg w deaktywacji tych komorek [125].

Desensytyzacja receptorow A2b byla badana na Kimmnorkowej COS7 oraz
komoérkach CHO. W obu przypadkach 1-godzinna styojalaeceptora skutkowata
internalizacy tego receptora i skutecznie hamowata aktysérmyklazy adenylanowe;j

[135,153].

2.4.4 Receptory A3

Receptor A3 jako jedyny ze wszystkich receptoroweramdyny zostat
sklonowany zanim poznano jego wdavosci farmakologiczne. Po raz pierwszy
wyizolowano go ze szczurzeggdya jako sierocy receptor posiagiaj 40% zgodn&
sekwencji z psim receptorem Al i A2a i 100% z réoegm A3 sklonowanym padiej
ze szczurzego prkowia. Do tej pory receptor ten zostat jeszcze rstboany u owcy,
myszy, kurcecia, krolika, cztowieka i konia [51,64,153]. Gerreptora A3 u cztowieka

zlokalizowany jest na chromosomie 1 w pozycji pAB-pmRNA dla tego receptora jest
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bardzo szeroko rozpowszechnione w wielu tkankaclgamzmu 1 wysipuje
m.in. w: jadrach, ptucach, nerkachzZgsku, sercu, mézgdledzionie, vgtrobie, macicy,
pecherzu moczowym, jelicie czczym, eknicy a take w oku, jednake poziom
ekspresji jest zrmicowany. Biatko to rownie zostato oznaczone w wielu typach
izolowanych tkanek oraz licznych liniach komorkowycw tym r&nych liniach
nowotworowych i tkankach zmienionych nowotworowaigsrujc, ze receptor ten
moze by pewnego rodzaju markerem nowotworowym [64] .

Adenozyna po przyktzeniu st do receptora A3 spgzonego z biatkiem Gi
powoduje zahamowanie cyklazy adenylanowej i spadfMP. Jednoczaie poprzez
biatko Gq aktywuje PLC, czego konsekwendgest wzrost poziomu B oraz
zwickszenie wewstrzkomérkowego stenia jonéw C& [64,92,154]. Najnowsze dane
ukazup, ze stymulacja receptora A3 pobudza ATP-zaée kanaly potasowe, a tak
aktywuje biatko RhoA (angRas hanolog gene family, member) Adrowadac do
aktywacji fosfolipazy D (PLD, angPhospholipase_[} ktora niezbdna jest do
kardioprotekcyjnej funkcji adenozyny [64].

Fizjologiczna rola receptora A3 na tle jego szexgki spektrum wyspowania
nie jest dobrze poznana. W mastocytach przyczyriads uwalniania mediatoréw
alergii, w tym histaminy, cédwiadczy o funkcji prozapalnej. Rowrieodpowiada za
zwezenie oskrzeli zalme od tych komoérek. Badania na ludzkich eozyndiilacaz
linii promielocytéw HL-60 i linii komorek biataczkeych U-937 wykazatyze receptor
A3 w obecnéci bardzo diego sgzenia agonisty zaangawany jest w apopt@ztych
komoérek. Paradoksalnie, niskieztnie antagonisty tego receptora wywotuje podobny
efekt, co wskazujeze aktywacja A3 przy niskim gteniu adenozyny ma charakter
protekcyjny. Receptory A3 odgrywsgjistotrg, kardioprotekcyja role podczas

niedokrwienia oraz w tzw. hartowaniu serca (amgart preconditioniny przed
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zagraeniem czynnikami powstggymi w trakcie reperfuzji serca podczas ischemii,
wplywajagc miedzy innymi na wzrost aktywroi dysmutazy nadtlenkowej, katalazy
i reduktazy glutationowej, wchogzych w sktad komorkowego systemu obrony przed
wolnymi rodnikami [92,153]. Adenozyna poprzez rdoepA3 promuje migrae
neutrofilii do miejsc ohjtych procesem zapalnym [78,79]. Stymulacja tegeptwa
rowniez hamuje proliferagj limfocytow T, a take upaledza adhezj aktywowanych
limfocytéw T do komorek gruczolakorakow [88,116]

Desensytyzacja receptorow A3 przebiega bardzo gwale, zaledwie po
kilkuminutowej ekspozycji na dziatanie agonistyo&es ten zalay jest od fosforylaciji

konca C-terminalnego receptora przez GRK [64,153] .

2.5 Systemy transportu nukleozydow

Transport nukleozydéw w komorkach ssakow odbywadsioma systemami.
Pierwszy z nich, ENT (angEquilibrative Nucleoside_Tansport systedy przenosi
nukleozydy w obie strony na zasadzie dyfuzji utatvgj, ale tylko zgodnie
z gradientem s#en. System ten zostal podzielony na dwa podtypg. (ang.
equilibrative snsitivg i ei (ang.equilibrative insensitivg w zaleznosci od wraliwosci
na inhibicg przez nitrobenzylotioinozyn(NBTI) [13,22,104,111,149,184].

W drugim systemie, CNT (angConcentrative_Ncleoside_Tansport systeim
migracja nukleozydow odbywaesiw kierunku do komoérki w symporcie z jonem
sodowym. Wyszczegdlniono w nim szeodsysteméw N1-N6 ze wzglu na rénice
w przenoszonych substratach, ale tylko dla pieralsz§ zostato zidentyfikowane

i sklonowane biatko transportge [13,22,104,111,149].
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2.5.1 Rodzina biatek ENT

2.5.1.1 ENT1

Ludzkie biatko ENT1 (hENT1) zbudowane jest z 45G6reokwasow i kodowany
jest przez gen zlokalizowany na chromosomie 6 wyg@oz021.1-p31.2 [22,104].
Sekwencja ENT1 jest w 78% zgodna z sekwepejo szczurzego homologa (rENT1)
[12,195]. Transporter ten zbudowany jest z 11 tseomowych a-helis i posiada 3
miejsca glikozylacji (Asff najsilniej konserwowana), ktére nie majvplywu na
powinowactwo do substratu. [22,181]. FunkcjonowamieNT1 jest zahamowanezju
przy nanomolarnym ateniu NBTI i w odr@nieniu od rENTL1 ludzki transporter jest
takze wraliwy na czynniki rozszerzage naczynia, takie jak: dipirydamol i dilazep
[12,74,195]. Transporter ten jest bardzo szerokppowszechniony w organizmie
i wystepuje medzy innymi w erytrocytach, fysku, mdzgu, sercu, atrobie, ptucach,
okreznicy 1 nerce [12,13,104,126,198]. ENT1 przenosi leakydy purynowe

I pirymidynowe [13,104].

2.5.1.2 ENT2

Biatko hENT2 posiada 456 reszt aminokwasowychtiyed6% homologiczne do
hENT1 oraz w 88% do rENT2 [12,195]. Gen kecdyj to biatko jest polgony na
chromosomie 11 w pozycji q13 [12,104]. Transpotéer zbudowany jest rowniez 11
transmembranowychuo-helis i posiada tatle konserwowane miejsce glikozylacji

i oraz dodatkowo w pozycji Ash odpowiadajce za prawidiowe

w pozycji As
przemieszczanie biatka do btony plazmatycznej [1BMNT2 funkcjonuje w systemig,
czyli ze nie jest wraiwy na inhibicg przez NBTI w sizeniu do 1uM [13,74,195].
Wystepuje przede wszystkim w géiniach szkieletowych, mdzgu, sercu,zysku,

grasicy, trzustce, gruczole krokowym, jelitach iraee [126,198]. ENT2 wykazuje

stabsze powinowactwo hi ENT1 do naturalnie wysgpujacych nukleozydow
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purynowych i pirymidynowych, za wikiem inozyny. Take posiada zdolr$o
transportu zasad purynowych i pirymidynowych, pogeozyr, do ktorej hENT1 ma
bardzo niskie powinowactwo, natomiast rENT1 w ogo® nie posiada

[12,104,190,195].

2.5.1.3 ENT3

Transporter hENT3 ziwmny jest z 475 aminokwasow. Jest on jeszcze malo
poznanym cztonkiem tej rodziny. Wiadomo jednélk, jest w 29% homologiczny
z hENT1 oraz w 74% z jego mysim odpowiednikiem, mMBN12,90,198]. Gen dla
tego transportera zlokalizowany jest na chromosdifliev pozycji 22.1 [90,104]. Jego
ekspresja zachodzi w wieluadych tkankach, mdzy innymi zostat wykryty w nerce,
tozysku, piersiach, okpnicy, jadrach, wtrobie, sledzionie i kilku tkankach
nowotworowych [90,104]. W odedieniu od ENT1 i ENT2, transporter ENT3 posiada
bardzo dtugi hydrofilowy N-terminalny region, w kyon znajdug sic dwa motywy
dileucynowe. Struktura ta charakterystyczna jest bliatek btonowych lizosoméow
i endosomoOw, co wskazuje na wetakomorkows lokalizacg tego biatka
[12,14,104,198]. Specyficzhd substratowa oraz wikwos¢ na NBTI jest podobna do
hENTZ2, jednak nie transportuje on hipoksantyny 142, Aktywnas¢ tego transportera
w bardzo daym stopniu zalgy od pH, ktérego optymalna wastoto 5,5, co stanowi

adaptagj do kwanegosrodowiska lizosomow [14].

25.1.4 ENT4

Ostatnio zidentyfikowanym cztonkiem rodziny trangpodw Nd-niezalenych
dzialapcym w systemieei jest ENT4. Ludzkie biatko zimne jest z 530 reszt
aminokwasowych i jest w 86% identyczne z mysim hiogiem. Podobigstwo do

reszty przedstawicieli rodziny hENT jest niskie ymosi okoto 20% [12,104,198].
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Badania nad ekspr@sgNT4 wykazaty,ze jest on szeroko rozpowszechniony w catym
organizmie ludzkim, z kolei u szczura bardzozelulosci tego biatka odnaleziono
w sercu i mozgu [15]. ENT4 przenosi adenazyn powinowactwem stabszym mni
ENT2, ale wgkszym niz ENT3, wscistej zalenaosci od pHsrodowiska. Kwéne pH jest
optymalnym pH dla tego transportera, paejypH 7,4 traci on swgjaktywna¢ [15].
ENT4 posiada tate zdolnd¢ transportu adeniny oraz kationdw organicznychym t
serotoniny i to niezafmie od wartéci pH. Dlatego postuluje size ENT4 odgrywa
istotrg rolg w transporcie sercowej serotoniny oraz regulaejivratrzkomaérkowego

stezenia adenozyny w warunkach obmmego pH towarzyszego ischemii [15,198].

2.5.2 Rodzina biatek CNT

2.5.2.1 CNT1

Transporter hCNT1 odpowiada w 83% swojemu szczuuzdromologowi.
hCNT1 zawiera 650 reszt aminokwasowych i tworzy tit@nsbtonowycha-helis
[70,104,160]. Jego gen zlokalizowany jest na chronue 15 w pozycji g25-26.
Ekspresja CNT1 zachodzi w nercegtimbie, mdzgu, jelicie czczym i jelicie cienkim
[22,70,142,160]. Transporter ten wykazuje powindwac do nukleozydow
pirymidynowych oraz do adenozyny, ktora jednak pm@igzaniu z nim nie jest
transportowana i stanowi jego inhibitor [70,104,142,160]. Badania nad
chimerycznymi konstruktami powdzy rCNT1 i rCNT2 dowiodtly, ze region
obejmupcy transbtonowe domeny 7 i 9 tych transporteréwovdpda za specyficzié
substratow [189]. Pocatkowo uwaano,ze transport 1 ¢steczki nukleozydu odbywa
sie w kotransporcie z 1 jonem Ng160,178], ale s tez dowody, ¥ stechiometria
transportu jest inna i wymagane jest zzginie 2 jonéw NA& do przeniesienia

1 casteczki nukleozydu [110].
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2.5.2.2 CNT2

Kolejnym bardzo dobrze poznanym czionkiem rodziniNTC jest CNT2,
pocatkowo nazywany rownie SPNT. GerhCNT2umieszczony jest na chromosomie
15915 [161]. Biatko skilada giz 658 aminokwasow i wykazuje 83% homologii
z rCNT2 oraz 72% z hCNT1 [70,104,142,161]. mRNA otelgansportera zostato
wykryte w nerce, wtrobie, sercu, mozgu, 2gsku, trzustce, mginiach szkieletowych,
okreznicy, odbytnicy, dwunastnicy, jelitach i ptucact2[20,104,142]. CNT2 natg do
podsystemu N1 (cif) i ma zdoléddo transportowania nukleozydéw purynowych oraz
urydyny [22,70,104,161]. Translokacji 1asteczki nukleozydu towarzyszy transport

1 jonu N4d [126,161].

2.5.2.3 CNT3

Niedawno sklonowanym i opisanym transporterem (3873. Najwiksze ilaci
transkryptu genu kodggego CNT3 odnaleziono w trzustce, tchawicy, szppi@stnym
i sutkach, mniejsze ikui zas w jelitach, ptucach, toysku, gruczole krokowymagirach,
watrobie, sercu oraz mozgu [70,104]. Gen hCNarfajduje s} w pozycji q22.2 na
chromosomie 9 [158,159]. Transporter ten wykazij@m47% zgodn€ci na poziomie
biatka z pozostatymi przedstawicielami CNT [104kd reprezentant systemu N3 (cib)
charakteryzuje si szeroly specyficznécig substratow zarowno dla nukleozyddéw
purynowych jak i pirymidynowych. Najnowsze badamekazuj, ze CNT3 mae
transportowd nukleozydy nie tylko w symporcie z jonem Naale réwnie wraz
z innymi kationami jak np. Cioraz H, co wplywa na specyficz&é substratow [179].
Kotransport jonéw Nai nukleozydéw odbywa siw stosunku 2:1, natomiast kationéw

H* i nukleozydow 1:1 [159,179,194].
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3 CELE

1. Zbadanie wptywu insuliny i glukozy na ekspkesgenow receptorow

adenozynowych: Al, A2a, A2b i A3 w limfocytach B.

2. Zbadanie wptywu insuliny i glukozy na aktyw§toenzymow metabolizggych
adenozyn (ADA, ekto-ADA, 5'NT, ekto-5'NT, AK) w limfocytach B

w warunkach spoczynkowych oraz stresu metaboliazneg

3. Zbadanie wptywu insuliny i glukozy na przemiany omayptyw nukleozydéw

I zasad adeninowych w limfocytach B podczas indukosgo stresu

metabolicznego.

4. Zbadanie zatenosci pomiedzy wydzielaniem przeciwciat IgM a receptorowym

dziataniem adenozyny w limfocytach B.

5. Zbadanie wptywu insuliny i glukozy na wydzielaniezgciwciat IgM przez

stymulowane limfocyty B.
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4 MATERIALY | METODY
4.1 Materiaty

4.1.1 Materiat badawczy

» Zwierzeta

Czes¢ dodwiadczéd wykonano na szczurzych limfocytach B izolowanych
ze éledzion. Do bada wykorzystano szczury pici ¢gkiej rasy Wistar o wadze
100-130 g. Szczury pochodzity z hodowli zwagriaboratoryjnych Polskiej Akademii
Nauk w Warszawie. Zwiegta byty karmione pagzstandardow Murigan (Wytwdrnia
Pasz — Motycz) i posiadaty nieograniczony dpstio wody. Nr pozwolenia Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Bwiadczé na Zwierztach: 5/2008 z dnia 11.02.2008

roku.

> Linia komérkowa

Do wigkszaci bada wykorzystano ludzk linie komorkows limfocytow B
SKW 6.4, ktog otrzymano dzki uprzejmdaci dr. Petera H. Krammer’a oraz dr. Inny

Lavrik z German Cancer Research Centre w Heidelberg

» Ludzkie limfocyty B

Ludzkie limfocyty B pozyskiwano z krwi obwodowej @s ktore wyrazity
dobrowolry zgod: na udziat w badaniach. Osoby te znajdowaky \si przedziale
wiekowym 22-36 lat (kobiety i grczyzni) i w wywiadzie nie zgtosity wygpowania
u nich zadnej choroby, przede wszystkim zmanej z ukladem immunologicznym.
W dniu pobrania krwi, a tale w 7-dniowym okresie poprzedzeym u osoéb tych nie
stwierdzono rownigzadnych infekcji. Na badania uzyskano zgdtdezalenej Komisji
Bioetyczne] do Spraw BadaNaukowych, nr NKEBN/76/2008 z dnia 27 marca 2008

roku.

38



4.1.2 Bufory i roztwory

» PBS pH 7,4 (1000 ml)

8 g NaCl
0,2 g KCI
1,44 g NgHPO,

0,24 g KHPOy

> Bufor Tris-HCI, pH 7.4

50 mM Tris

5 pl/ml Leupeptin
0,6 ul/ml Pefablock
1 mM EDTA

1mMDTT

» 0Odczynnik Bradford 4x stezony (100 ml)

40 ml 85% kwasu ortofosforowego
20 ml 96% etanolu
40 mg Coomasie Brillant Blue G-250

HO do100ml

» Odczynnik A
1 czs¢ CTC (0,1% CuSQ 0,2% winian sodowo-potasowy,10% JC&s)
2 czsci 5% SDS
1 czs$¢ 0,8 N NaOH
» Odczynnik B
1 cesé 2 N Foli-Ciocalteau

4 czsci HO
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» Tris-HCI, pH 8,8

1,5M Tris
Stezony HCI do pH 8,8
H,O do kacowej obgtosci

> Tris-HCI, pH 6,8

1M Tris
Stezony HCI do pH 6,8

H,O do kacowej obgtosci

> Bufor obciazajacy do bialek (BOB) 4xstzony (10 ml)

1,25 ml 1M Tris-HCI, pH 6,8
4 ml 20% SDS

460 mg DTT

4 ml gliceryny

1,5 mgBromophenol blue

> 12% zel rozdzielajacy poliakrylamidowy (5 ml)

1,6 mlHO

2 ml 30% akrylamidy mix
1,3ml1,5 M Tris, pH 8,8
50pl 10% SDS

50 ul 10% APS

2 pl TEMED
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> 5% zel zaggszczapcy poliakrylamidowy (1 ml)

680pl H,O
170l 30% akrylamidy mix
130pl 1 M Tris, pH 6,8
10pl 10% SDS

10pl 10% APS

1 pl TEMED

» Bufor SDS-PAGE

25 mM Tris
250 mM Glicyna
0,1% SDS

H,0 do kaicowej obgtosci

> Bufor do elektrotransferu (1000 ml)

25 mM Tris

192 mM Glicyna
0,025% SDS
20% metanol

H,0 do kaicowej obgtosci

> Bufor TBS pH 7,4 (10xstzony - 1000 ml)

30 g Tris
80 g NaCl
2 g KCI

H>O do1000 ml
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> Bufor do alkalicznej fosfatazy, pH 9,5

100 mM Tris
5mM MgCl,
100 mM NacCl

H,O do kacowej obgtosci

» BCIP

0,1 g BCIP rozpyci¢ w 2 ml 100% dimetyloformamidu

> NBT

0,5 g NBT rozpuci¢ w 10 ml dimetyloformamidu

» Plyn scyntylacyjny

0,2 g POPOP
6 g PPO
857 ml metanolu

2000 ml toluenu

» Uklad rozdzielajacy dla nukleozydow

7 czsci butanolu
4 czs$ci 25% amoniaku
4 czsci octanu etylu

3 czsci metanolu

> Uklad rozdzielajacy dla nukleotydow

6 czsci 1,4 dioksanu
1 czsci 25% amoniaku

3,8-6,5 cesci H,O
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» Bufor obciazajacy do elektroforezy agarozowej (BOA)

0,25% bitekit bromofenylowy
0,25% ksylen cyjanu FF

30% glicerol w HO

> Bufor do elektroforezy -TAE (1000 ml)

4,84 gTris
1,142 ml99% kwasu octowego
2ml0,5M EDTA, pH 8,0

H,O do1000 ml

> 0,5MEDTA, pH 8.0 (1000 ml)

186,1 gEDTA
20 gNaOH

H>O do1000 ml

> 2% zel agarozowy (160 ml)

3,2 gagarozy
160 mlbuforu TAE

16 pl bromku etydyny o sgeniu 10 mg/mi
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4.1.3 Odczynniki

A& A Biotechnology

Fenozol,
Zestaw do izolacji DNA zeli agarozowych (roztwér R7S,
roztwor A1, minikolumienki ze zteem krzemionkowym)

Bio-Rad

Technologies (IDT)

Akrylamidy,

Laboratories TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyloetylodiamina)

Biochemika Forskolina

Calbiochem Deoksykoformycyna

DNA Gdarisk Marker masowy DNA (M1)
Chlorek magnezu
Deoksyrybonukleotydy (dNTP)
Master Amp PCR Enhancer
Odwrotna transkryptaza (MMLV-RT) z buforami
Polimeraza Tfl z buforami

Fluka Glicerofosforan
I ntegrated DNA

Startery do PCR

Invitrogen Ptodowa surowica byeta (FBS)
Merck Zel krzemionkowy
Millipore Membrana poliwinylowa (PVDF)-Immobilon-P
[2,8°H]AMP,
Moravek [2,8-*H]adenozyna
[8-*Cladenina
Promega Agaroza
RN-asin

Polskie Odczynniki
Chemiczne

Pozostate odczynniki
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Roche

Kapilary do PCR w czasie rzeczywistym,
Oligo(dT),

Pefabloc SC,

Zestaw SYBRGreenl (Mastermix, MgizH,O)

R&D Sysytems

Zestaw do negatywnej izolacji ludzkich limfocytéwzBkrwi
obwodowej

SantaCruz

Przeciwciata przeciw-aktynie, p14-3-3, receptorom
adenozynowym A2a i A3

Sigma-Aldrich

Adenozyna,

Albumina wotowa (BSA),

AMP,

Antybiotyki (streptomycyna+penicylina),
APS (Ammonium persulfate),

ATP,

Azydek sodu,

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indylo phosphate),
Biekit trypanu,

Bromek etydyny,

Chloroform,

DEPEC (dietylopirowglan),
Dimetyloformamid,

DMSO (dimetylosulfotlenek),

DPCPX,

EDTA (s6l sodowa kwasu etylenodwuaminoczterooctamyeg

EHNA,

Glukoza,

hiL-2,

hiL-6,

Histopaque 1070,

Inozyna,

IMP,

Insulina,

lzopropanol,

Jodotubercydyna,

Leupeptyna,

NBT (Nitro Blue Tetrazolium Chloride),
Przeciwciata lI-redowe,

SAC (Staphylococcus aureszczep Cowan 1),
SDS (sél sodowa siarczanu dodecylu),
Tris (Tri(hydroksymetylo)aminometan),
Triton-X100

RPMI-1640,

ZM 241385

Tocris

MRS 1754,
MRS 1523

Whatman

Bibuta celulozowa (DEAE)
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4.2 Metody

4.2.1 Pobranie sledziony ze szczura.

Szczury [Mat.4.1.1] przed pobraniem ngtaw poddawano dekapitacji.
Ze wszystkich osobnikbw usuwanéedziore, ktéra umieszczano w pywce
RPMI-1640 o temp. 3C. W chgu kilku minut przysipowano do izolacji

limfocytow B.

4.2.2 lIzolacja limfocytoéw B zesledziony szczura.

Wszystkie nargdzia wywane do izolacji byly sterylne. Szczurzkedziony
przeptukane w pgywce RPMI-1640 [Met.4.2.1] krojono skalpelem nadzar drobne
fragmenty. Nasfpnie, w celu separacji pojedynczych komorek otrayen&awalki
narzdu przecierano przez nylonowe sitkos@dnicy por 20um umieszczone nad
pozywka RPMI. Uzyskan zawiesig wirowano 3 minuty z RCF 300xg, po czym
supernatant zlewano a komorki zawieszano w bufd@®BS [Mat.4.1.2] o temp.
pokojowej. Roztwér ten delikatnie nawarstwiano nazygotowany wczéiej
w probowce 15 ml roztwor Histopaque 1070 w stosurdkl, réwnig o temp.
pokojowej. Probowki te wirowano z RCF 500xg przdéx rBinut w temp. pokojowej
w celu wyodebnienia komorek jedngfirzastych, ktore po tym procesie znajdsig na
granicy faz obu roztworéw. Zebrane komorki ptukahaazy zimnym buforem PBS
I osadzano przez 3 minutowe wirowanie w tych samwarunkach. Po ostatnim
ptukaniu przysipowano do etapu rozdziatu limfocytow B i T wg zmbkigwanej
metody Severson’a [171]. Komoérki zawieszano gstgici 15x16 kom./ml w paywce
RPMI z dodatkiem 3% BSA. Naginie przenoszono je na plastikowe ptytki hodowlane
z podieem dla komoérek adherentnych w gbici ok. 1 ml na 6 cf powierzchni.

Plytki umieszczano w inkubatorze hodowlanym®°@75% CQ) na 30 minut. Po tym
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czasie limfocyty B byly przyczepione do pogho ptytki, natomiast limfocyty T
pozostawaty wolne w pywce, ktdg zlewano. Dno ptytki ptukano 2 razy ogrzanym do
37°C buforem PBS, po czym zalewano je zimnym PBS iy pppmocy silnego
pipetowania odrywano. Zebrane limfocyty B po odwiamiu (3 min., RCF=300xg)
rozpuszczano w niewielkiej isoi kompletnej paywki RPMI, czyli uzupetnionej 10%
ptodowg surowig bydleca FBS (ang.Fetal Bovine ®rumj), oraz antybiotykami
(100 U/ml penicyliny i 10Qug/ml streptomycyny). Po policzeniu komorek przy oy
komory Fuchs-Rosenthal’a i ocenie idywotncici z pomog barwienia b¢kitem
trypanu (barwnik ten wnika do wtiza tylko martwych komoérek) rozcgiezano je
kompletry pazywka do gstasci 1 miliona komorek/ml i przenoszono do butelek

hodowlanych, ktore umieszczano w inkubatorze.

4.2.3 Hodowla szczurzych limfocytow B.

Wyizolowane limfocyty B zeéledzion szczurow [Met.4.2.2] hodowano
w stezeniu 1 miliona komérek/ml w pywce RPMI z 5 mM glukag uzupetnion 10%
FBS oraz antybiotykami (10@g/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny). Po dolwd
izolacji komoérki zbierano i osadzano przez 3 mimdowirowanie przy 300xg. Osad
rozpuszczano w niewielkiej isoi $wiezej pazywki z opisanymi powyej dodatkami. Po
przeliczeniu komérek z ayciem komory Fuchs-Rosenthal’a rozdzielano je napgr
ktére dalej hodowano w takiej samej liczebriowv srodowiskach na bazie kompletnej
pozywki roznigcych s¢ zawartdcia glukozy (zakres od 5-25 mM) i insuliny (zakres od
<0,01-100 nM). Komérki hodowano w inkubatorze 1375% CQ) przez okres czasu

wskazany w poszczegollnych&dadczeniach.
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4.2.4 Hodowla linii komoérkowej ludzkich limfocytéw B SKW 6.4.
Komorki linii SKW 6.4 byly przechowywane w -80 w formie konserw

(10 milionéw komorek zawieszonych w 1 mlzgwki RPMI z 20% FBS i 10%
DMSO). Przed rozpoeziem hodowli konsergwumieszczano w fai wodnej o temp.
37°C. Po rozmreeniu komorki natychmiast osadzano przez 3 minutevrewanie
przy RCF 500xg. Po usumiu supernatantu komorki zawieszanoswiezej pazywce
RPMI z 25 mM glukoz, 10% FBS oraz antybiotykami (50g/ml streptomycyny
i 50 U/ml penicyliny) i wysiewano w ikei 1 miliona komarek/ml na ptytklub butelle
do hodowli komérek w zawiesinie. Komoérki hodowanankubatorze (37C, 5% CQ)

I pasaowano co 2-3 dni.

A)

Ryc. 4.1 Linia komorkowa ludzkich limfocytow SKW 6.4A) powigkszenie 100x,
B) powigkszenie 200x.

Whptyw insuliny i glukozy na metabolizm adenozyngdiano hodujc komorki
przez 48 godzin wsrodowisku o ranych sgzeniach tych czynnikéw: 5 i 25 mM
glukozie oraz<0,01 i 10 nM insulinie. Komorki w medium z 10% FBfturalnie
proliferujg i takie byly uznawane za znajdog s¢ w stanie aktywnym. Komorki
spoczynkowe uzyskiwano poprzez hodevwmfocytéw przez 24 godziny w obecitd

1% FBS.
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Stymulacg komérek do produkcji przeciwciat klasy IgM indukamo podaniem
15 ng/ml IL-6 oraz 20 U/ml IL-2 [66,197].
Przy badaniu dziatania receptorow adenozynowych3@aminut przed stymulagj
réznicowania dodawano do pgwki odpowiednich antagonistow i agonistéw
poszczegolnych receptorow adenozynowych rozpusychon DMSO. Dosrodowiska
hodowlanego komorek stanawych kontrot w tych déwiadczeniach dodawano
w identycznym stzeniu samo DMSO. 8tenie kaicowe tego zwjzku nie przekraczato

0,1%.

4.2.5 lzolacja biatka z limfocytow.

Osad zebranych komérek po hodowli w odpowiedniclunweach [Met.4.2.3;
Met.4.2.4] przeptukiwano zimnym buforem PBS [Mat.2] i wirowano przez 4 minuty
przy 300xg. Po dokladnym usgniu supernatantu komorki zawieszano w buforze
lizujagcym Tris-HCI pH 7,4 [Mat.4.1.2] i przenoszono doklsnych probowek
umieszczonych w lodzie. N@phie homogenizowano je przyyciu homogenizatora
teflonowego. Dodatkowo, w celu doktadniejszego ioizb struktur komérkowych,
uzyskane homogenaty poddawano sonikacji, po czyubiowano je w lodzie przez
1 godzir. Po tym czasie wirowano je w tem@C4przez 45 minut przy 100000xg.
Supernatant, stanoyay frakcg cytozolows przenoszono do nowych probéwek
i mrozono w -26C do czasu dalszych analiz. Pozostaty osad, zgaigrabiatka
btonowe, rozpuszczano wswiezym buforze lizupgcym uzupetnionym 0,2%
Tritonem X-100, ponownie homogenizowano, lecz tymzem przy #yciu
homogenizatora ¢cznego. Po okoto 30 minutowej inkubacji prébek wdZie

przenoszono je do -20 jako frakcg btonow.
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4.2.6 Pomiar stezenia biatka.

W celu oznaczenia gtenia biatka we frakcji cytozolowej lub catym
homogenacie postugiwanogsnetod, Bradford [20] a w przypadku frakcji btonowej,
w ktorej byt obecny Triton X-100 stosowano metadwry’ego [191].

W metodzie Bradford analizaggenia biatka polega na pomiarze absorbancji przy
diugcici fali 758 nm w roztworze, w ktérym znajdujee:siO50 pl 1 x sfznonego
odczynnika Bradford [Mat.4.1.2], 5-20 pl badanegatworu i woda do 1000 pl.
Odczyt absorbancji korygowano wzdem probyslepej zawierajcej zamiast biatka
wodk. Stzenie biatka odczytywano z krzywej wzorcowej, lgtowykonywano
kazdorazowo rownolegle podczaszkigj analizy z okrdonymi standardami BSA (ang.
Bovine_®&rum_Abumin).

Metoda Lowry’'ego opiera sina pomiarze absorbancji przy diggofali 750 nm.
W pierwszym etapie przygotowania prob do 5 pl lizhtatkowego dodawano 30 pl
wody oraz 70 pl 30% kwasu tréjchlorooctowego, pgntinkubowano w lodzie przez
45 minut. Po tym czasie prébki wirowano przez 1@uhiprzy 8000xg. Po usuiu
supernatantu do osadu dodawano 4D@dczynnika A [Mat.4.1.2] oraz 400l wody

I wytrzgsano 10 minut w temperaturze pokojowej. Npsie dodawano 20Qul
odczynnika B [Mat.4.1.2] i ponownie wytzano przez 5 minut. W koowym etapie,
przed dokonaniem pomiaru, probki inkubowano jeszZb2eminut w temp. pokojowej
bez wytrzsania. Préb slepa, gdzie byta dodana woda zamiast lizatu biatkowegaz
standardy o rinych, znanych steniach BSA potrzebnych do wyktenia krzywej

wzorcowej przygotowywano w ten sam sposob jak pilddmjane.
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4.2.7 Elektroforeza biatek nazelu poliakrylamidowym.

Badanie zmian w ekspresji gendw receptorow adermzyoh prowadzono
rowniez na poziomie biatka. W pierwszym etapie wykonywarazdziat 60 ug
badanego lizatu biatkowego [Met.4.2.5] na 12étu poliakrylamidowym z 3%elem
zag:szczagcym o grubéci 0,75 mm. Badanprébk zawieszon w buforze Tris-HCI
[Mat.4.1.2] wraz z buforem ohgiajgcym [Mat.4.1.2] przed nad@niem na zel
poddawano 3 minutowej denaturacji w temp. 2XDOElektroforeza byta prowadzona
w buforze SDS-PAGE [Mat.4.1.2]. Po zakaeniu rozdzialu przygbowano do

transferu biatek zelu na btog poliwinylowa [Met.4.2.8].

4.2.8 Immunodetekcja biatek — Western Blot.

Po rozdziale elektroforetycznym [Met.4.2.7] przepadzano elektrotransfer
biatek z zelu poliakrylamidowego na bitgn poliwinylowag (Immobilion PCVDF
Transfer Mambrane w buforze do elektrotransferu [Mat.4.1.2]. Trarsfbyt
prowadzony przez noc przy gaeniu padu 0,7 mA/cm. Po jego zakiczeniu blog
inkubowano przez 5 godzin w temperaturze pokojowej 1,5% roztworze
odtluszczczonego mleka w TBS [Mat.4.1.2] zawigoan 0,02% azydek sodu.
Nastpnie btor przecinano wzghdem wzorca masowego biatka, przenoszono do
swiezego roztworu mleka, ktory zawierat ledowe przeciwciata krolicze lub kozie do
konkretnego receptora adenozynowego w ra@zozieniu 1:500 i pozostawiano na
3 godziny w temperaturze pokojowej. Kolejnym krakibyto trzykrotne przemywanie
btony 200 ml buforu TBS. PBmiej blore zanurzano w 3% roztworze albuminy
z przeciwciatami (przeciw IgG kroliczym lub kozimgprzzonymi z fosfataz
alkaliczrg w rozcieiczeniu 1:5000 i inkubowano na wydearce przez godzn Potem
btona byta ptukana czterokrotnie 200 ml TBS. Npsie btorg przenoszono do 100

mM buforu Tris-HCI o pH 9,5 zawiergjego 5 mM MgCGl oraz BCIP
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(5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate _-fioluidine Salt i NBT (Nitro-Blue
Tetrazolium Chloride Reakcja byla prowadzona przez 30 minut w temperat
pokojowej i po pojawnieniu siwyraznych pgzkow reakcg zatrzymywano przez

dodanie 20 mM EDTA w buforze TBS.

4.2.9 Pomiar aktywnosci deaminazy adenozyny i 5’nukleotydazy.

Aktywnos¢ enzymoéw ADA i 5’NT we frakcji cytozolowej i btonosy lizatu
biatkowego komérek SKW 6.4 [Met.4.2.5] oznaczano taodge radioizotopow,
z wykorzystaniem znakowanych trytem substratéw, licpgpowiednio [2,8H]-
adenozyny i [2,8H]-AMP. Reakcje przeprowadzano w odpowiedninodowisku,
ktérego sktad zalay byt od rodzaju badanego enzymu (Tabela 4.1).dBdaniu
odpowiednio rozcigczonego lizatu biatkowego [Met.4.2.5] dandowiska reakcyjnego
(czas 0’) prébk umieszczano w termobloku o temp’G7W wyznaczonych punktach
czasowych pobierano 20 ul mieszaniny, w ktérej cga&nzymatyczg zatrzymywano
poprzez dodanie kwasu nadchlorowego dackavego sizenia 5%. W probiglepej
zamiast lizatu dodawano sam bufor reakcyjny. W&ayspréby po potraktowaniu
kwasem inkubowano w lodzie przez co najmniej 10 uhirpo czym wirowano
przy 8000xg przez 5 minut w celu usgoia biatka. Supernatant przenoszono do nowej
probowki i przetrzymywano w -2Q do czasu dalszej analizy.si¢o byto mazliwe,
wykonywano analogiczne éwiadczenie z prdéb kontrolrg, w ktorej w srodowisku
reakcyjnym obecny byt dodatkowo inhibitor badanegozymu, to jest 20 uM
deoksykoformycyna w oznaczeniach ADA oraz 1 pM A®GP@ oznaczeniach
ekto-5’NT. Aktywna¢ enzymoOw wyznaczano na podstawie pomiaru radioakt§ev
produktéw reakcji w liczniku scyntylacyjnym, ktéreyodregbniano przy pomocy

chromatografii cienkowarstwowej [Met.4.2.10].
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ENZYM

SRODOWISKO REAKCYJNE

Deaminaza adenozyny

— frakcja cytozolowa

bufor lizujacy [Mat.4.1.2]

100uM adenozyna

1 pl [2,8°H]-adenozyny (I.Ci/pl)

10 uM jodotubercydyna (inhibitor AK)

20 uM deoksykoformycyna (tylko w prébag
kontrolnych)

H.O

Deaminaza adenozyny

— frakcja btonowa

bufor lizujgcy [Mat.4.1.2]

0,2% Triton X-100

100uM adenozyna

1 pl [2,8°H]-adenozyny (I.Ci/pl)

20 uM deoksykoformycyna (tylko w probagh

kontrolnych)
H.O

5’-Nukleotydaza
— frakcja cytozolowa

bufor lizugcy [Mat.4.1.2]
200puM AMP

1 ul [2,8-3H]-AMP (1 uCi/pl)
20 mM glicerofosforan

20 uM deoksykoformycyna
H>O

Ekto-5-Nukleotydaza

bufor lizujgcy [Mat.4.1.2]

0,2% Triton X-100

200uM AMP

1 ul [2,8-2H]-AMP (1 uCi/pl)

20 mM glicerofosforan

5uM EHNA

1 mM AOPCP (tylko w prébach kontrolnych
H.O

Tabela 4.1 Srodowiska reakcyjneaywane do pomiaru aktywioi ADA i 5’NT.
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4.2.10 Chromatografia cienkowarstwowa.

Przy pomocy tej metody rozdzielano i identyfikowaralioaktywne produkty
reakcji enzymatycznych oraz metabolity indukowan@eteoksyglukog katabolizmu
ATP. W pierwszej kolejnei wszystkie préby po rozmzeniu zobogtniano 7,5 N
K>CQOs, po czym wirowano w % przez 5 minut przy 8000xg. Supernatanty astie
przenoszono sponad wytonej soli do nowych probowek, do ktérych
dodawano po 2 pl 20 mM nieznakowanych standarddwaazanych nukleotyddéw lub/i
nukleozydow. Tak przygotowane mieszaniny nakrapiama ptytki z zelem
krzemionkowym, ktére po catkowitym wchi@eiu umieszczano w specjalnej komorze
zanurzagc ok. 0,5 cm w odpowiednim roztworze rozdzigtgym [Mat.4.1.2].
Po catkowitym nagknicciu ptytek roztworem, suszono je, po czymswietle UV
obserwowano rowe ,plamki” na swiecacym tle. Lokalizag poszukiwanych
nukleotyddw i nukleozyddéw oznaczano na podstawiegdckci od linii nakrapiania
osobno rozdzielanych znanych standardow. dJpase plamki te wycinano
I umieszczano w naczynkach z plynem scyntylacyjnyMat.4.1.2]. Pomiar
radioaktywngci wykonywano po 24 godzinach w liczniku scyntylpgyn Wallac

1409.

4.2.11 Pomiar aktywnosci kinazy adenozyny.

Aktywnos¢ AK oznaczano przyayciu metody radioizotopowej, polegagj na
adsorpcji ufosforylowanych produktow reakcji na dé DEAE. Jako substrat
wykorzystano [2,8H]-adenozyr. Aktywnos¢ enzymu wyznaczata szybicoreakcji
fosforylacji, ktog prowadzono w oljosci 100 ul w probéwkach typu eppendorf
w temp. 37C. W sktadzie mieszaniny reakcyjnej znajdowaty 50 mM Hepes-KOH
pH 7.2, 120 mM KCI, 1 mM ATP, 1 mM Mggl 1 uM adenozyna, 2ul [2,8]-

adenozyny (1 uCi/ul), 0 oraz 5uM EHNA oraz 10uM jodotubercydyna (inhibitor
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AK, tylko w prébach kontrolnych). Reakcyozpoczynano poprzez dodanie do 80
srodowiska reakcyjnego 1d lizatu biatkowego frakcji cytozolowej komorek SK®¥/4
[Met.4.2.5]. Reakg zatrzymywano poprzez nakropienie na fragment iiDEAE
20 pl mieszaniny reakcyjnej, ktéra wie [2,8°H]-AMP. Nastpnie bibutki ptukano
w 1 mM mrowczanie amonu w celu odptukania niepragosvanej adenozyny.
Po 4 minutach przenoszono je na kolejne 4 minutyswi@zego roztworu 1 mM
mréwczanu amonu. Po tym etapie bibutki przemywamalgndestylowan, po czym
umieszczano je w 96% etanolu, w celu odwodnienidudek. Po ich wysuszeniu
w temp. pokojowej, wktadano je do probowek z roaewo scyntylacyjnym [Mat.4.1.2]

i dokonywano pomiaru radioaktywm w liczniku scyntylacyjnym Wallac 1409.

4.2.12 Izolacja RNA z limfocytéw.

Osad limfocytow byt rozpuszczany w okoto 1 ml fealz Po doktadnym
rozpipetowaniu mieszangnnkubowano w lodzie przez 10 minut. Ngstie dodawano
chloroform w ilgci 250 ul na kady 1 ml fenozolu, intensywnie wy#gano i przez
15 minut dalej inkubowano w lodzie. Po tym czaseyskan zawiesig wirowano
przez 10 minut w 4°C przy 8000xg. Do fazy wodndprk zbierano do nowych,
jatowych probowek typu ,eppendorf” dodawano w royrmbjetosci izopropanol.
Wymieszane préby byty inkubowane przez 18 godzin20°C. Nasfpnie prowadzono
izolaci RNA wedtug metody opisanej przez Chomigsiego/Sacchi [26]. Proby
wirowano w 4°C przez 15 minut przy 8000xg. Suptama usuwano a do pozostatego
osadu dodawano schtodzony 70% etanol w celu prkapia RNA. Po 10 minutowym
wirowaniu ~ w warunkach jak poprzednio, etanol usmwaa osad suszono
w temperaturze pokojowej a fitiej rozpuszczano go w 28 jatowej, wolnej od RNaz
wody destylowanej. Tak przygotowane RNA przechowywav -20°C do czasu

dalszych analiz.
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4.2.13 Pomiar stezenia kwasow nukleinowych.

Stezenie oraz czysté uzyskanego RNA oraz DNA oznaczano
spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji pdhygasci fali 260 i 280 nm.
Przygto, ze jednostka absorbancji (1 @ odpowiada 40ug/ml pojedynczej nici
RNA oraz 50ug/ml podwojnej nici DNA [169]. Stenie RNA obliczano ze wzoru:

stezenie RNA (pag/ml)

BAegx 40 pg/ml x rozcigczenie proby

stezenie DNA (pg/ml)

Aeox 50 pg/ml x rozcigczenie proby

Czystagé preparatbw oceniano na podstawie wanito stosunku ORsyODago

(1,7 — 2,0 ~ czysty produkt).

4.2.14 Reakcja odwrotnej transkrypcji.
W celu otrzymania komplementarnego DNA (cDNA) natmyay RNA

prowadzono reakejodwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem startetiga(dT), ktory
jest komplementarny do sekwencji poli(A) znajphgj st na kacu wiekszacCi
eukariotycznych mRNA. Reakcprzeprowadzono w probéwce o eligsci 0,2 ml przy
uzyciu termocyklera Eppendorf. Mieszanina reakcyjnabgtosci 20 ul zawierata:,
1 mM dNTPs, 10 mM DTT, 0,4 ug oligo(dT), 12 U RNasi 14 U odwrotnej
transkryptazy — MMLV-RT, bufor MMLV-RT (50 mM Tri$iCl, pH 8.3; 3 mM
MgCly; 75 mM KCI) oraz 5 ul (500 ng) wyizolowanego RNMet.4.2.12]. Obgtos¢
mieszaniny uzupetniano jatewwods wolng od RNaz do 20 pl, po czym prébki

wirowano przez 15 sekund i umieszczano w termocygkle

Profil czasowo-temperaturowy reakcji wydat nasgpujaco:

1. 42°C/60 min. — synteza cDNA na matrycy mRNA,

2. 95°C/5 min. - denaturacja powstatej hybrydy RNANA.

Uzyskane cDNA przechowywano przez kilka dni w +4Cczasu dalszych analiz.
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4.2.15 Amplifikacja fragmentéw cDNA gendéw receptoréw adenayny
w celu otrzymania wzorcow produktéw do reakcji PCRw czasie
rzeczywistym.

Aby otrzym& wzorce DNA stiagce jako standardy dla amplifikowanych
fragmentéw cDNA genow receptorow adenozyny podcmsmkcji PCR w czasie
rzeczywistym wykorzystano klasyczmetod PCR. Jako matrgcuzyto cDNA z RNA
watroby szczura, czyli material, w ktérym obecng wszystkie 4 receptory
adenozynowe [73]. Amplifikagj gendw receptoréw adenozyny oraz genu
referencyjnegofl-aktyny) prowadzono z wykorzystaniem par starterkidgre rownie
bylty uzywane w PCR w czasie rzeczywistym, zamieszczonychTabeli 4.2.
Mieszanina reakcyjna w aftpsci 20 ul zawierata: 0,25 mM mieszarimukleotydow,
0,25 mM MgC}, 2 pl Master Amp Enhancer, 0,5 U termostabilndjnperazy DNA
Tfl, 10 nM kadego startera dla danego receptogdzbp-aktyny, 1 ul buforu Tfl
(50 mM Tris-HCI, pH 9.0, 20 mM siarczan amonu) dbazl matrycy (500 ng) — cDNA
uzyskanego podczas reakcji odwrotnej transkryplgjet[4.2.14]. Amplifikacja byta

prowadzona w termocyklerze Eppendorf.

Profil czasowo-temperaturowy reakcji byt ngmijacy:

1. Denaturacja wgpna: 95°C / 3 min.
2. Cyklel1-35
» denaturacja: 95°C / 30 sek.
» przylaczanie starteréw: 59°C / 30 sek. (rA3aktyna)
64°C / 30 sek. (rAl, rA2psaktyna)
65°C / 30 sek. (rA2if-aktyna)

» wydtuzanie: 72°C / 50 sek.

3. Wydtuzanie kaicowe: 72°C / 10 min.
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startera produktu
rAl-1 5-CAA CTT CTT CGT CTG GGT GCT GC-3
Receptor 404 pz
Al rAl-2 5-CTT CAT CGA TGG GAG GCT TAG GC-3’
rA2a-1 5-CAT CTT CTC CCA CAG CAATCC-3
Receptor 402 pz
A2a rA2a-2 5-GGG GCA AAC TCT GAA GAC CAT G-3
rA2b-1 5-GCT GCT GCC CTG TGA AGT GTC-3'
Receptor 397 pz
A2b rA2b-2 5-AAG TCC CGG TTC CTG TAG GCA-3
rsA3-1 5-GGC TAG TGT CCT TTC TGG TGG G-3'
Receptor 264 pz
A3 rsA3-2 5-CGT AAAATG CACGCGTCTCTCT-3
Bact-1 5-GAA ATC GTG CGT GAC ATT AAG-3
p-aktyna 511 pz
Bact-2 5-GCT AGA AGC ATT TGC GGT GGA-3’

Tabela 4.2. Sekwencje starterow dla cDNA gendw receptorOw adgmy i genu

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

referencyjnego aywanych w

rzeczywistym.

ccttgggtge
accat gccgc

gccttggt ct
cttcgcgatg
gccctggt ca
tgcct cat gg
gccattgctg
acccagcggc
ct gacaccca
ggcagtgttg
at ggt ct act
tacct ggagg
ggt gaccccc
ctcttcctct
tgccccacct
aactccgcca
ctgaagattt

tggcctcgtg
cctacatctc
ct gt gcccgg
ccaccttctg
tcccact ggc
tggcct geccc
tggat cgat a
gggcggceagt
tgtttggctg
gggagccegt
tcaacttctt

ccccagggceg
ggccttccag
aaatgtactg
cttcatcgtg
catccttatc
tgtcctcatc
cctccgagtc
ggccat agct
gaacaacct g
gat caagt gt
cgtctgggtg

cctgtctget
gct gcct aca

gtgatttggg

t cact ggcgg
aacat t gggc

ct cacccaga
aagat ccctc
ggct gct gga
agt gt ggt ag
gagt tt gaga
ct gccgecac

tcttctacct
agaagt act a
ttgccctcag
gccagaaacc
t gaaccccat
ggaat gacca

gat ccgt aag
cgggaaggag
ctggctgccg
cagcattctg
cgtctatgcc
cttccgatgce

ccagaggaga aagctgagga ctagactctg

cagct caaca
ct gaagat cg
ctgcat at ct
at ctacat cg
ttccggat cc
cagcct aagc

reakcjach PCR i

gat gt gccca
ttggcatcga
ct gt gaaggt
t agct gat gt
cacagacct a
gctccattct
tccggt acaa
ttctctcceccet
agcaagact g
aggttat cag
tgctcctcat
aaaaggt gtc
ccaagt cgct
t gaact gt at
ccatcttcct
acaagttccg
ct cccat cga

PCR w czasie

gct cct geee
ggtgctcatt
gaaccaggca
ggccgt t gge
cttccacacc
ggctctgctc
gacagt ggt g
t gt ggt aggc
gagagccaac
cat ggagt ac
ggtcctcatc
agcctcctcc
ggccctcatc
caccctcttc
cacacacggc
ggt caccttt
t gaagacct ¢

ccttgetcceg

tctagcccat

gcccagegg

Ryc. 4.2 Sekwencja szczurzego cDNA geADORAIL dla receptora Al [NCBI
Reference Sequence: NM_017155.2]. Miejsca/tgprzania s starterow
oznaczono kolorem czerwonym. Natto wyrGzniono pocatek (atg)
i koniec (tag) a&ci kodupgce.
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1 ccacctagtt agccctccca gggacatttc ctccagttcc cgcctcaggg cctcggtttce

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

ccccagcagce
cat gagcggc
aagaggt at c
tgattttggg
gct cgt ggct
gct at ggacc
ct cccaccat
tcct gggcaa
ccaacttctt
ccttcgcet at
cctgttttgt
accgct acat
cgaagggcat

t gggct ggaa
gggt gacct g
ttgcgttcgt
cggcccggag
ccacgct gca
ctctgtgctg
ggcacgcccc
t caacccctt
t ccgaaccca
ccct ggcagce

tgggggtatg
tggggctggg
aggagcgcca
taggagcttc

ttttggttgg
actttgaact

ct ggggt gga
t gcagt agca
gtcttgtctc
aggagcttca
agct gct gge
aaacccattc
t gct gggaac
catgcactta
t gaagggaag
ccat ggacct
tccttccaga
at gagccaca

ggggcggggce
gcggecggag
t cagaaccct
agat gcagag
ctt gt gagga
gagagct ggc
gggct cct cg
cgtgctcgtg
t gt ggt at cg
caccat cagc
cctggtcctce
cgccat ccga
cattgcaatt
caact gcagt
tctgttcgag
gttactgccc
acagct gaag
gaaggaggt ¢
gttgccgetg
tccgtggetc
cat ctacgce
cgt cct gagg
t cacagcact
ggccaacggce
gggt ggaggg
ggaaggccaa
ct cat ggt ct

gggagcagceg
ct ggagcctg
gaagccgaga
tcgtctgtga
aagggct gcg
ccaggcct gc
gt gt acat ca
tgct gggccg
ct ggcggegg
accggcttct
acgcagagtt
attccactcc
t gct gggt gc
cagaaagacg
gacgt ggt gc
cttctgctca
cagat ggaga
cacgct gcca
cacat cat ca
at gt acct gg
t acaggat cc
cggcaggaac
gagggagagc
agt gccaccc
agt gcccaag
gagcaccct g
tcagagtttg

ctagtttcga
agcggcagct
ggagccaggc
gaacgtcttc
gggct t gggt
atccctgcetg
cggt ggagct
t gt ggat caa
ctgacattgc
gcgccgectg
ccatctttag
ggt acaat gg
tgtcgtttge
ggaact ccac
ccatgaatta
tgct ggccat
gccagcccct
agt ccct ggc
actgtttcac
ccat cat cct

agt cgcct gc
gagacggt gg
cagat cccct
ggggagct ct

gggt ggacgg
agcctgccca

ggccat cgcet
cagt aacct g
agt gggt gt g
ccacggct gc
cctcttggcet
cttggt gaca
cattggcctg
gaagacct gc
catggtttac
ct acct acgg
gccaggggag
catcatcgtc
cttcttctge
ct cccacagc

agggt gcgee
gagccagagc
ggagaagt ca
ct ct gggaac
ct gggct gca
agt gt ggct g
gt gct ggcca
cagaacgt ca
ctcgccat cc
ctcttcttceg
at cgccat cg
ggt gt gaggg
acccccat gc
ggcgagggec
tacaact t ct
atttttctgg

cggact cggt

gggctctttg
tccacgt gcc

aactccgtcg

gggagt t ccg
ccttccaggce

aggtt agcct
attccggacg
gctctcctcg

gcct aagggg
ccccttcectg

ct ggaccaat
acaaagaggg
ggaagcgat g
t ct gcaaagg
t ct agagcgg
gacctcctgc
ct agaagt gg
tattttattg
ccccccaacc
gt cacagggc
gat t ccagag
gaacct gggt

gggacttgtt
ctgtgtttta

ct cact aagg
ggcat gaagt
cttctgcttc
cagggcccag
ttgtggctta
t gt agt acac
cacttggcta
acttccccce
aaggaat t ga
tat ctct gac
cat gggct ca
agttcagcgc
tgtttgtttg
aattt

gaagagaaac
t ggagcagca
gt gct acggg
ttcccctget
gaggact ggc
tactctcccc
tttectttttce
tcccctgect
aggtggtctt
caacaaagct
ggt cccat ga
taccctgtct
tggttttttt

ccagaccttc
agggggttcc
ccgcect t aat
gcggcccaat
ggat gt ggag
tcatctggtc
agggaaagac
ccaat gggcg
t gaagcccag
gccetgtgtt
ccagaagcgt
ct ggcccgat
agactgtcta
aagaagat aa

gctgggtctg
cttgggct ag
ggcct ggaag
gagagat t ag
gaggccct ga
tttccctgag

cggaagat ca
agtgcctggg
ggccaccccc
ggct acactc
cttcctaccc
caggct agag
attttaatat
cgt ggct ccc
t aagaaaggc
aggt cagggc
ccaaaaagct
gct agaat at
gggct caggg
aaat gt gagg
t ggt cgat cc
cccaagct ac
acagcaact a
agat gt caag
ctactgcctt
gt aaaat aaa

Ryc. 4.3 Sekwencja szczurzego cDNA ge®DORAZ2AdIla receptora A2a [NCBI
Reference Sequence: NM_053294.3]. Miejsca tprzgnia s¢ starterow
oznaczono kolorem czerwonym. k#to wyrézniono pocatek (atg) i koniec
(tga) cezsci kodupce.
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1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

ggcacgagcg
ccgacacaac
cgcaggacgc
acgt gct ggt
ttctggtgtc
tcaccat cag
t gct ggt gct
tggccattcg
t cat cgct gt
acagt aaaga
gct gct gccc

gt ct cggcge
cccggt agag
gctgtacgtg
gt gcgct gcg
cct ggcgacg
cctgggettc
cacacagagc
cgtcccgetc
cctctgggtc
ccgt gccacc

t gt gaagt gt

t gt ggccat g
gact ccccgg
gcgct ggage
gt gggagect
gcggacgt gg
t gcacggact
tccatcttta
aggt at aaag
cttgcctttg
agcaact gca
ctctttgaga

tcaacttctt
tcttcatggt
cgct gcageg
t gt gt t ggct
aggacaagcc
t caat cccat
tctccagata
agt caacttt
aat aaacaat
gcat gt ggcc
cat gcaacta
acttactgtg
atctgcctca
ctatataatg
catatactca
act gt agt gt
aaacaatttg
gct gggt cct
ctcacattac
ctgtgtatta

tgggtgtgtc
ggcct gcaag
ggagat ccac
cccegt geat
caaat gggtg
tgtctatgcc

cttcctccac
cagcttcagce
gcggccaagt
gccat caact
at gaat gt gg
t acaggaacc

cct ggcggeca
gcceggcet gg
tggttatcgce
cgagtgcttt
ct gt gggact
ttcacagctg
gcctcttgge
gtttggtcac
gcatt ggact
cagaacct gg
acgtagttcc
tgct cat cat
acat ggaact
cact ggct at
gcat caccct
ccat cct cct

gggact tccg

cgttctctge
cagt ct gagc
ggact ggaca
cacctgccct

ggaggcect g
t ggat ggcgg
ttcgtggtag
taagtatttt
tt ccggggac
taatttaggg
agt t cagt at
tcctccactg
agtttattgg
tat ccagt ga

cagacggaca
ttgtgaccta
cagct ggt ga
gaacgcttgc
aggct aacag
gcggct agaa
aaaaat gact
tcacttacag
agcaact cag
aat ggt acta
cttccttgec
cacccct gct
at cccaaagt
aat aaaactt

ccaagggt gg

ggct ct ggce
cctcactgtg

caggagt cac
at acacttag
ctgattccaa
gaaacttacc
caat gggaaa
aaaact gaag
ccctaagttt
cacaaaacac
ttagagct ag
at gaaaattt
t gaaaggt ga

ccttagcggce
cccggccat g
cgcgcet ggca
acagaccccc
cttcgccatc
cctcttectc
ggtggctgtc
t ggaacacga
gactcctttc
ggat ggcat c
cat gagct ac
gat ggt gatc
gat ggagcac
gat t gt gggc
cttccatcca
gt cacacgcc
ctacagtttc
gagcgggcag
tttgggagaa
gaggacaact
acaagt ct gg
gaatctattc
aaactgtttt
ttactgtgaa
at aaaagttg
tataattctt
gaaagt agaa
t agaggt gga
gt act agagt
tact gagcaa
aaaaaaaaaa

t gt cct gagce
cagct agaga
gt ggcgggea
accaact act
ccctttgeca
gcctgettceg
gaccggtatc
gcaagaggga
ctgggttgga
acgaat aaga
atggtttatt
t acat caaaa
t ccaggacca
atctttgctc
gccct ggeca
aattcagttg
cacaggat ca
gccgggggac
gaaggct taa
accctctcaa
ctcacacgta
agctgetcett
atttttaaga
acact gt gaa
gctctattaa
cagt caagat
ttatgtaaca
aact t ggaga
ttgcttctct
aat cccct ag
aaaaaaaaa

Ryc. 4.4 Sekwencja szczurzego cDNA ge®DORA2Bdla receptora A2b [NCBI
Reference Sequence: NM_017161Mipjsca przyfczania s} starterow
oznaczono kolorem czerwonym.zRio wyrézniono pocatek (atg) i koniec
(tga) eZci kodupce).
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1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

gaagccct gt
at agaact gt
ct gt caagga
aagt cat gaa
gct aggt cca
cttctctgag
acct acat ca

at ct gggt gg
ctagcact gg

ct ggaggt cc
acccacgctt
ct gacagt ca

t gct ggct ag

ctctgtctgce
gt cct ccagg
ccttttctga
ttctccggac
ctggcccata
acagcat gaa
ccat ggaggc
t caagct gaa
ct gacattgc
agat gcactt
ccatcatgtc
gat at agaac
tgtcctttct

ccagggaagt
ttat caggag
gaaaagt ctc
tgttgctacc
cacatcctgc
agccaacaat
tgccatt ggt
ccgcactctg
tgttggggtg
ctatgcctgce
cttgctggece
ggttaccact

ggt gggactg

acct t agagc
ttggattaca
t gcat cat ct
ggctt cagag

tctctcaaaa
tggtcttctt
at ct ggacat
agacgcgt gc

cagct ccacc
cagct tcatc
cttctacatc
attttacggt

ctggttctct
tactttaatg
aact ccat ga
tttgtgatcc
gaacagact a
t cgcat cggt
gat cat cggg
cctccctcca
tcattcaatt
gcccttcectt
aaagaagact
gggaacacag

tcttgtttge
t gaagat acc
t gaaccct at
tcagagcttg
ctgagtagtt
aaacact at a
ctggttgcca
gtcttccctce
ct gt ggaggt
cccagacaca
ct agt ggggc
ggagt gaat t

cttgtgctgg
agagattgca
tgtctacgcc
caggct ct gt
accat gacag
aggact t aac
cagagct ccc
cactcctccc
ct gacat gaa
agaagt aat g
t ggat gt aca
gaattt aaag
cca

aagaacagca
ggcagggct a
t aaaagagca
ttctaacttc
t gaagaagca
accacgacga
ctctgtgctg
aggaccacca
ct ggt cat ac
cttttcatgt
attgctgtag
caaagaagaa
acccccat gt
ctctcatgcc
acct ggat cc
at ccgaaaca
cgggagttca
ctgcctttgt
at gt gcct gg
t gcaaaat aa
cagacct cgg
at aaagagcc
agccattctt
ttccctectc
tccegettca
ggcaat gcat
gagt gaacgt
gaacct gcgt
agggct aaat

gcactcttgg
agt ggct gag
t cacaccaga
t gggcagat g
acagaagttt
gtgccttgtg
t agt gggcaa
ccttctattt
ccttggccat
cct gt gt gct
accgat acct
tatggctatt
ttggct ggaa
acttccgttc
t cat ccccct
aact cagt ca
agaccgct aa
ccat cat caa
gcatcctgtt
aaaagttcaa
attctttgga
agctcattta
gcttacttcc
cctccgetcc
tttattttct
tcctggttac
t gagggagt ¢
t gaaggat cc
tcacct gt gt

atttggctgc
gtctacgatc
aggaat aagc
tct gt caaga
ccagct gaag
gttgcaaatc
catgctggtc
catcgtctcc
t gccgt cagce
tctggtcttc
gcgagt caag
cctgggcctc
t agaaaagt g
cgt ggt cggc
ggttgtcatg
aaat ct gact
gtccectgttt
ttttgtttcc
gt cccat gcg
agaaacct ac
ct caaacctt
ccttcacagt
act gcagt gg
tccctccact
tgagcttctc
cacagacttc
tcctctcacc
ctaggat gtt

gggtgcattt

gagcaaat aa aagat ggcgc

Ryc. 45 Sekwencja szczurzego cDNA gerADORAS3 dla receptora A3 [NCBI
Reference Sequence: NM_012896.2]. Miejsca/tgprzania s starterow
oznaczono kolorem czerwonym. Naio wyrdzniono pocatek (atg)
i koniec (tag) a&ci kodupgce.
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1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

ggggt cgagt
cacacccgcce
t ccggcat gt

at cgt gggcc
gt gggcgacg
ggcattgtca
ctgcgt gt gg
gccaaccgtg
gt agccat cc
gact ccggag
gccat cct gc
accgagcgtg
gagaagct gt
tcctcectgg
cggtt ccgat
at ccat gaaa
tatgccaaca
cagaaggaga
gagcgcaagt
cagat gt gga
tgcttctagg

1261

Ryc. 4.6 Sekwencja szczurzego cDNA gefieaktyny [NCBI Reference Sequence:
NM_031144.2]. Miejsca przytzania s} starterow oznaczono kolorem

ttgcgcaaaa

ccgcegt ccac
accagttcgc
gcaaggcegg
gccct aggca
aggcccagag
ccaact ggga
cccct gagga
aaaagat gac
aggctgtgtt
acggggt cac
gt ct ggacct
gct acagcet t
gctatgttge
agaagagct a
gccccgaggce
ctacattcaa
cagtgctgtc
ttactgccct
actctgtgtg
t cagcaagca
cggactgtta
aaaaaaaaaa

ccgcgagt ac
cat ggat gac
cttcgcgggce
ccaggot gt g
caagagaggc
cgat at ggag
gcaccctgtg
ccagat cat g
gt ccct gt at
ccacactgtg
ggct ggcecgg
caccaccaca
cctagacttc
t gagct gcct
tctcttccag
ttccatcatg
t ggt ggcacc
ggct cct age
gat t ggt ggc
ggagt acgat
ct gagct gcg
aaaaaaaaaa

aaccttcttg
gat atcgctg
gacgat gctc
at ggt gggt a
at cct gaccc
aagatttggc
ctgctcaccg
tttgagacct
gcctctggtc
cccatctatg
gacct gacag

gct gagaggg

cagctcctcc
cgct cgt cgt
cccgggecegt
t gggt cagaa
t gaagt accc
accacacttt
aggcccct ct
t caacacccc
gt accact gg
agggt t acgce
act acct cat
aaat cgt gcg

gt cgcecggtc
cgacaacggc
cttccecctcc
ggact cct ac
catt gaacac
ct acaat gag
gaaccct aag
agccat gt ac
cattgtgatg
gct ccct cat
gaagat cctg
tgacattaaa

gagcaagaga
gacggt cagg
ccttccttcc
aagt gt gacg
accat gt acc
accat gaaga
tctatcctgg
gagt ccggcec
ttttacaccc
aaaaaa

t ggccact gc
t cat cact at
t gggt at gga
ttgacatccg
caggcat tgc
t caagat cat
cctcactgtc
cctccat cgt
tttctttgac

cgcat cct ct
cggcaat gag
at cct gt ggc
t aaagacct c
t gacaggat g
tgctcctcct
caccttccag

gcaccgcaaa

aaaacct aac

czerwonym. Nazotto wyrGzniono pocatek (atg) i koniec (tag) eZci
kodugce;.
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4.2.16 Elektroforeza produktéw PCR nazelu agarozowym.

Produkty reakcji PCR byly rozdzielane elektrofooztyie w zanurzonym
w buforze TAE [Mat.4.1.2] 2%elu agarozowym [Mat.4.1.2], zawiegaym 1 ug/ml
bromku etydyny. Prap 20 ul DNA zawieszano w 4ul buforu obcizajgcego BOA
[Mat.4.1.2] i wprowadzano do studzienek zelu. Elektroforez prowadzono przy
napkeciu 4 V/cm odlegtéci miedzy elektrodami. Wielk& rozdzielonych produktow
analizowano wséwietle UV wzgkdem wzorca masowego DNA M1 zfmego
z fragmentow DNA o diugmi 111 pz, 147 pz, 190 pz, 242 pz, 331 pz, 4041z O

501 pz.

4.2.17 lzolacja DNA z zeli agarozowych.

DNA bedace produktem amplifikacji fragmentéw cDNA gendéw eptorow
adenozyny oraz genu referencyjnegf-aktyny [Met.4.2.15] po rozdziale
elektroforetycznym wzelu agarazowym [Met.4.2.16] odzyskiwano z/ciem zestawu
DNA GelOut firmy Epicentre. Wyety w swietle UV kawatekzelu agarozowego
(o masie do 200 mg) z wybranymgpkiem DNA umieszczano w probéwce 1,5 ml typu
eppendorf, do ktérej dodawano 400 pl buforu R7gkilbowano w temperaturze %0
Po catkowitej hydrolizie agarozy do probéwki dodawa200 pl izopropanolu w celu
wytragcenia DNA. Nasfpnie cal@¢ przenoszono na mikrokolumiepkzabhczory do
zestawu, ktér wirowano przez 1 mingtprzy 8000xg. Zebrany przgs usuwano
a zwihzany do ztaga kolumienki DNA przeptukiwano dwukrotnie 500 pktavoru Al,
za kadym razem odwirowagc w warunkach jak wkej. Po ostatnim ptukaniu
kolumienlke umieszczano w nowej, sterylnej probéwce. DNA wyrapw poprzez

2 minutowe wirowanie przy 8000xg 30 pl buforu TE.
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4.2.18 Przygotowanie krzywych wzorcowych do PCR w czasie
rzeczywistym.

Po pomiarze stenia oczyszczonych zzelu agarozowego [Met.4.2.13]
zamplifikowanych produktow DNA receptorow adenozwyoh i [B-aktyny
[Met.4.2.15] przysipowano do wykonania krzywych standardowych. Krzytee
potrzebne byly do analizy w§giowych stzen amplifikowanych produktéw metad
PCR w czasie rzeczywistym. W tym celu dokonywankyjsgch rozciencze (1:10,
1:100, 1:1000, 1:10 000, 1:100 000, 1:1000 000) Ddl&nanym ju stzeniu dla
kazdego badanego genu, ktére shy jako matryca w reakcji PCR w czasie
rzeczywistym w urgdzeniu Light Cycler 2.0 firmy Roche. Profil czasowe
temperaturowy reakcji odpowiadat tym samym warunkamjakich p&niej byty
prowadzone badania ekspresji poszczegolnych gemdet.4.2.19]. Po zakazonej
amplifikacji, na podstawie wprowadzonych wddo siezen wyjsciowych, program

wykreslat odpowiednie krzywe.

4.2.19 Ocena ekspresji szczurzych receptorow adenozyny noely PCR

W czasie rzeczywistym.

Wplyw réznych stzen insuliny i glukozy na poziom mRNA gendw receptorow
adenozyny okrgano w odniesieniu do poziomu mRNA genu referenegm (3-aktyny)
podczas reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Pozwa&okréli¢ wyjsciowe stzenie
amplifikowanego cDNA z badanych prob na podstawizywych standardowych
[Met.4.2.18]. Do tego celu wykorzystano barwnikditascencyjny SYBR Green |, ktéry
interkalupc w struktug dwuniciowego DNA emitujgwiatto o dtugdci fali 530 nm.
Reakcje przeprowadzano w szklanych kapilarach wtadgji koacowej 10ul. Z uwagi
na fakt,ze SYBR Green | jest barwnikiem niespecyficznym, hitkpcje cDNA

receptorow adenozyny f-aktyny wykonywano w osobnych kapilarach. W sktadzi
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mieszaniny reakcyjnej znajdowatesB mM MgCh, 0,5uM startery, 1ul Master Mix
zawierajcy polimeraz Taq FastStart, 2l (100 ng) odpowiednio rozaiezonego
cDNA [Met.4.2.14] oraz wolna od Rnaz jalowa woda mimlanej ohjtosci. Uzywane
startery zestawiono w Tabeli 4.2. Zaztgm razem obok prébek badanych dodatkowo
amplifikowano standardy (1 punkt z krzywej wzorcpwka danego genu [Met.4.2.18])
oraz kontrole negatywne, gdzie zamiast matryzywano wo@. Reakcg prowadzono

wedtug poniszego protokotu.

1. Preinkubacja (10 min. 95C)
2. Amplifikacja (ilos¢ cykli zalezna byla od momentu aginiecia plateau przez
wszystkie amplifikowane produkty w danym nastawieniok. 30-45 cykli)
« Denaturacja - 10 sek. 9%
* Przylgczanie starterow 5 sek. 59°C - rA3-aktyna
64°C - rAl, rAZaaktyna
65°C - rA2bj3-aktyna

«  Wydtzanie - 20 sek. 72, w kazdym cyklu po zakaczeniu tego etapu
siepowat pomiar fluorescencji

3. Krzywa topnienia
« Denaturacja- 95°C
+ Aniling - 15 sek. 6%

« Powolna denaturacjgwzrost temperatury w tempie 0ClUsek. od 6% do
95 z ciagtym pomiarem fluorescenciji)

4. Chiodzenie- 30 sek. 4fC

Identyfikacja produktow odbywata ¢sipoprzez analiz krzywej topnienia. Reakgj
uwazano za prawidtow jesli temperatura topnienia uzyskanego produktu pokitgvee

z temperaty topnienia jego wzorca. Wazglny poziom ekspresji okékano jako
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stosunek odczytanych z krzywych wzorcowyakrat gendw badanych receptoréw do

genu referencyjnego.

4.2.20 Badanie katabolizmu ATP.

W celu sprawdzenia wptywu insuliny i glukozy na &atlizm ATP podczas
stresu metabolicznego postmo s¢ metod radiochemiczg z wykorzystaniem
[8-'“Cladeniny. Po 48 godzinach hodowli komérek SKW &4 odpowiednich
warunkach [Met.4.2.4] zbierano je i liczono. Ngstie komorki w ilégei 10 miliondw
komorek/ml zawieszano wwiezej pazywce, dodawano znakowaadenig do stzenia
koncowego 5uCi/ml i inkubowano je w 37 przez 1 godzin Po tym czasie komorki
ponownie zbierano i po odwirowaniu (3 minuty, 30Ppgzeptukiwano pgywka RPMI
bez glukozy. Pobierano ok. 1 zawiesiny komorek w celu oceny iglgwotnasci przy
pomocy barwienia Trypanem Blue. Do dalszych etapgééwiadczenia przygspowano
tylko po stwierdzeniuze odsetekzywych komodrek wynosi przynajmniej 80%. Po
kolejnym odwirowaniu komorki rozpuszczano w takimangym  sgzeniu
(20 milionéw/ml) w nowej pgywce RPMI-1640 réwnie bez dodatku glukozy. W tym
momencie pobierano 501 proby i wirowano § 5 sekund przy 8000xg. Supernatant
przenoszono do nowej probowki i dodawano |d,30% kwasu nadchlorowego, a osad
zawieszano w 2Ql 5% kwasu nadchlorowego, ktéry ma na celu zatraymaszelkich
reakcji enzymatycznych. Pomiar radioaktyweip analizowanych nukleotydow
i nukleozydow w tej probie wskazywat wiekd zainkorporowanego znakowania
w czasie 0. Nasgpnie do paywki dodawano 2-deoksyglukezo kaicowego sizenia
5 mM, jako czynnik wywotujcy stres komérki stosowany w modelach badawczych
in vitro. Komarki inkubowano w temperaturze °87 i w odpowiednich punktach
czasowych pobierano po 50 zawiesiny, po czym poghowano z rg tak samo jak

opisano powyej. Wszystkie proby z kwasem nadchlorowym trzymantmdzie przez
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przynajmniej 10 minut. Po tym czasie w celu odlialia wirowano je 10 minut przy
8000xg. Supernatant przenoszono do nowych probdwekozono (-20C) a osady
usuwano. Tempo katabolizmu ATP w komorce oraz obécnéznych nukleozyddéw
I nukleotydow poza @i szacowano na podstawie pomiaru radioaktyywno
poszczegolnych metabolitow w liczniku scyntylacymyktore identyfikowano przy

pomocy chromatografii cienkowarstwowej [Met.4.2.10]

4.2.21 Selekcja limfocytow B z petnej krwi obwodowej.

Izolaci limfocytbw B z krwi peilnej przeprowadzano przyyuiu zestawu
MagCellec® do negatywnej selekcji tych komérek firmy R&D omo na
wykorzystaniu  magnetycznych nanegsiek zwazanych z  przeciwcialami
skierowanymi do epitopOw na powierzchni niggaanych komorek. Pagiowano
zgodnie z zalczonym protokotem. Pierwszym etapem byla izolacjamérek
jednopdrzastych (PBMC, andRerpheral Bood Mononuclear_@Ils) metod, wirowania
w gradiencie gstasci sacharozy. W tym celu krew petrozcieraczorg 1:1 buforem PBS
[Mat.4.1.2] nawarstwiano w stosunku 1:1 na woie przygotowany w probéwce
roztwor Histopaque 1070 o temp. pokojowej. Njpste caté¢ wirowano przez 30 min.
w temp. pokojowej przy 500xg. Po tym czasie na igsafiaz uzyskiwano warsty
komorek jednagjdrzastych, ktGr ostraznie zbierano do nowej probéwki. PBMC
ptukano dwukrotnie zimnym PBS, zazkym razem odwirowua komaorki przez 3 min.
w 4°C z RCF 500xg. Przed ostatnim ptukaniem komorkidiwo przy pomocy komory
Fuchs-Rosenthal'a. Osad PBMC zawieszano w polisbyrej probéwce o objosci
5 ml, do gstaici 1x1G komérek na 1 ml buforu izolacyjnego, do ktéregstgnie
dodawano mieszangnbiotynylowanych przeciwciat monoklonalnych. Miesi®aa ta
zawierala przeciwciata skierowane przeciwko komarkmosiadajcym antygeny: CD2

(limfocyty T), CD14 (monocyty i makrofagi), CD16&amorki NK i makrofagi),
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CD16b (neutrofile), CD36 (ptytki krwi, monocyty i akrofagi), CD43 (limfocyty T
I aktywowane B) oraz CD235a (erytrocyty). Po 15 wbinwvej inkubacji komorek
w 4°C, dodawano magnetyczne nargstki pohczone ze streptawignktora waze sk
do biotynylowanej oci przeciwciat I-rzdowych. Po ponownej 15 minutowej
inkubacji zawiesia komoérek rozcigaczano buforem izolacyjnym do aibpsci 3 ml,
a probowk umieszczano w specjalnym magnesie. Po 6 minutachprobowki
w magnesie delikatnie przenoszono supernatant @eo@opipetki do nowej sterylnej
probéwki. W celu uzyskania wysokiej czy&to izolacji komorek ostatni etap
powtarzano. W uzyskanym supernatancie znajdowatywsilne limfocyty B, ktére
osadzano wirac przez 3 min. w % z RCF 500xg. Komarki do policzenia zawieszano
w buforze PBS i po ponownym zwirowaniu rozpuszczano pazywce RPMI

I przystpowano do dalszych procedur [Met.4.2.22].

4.2.22 Stymulacja limfocytéw B do produkcji przeciwciat IgM.

Analiza produkcji i wydzielania przeciwciat IgM @z stymulowane limfocyty
B byta prowadzona na ludzkiej linii komérkowej SK8W oraz na izolowanych z krwi
obwodowej ludzkich limfocytach B [Met.4.2.21]. Doodviadczéh stosowano
standardow pazywke RPMI z 10% FBS i antybiotykami, ale dodatkowo dedao
50 uM 2-merkaptoetanol wspomageay wydzielanie przeciwciat IgM na zewtnz
komorki. Limfocyty linii SKW 6.4 hodowano wgbnie przez 48 godzin w pgwce
RPMI [Met.4.2.4]. Nastpnie paszowano je na ptytki 24-dotkowe wegtasci 50 000
komoérek/ml. Stymulagj produkcji IgM inicjowano poprzez dodanie do medium
hodowlanego 15 ng/ml IL-6 i 20 U/ml IL-2, natomiadb komodrek kontrolnych
dodawano w tej samej apsci wode. Komorki stymulowane i kontrolne zbierano po

4 dobach inkubaciji, wirowano przez 3 minuty prz¥8§. Supernatant przenoszono do
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nowych probowek i mrono do czasu oznaczenia sito wydzielonych przeciwciat

metod, ELISA [Met.4.2.23].

W przypadku limfocytow B z krwi obwodowej, zaraz igolacji dzielono je na 4 grupy,
ktore zawieszano w kompletnejzyovce RPMI o zawarti glukozy 5 lub 25 mM oraz

insuliny <0,01 lub 10 nM. Produkej IgM stymulowano podaniem biatka A ze
Staphylococcus aurewszczepu Cowan | (SAC) rozéiezonego kacowo 1/1000 oraz

20 U/ml IL-2. Komorki hodowano na piytkach 96-dolkgch w ilosci 50 000/150

ul/dotek przez 7 dni od momentu stymulacji. Po tymasie limfocyty zbierano

analogicznie jak komorki SKW 6.4 i mrono supernatant.

4.2.23 Oznaczanie ilégci wydzielonych przeciwciat IgM metody ELISA.
Produkcg przeciwciat klasy IgM przez stymulowane limfocyigii SKW 6.4

oraz limfocyty B z krwi obwodowej [Met.4.2.22] olktano przy uyciu testow ELISA
dla ludzkich IgM (ICL, USA) na podstawie #o wydzielonego przeciwciata do
medium hodowlanego. Anatizorzeprowadzano zgodnie z gaonym protokotem na
ptytce 96-dotkowej. Po doprowadzeniu wszystkichaysmikow, w tym badanych préb
do temp. pokojowej, do pierwszej pary dotkdw optasmych przeciwciatami anty-lgM
dodawano po 100ul zalgczonego do zestawu buforu do roicieania probek
i wzorcow. Do naspnych dotkow, w podwdojnych powtdrzeniach, naktadaonal OOul
standardéw o znanychegeniach IgM, a do kolejnych po 1Q0 analizowanych prob.
Po godzinnej inkubacji w temp. pokojowej zawéaétalotkbw opréniano i 4-krotnie
ptukano roztworem ptugzym. Po catkowitym usueciu roztworu do wszystkich
dotkéw nanoszono po 1Qd roztworu zawierajcego przeciwciata anty-lgM sprzone
z peroksydaz chrzanowy, po czym plytk inkubowano przez 10 minut w ciemita
Nastpnie po ponownym 4-krotnym ptukaniu do dotkow dodaw 100ul buforu

zawierajcego nadtlenek wodoru i chromogenowy substrat (TMB) peroksydazy.
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Po 10 minutach reakgjenzymatyczg zatrzymywano dodag 100 ul 0,3 M kwasu
siarkowego. Ostatai czynndcig byt odczyt absorbancji przy diugm fali 450 nm
wzgledem probyslepej. Na podstawie wako absorbancji standardéw wykiano
krzywg zaleznosci absorbancji od stenia IgM i odczytywano z niej pozostate proby,

uwzgkdniagc ewentualne rozaiezenia wy§ciowe.

4.2.24 Analiza statystyczna.

Analiz¢ statystycza przeprowadzono przy pomocy programu komputerowego
Statistica 7.1 PL. Normaldé rozktadu sprawdzano postugajsk testem W Shapiro-
Wilka. Do oceny istotréi roznic pomedzy srednimi wynikami w déwiadczeniach na

komorkach hodowanych w dych warunkach wykorzystano test t-Student’a.
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5 WYNIKI

5.1 Wplyw insuliny i glukozy na poziom biatka receptoraw
adenozynowych w limfocytach B.

Ocere poziomu biatka receptorow adenozynowych: Al, AZ&b i A3
prowadzono w ekstraktach biatkowych pochgmyzh z limfocytow B wyizolowanych
ze $ledzion szczuréw i hodowanych przez 48 godzin wny6h stzeniach insuliny

I glukozy z wykorzystaniem metody Western Blot [Me2.8].

5.1.1 Wplyw insuliny na poziom bialka receptorow adenozyowych

w limfocytach B.

W komorkach rosgtych w medium zawierggym insulire w sezeniu<0,01 nM
(zrodtemsladowych ilgci insuliny byta 10% FBS) wykazano wgpbwanie wszystkich
czterech receptorbw adenozyny. Napszy poziom biatka obserwowano dla
receptorbw Al i A3, natomiast naiszy dla A2a (Ryc.5.1). Limfocyty hodowane
z dodatkiem 10 nM insuliny charakteryzowahe sinacznie wiksz iloscia biatka
receptorbw Al i A2a oraz spadkiem &b biatka A2b. Dodatek insuliny nie miat

wptywu na poziom biatka receptora A3 (Ryc.5.1).

5.1.2 Wplyw glukozy na poziom biatka receptorow adenozymaych

w limfocytach B.

Limfocyty hodowano w poywce zawierajcej 5 mM lub 25 mM glukog
W komorkach rosgtych przy niskim stzeniu glukozy obserwowano profil ekspres;i
poszczegolnych receptoréw jak opisano pzsyy dla limfocytow hodowanych bez
dodatku insuliny. Podwgzenie stzenia glukozy skutkowato olbieniem ilgci biatka
receptorow A2b i A3 ado nieoznaczalnego poziomu (Ryc.5.2). Jedynieqoodiatka

receptora A2a nie ulegat widocznym zmianom (Ryg.5.2
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Ryc. 5.1 Wplyw insuliny na poziom biatka receptoréw adenozynowych
w szczurzych limfocytach BKomorki wyizolowane zesledzion
szczura i hodowane przez 48zgofMet.4.2.2; 4.2.3] w poywkach
z<0,01 nM (A) i 10 nM (B) sfzeniem insuliny. Lizaty biatkowe
[Met.4.2.5] rozdzielone na 12#u poliakrylamidowym [Met.4.2.7],

a naginie poddane

immunodetekcji

zzygaiem specyficznych

przeciwciat [Met.4.2.8]. Prem@nane zdjcia @ reprezentatywne dla
wynikow uzyskanych w nie mnieg 8 dgwiadczeniach
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Ryc. 5.2 Wplyw glukozy na poziom biatka receptoréw adenozymeych
w szczurzych limfocytach BKomorki wyizolowane zesledzion
szczura i hodowane przez 48 godivlet.4.2.2; 4.2.3] w poywkach
z 5 (A) i 25 mM (B) gteniem glukozy. Lizaty biatkowe [Met.4.2.5]
rozdzielone na 12%lu poliakrylamidowym [Met.4.2.7], a ngghie

poddane

immunodetekcji

zzyaiem specyficznych przeciwciat

[Met.4.2.8]. Prezentowane ¢z} % reprezentatywne dla wynikéw
uzyskanych w nie mnieg 13 dagwiadczeniact
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5.2 Wplyw insuliny i glukozy na poziom mRNA receptorow

adenozynowych w limfocytach B.

Wptyw insuliny i glukozy na ekspresjgendéw receptoréw adenozyny na
poziomie mMRNA badano w szczurzych limfocytach B z@yowanych zesledzion
[Met.4.2.2], ktére hodowano przezzry okres czasu w pgwce zawiergjcej r&zne
stezenia glukozy i insuliny [Met.4.2.3]. Z zebranych rkérek izolowano RNA
[Met.4.2.12], ktére poddawano reakcji odwrotnepsiaypcji [Met.4.2.14]. Otrzymane
cDNA stuzyto jako matryca do reakcji amplifikacji badanycengw metod PCR w
czasie rzeczywistym [Met.4.2.18]. Poziom transkéypt poszczego6lnych gendw

okreslano wzgtdem ilasci transkryptu genu referencyjnego faktyny.

5.2.1 Ekspresja genuADORAL.

W pierwszej kolejngci wykonano analig wptywu insuliny i glukozy na poziom
transkryptu gentADORA1w zalencosci od stzenia i czasu ekspozycji na badany
czynnik.

W przypadku insuliny, najpsze stzenie tego hormonu odpowiadato jego
stezeniu w paywce uzupetnione] jedynie 10% surowidoydleca (<0,01 nM).
Limfocyty B hodowane przez 48 godzin w medium zamjggym r@ne stzenia
insuliny charakteryzowaty sizmiennym poziomem mRNA receptora Al (Ryc.5.3A).
W obecnéci 1 nM insuliny poziom transkryptu gerARDORA1byt wyzszy o 46% od
tego obserwowanego w obeénn0,01 nM insuliny. Z kolei ekspozycja komoérek na
10 nM i 100 nM insulin powodowata okoto dwukrotny wzrost poziomu mRNA
receptora Al. Zmiany te byty istotne statystycznie.

W dawiadczeniu, w ktérym komorki hodowano w obegriol0 nM insuliny
obserwowanoze juz po 12 godzinach hodowli 6 transkryptu receptora Al wzrastata

0 ~50% w stosunku do limfocytow B ragrych bez dodatku tego hormonu i zebranych
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Ryc. 5.3 Wplyw insuliny na poziom transkryptu genuADORAL1 w szczurzych
limfocytach B.Komérki hodowano w rinych stzeniach insuliny (A)
przez 48 godzin. Panel (B) prézgnzmiany poziomu transkryptu genu

ADORA1 w czasie w komoérkach eksponowanych na 0,01 lubniD
insuliq. Sezenie glukozy w pgywce wynosito 5 mM. *p<0,05 w stosunku
do 0,01 nM insuliny; #p<0,05 wsinku do czasu 0. Przedstawione wyniki
gs$rednimi z 3 niezalenych dédwiadczé + SD.
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Ryc. 5.4 Wplyw glukozy na poziom transkryptu genu ADORA1 w szczurzych
limfocytach B.Komérki hodowano w rinych stzeniach glukozy (A)
przez 48 godzin. Panel (B) preggntmiany w czasie poziomu transkryptu
gentADORA1w komdérkach hodowanych w obedod 25 mM glukozy.
Stenie insuliny w paywce wynosito<0,01 nM. *p<0,05 w stosunku do
5 mM glukozy; #p<0,05 w stosunkwu ezasu 0. Przedstawione wyniki s

srednimi z 3 niezatenych déwiadcze + SD.

75



po uptywie tego samego czasu (Ryc.5.3B). Naprzy poziom ekspresji, ponad
dwukrotnie wyszy wzgédem komérek kontrolnych, odnotowano po 24 i 48 guatzh
hodowli.

Badajic wptyw stzenia glukozy na ekspresgenuADORAL1komaorki najpierw
hodowano przez 48 godzin w povce zawierajcej r&zne stzenia tego cukru. Pod
wptywem zwekszapcego s stzenia glukozy poziom transkryptu gerADORAL
ulegat stopniowemu obigniu. Znamienne statystycznie zmiany poziomu mRN& d
receptora A1 obserwowano w komoérkach gasrch w obecngci glukozy w s¢zeniach
wigkszych nk 10 mM. Komorki hodowane w pgwce zawierajcej 25 mM glukoz
charakteryzowaly sipoziomem mRNA receptora Alaszym o 64% w poroéwnaniu do
komorek hodowanych w 5 mM glukozie (Ryc.5.4A).

Dla zbadania czasu, po ktérym glukoza wywiera jsef@kt na ekspresj
receptora Al limfocyty hodowano w 25 mM glukozievi odpowiednich punktach
czasowych analizowano poziom transkryptu genu kmegjo receptor Al. dupo 12
godzinach inkubacji komorek w wysokimegeniu glukozy mana byto zaobserwowa
ponad 20% spadek poziomu mRNA receptora Al¢chmiana ta nie byta jeszcze
istotna statystycznie. Dopiero od 24 godziny notoavanaczce statystycznie obignie
poziomu transkryptu gendADORAI1 ktére wynosito ~40% poziomu wgiowego
I podczas dhaszej inkubacji utrzymywato zliong wartcs¢ (Ryc.5.4B).

Kolejnym etapem badabylo sprawdzenie wzajemnych zabdesci miedzy
wptywem glukozy i insuliny na poziom ekspresji geDORAL1 w szczurzych
limfocytach B. W tym celu limfocyty hodowano prz4& godzin w paywkach z 5 lub
25 mM glukoz zawieragcych insuliz w stzeniu <0,01 nM Ilub 10 nM.
Przeprowadzone dwiadczenia pokazatyze obecn& 10 nM insuliny ~2-krotnie

podwyzsza poziom transkryptu genu ADORAL, niezale od sgzenia glukozy
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w pazywce (Ryc.5.5). Z kolei 25 mM glukoza powodowatakfBtny spadek ekspres;ji
tego genu w stosunku do komoérek hodowanych w 5 nilMogie i z takim samym

stezeniem insuliny (Ryc.5.5).
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Ryc. 5.5 Wptyw insuliny i glukozy na poziom transkyptu genu ADORAL
w szczurzych limfocytach B{omorki hodowano w 5 i 25 mM glukozie
z (+INS) lub bez dodatku 10 nMufiny przez 48 godzin. W pgwce bez
dodatku insuliny jejegenie byto<0,01 nM. *p<0,05 w stosunku do 5 mM
gl; #p<0,05 w stosunku do 25 mM $p<0,05 w stosunku do 5 mM

gl+INS. Przedstawione wynikissednimi z 3 niezalenych déwiadczeé +
SD.
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5.2.2 Ekspresja genuUADORAZ2A.

Hodupc komorki w obecngi roznych stzen insuliny znacgcy wzrost ilgci
MRNA dla receptora A2a (0 ~90%) vm@a bylo zaobserwowguz przy 1 nM s¢zeniu
tego hormonu. Komoérki rogne w obecngci 10 nM insuliny cechowaly siponad
3,5-krotnie zwgkszony iloscig transkryptu gentADORAZ2A Dalszy wzrost stenia
insuliny nie powodowat ji kolejnego wzrostu poziomu mRNA dla receptora A2a
(Ryc.5.6A).

Jeli rozpatryw& czas, po ktoérym widoczneg szmiany w ekspresji genu
kodujgcego receptor A2a, to upo 12-godzinnej inkubacji z 10 nM insuirmozna
zaobserwowa 2,3-krotny wzrost poziomu jego transkryptu. Natasti maksymalny
wzrost ilasici mRNA receptora A2a w odpowiedzi na dodanie daldwdi insuliny
obserwowano w 24 godzinie inkubacji. W zBaym okresie czasu widoczne byto
nieznaczne obnanie poziomu mMRNA receptora A2a, ktéry w 72 godziwiynosit 3-
krotnas¢ poziomu wygciowego (Ryc.5.6B).

Zmiana sgzenia glukozy w zakresie 5-25 mM nie miata wplywu p@ziom
transkryptu gendhDORA2A(Ryc.5.7).

W przypadku hodowli komoérek wrodowisku z 5 i 25 mM glukag oraz
w obecndci 0,01 lub 10 nM insuliny przez okres 48 godziawniez obserwowano
jedynie efekt insuliny, pod wptywem ktorej poziomarskryptu genuADORA2A
wzrastat ~3,5 krotnie w stosunku do komérek hodowwhnw obecnéci <0,01 nM
insuliny niezalenie od sgzenia glukozy (Ryc.5.8). Wyniki te pokaayjze poziom
transkryptu genltADORA2Aw limfocytach B nie zaley od glukozy w zakresie @ten
5-25 mM oraz toze wptyw insuliny na ekspregsiADORA2AnNie jest modyfikowany

zmianami s{zenia glukozy.
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Ryc. 5.6 Wptyw insuliny na poziom transkryptu genu ADORA2A w szczurzych
limfocytach B.Komoérki hodowano w rinych stzeniach insuliny (A)
przez 48 godzin. Panel (B) preggntmiany w czasie poziomu transkryptu
genADORA2Aw komorkach eksponowanych na 0,01 lub 10 nM imguli
Stenie glukozy w pgywce wynosito 5 mM. *p<0,05 w stosunku do
0,01 nM insuliny; #p<0,05 w stokurdo czasu 0. Przedstawione wyniki s

srednimi z 3 niezatenych déwiadcze + SD.
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Ryc. 5.7 Wptyw glukozy na poziom transkryptu genu ADORA2A w szczurzych
limfocytach B.Komoérki hodowano w rinych stzeniach glukozy (A)
przez 48 godzin. Panel (B) preggntmiany w czasie poziomu transkryptu
genlADORA2Aw komorkach hodowanych w obegob25 mM glukozy.
Stenie insuliny w paywce wynosito<0,01 nM. Przedstawione wynikg s

srednimi z 3 niezatenych déwiadcze + SD.
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Ryc. 5.8 Wplyw insuliny i glukozy na poziom transkyptu genu ADORA2A
w szczurzych limfocytach B{omorki hodowano w 5 i 25 mM glukozie
Z (+INS) lub bez dodatku 10 nNufiny przez 48 godzin. W pgwce bez
dodatku insuliny jejegenie wynosito<0,01 nM. *p<0,05 w stosunku do
5 mM gl; #p<0,05 w stosunku do 28/ gl. Przedstawione wynikias
srednimi z 3 niezalemych dédwiadczé + SD.
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5.2.3 Ekspresja genuADORAZ2B

Poziom mRNA receptora A2b pod wplywem wzragtago sgzenia insuliny
wykazywat tendengj spadkows. Obecné¢ 1 nM insuliny obniata ekspresgjo ~30%

w stosunku do komorek hodowanych przy 0,01 nhkestiu tego hormonu, clkio
zmiana ta nie wykazywata istot statystycznej. Dopiero spadek poziomu mRNA
o ponad 40% w obectéd 10 i 100 nM insuliny byt znamienny statystycznie
(Ryc.5.9A).

Analizujgc zmiany w czasie poziomu mRNA receptora A2b indvkioe 10 nM
insuling mazna byto zauway¢, ze juz w 12 godzinie ilé¢ transkryptu spadalérednio
0 ~20% w stosunku do komorek hodowanych z 0,01 mdaling. Obnizenie ekspresji
o ponad 40% w 36 godzinie hodowli bytozjwmiarg istotrg pod wzgtdem
statystycznym. Diisza inkubacja skutkowata dalszym spadkiem pozionRNA,
do ~50% w 72 godzinie hodowli (Ryc.5.9B).

W przypadku glukozy, wraz ze wzrostem jejzehia w medium hodowlanym
rowniez obserwowano obsénie poziomu transkryptu gerADORA2B 10 i 15 mM
glukoza powodowata ~20% olienie poziomu badanego transkryptu w stosunku do
komorek hodowanych w 5 mM glukozie, jednak z radiizego odchylenia
standardowego, zmiana ta nie jest istotna statystgc Natomiast spadek ekspresji do
~50% poziomu wyciowego wywotany 20 i 25 mM glukagz posiadat cechy
znamiennéci statystycznej (Ryc.5.10A).

Spadek (0 18%) ikmi mRNA receptora A2b nmma jw zauwayé po
24-godzinnej inkubacji limfocytéw B w pgwce zawierajcej 25 mM glukoz.
Wyrazne obnienie poziomu mRNA widoczne jest w 36 godzinie holiloktore
wynosi ~60% poziomu wygiowego, a w 48 godzinie agla najniszy wartaé¢ ~40%.
Dluzsza ekspozycja na 25 mM glukonie wplywa na dalsze zmiany poziomu

transkryptu gendhDORA2B(Ryc.5.10B).
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Ryc. 5.9 Wptyw insuliny na poziom transkryptu genu ADORA2B w szczurzych
limfocytach B.Komoérki hodowano w rinych stzeniach insuliny (A)
przez 48 godzin. Panel (B) preggntmiany w czasie poziomu transkryptu
gendADORA2Bw komorkach eksponowanych na 0,01 lub 10 nM imguli
Stenie glukozy w psywce wynosito 5 mM. *p<0,05 w stosunku do
0,01 nM insuliny; #p<0,05 w stokurdo czasu 0. Przedstawione wyniki s

srednimi z 3 niezatenych déwiadcze + SD.
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Ryc. 5.10Wptyw glukozy na poziom transkryptu genu ADORA2B w szczurzych
limfocytach B.Komérki hodowano w rinych stzeniach glukozy (A)
przez 48 godzin. Panel (B) prézgnzmiany w czasie poziomu transkryptu
gendADORA2Bw komorkach hodowanych w obedod25 mM glukozy.
Stenie insuliny w paywce wynosito<0,01 nM. *p<0,05 w stosunku do
5 mM glukozy; #p<0,05 w stosurkwl czasu 0. Przedstawione wyniki s

srednimi z 3 niezatenych déwiadcze + SD.
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Zaréwno glukoza jak i insulina olmaija ekspresj genu kodujcego receptor
A2b. Jednake w przypadku 48-godzinnej hodowli limfocytow B v 1M glukozie
Z jednoczesnym dodatkiem 10 nM insuliny efektyigesumuj sie. W tych warunkach
poziom mRNA receptora A2b jest obany o ponad 50% w stosunku do poziomu tego
MRNA w limfocytach rosgcych w 5 mM glukozie i 0,01 nM insulinie. Podobny
poziom transkrypttADORA2Bw komorkach hodowanych w 5 mM glukozie i 10 nM

insulinie oraz w komodrkach hodowanych w 25 mM glikoi 0,01 nM insulinie

(Ryc.5.11).

0,06
0,05

nd

< 0,04

2

A

<

< 003 .

@

S * .

£ 0,02 T

9

N

o

o I '
O T T T

5mMgl 5 mM gl+INS 25 mM gl 25 mM+INS

Ryc. 5.11 Wplyw insuliny i glukozy na poziom transkyptu genu ADORA2B
w szczurzych limfocytach BKomérki hodowano w 5 i 25 mM glukozie
Z (+INS) lub bez dodatku 10 mduliny przez 48 godzin. W pgwce bez
dodatku insuliny jejegenie wynosito<0,01 nM. *p<0,05 w stosunku do
5 mM gl. Przedstawione wynikissednimi z 3 niezaleych déwiadczeé
+ SD.
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5.2.4 Ekspresja genuADORA3.
Poziom transkryptu gemdDORA3w szczurzych limfocytach B nie zakd od

insuliny w zakresie sten 0,01-100 nM (Ryc.5.12).

Z kolei obecn&¢ wyzszych sgzen glukozy przyczyniata gi do hamowania
ekspresji badanego genu. Znamienny statystyczraglesp (~30%) poziomu mRNA
receptora A3 mmna byto zaobserwowav komérkach hodowanych z 15 mM gluloz
w poréwnaniu do poziomu tego mRNA w limfocytachmgsych w 5 mM glukozie.
Obecna¢ 20 i 25 mM glukozy obrata poziom MmRNA receptora A3 do ~50%
poziomu wygciowego (Ryc.5.13A).

Efekt wywotany 25 mM glukag widoczny byt dopiero po 36-godzinnej
hodowli komorek (spadek ifoi transkryptu o ~30% w stosunku do sitdo mMRNA
w czasie 0). Najiiszy poziom ekspresji analizowanego genu wpoivat w 48 i 60
godzinie hodowli (50-55% poziomu wgjowego). Dalsza inkubacja komodrek
w wysokim s¢zeniu glukozy nie miata istotnego wptywu na pozioks@esjiADORA3
(Ryc.5.13B).

Hodowla limfocytow B w 25 mM glukozie i w obecimd 10 nM insuliny przez
48 godzin skutkowata istotnym ~60% wzrostemsalotranskryptu genuADORA3
w stosunku do komérek hodowanych w 25 mM glukozieOil nM insulinie. Z kolei
dodatek 10 nM insuliny do pgwki komorek hodowanych w obeciw 5 mM glukozy
nie miat wptywu na poziom mRNA receptora A3 (Ryt4. Wyniki te pokazuj,
ze insulina (10 nM) nie ma wptywu na poziom eksprédpORA3w limfocytach B,

jednak istotnie ostabia hamugg dziatanie 25 mM glukozy.
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Ryc. 5.12Wplyw insuliny na poziom transkryptu genu ADORA3 w szczurzych
limfocytach B.Komorki hodowano w réinych stzeniach insuliny (A)
przez 48 godzin. Panel (B) pregg zmiany w czasie poziomu
transkryptu genADORA3 w komorkach eksponowanych na 0,01 lub
10 nM insuln Skzenie glukozy w paywce wynosito 5 mM.
Przedstawione wyniki sednimi z 3 niezalenych déwiadcze + SD.
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Ryc. 5.13Wplyw glukozy na poziom transkryptu genu ADORA3 w szczurzych
limfocytach B.Komorki hodowano w réinych stzeniach glukozy (A)
przez 48 godzin. Panel (B) pre@age zmiany w czasie poziomu
transkryptu ge®MDORA3w komaorkach hodowanych w obe6od25 mM
glukozy. $tenie insuliny w péywce wynosito <0,01 nM. *p<0,05
w stosunku do 5 mM glukozy; #®B% w stosunku do czasu O.
Przedstawione wynikigednimi z 3 niezatenych déwiadcze + SD.
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Ryc. 5.14 Wptyw insuliny i glukozy na poziom transkyptu genu ADORA3
w szczurzych limfocytach B<omorki hodowano w 5 i 25 mM glukozie
Z (+INS) lub bez dodatku 10 mduliny przez 48 godzin. W pgwce bez
dodatku insuliny jejesenie wynosito<0,01 nM. *p<0,05 w stosunku do
5 mM gl; #p<0,05 w stosunku 286 mM gl. Przedstawione wynikigs
srednimi z 3 niezatenych déwiadcze + SD.
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5.3 Wplyw glukozy i insuliny na aktywnos¢ enzymow
metabolizujacych adenozy®.

W celu okrélenia czy i jak insulina oraz glukoza regulumetabolizm wewstrz-
i zewmtrzkomorkowej adenozyny przeprowadzono gseldswiadczér pozwalajcych
okresli¢ aktywnad¢ podstawowych enzyméw szlaku przemian tego nukigozy
Opracowanie odpowiednich warunkow oznacpeszczegolnych enzyméw wymagato
duzej ilosci komoérek. Z jednejgledziony szczura o masie 100-120g izolowano do
20 miliondw komorek, przy czym komorki te nie daisle i po 48 godzinach inkubacji
w badanych warunkach straty ¢gajg ponad 50%. W zweku z tym dla
przeprowadzenia planowanych badwmlezatoby wy¢ duzej ilosci zwierat. Od strony
etycznej sytuacja ta bylaby trudna do zaakceptaavarDlatego jako model
doswiadczalny wybrano ligi SKW 6.4 wywodzaca sie z ludzkich limfocytow B.
W warunkach standardowych tj. w obeério 10% FBS komorki tenieustannie
proliferuja (1 podziat na dof). Zeby okréli¢ aktywnd¢ badanych enzymoéw, tak
w stanie spoczynkowym komérek (komorki niedzioel s¢), inkubowano je przez
48 godzin w peywce z obniong zawartdcia surowicy (1% FBS). Przeprowadzone
doswiadczenia pokazaly,ze w takich warunkach dochodzito do zahamowania
podziatbw a komorki pozostawalyywe przez co najmniej 5 dni. Wptyw insuliny
i glukozy na aktywn& deaminazy adenozyny (ADA), 5’-nukleotydazy (5’NKinazy
adenozyny (AK) badano poprzez hodewbu grup komérek w warunkach jak opisano
w rozdziale Met.4.2.4. Aktywrioi badanych enzyméw oznaczano we frakcji

cytozolowej i btonowej [Met.4.2.9; Met.4.2.11].

5.3.1 Aktywnos$¢ deaminazy adenozyny.
Pomiar aktywngéci deaminazy adenozyny (ADA) i ekto-ADA przeprowada

metody radioizotopow z [2,8°H]adenozyn jako substratem [Met.4.2.9]. Reakcje
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prowadzono w rznych odcinkach czasowych, po czym zatrzymywano gerzez
dodanie kwasu nadchlorowego. Aktywtowyliczano na podstawie radioaktywind
powstatej inozyny, kt@rwyodrebniano przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej
[Met.4.2.10]. W celu wyeliminowania ubytku substratskutek fosforylacji do AMP
mieszanina reakcyjna do pomiaru cytozolowej ADA mmata jodotubercydyn (JT),
ktOra jest inhibitorem kinazy adenozyny (AK).

W komoérkach w stanie spoczynkowym (1% FBS) akiyddrcytozolowej ADA
we wszystkich badanych warunkach byta bardzo niSkalimfocytach hodowanych
w pazywce z 25 mM glukog mazna bylo zaobserwowa niewielkie ostabienie
aktywnaici tego enzymu w porownaniu do komoérek rgsrech w 5 mM glukozie,
lecz bez istotnai statystycznej (Ryc.5.15A). Natomiast we frakdpjfonowej
podwyzszone stzenie glukozy powodowato okoto 35% spadek akty$encADA
(Ryc.5.15B). Zmiana stenia insuliny wsrodowisku inkubacyjnym nie wpltywata na
aktywnas¢ tego enzymu.

Komorki proliferupce cechowata bardzo wysoka akty@icdADA we frakcji
cytozolowej. Podwyszone stzenie glukozy skutkowato wzrostem aktyvénb ADA
w stosunku do komorek rogrych w 5 mM glukozie. Obec§d 10 nM insuliny
w medium hodowlanym powodowata wzrost aktywecioADA w porownaniu do
komérek hodowanych w niskich egeniach €0,01 nM) tego hormonu zar6éwno
w niskim jak i wysokim sfzeniu glukozy (Ryc.5.16A). Z kolei aktywié ekto-ADA
regulowana byta tylko przez gluk@ztora w s¢zeniu 25 mM wptywata na 47% wzrost
aktywnaci tego enzymu w stosunku do komérek hodowanych wM glukozie.
W przypadku komoérek hodowanych w obe@iol0 nM insuliny, 25 mM glukoza

zwickszata aktywng&e ADA ponad 2-krotnie (Ryc.5.16B).
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Ryc. 5.15 Aktywnaé ADA we frakcji cytozolowej (A) i btonowej (B) komdrek
SKW 6.4. w stanie spoczynkowyidomaérki byty hodowane w pgwce
RPMI z 1% FBS, zawiegeg] 5 lub 25 mM glukog (gl). Sezenie insuliny
pozostawato na poziomie nieozahtm, a w poywkach z dodam
(+INS) insulin wynosito 10 nM. Przedstawione wyniki gs srednimi
z 5 niezalrych dédwiadcze + SD.
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Ryc. 5.16 Aktywnos¢ ADA we frakcji cytozolowej (A) i btonowej (B)
proliferuacych komorek SKW 6.4. Komorki byly hodowane
w pgywce RPMI z 10% FBS, zawieggej 5 lub 25 mM glukogz (gl).
Stenie insuliny w paywkach z dodam insulig (+INS) wynosito
10 nM, a w pozostatych prajpach byto<0,01 nM Przedstawione
wynikigsrednimi z 5 niezatenych déwiadczé + SD.
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5.3.2 Aktywnos$¢ 5’nukleotydazy.
Do badania aktywrici 5’nukleotydazy (5'NT) i ekto-5’NT wykorzystano

podobnie jak w przypadku ADA metedadioizotopow wykorzystujc jako substrat
[2,8-°H]- AMP [Met.4.2.9]. Reakcje prowadzono wzréych odcinkach czasowych, po
czym przerywano je dodgj kwas nadchlorowy. Produkty rozdzielano zyeiem
chromatografii cienkowarstwowej [Met.4.2.10]. Na dgtawie radioaktywriei
powstatej adenozyny wyliczano aktywsto 5'NT. Srodowisko reakcyjne dla
cytozolowej formy 5'NT zawieratlo 2-deoksykoformyeymedaca inhibitorem ADA
oraz deaminazy AMP (AMPDA, angAMP Deaninasg¢, aby zahamowa
konkurencyjne przemiany produktu jak i substratuzyP pomiarze aktywriei
ekto-5’'NT stosowano inny inhibitor ADA (EHNA). Dotewo w obusrodowiskach
reakcyjnych obecny byt glicerofosforan (20 mM), gakvysycajcy substrat dla
niespecyficznych fosfataz, takeby defosforylacia AMP nagiowata jedynie przy
udziale 5'NT Ilub ekto-5’NT. Ponadtozeby okrdli¢ pule adenozyny powstale]
wytacznie z udziatem ekto-5’'NT wykonywano rowaieroby kontrolne z dodatkiem
inhibitora tego enzymu, AOPCP. Aktywsto ekto-5’NT wyliczano na podstawie
roznicy miedzy proly badag a kontrolm. Poniewa nie ma na rynku dogtnego
inhibitora cytozolowej 5'NT przeprowadzenie takigrob w jej przypadku byto
niemaliwe.

Aktywnos¢ 5’NT w komérkach nie dzigtych sk zalezna byta tylko od stzenia
insuliny. Limfocyty B hodowane w pgwce uzupetnionej 10 nM insubinvykazywaty
obnizong 0 60% aktywné¢ cytozolowej 5’NT w stosunku do komérek hodowanych
przy stzeniu insuliny <0,01 nM, niezalenie od sgzenia glukozy (Ryc.5.17A).
Podobnie aktywn@ ekto-5’NT w komorkach hodowanych w 5 mM glukoziz 10 nM
insuling stanowita tylko 37% aktywrigi obserwowanej w komérkach ragych w tym

samym szeniu glukozy i szeniu insuliny niszym ng 0,01 nM. Natomiast wptyw
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insuliny na aktywn& ekto-5’NT byt hamowany wysokim @teniem glukozy.
W obecndci 25 mM glukozy 10 nM insulina powodowata spadé&kyanosci enzymu
tylko o ~35% w stosunku do komoérek hodowanych wanigci insuliny w stzeniu
<0,01 nM (Ryc.5.17B).

Aktywnos¢ 5’'NT w proliferugcych komdérkach SKW 6.4 byla wiava
zaréwno na zmiany w @teniu insuliny jak i glukozy. Komorki hodowane w @iesci
25 mM glukozy i sgzeniu insuliny<0,01 nM charakteryzowaty gsizwigkszory o 24%
aktywnaicia cytozolowej 5'NT w porOownaniu do aktywfm tego enzymu
w komorkach rosscych w 5 mM glukozie. Natomiast obeddaol0 nM insuliny
obnizata aktywné¢ badanego enzymu. W przypadku limfocytow hodowanych
w pazywce z 25 mM glukog mazna bylo zauway¢ 35% spadek aktywroi
cytozolowej 5’NT wywotany 10 nM insulin(Ryc.5.18A).

Podobnie do enzymu cytozolowego rowniaktywnad¢ ekto-5’'NT byta
indukowana przez wysokieg¢genie glukozy. W komorkach hodowanych w medium
z 25 mM glukoa obserwowano 2,5-krotnie wgzz aktywnadé ekto-5’NT
w poréwnaniu do tej obserwowanej w komorkach gogoh w 5 mM glukozie.
Analizujgc efekt insuliny zaobserwowanoz iaktywnaé ekto-5’NT w komdrkach
rosmgcych w srodowisku zawieracym 5 mM glukoz i 10 nM insulie byla ponad
3,5-krotnie wysza nk aktywna¢ tego enzymu w komorkach hodowanych w medium
zawieragcym 5 mM glukoz i 0,01 nM insulig. Wptyw insuliny na aktywn&

ekto-5’'NT byt znoszony przez 25 mM gluko@Ryc.5.18B).
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Ryc. 5.17 Aktywnos¢ 5’NT we frakcji cytozolowej (A) i btonowej (B) komorek
SKW 6.4 w stanie spoczynkowyridomorki byty hodowane w pgwce
RPMI z 1% FBS zawiegegj 5 lub 25 mM glukog (gl). Stzenie insuliny
pozostawalo na poziomie nieozahyym. W paywkach z dodan
insuligp (+INS) jej stzenie wynosito 10 nMPrzedstawione wyniki as

srednimi z 5 niezatenych déwiadcze + SD.
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Ryc. 5.18 Aktywnos¢ 5'NT we frakcji cytozolowej (A) i btonowej (B)
proliferupcych komérek SKW 6.4. Komorki byly hodowane
w pgwce RPMI z 10% FBS zawietge] 5 lub 25 mM glukog (gl).
W poywkach z dodaa insuling (+INS) jej stzenie wynosito 10 nM,
w pozostatych przypadkach gepenie byto<0,01 nM. Przedstawione
wynikigsrednimi z 5 niezatenych déwiadcze + SD.
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5.3.3 Aktywnos¢ kinazy adenozyny.

Poniewa kinaza adenozyny (AK) jest enzymem weyatjgcym wylgcznie
w cytozolu déwiadczenia wykonano tylko w tej frakcji komoérkowdpo zbadania
aktywnaici AK  wykorzystano metogl radioizotopowy polegagca na pomiarze
szybkdci fosforylacji znakowanej trytem w pozycji 2 i 8lenozyny do [2,8H]AMP,
ktory adsorbowany byt przez biRUDEAE. W celu wykluczenia konkurencji o substrat
z ADA do mieszaniny reakcyjnej dodawano inhibiegd enzymu — EHNA. Natomiast,
zeby wyodebni¢ z catej puli powstatego AMP tylko te pochade wskutek dziatania
AK, stosowano préby kontrolne z dodatkiem jodotagdyny (JT), inhibitora kinazy
adenozyny. Na podstawie zliczonejzmicy radioaktywnéci doktadnie osuszonych
bibutek z prob bez i z JT oraz zastosowanych parémveeakcji wyliczano aktywrig
enzymu [Met.4.2.11].

Aktywnos¢ AK zarébwno w limfocytach SKW 6.4 nieaktywnych jak
I proliferujacych byta bardzo niska i nie ulegata zmianom podywpm badanych
czynnikdéw (Ryc.5.19). Poniewaaktywnaé¢ tego enzymu drastycznie wzrastata pod
wptywem obecngci 10 nM insuliny w izolowanych szczurzych limfoagh T
[145,147] naleato wykluczy mazliwosé, iz enzym ten mize by specyficznie
zmieniony w liniach komorkowych transfekowanych wgem Epstein-Barra. W tym
celu przeprowadzono analogiczny eksperyment nawantych zesledziony szczura
limfocytach B. Uzyskane wyniki pokazalge enzym ten rownie w szczurzych

limfocytach B nie jest wrdiwy na zmiany szenia glukozy i insuliny (Tab.5.1).

5 mM glukoza
+10 nM insulina

25 mM glukoza

5 mM glukoza +10 nM insulina

25 mM glukoza

Komorki
spocaynkowe | 12,14+0,95 | 14,10+0,71 | 1349+0,79 | 11,32+0,85

Tab. 5.1 Aktywnaos¢ AK w szczurzych limfocytach B izolowanych zdledziony.
Komorki hodowane jak opisano w rmate Met.3.4. Wyniki uzyskane
z 3 niezataych déwiadcze £SD.
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Ryc. 5.19 Aktywnosé¢ AK w komorkach SKW 6.4 w stanie spoczynkowym (A)
i w komorkach proliferupcych (B). Komorki byty hodowane w pgywce
RPMI z dodatkiem 1% FBS (komompoczynkowe) lub 10% FBS
(komorki proliferage) zawierajcej 5 lub 25 mM glukog (gl). Stzenie
insuliny w pgywce z 1% FBS pozostawato na poziomie nieoznaceaglr
a w pgwce z 10% FBS wynosite0,01 nM. W paywkach z dodam
insulip (+INS) jej stzenie wynosito 10 nM. Przedstawione wynikj s
srednimi z 5 niezatenych déwiadcze + SD.

99



5.3.4 Wplyw insuliny i glukozy na wzajemne stosunki aktywosci enzymow
metabolizujacych  adenozye w komérkach SKW 6.4 -

przypuszczalne kierunki przemian.

W celu oszacowania jak zmianyatnia insuliny i glukozy magwptywat na
kierunek przemian adenozyny w limfocytach B wyliopo stosunek aktywroi
enzymow produkuacych adenozyn tj. 5-NT do sumy aktywn&ci enzymoéw §
przemieniggcych tj. ADA+AK. Z uwagi, ze AK jest enzymem cytozolowym dla
przemian adenozyny na powierzchni komorki analizmvastosunek aktywroi
ekto-5’NT do ADA. Przeprowadzone obliczenia pokszate w warunkach
spoczynkowych komoérki hodowane w zywvce z 5 mM glukoz i nieoznaczalnym
stezeniem insuliny cechajsic wartasciag 5’NT/ADA+AK rowng 1,3 + 0,2 co zdaje si
wskazywa, ze w cytozolu mamy do czynienia z produkoetto adenozyny. Rowrie
na powierzchni komorki dominaljprocesy zwjzane z powstawaniem adenozyny, gdy
wartas¢ stosunku ekto-5’NT/ADA wynosi 3,4 £ 0,6 (Ryc.5.2@wickszenie sizenia
glukozy powodowato wzrost cytozolowego stosunku BHADA+AK do wartosci
1,9 £ 0,3 i pozostawato bez wptywu na stosunek-8KiI/ADA. Dodanie do paywki
insuliny w ilosci pozwalagcej na osjgniecie stzenia 10 nM skutkowato obigniem
wartasci cytozolowego stosunku 5’NT/ADA+AK do wado ponizej 1 niezalenie od
stezenia glukozy. Rownie wartasci stosunku ekto-5’'NT/ADA ulegaty obieniu, lecz
pozostawaly na poziomie wasth wyzszych od 1. Wyniki tych obliciewskazug,
ze W obecnéci 10 nM insuliny w cytozolu spoczynkowych limfoéyt B dominuj
procesy zwjzane z usuwaniem adenozyny (przemiana do inozymhysferylacja do
AMP), natomiast na powierzchni komoérek, niezale od s¢zenia glukozy i insuliny,

dominup procesy zwjzane z produkgjadenozyny.
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Analizujagc aktywndci enzymatyczne w komorkach prolifegaych wida,
ze stosunek aktywroi enzymow cytozolowych 5'NT/ADA+AK niezammie od
stezenia insuliny i glukozy pozostawat waftig nizszy od jedndci i podobnie jak
w przypadku komorek spoczynkowych obeghd0 nM insuliny indukowata spadek
wartasci tego stosunku (Ryc.5.20C). Natomiast przemiatgnozyny na powierzchni
proliferujgcych limfocytow B charakteryzowaty ¢si wartagciami  stosunku
ekto-5’NT/ADA wyzszymi od jednéci niezalenie od s¢zenia insuliny i glukozy.
Mozna réwnie zauway¢, ze efekt insuliny na wartd stosunku ekto-5’NT/ADA byt
widoczny tylko w obecn@i 5 mM glukozy. Wyniki tych oblica@ wskazug,
ze w cytozolu proliferujcych limfocytow B dominuj procesy zwjzane z usuwaniem
adenozyny, a wzrost¢genia insuliny je paiguje, natomiast zmianyegienia glukozy
pozostag bez wptywu na te przemiany. Z kolei na powierzgbmaliferujgcych komorek
dominup procesy zwjzane z produkgjadenozyny i zarowno wzrosksénia glukozy
jak i insuliny wzmaga je, przy czym efekt insulingznacza gitylko w niskim s¢zeniu

glukozy.
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5.20 Analiza stosunku aktywndci

5mM gl 5mMgH+INS  25mMgl 25 mM gl+INS

enzyméw odpowiedzialnych za

powstawanie (5’NT) i usuwanie (#A i AK) adenozyny w zalenosci
od insuliny i glukozy komérek SW 6.4. A) cytozol komoérek

spoczynkowych,

B) frakcja btonocav komoérek spoczynkowych,

C) cytozol komoérek proliferigcych, D) frakcja btonowa komorek

proliferupcych. Komorki

bylty hodowane w pgwce

RPMI

z dodatkiem 1% FBS (komorki spotkowe) lub 10% FBS (komoérki
proliferace) zawiergjcej 5 lub 25 mM glukog (gl). Stzenie insuliny

w poywce z 1% FBS pozostawalo na poziomie nieoznacealny
a w pgwce z 10% FBS wynosit&0,01 nM. W paywkach z dodam

insuligp (+INS) jej stzenie wynosito 10 nM. Przedstawione wynikj s
stosunkamirednich aktywnéci enzymow (nmol/min/mg) uzyskanych
z przynajmniej 4 niezatgych dédwiadczeé + SD. *p<0,05 w stosunku do
5 mM gl, #p<0,05 w stosunku don¥ gl+INS, $p<0,05 w stosunku do

25 mM gl.
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5.4 Wplyw insuliny i glukozy na zewmtrzkomorkowy poziom
nukleozydow purynowych w warunkach stresu metaboliznego.

Aktywacja limfocyta B przez antygen indukuje piedaci, rdznicowanie
I wytwarzanie przeciwciat. Pod wzglem zapotrzebowania na energstan taki
przypomina warunki stresu metabolicznego. Aby zbadatyw réznych stzen insuliny
I glukozy na przemiany adenozyny w limfocycie B \arwnkach zwikszonego rozpadu
ATP przeprowadzono dwiadczenia z #yciem 2-deoksyglukozy [Met.4.2.20].
Wynikiem podania tego modyfikowanego cukru komorkeasracym w pozywce
pozbawione]  glukozy jest gwaltowny i niemal catkbwi rozpad
wewngtrzkomorkowego ATP. Aby moéc poréwhaotrzymane wyniki z wczmiej
uzyskanymi, dotyczrymi aktywnaci enzymow metabolizagych adenozygy badania
wykonano na linii ludzkich limfocytow B SKW 6.4, &te hodowano przez 4$odzin
w pozywce z dodatkiem 1% FBS, w celu zahamowania podzidlomdrkowych. Dla
wyznakowania komorkowej puli nukleotydéw purynowykbmorki przed dodaniem
2-deoksyglukozy, inkubowano je z {&ladenin. Na koniec przy pomocy
chromatografii cienkowarstwowej rozdzielano progyuiozpadu ATP w zebranych w
wyznaczonych punktach czasowych prébach [Met.4]2.P@ziom poszczegdlnych

nukleozydow okrdano na podstawie zliczonej radioaktywsnon

5.4.1 Wplyw roznych skezen insuliny i glukozy na indukowany
2-deoksyglukoz rozpad ATP w komorkach SKW 6.4.

Przeprowadzone analizy wykazalye w komoérkach SKW 6.4 poziom
wyznakowanego [8Cladenin ATP nie rénit sic miedzy komérkami hodowanymi
w roznych sezeniach insuliny i glukozy (Ryc.5.21). Dodanie do zypaki
2-deoksyglukozy powodowato rozpad komdérkowego AdBzybkéc tego rozpadu nie

zalezata od sgzenia glukozy i insuliny w pgywce. Wewntrzkomorkowy poziom

103



nukleozydow i zasad purynowych ggat swoje maksima podczas pierwszych 10 minut
inkubaciji z 2-deoksyglukaz Nie zaobserwowano znagxch r&nic w zmieniagcych
sic w czasie iléciach wewntrzkomérkowej adenozyny, inozyny i hipoksantyny

w komaorkach hodowanych wadych stzeniach insuliny i glukozy (Ryc.5.22).

60

50
o
|_
<
o ~ 40
2 B5mMdgl
C o
= £ B 5mM gl+INS
g x 30
SS 4 25mM gl
s E 20 @ 25mM gl+INS
c
=
)]
; 10 4

0

0 10

Czas (min)

Ryc. 5.21 Zmiany poziomu znakowanego wewsgirzkomérkowego ATP
w limfocytach linii SKW 6.4 traktowanych 2-deoksyglukoz
w czasie i w zaleosci od insuliny i glukozy. Przedstawione wynikias

srednimi uzyskanymi z 4 niezaieych déwiadcze = SD.
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Ryc. 5.22Zmiany poziomu adenozyny, inozyny i hipoksantyny wimfocytach linii
SKW 6.4 traktowanych 2-deoksygluka w czasie i w zalgnosci od
insuliny i glukozy.Komorki hodowano w poywce RPMIz 1% FBS
zawieragej 5 lub 25 mM glukog przez okres 48 godzin. &&enie insuliny
bytlo na poziomie nieoznaczalnynw @azywce z dodasn insuling (+INS)
wynosito 10 nM. Po wyznakowaniu-f€]adenin komérki zostaty
przeniesione do zywki RPMI, ktéra zamiast glukozy zawierata 5 mM
2-deoksyglukez W wyznaczonym czasie pobierano 0,5 min komorek
i 0znaczano w nich poziom radigmaktosci inkorporowany w poszczegolne
nukleozydy i zasady purynowe. HBstawione wyniki & srednimi
uzyskanymi z 4 niezatgch déwiadczeé + SD.
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5.4.2. Wptyw roznych stiezen insuliny i glukozy na poziom nukleozydow
I zasad purynowych w paywce komorek SKW 6.4 z indukowanym

2-deoksyglukoz rozpadem ATP.

Spadkowi poziomu wewtrzkomorkowego ATP towarzyszyt wzrosteatnia
nukleozyddéw i zasad purynowych w medium hodowlanyia poziom adenozyny w tej
przestrzeni miato wptyw stenie glukozy wsrodowisku hodowanych komérek bez
wzgledu na aktualne atenie insuliny. Najwysze sizenie adenozyny odnotowano
w medium zawieracym 5 mM glukoz (Ryc.5.23). Podobn zaleznos¢ pomidzy
stezeniem glukozy a ilécia wydzielonego nukleozydu obserwowano w przypadku
inozyny (Ryc.5.24). Ponadto, tempo wzrostugzehia adenozyny i inozyny
w srodowisku z nisk glukoz byto znacznie szybsze (Ryc.5.23, Ryc.5.24). Z ikole
wzrost s¢zenia zewgtrzkomaérkowe]j hipoksantyny zalat tylko od s¢zenia insuliny
w medium hodowanych komorek. Komorki rgsa w obecngci 10 nM insuliny
uwalnialy wkksze ilgci hipoksantyny w poréwnaniu do komoérek inkubowdnyc
w medium bez dodatku tego hormonu (Ryc.5.25).

W celu sprawdzenia wplywu deaminazy adenozyny naiopo poszczegolnych
nukleozydéw i zasad purynowychw $rodowisku inkubacyjnym komérek
SKW 6.4, przed potraktowaniem ich 2-deoksyglukamkubowano je z 20uM
2’-deoksykoformycyna (inhibitorem ADA). Zahamowanie aktywéa ADA
powodowato wzrost stenia adenozyny w pgwce, natomiast poziom inozyny
I hipoksantyny ulegat obaeniu. Zmiany w poziomach adenozyny i inozyny byty
istotne statystycznie jedynie rozpagimjwartgci uzyskane dla komérek hodowanych
w 5 mM glukozie z dodatkiem insuliny i w obedoo inhibitora ADA wzgkdem
komoérek bez DCF (an@®2-Deoxyoformycin (Ryc.5.26). W przypadku hipoksantyny
znamienne statystycznezroce zaobserwowano dla komérek rgsych w obecngci 10

nM insuliny oraz DCF niezalaie od s¢zenia glukozy.
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Ryc. 5.23 Poziom adenozyny w pmgwce komorek SKW 6.4 hodowanych
w rgnych stkzeniach glukozy 1 insuliny po potraktowaniu
2-deoksyglukaz Komorki hodowano w pgwce RPMI z 1% FBS
zawiergge] 5 lub 25 mM glukog przez okres 48 godzin. &enie
insuliny byto na poziomie nmaczalnym, a w pywce z dodan
insulin (+INS) wynosito 10 nM. Po wyznakowaniu f&]adenin
komorki zostaly przeniesione mzywki RPMI, ktéra zamiast glukozy
zawierata 5 mM 2-deoksyglukoXV wyznaczonym czasie pobierano
50 ul srodowiska inkubacyjnego i oznaczano w nim poziom
radioaktywloi inkorporowany w poszczegoOlne nukleozydy i zasady
purynowe.*p<0,05. Przedstawiomwyniki s $rednimi uzyskanymi
Z 4 niezaleych déwiadczeé £SD.
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Ryc. 5.24 Poziom inozyny w poywce komorek SKW 6.4 hodowanych w rénych
szeniach glukozy i insuliny po potraktowaniu 2-deoksglukoza.
Komorki hodowano w pavce RPMI z 1% FBS zawiergjej 5 lub
25 mM glukez przez okres 48 godzin. &enie insuliny bytlo na
poziomie nieoznaczalnym, a wzywce z dodap insulim (+INS)
wynosito 10 nM. Po wyznakowani8-""Cladenin komérki zostaty
przeniesione dozgwki RPMI, ktéra zamiast glukozy zawierata 5 mM
2-deoksyglukezW wyznaczonym czasie pobierano pD srodowiska
inkubacyjnego i oznaczano w mni poziom radioaktywnii
inkorporowany w poszczegolnklaozydy i zasady purynowe.*p<0,05.
Przedstawione wynikiag ssrednimi  uzyskanymi z 4 niezaleych
kwiadcze £SD.
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Ryc. 5.25 Poziom hipoksantyny w poywce komoérek SKW 6.4 hodowanych
w rénych stkzeniach glukozy i insuliny po potraktowaniu
2-deoksyglukaz Komoérki hodowano w pgywce RPMI z 1% FBS
zawierggej 5 lub 25 mM glukog przez okres 48 godzin. &enie
insuliny byto na poziomie nieezzalnym, a w pgwce z dodasninsuling
(+INS) wynosito 10 nM. Po wykaavaniu [8*“Cladenim komorki
zostaty przeniesione dayeki RPMI, ktéra zamiast glukozy zawierata
5 mM 2-deoksyglukoz W wyznaczonym czasie pobierano 50
srodowiska inkubacyjnego i oznaczano w nim poziordiaaktywndgci
inkorporowany w poszczegoln&laazydy i zasady purynowe.*p<0,05.
Przedstawione wynikig ssrednimi uzyskanymi z 4 niezaieych
dewiadczer +SD.
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5 mM glukoza 5 mM glukoza + ins 25 mMglukoza 25 mMgl ukoza +ins

Wplyw 2-deoksykoformycyny na zewgirzkomoérkowy poziom

adenozyny, inozyny i hipoksgyny w komérkach SKW 6.4

hodowanych w #dych siezeniach glukozy i insuliny po

potraktowaniu 2-deoksyglukaz Warunki inkubacji komorek byty
takie jak przedstawiono wisip do Ryc.5.23-5.25 z tynie przed
dodaniem 2-deoksyglukozy  doczgsci komérek  dodano
2-deoksykoformyeyn (DCF) w stzeniu 20 uM. Po dodaniu
2-deoksyglukozy komorki itdawano 30 min. i po tym czasie
w srodowisku inkubacyjnym oznaczano poziom radioaktysen

inkorporacyjnej do nukleopyd i zasad purynowych.*p<0,05
w stosunku do DCF(-). Przedsone wyniki g srednimi

uzyskanymi z 4 niezalgch déwiadczeé £SD.
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5.5. Wplyw receptorow adenozynowych na produkag IgM
w komorkach SKW6.4.

W celu sprawdzenia, czy pobudzenie receptorow agemavych mae
wptywat na funkcjonowanie limfocyta B przeprowadzoncwliadczenia, w ktérych
stymulowano komoérki w obecko antagonistow receptoréw adenozynowych.
W poszczegodlnych dwiadczeniach za pomgodpowiednich antagonistéw blokowano
receptory adenozynowe w taki sposéb, aby jedengtazat dosipny dla adenozyny
pochodzce] ze srodowiska hodowlanego. W moich badaniach wybratarndeh
dodwiadczalny polegagy na stosowaniu antagonistow a nie agonistow, queagi
warunki déwiadczéd wymagaly kilkudniowej ekspozycji komoérek na ligand
receptorow. Wiadomo,ze w zalenosci od typu receptora kilkuminutowa lub
kilkugodzinna ekspozycja komorki na ligand receptadenozynowego powoduje jego
znikanie z powierzchni komorki [59], czyli agonidtdko przez krotki czas aktywuje
receptor a przediona ekspozycja na niego powoduje yegienie jego sygnalizacji na
skutek internalizacji, czyli w dtugim odcinku czagom mamy do czynienia z efektem
podobnym do dziatania antagonisty. Z kolei gz@inie receptora z antagorisbwniez
po pewnym czasie prowadzi do jego zaniku, lecz ldimoérki efekt w czasie jest
podobny, poniewana pocatku receptor nie dziata, gdyest zablokowany a gaiej
dlatego,ze nie ma go na powierzchni komérki. Eksperymenzeprowadzono na linii
komorkowe] SKW 6.4, ktora jest uznanym modelendwdadczalnym produkgpym
przeciwciata klasy IgM po stymulacji IL-6. Po uptgvd dob od momentu stymulacji
komoérki odwirowywano a poziom IgM oznaczano wzpece za pomag metody
ELISA [Met.4.2.23]. Badania przeprowadzono na kadkaéh hodowanych w pggwce
zawieragce] 25 mM glukoz, [Met.4.2.4]. Zgodnie z powszechnie stosowanymi
zasadami opisanymi w gmhiennictwie dla linii SKW 6.4 [25,66,97], poziom

wydzielonych IgM analizuje siz reguty po uptywie 72-96 godzin od stymulacji.
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Tak dlugi czas dawiadczenia nie pozwolit na prowadzenie hodowli vnB glukozie,
gdyz dluzsza ni 48 godzinna inkubacja tych komorek w niskingzehiu glukozy
wplywata negatywnie na ich pragvalng¢. Stosowana w  poprzednich
doswiadczeniach 48 godzinna inkubacja w 5 mM glukaoremiata jeszcze wptywu na
przezycie komoérek. Uzyskane wyniki pokazupge zablokowanie wszystkich czterech
receptorbw adenozynowych nie miatlo zngego wptywu na produkegj IgM.
W dadwiadczeniach, w ktorych blokowano trzy receptopozostawiano jeden, wptyw
endogennej adenozyny (pochedg z medium hodowlanego) na produkdgM
zaznaczat si tylko w sytuacji, kiedy wolnym pozostawat receptdRa (Ryc.5.27).
Pozostawienie wolnego receptora A2a skutkowato owvelym zahamowaniem
indukowanej IL-6 produkcji IgM. Pozostawienie wofyte receptora A2b rownie
powodowato nieznaczne olienie produkcji IgM, lecz byta to zmiana nieznamignn
statystycznie. Podobne zahamowanie produkcji IgMdpowiedzi na stymulagjlL-6
obserwowano w hodowli komorek eksponowanych nak@dnse, ktéra aktywuje
cyklaz adenylanow prowadac do wzrostu poziomu cAMP. Me to wskazywé, ze
wzrost s¢zenia CAMP dziatdhamupco na produkej immunoglobulin przez limfocyt B.
Gdy wszystkie receptoryasdostpne dla adenozyny (warunki kontrolne), nie
obserwuje si tego efektu. Wynika to z #@ej wraliwosci receptoréw adenozynowych
na adenozyy oraz przeciwstawnego wptywu na aktywéocyklazy adenylanowej.
Zatem w sytuacji, kiedy wszystkie cztery recept@genozynowe obecnez fna
powierzchni komorki znajduje giona w stanie dnagcym wypadkow (w przypadku

cyklazy adenylanowej) hamagego i stymulujcego dziatania tych receptoréw.

112



mK

300

250 T
200 -
150
100 -
50 -
0

m IL-6+IL-2
DPCPX
ZM 241385 -
MRS 1754 -

*
i
MRS 1523 -

forskolina - - - - - - +

IgM ng/ml

+ + + +

o+ 4+

+ 0+ 4+

+ 4+ 0+

+ + +
:

Ryc. 5.27 Wydzielanie IgM przez komorki SKW 6.4.
Limfocyty hodowane w RPMI z 25 mM glukg@ZMet.4.2.4]. Stymulacja
rénicowania przez dodanie 15 ng/ml IL-6 i 20 U/mI2LP0 96 godzinach
od stymulacji oznaczano poziom IgMpazywce za pomag testu ELISA
[Met.4.2.23]. Antagawmi receptorow adenozynowych i forskolina
dodawani byli do kontroli (K) orado komoérek stymulowanych na
30 minut przed stymulag|L-6+1L-2). Antagonista receptora A1 (DPCPX),
receptora A2a (ZM 241385), receptd2b (MRS 1754) oraz receptora A3
(MRS 1523) obecny byt westniu 1 uM. Stezenie forskoliny wynosito
10 uM. *p<0,05 w stosunku do komoérek stymulowanych
W nieobecloi antagonistow receptorow adenozynowych i forskgli
#p<0,05 w stosunku do (K) bez dkdaantagonistéw i forskoliny.
Przedstawione wynikig ssrednimi  uzyskanymi z 3 niezaleych
déwiadczeé £SD.
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5.5 Wplyw insuliny i glukozy na produkcje IgM przez ludzkie

limfocyty B.

Z uwagi na brak mdiwosci zbadania wptywu rénych stzen glukozy na
produkcg IgM przez stymulowane komorki SKW 6.4, &ldadczenie to wykonano na
izolowanych ludzkich limfocytach B z krwi obwodowelimfocyty po izolacji
[Met.4.2.21] umieszczano wrodowiskach z réng zawartdciag glukozy i insuliny.
Po stymulacji komorek biatkiem A zgtaphylococcus aurewszczepu Cowan | (SAC)
oraz IL-2 [Met.4.2.22] inkubowano je wraz z komdmkakontrolnymi przez 7 dni.
Po tym czasie oddzielano medium hodowlane, w ktorarpomog metody ELISA
[Met.4.2.23] oznaczano #6 wydzielonego przeciwciata.

Otrzymane wyniki wskazgj ze podwyszone sizenie glukozy (25 mM),
niezalenie od s§zenia insuliny, istotnie wptywa na olieinie (~50%) produkcji IgM
przez stymulowane limfocyty w stosunku do komoéreknjcych w 5 mM glukozie

[Ryc.5.28].
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Ryc. 5.28 Wydzielanie IgM przez izolowane ludzkiarmfocyty B.

Limfocyty izolowane z krwi obwodowej i hodowane vozgwce RPMI
z 10% FBS zawiegag] 5 lub 25 mM glukog (gl) [Met.4.2.21]. S§zenie
insuliny byto na poziomie nieozmaloym, a w pgywce z dodas insuling
(+INS) wynosito 10 nM. Stymulacj@znicowania przez dodanie SAC
w stzeniu 1/1000 i 20 U/ml IL-2 [Met.4.2.22Po 7 dobach od stymulaciji
oznaczano poziom IgM w zgwce za pomaL testu ELISA
[Met.4.2.23]. *p<0,05. Przedstamg@o wyniki g srednimi uzyskanymi
z 3 niezataych déwiadcze =SD.
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6 DYSKUSJA

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki pokagzue zarowno zmiany &tenia
glukozy jak i insuliny wplywaj na szereg procesOéw zamanych z przemianami
adenozyny w olebie limfocyta B. Regulacja ta odbywag¢sha wielu poziomach
i dotyczy medzy innymi kontroli proceséw przemian adenozyny wgwe komorki jak
I poza ng, poprzez zmiany w aktywldoiach poszczegdlnych rodzajow enzymow
metabolizugcych t czasteczk. Od stzenia insuliny i glukozy zalgy rowniez poziom
ekspresji genow receptorow adenozynowych, co maeswdbicie w ilgci biatek
poszczegolnych receptoréw i w konsekwencji skutlageaniczon, bgdz zwickszorny
ich dostpndscig dla adenozyny.

Pierwszym celem tej pracy byto zbadanie, ktére mangch receptorow
adenozynowychgsobecne na limfocycie B. Wykorzysiigj metody Western Blot oraz
PCR w czasie rzeczywistym udat@ piotwierdzé obecné¢ wszystkich czterech typow
receptorow: Al, A2a, A2b i A3. Wyniki tegszgodne z wczmiejszymi badaniami
Hasko [77]. Chocia w pismiennictwie mana réwnie znale¢ doniesienia, ktore
mowig 0 braku receptorow A2a w tym rodzaju komoérek [1&moich bada wynika,
ze gen kodujcy ten receptorADORA2A cechuje si najstabsz ekspresj, ktora na
poziomie biatka w pewnych warunkach jest prawievid@czna i decydugce znaczenie
ma jaka@¢ uzytych przeciwciat do analizy immunologicznej. Naiast detekcja mRNA
dla tego receptora przyzyciu metody PCR w czasie rzeczywistym nie stwarza
wiekszych trudnéci. Wczedniejsze prace, ktore wykazywaty brak receptora A2a
w limfocytach B, opieraly sina wynikach badaz uzyciem cytometrii przeptywowej,
gdzie identyfikuje si biatko powierzchniowe spgzone ze specyficznym
przeciwciatem znakowanym barwnikiem fluorescencgnyco przy stabym sygnale

moze by przyczymy niepowodzenia. Natomiast ciekawym jest wynik prakashev'a
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I wspotpracownikéw na limfocytach B izolowanych gedziony myszy, ktorzy za
pomog PCR w czasie rzeczywistym obserwowali ob&énmRNA dla wszystkich
receptoréw adenozynowych z domigaym udziatem transkryptu A2a [115]. Wyniki te
pozostag w sprzecznéri do rezultatow moich badana komérkach izolowanych ze
sledziony szczura. Niestety autorzy tej pracy nigagplzali, czy poziom mMRNA
korelowat z poziomem biatka.

Prowadzone w naszym Zakladzie seadczenia wskazyj ze ekspresja
receptoréw adenozynowych w tkankach szczura z iodaky cukrzya ulega zmianie,
co mae wskazywa na zalenos¢ poziomu ekspresji tych receptorow odzshia
glukozy i insuliny [73,72,144,167]. Badania na meshnych komdrkach, hodowanych
w srodowiskach o ranych stzeniach glukozy i insuliny potwierdzgje przypuszczenia
I wskazuy, ze te dwa czynniki niezataie wptywap na ekspresgj receptorow
adenozynowych i to w edorodny sposob w zaleosci od tkanki, czy rodzaju komorki
[71,167]. Jak dad nikt nie badat tego w aspekcie limfocytow B. Winnoich bada
pokazuj, ze wysokie sfzenie glukozy obriia ekspresgj receptorow Al, A2b i A3 nie
wplywajgc na poziom ekspresji receptora A2a w szczurzyuoifiolbytach B. Natomiast
wzrost s¢zenia insuliny w medium hodowlanym skutkowat wzrostgoziomu mRNA
dla receptora Al i A2a oraz spadkiemsdotranskryptu dla receptora A2b. Zmiany
stezenia insuliny nie miaty wptywu na poziom mRNA dkeceptora A3. Obserwowane
w moich dadwiadczeniach zmiany poziomu ekspresji receptorovenadynowych
indukowane zmianami gtenia insuliny i glukozy g podobne, lecz nie identyczne do
tych obserwowanych w limfocytach T [167]. W limfdagh T nie obserwowano
zaleencsci poziomu ekspresji receptora A1 od zmiagzehia insuliny i glukozy.
W pracach tych analizowano wpltyw insuliny i glukona ekspresj receptorow

adenozynowych porowmg poziomy mRNA receptorow adenozynowych
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w komorkach hodowanych w 20 mM glukozie i w nieat@ci insuliny. Jak wykazaty
moje badania w przypadku receptora Al insulinaukgta dziataj przeciwstawnie,
wiec analizujc tylko skrajne warunki mama bylo nie zauwa¢ zadnych zmian.
Ekspresja receptora A2a w limfocytach Tsmwdowisku z wysok glukoz i niskim
stezeniem insuliny €0,01 nM) ulegata podwgzeniu, natomiast w przypadku
limfocytbw B ekspresja tego receptora wzrastataynezl pod wplywem wyszego
stezenia insuliny. W limfocytach T hodowanych w 20 mNukpzie widoczny byt
nieznaczny wzrost ekspresji receptora A2b, natanwalémfocytach B wzrost genia
glukozy niezalenie od s¢zenia insuliny indukowat spadek ekspresji tego remep
Jedynie wptyw glukozy na ekspresgceptora A3 jest podobny w obu typach komorek,
gdzie wzrastace stzenie glukozy indukuje obaénie poziomu mRNA tego receptora.
Zmiany w ekspresji poszczegolnych receptoréw adgmmaych na poziomie mRNA
w limfocytach B koreluj ze zmianami na poziomie biatka, co wskazug,glukoza
I insulina dzialajc poprzez réne szlaki sygnalizacyjne odpowiedzialne za regslacj
ekspresji poszczegdllnych gendw zrgez przyczyniag sie do zmian w ildci
dostpnych dla adenozyny receptorow. Aktywacja recepto®l i A3 stymuluje
odpowied zapalm komorek uktadu immunologicznego, natomiast popnaezptory
A2 promowana jest immunosupresja¢€ie i znacgce wahania poziomu glukozy oraz
insuliny u cukrzykdédw prowadgz migdzy innymi do zaburzonego profilu ekspresiji
poszczegoblnych typéw receptoréw wzngch komérkach z limfocytami B wéznie,
co mae skutkowa upasledzory odpowiedzi organizmu na infekcje #horodnego
pochodzenia.

Oprocz ilégci samego receptora istgtmole odgrywa stzenie adenozyny na
powierzchni komorki, przy ktérym nie ona efektywnie wzac si¢ z poszczegolnymi

typami receptoréw. Dlatego w niniejszej pracy predaowatam procesy metaboliczne
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prowadace do powstawania i usuwania tego nukleozydu zanowewnrytrz jak i na
zewmytrz komorki. Zbadatam rowniewptyw zmiennego skenia insuliny i glukozy na
aktywnas¢ enzymow katalizujcych poszczegolne reakcje.

By moc porownywéa wyniki wikasnych badaz wynikami prac, ktére wczgiej
powstaty w naszym Zaktadzie dotycych wptywu insuliny i glukozy na metabolizm
adenozyny w rinych tkankach szczura, pierwotnie planowano wykal@wiadczenia
na limfocytach B izolowanych ze szczurzydtedzion. Niestety, w populacji
splenocytow interesage mnie komorki stanowizaledwie 15% leukocytéw. Fakt ten
ponositby za sap konieczné¢ pozbawieniazycia duej ilosci zwierzmt w celu
otrzymania odpowiedniej ikei materialtu do pomiaru aktywlc poszczegolnych
enzymow W sposob pozwaday na uzyskanie wiarygodnych wynikow. Dlategeby
tego unika¢ tylko pilotowe ddéwiadczenia zostaly wykonane na izolowanych
szczurzych limfocytach B a gtdwne d@dadczenia na linii komérkowej SKW 6.4,
wywodzcej sk z ludzkich limfocytéw B. Poréwnanie otrzymanych mkow daje te
odpowied na pytanie, czy ewentualne zmiamygatunkowo specyficzne.

Otrzymane wyniki dowodg ze insulina i glukoza majrowniez wplyw na
aktywna¢ niektérych enzymow uczestnggzich w  przemianach adenozyny
tj. deaminazy adenozyny (ADA) i 5-nukleotydazy X&), w sposob zalay od
przedzialu komorkowego, w ktorym wypuje dany enzym (frakcja cytozolowa lub
btonowa) oraz od stanu pobudzenia komorki. Nie nbseatam natomiastadnego
wptywu zmiennych stzen insuliny i glukozy na aktywn@ kinazy adenozyny (AK),
zarowno w ludzkiej linii komorkowej jak i w szczwyzh komorkach izolowanych
zesledziony. Dodatkowo, aktywrs6é tego enzymu byta bardzo niska, ledwo mieszaz
sie w granicach oznaczaléd stosowanej metody. Fakt dotycy AK jest bardzo

interesujcy, poniewa stanowi dowod na odmiegrzaleznos¢ pomidzy stzeniem
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insuliny a ekspresji aktywndciag AK w limfocytach T i B. W dotychczasowych
pracach obserwowano silrzaleznos¢ aktywnaci AK od sezenia insuliny [145,164].
W ddswiadczeniach prowadzonych na tkankach izolowanycd gzczurow
z indukowang cukrzy@g wykryto obniony poziom mRNA dla AK w rénych
narzdach, m¢dzy innymi w nerkach, wirobie i sercu, ktory korelowat ze spadkiem
aktywnaici tego enzymu [146]. Kolejne badania wykazady,spadkowi ekspresji AK
W sercu i witrobie szczurow z cukrzgdowarzyszy akumulacja wewinzkomorkowej
adenozyny, z kolei podawanie insuliny chorym szomurskutkuje normalizag]
aktywnaici AK oraz stzenia adenozyny [164]. Badania kontynuowane na vzaiych
ze s$ledziony szczura limfocytach dostarczyty dowodowe insulina pozytywnie
reguluje ekspresjgenu AK na drodze sygnalizacji z udziatem kinaz RIAL45].
Limfocyty T rosrce w paywce bez dodatku 10 nM insuliny wykazwgz 70% spadek
aktywnaici tego enzymu [147]. Powgze dane wskazyjna istotny udziat insuliny
w regulacji ekspresji i aktywroi AK w komorce, ktéra w warunkach cukrzycy ulega
istotnemu zaburzeniu. W przypadku limfocytow B braistpowania tego zjawiska
wskazuje,ze jest ono zalsme od typu komorki. Dane zawarte wsrpiennictwie
wskazuj, ze limfocyty B posiadajznacznie wiksz ilos¢ receptoréw insulinowych i
limfocyty T [203,204,205] dlatego mina przypuszcza ze w limfocytach B pod
wptywem waha stzen insuliny i/lub glukozy dochodzi do zmiany
w dziataniu ktéregoz elementéw na drodze sygnalizacji od receptosalimowego do
czynnikéw odpowiadagych za regulagjekspresji genu AK.

Aktywnosci pozostatych enzymow réwriegegulowane s w odmienny sposob w obu
typach limfocytow [147]. Analizac aktywndé ADA we frakcji cytozolowej
spoczynkowych limfocytow B i T, widaze nie podlega ona regulacji przez insglin

I glukozg. Z kolei we frakcji btonowej aktywrié tego enzymu w limfocytach T
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stymulowana jest wysokim teniem glukozy, ktore w limfocytach B oliai
aktywnag¢ ADA. W proliferujgcych limfocytach B aktywn@& cytozolowej ADA
wzrasta zarowno pod wpltywem wzragtago s¢zenia insuliny jak i glukozy, natomiast
w limfocytach T jedynie insulina stymuluje aktyw#tatego enzymu. Enzym btonowy
limfocytéw T jest niewraliwy na dziatanie obu czynnikow, gav limfocytach B jego
aktywnas¢ rosnie wraz ze stzeniem glukozy. Analizac zmiany w aktywnéci ADA
wywotane stymulagj komorek do podziatdbw obserwujemy wzrost aktywaadormy
cytozolowej w komoérkach SKW 6.4 hodowanych we wszgh rodzajachsrodowisk,
natomiast w limfocytach T rogoych w medium pozbawionym insuliny zauwane
jest obnkenie aktywnéci ADA wzgledem komorek spoczynkowych. Aktyw§totego
enzymu we frakcji btonowej proliferagych limfocytbw B maleje w stosunku do
komorek nie dzielcych sg¢, podczas gdy w limfocytach T praktycznie nie ulega
zadnym zmianom.

Regulacja aktywnii 5’NT poprzez insulia i glukoz jest bardzo skomplikowana
w obu typach komdrek. W spoczynkowych limfocytachaktywna¢ cytozolowej
formy 5’NT nie reaguje na zmiany insuliny i glukgzyatomiast aktywni@ ekto-5’NT
podlega pozytywnej regulacji przez glukoZ kolei w limfocytach B obserwujemy
spadek aktywni obu form enzymu wywolany wzrostem eznia insuliny.
Aktywnos¢ 5'NT aktywowanych limfocytow T wzrasta, gdy $vodowisku brak jest
insuliny, natomiast enzym ten w limfocytach B reagw ten sam sposob na ten
hormon, ale jedynie przy wysokim egéniu glukozy. Ekto-5’'NT zaréwno
w limfocytach T jak i B ulega pozytywnej regulapjizez insulig i glukoz, ale efekty
stymulacji kadego z tych czynnikéw osobno nie kumglgie po zastosowaniu ich
razem. Sama zmiana aktywseo 5’NT i ekto-5’NT w komdérkach proliferagych

w stosunku do spoczynkowych w obu typach komoérekelpega w tym samym
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kierunku tylko w przypadku limfocytow hodowanychzprniskim s¢zeniu glukozy

z dodatkiem 10 nM insuliny. W pozostatych badanwarunkach poziom aktywsoi
tych enzymoéw w limfocytach T nie ulegat zmianomg malimfocytach B wzrastat.

Tak bardzo réne zmiany aktywnéi tych samych enzymow pod wpltywem insuliny
i glukozy jednoznacznie wskaayjze czynniki te dziataj poprzez szereg zdych
szlakow sygnatowania, ktore wydagic zalezne od typu komorki, stanu jej aktywacji
a take kompartmentu komoérkowego, w ktérym zlokalizowajegt dany enzym.
Oczywiscie zmiany w aktywngciach enzymatycznych wskutek zmiennychkzai
glukozy i insuliny wplywag na powstawanie i metabolizm adenozyny w komorce
I poza nj, a co za tym idzie na jej depnhas¢ dla poszczegodlnych receptoréw.
Obliczapc stosunek aktywrsgi enzymow produkagych adenozyy(5°'NT) i enzymow

ja metabolizigcych (ADA, AK) mazna otrzyma wielkos¢, ktéra mae by uznawana
jako potencjat do produkcji lub usuwania adenozyRyzeprowadzone obliczenia
wskazuj, ze w limfocytach B w warunkach spoczynkowych w giiie btony
plazmatycznej przewa potencjat do produkcji adenozyny. Potencjat tenzaley od
stezenia glukozy i ulega ob#eniu w obecngi insuliny, jednak hamage dziatanie
insuliny jest ostabione w obeciwm wysokich sgzen glukozy. W cytozolu wzrost
stezenia glukozy nieznacznie podnosi potencjat do pkofluadenozyny, natomiast
w obecndci 10 nM insuliny przewzaja przemiany zwgzane z usuwaniem adenozyny
niezalenie od sgzenia glukozy. Z kolei w cytozolu komorek prolifegaych
niezalenie od s¢zenia glukozy przewaaja procesy zwjzane z utylizag adenozyny

I s3 one poggowane przez insulen Natomiast w btonach plazmatycznych
proliferujagcych limfocytéw B dominuj procesy zwjzane z produkgj adenozyny,

a wzrost sfzenia glukozy powoduje ich ostabienie niezaie od s¢zenia insuliny.
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Stymulacja limfocyta B przez antygen prowadzi déyadacji szeregu szlakow
metabolicznych  niezldnych do uruchomienia produkcji 1 wydzielania
immunoglobulin. § to procesy, ktére mdzy innymi wymagaj mobilizacji zasobow
energetycznych komoérki i pod tym wedem g pewnego rodzaju stresem
metabolicznym charakteryzigym st zwieckszonym rozpadem ATP. W swojej pracy
wplyw zmian sgzenia insuliny i glukozy na przemiany nukleotydowrynowych
w limfocytach B w warunkach stresu metabolicznegaddtam stosgg model
doswiadczalny z 2-deoksyglukez Obserwowana w moich él@iadczeniach szybko
rozpadu ATP indukowanego 2-deoksyglukaore zaleata od zmian gtenia insuliny
i glukozy. Odmienna sytuacja wypuje w limfocytach T, gdzie w podobnych
badaniach zaobserwowano znacznie szybszy rozpad WTdodowisku z wysok
glukozz w poréwnaniu do komoérek rogrych w jej niskim sizeniu [147]. Z kolei
stezenie adenozyny w pgwce hodowlanej limfocytow B zawiergje] wysokie
stezenie glukozy byto znacznieasize nk to obserwowane w ggwce z 5 mM glukoz,
niezalenie od sgzenia insuliny. W przypadku limfocytow T traktowarhyc
2-deoksyglukoz obserwuje s odwrotry sytuacg, gdzie najwksze stzenie
adenozyny wyspuje wsrodowisku z wysok glukoz. Moje dagwiadczenia wykazgj
ze aktywnd¢ ADA we frakcji cytozolowej i btonowej komorek SKW.4 w stanie
spoczynkowym regulowana jest negatywnie wysokigrestiem glukozy, co przy
szybkdaci rozpadu ATP niezalmej od s¢zenia insuliny i glukozy powinno prowadzi
do podobnego wyptywu adenozyny z komorki i przy iabnej aktywndéci ADA jej
stezenie w medium hodowlanym zawiegaym 25 mM glukoz powinno by wyzsze
niz te obserwowane w medium z 5 mM glukoZ uwagi na brak takiej zaleosci
maozna przypuszczaze stzenie adenozyny w przestrzeni pozakomaérkowej limtowy

B poddanych stresowi metabolicznemu nie zaled aktywndci ADA. Przypuszczenie
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to zostato potwierdzone w éwiadczeniach z zyciem 2-deoksykoformycynychlacej
inhibitorem ADA. Obserwowatamze zablokowanie aktywroi tego enzymu nie
przektada s na istotne zmiany w ikei adenozyny i inozyny sugeng,
ze zewntrzkomoérkowy poziom adenozyny nie jest determinoyvapoziomem
aktywnaici tego enzymu. Z drugiej strony takaktywndé¢ 5’NT i ekto-5’NT, ktora jest
obnizona wsrodowisku zawieracym 10 nM insulig, nie koreluje z iléciag adenozyny
w $rodowisku inkubacyjnym komorek. Z kolei naj#gzy poziom adenozyny
oznaczony zostat w medium zawie@jm nisky glukoz i to niezalenie od s¢zenia
insuliny. Te wszystkie dane wskazujze zewntrzkomoérkowy poziom adenozyny
limfocytdbw B w warunkach stresu metabolicznego zaéy od przemian adenozyny,
ale prawdopodobnie w gtdwnej mierze jest determenoyszybkeécia transportu tego
nukleozydu przez btgnplazmatyczg komorki.

Transport adenozyny odbyweae girzy udziale transporteréw nukleozydowych.
Doswiadczenia na liniach komoérkowych limfocytéw B wyledy, ze w tych komaorkach
obecne s transportery obu systemow transportowych: CNT (ZNTENT (ENT1,
ENT2) [143,166]. Przy czym, transportery CNT przesaiczgg adenozyn do wretrza
komorki, a transportery ENT megto robc w obu kierunkach. Czyli za wigie
adenozyny z komorki odpowiedzialng sansportery ENT. Regulacja ekspresji tych
transporterow przez insulin glukoz w izolowanych zéledziony szczura limfocytach
B i T zostata wczéniej zbadana przez dr Sakowicz i wspOtpracownikdws[166].
W badaniach tych wykazanae wzrost sfzenia glukozy znagzo obnia ekspresj
transportera ENT1, ktory zarébwno w limfocytach Tk ja B odpowiada za ~80%
transportu adenozyny. Wykazata onea,ekspresja genu ENT1 jest zngmz obnzona
w obu typach komérek hodowanych énodowisku z wysok glukoz, niezalenie od

stezenia insuliny. Indukowanemu wyspkglukoz spadkowi (~80%) ekspresji tego
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transportera w limfocytach B towarzyszy 75% zahammue transportu adenozyny.
Natomiast ekspresja transporterow ENT2 i CNT2 regaha jest tylko sgeniem
insuliny. W obecnéci 10 nM insuliny w limfocytach B obserwujeesdwukrotnie
wyzszy poziom mRNA dla ENT2 oraz o ~50%wzswg ilos¢ transkryptu dla CNT2
w poréwnaniu do komorek hodowanych w obecnansuliny w stzeniach niszych
niz 0,01 nM. Zaktadag, ze adenozyna obecna w medium hodowlanym limfocytow B
pochodzi z wetrza komorki, to jej niski poziom w przestrzeni zegvzkomorkowej
limfocytbw B hodowanych przy wysokim ¢geniu glukozy mee by rezultatem
ostabionego  transportu  tego nukleozydu mediowanegmzez  ENTI.

Podsumowujc, otrzymane wyniki pokazay ze glukoza i insulina w gy
sposob wpltywaj zarbwno na ekspresyeceptorow adenozynowych w limfocytach B
jak i enzymow metabolizagych adenozyy Jednake zmiany aktywng€ci enzymow
nie przekladaj sic bezpdrednio na zewstrzkomorkowy poziom adenozyny,
podkrelajagc znaczca role transporterow nukleozydowych w regulacji poziomu
adenozyny po obu stronach btony plazmatycznej. Dxoea, przedstawione dane
dostarcza istotnej informacji,ze regulacja tych samych procesow przez te same
czynniki (tutaj insulig i glukoz) maze znacgco sk réznic w zalenosci od typu
komorki, np. limfocyt T i B, jak i stanu jej pobueizia.

Opisane powse] badania stanowily punkt wigia do dalszych docieka
w kierunku zrozumienia zaburzonego funkcjonowanmfdcytow B u pacjentow
z cukrzya. Przegdd pismiennictwa pokazujeze adenozyna ma wpltyw nazrrodne
funkcje limfocytéw. Wiadomo,ze jest gldbwnym czynnikiem hamygym progresj
stanu zapalnego. Wzrost jejegtnia w przestrzeni zewtizkomérkowej w wyniku
trwajacej odpowiedzi zapalnej przyczyniaestdo uruchomienia szeregu procesow

antyzapalnych, takich jak: hamowanie proliferagifbcytow T, supresja produkciji
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przez nie cytokin prozapalnych (TNE-IFN-y, IL-12), ostabienie cytotoksyczeo
limfocytow CD8+ [65,133,177]. W gtowne] mierze poisge efekty adenozyna
wywotuje poprzez aktywagj receptorow A2a, co zaobserwowano wzmnycth
doswiadczeniach na szczepach myszy z wybitym genentegja receptora. U takich
zwierzgt dramatycznie wzrastato lokalne uszkodzenie tkawskutek ostrego stanu
zapalnego, odnotowywano réwnie znacznie podwiszone sfzenia cytokin
prozapalnych w poréwnaniu do zwigtz prawidtowo funkcjonujcym receptorem A2a
[133]. Spardd limfocytdbw najwyszy ekspresj tego receptora charakteryzugie
limfocyty T, a wérdd nich limfocyty CD4+ (TH1 i TH2), czyli komorlkadpowiedzialne
za regulagf odpowiedzi immunologicznej poprzez wydzielanie ogyn [107].
Dowiedziono réwnig, ze aktywacja limfocytow CD4+ koreluje ze wzhuryg ekspresj
receptora A2a [109]. W badaniarhvitro wykazanoze adenozyna poprzez aktywac]
receptora A2a a tak A2b, hamuje proliferagjlimfocytow T zaleéng od IL-2, wskutek
zablokowania fosforylacji STATS5 (angSgnal Transducer and _gtivator of
Transcription), czyli czynnika na drodze transdukcji sygnatu aldtywowanego
receptora IL-2 [199]. Rownie poprzez receptor A2a wplywa na prodgkd].-2
indukowara aktywacy receptora TCR (and. Cell Recepto}, obniza ekspresj CD69
oraz ekspresjFasL, obniajgc aktywna¢ cytotoksyczg komorki [89,106]. Aktywacja
receptora A3, ktéry wymaga w§zego sfzenia adenozyny niA2a, réwnie hamuje
proliferacg limfocytow T zalena od stymulacji TCR, a tale updledza adhez;
aktywowanych limfocytow T do komorek gruczolakorekf88,116]. Jak dat brakuje
jednak danych o wpltywie adenozyny na podstawowekdjen limfocyta B jak
proliferacja i produkcja immunoglobulin. Badania opadzone przez Minguet
i wspotpracownikow dowodg ze adenozyna poprzez stymulacyklazy adenylanowej

i wzrost cAMP hamuje aktywagjlimfocytow B wskutek supresji czynnika N&B
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(ang.Nuclear Factor«B) na szlaku sygnatowym indukowanym przez BCR (&@Gell
Recepto} oraz TLR4 (angToll-like Receptor_4 [124]. W swoich déwiadczeniach na
linii komorkowej SKW 6.4 wywodzcej st z ludzkich limfocytow B powgzatam
dziatanie adenozyny z produfcjprzeciwciat IgM. W deéwiadczeniu z #yciem
antagonistow poszczegolnych receptorow wykazatsmadenozyna poprzez receptor
A2a hamuje produkejlgM w stymulowanych do tmicowania komorkach. Niestety
nie wiadomo jeszcze, czy jest to efekt bezpdniego upéledzenia procesu
réznicowania, czy te pasredni efekt wynikajcy z ostabionej proliferacji tych komorek,
a mae obu jednoczmie. Aktywacja receptora A2a powoduje wzrost pragiuvkcAMP,

a jak wyzej opisano, czynnik ten odpowiada za hamowanieveddy limfocytow B
indukowanej zwjzaniem przez BCR lub TLR4 antygenu bakteryjnegaznR@wanie
komoérek SKW 6.4 indukowane jest poprzez podanie6,lLktéra w warunkach
rzeczywistych wydzielana jest przez aktywowane dicyty T. IL-6 wigze st ze swoim
receptorem, a do uruchomienia szlaku sygnatowegnbgine jest dodatkowo receptor
gpl130. Transdukcja sygnatu odbywae sha szlaku JAK/STAT (ang.Janus
KinasdSgnal Transducer and &ivator of Transcriptior), a wic bez udzialu NkB
[95]. | dlatego w tym przypadku nie znany jest sppsizialania adenozyny. W celu
sprawdzenia czy zmiany egenia glukozy i insuliny wpltywaj na indukowas
antygenem bakteryjnym (SAC) produkcjlgM w ludzkich limfocytach B
przeprowadzitam daviadczenia na ludzkich komérkach izolowanych z krwi
obwodowej|. Wykazatamze limfocyty B hodowane w obecfm 25 mM glukozy
wydzielap znacznie mniej IgM w odpowiedzi na stymula§AC w poréwnaniu do
komorek rosgcych w 5 mM glukozie bez wzgdu na sizenie insuliny. W warunkach
wysokiego sjzenia glukozy ekspresja receptora A2a nie ulega ramiaa ekspresja

pozostatych receptorow jest obana. Ma@na przypuszcza ze sytuacja ta me
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sprzyj& zwiekszonej dospnasci receptorow A2a dla adenozyny. Co prawda,
zewnytrzkomorkowy poziom adenozyny wodowisku z wysokim gteniem glukozy
rowniez moze ulec obnieniu (duy udziat spadku ekspresji transportera ENT1
I istotnego zahamowania transportu adenozyny [l16@latego bez zbadania
rzeczywistego stenia adenozyny wrodowisku stymulowanych SAC limfocytow B
trudno jest formutowa& wiarygodne wnioski. Analizgg wyniki dawiadczeé
z produkcy IgM w komoérkach SKW 6.4 eksponowanych na antagowis
poszczegolnych receptorow adenozynowych wid& po zablokowaniu wszystkich
receptorow poziom wydzielonej IgM wrodowisku stymulowanych komorek byt
zblizony do poziomu oznaczonego w zgwce komérek nie traktowanychadnym
Z antagonistow. Mee to oznaczg ze aktywacja receptora A2a znaca hamuje
produkcg IgM, a z kolei aktywacja pozostatych receptorow jednego z nich promuje
wydzielanie tej immunoglobuliny a ostateczny efgkist wypadkow dziatania
wszystkich receptoréw. Na pewno hipoteza ta wymagalszych, bardziej
szczegotowych bada W naszych rozwaniach na temat zmiang¢sénia adenozyny
w przestrzeni pozakomoérkowej naje rowniez uwzgkdni¢ inne zrodla, poza
przezbtonowym transportem nukleozydu. Istnieje n@wrmozliwosé, ze adenozyna
w przestrzeni zewgtrzkomorkowej nie jest pochodzenia wytnie komérkowego,
a powstaje wskutek katabolizmu nukleotydow na zgrerkomorki. By moze to ATP
opuszcza komékk np. z udziatem transporterbw ABC (ar@§TP-Binding Cassette
Transportery i stanowi zrodio adenozyny, ktora pdiej wigze sk ze swoimi
receptorami.

Podsumowuyc, wyniki moich badad wskazug, ze hypoinsulinemia
I hiperglikemia wywieraj znacace zmiany w metabolizmie i transporcie adenozyny,

a talkke w ekspresji gendow kodigych poszczegodlne receptory adenozynowe. Moje
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doswiadczenia potwierdzity obserwowane wéziej ostabione wydzielanie
immunoglobuliny klasy IgM w warunkach wysokiegoezs&nia glukozy, a tate
wykazaty, ze istnieje pewna zataos¢ produkcji tego przeciwciata od dziatania
adenozyny. Do wyjmienia dokladnego mechanizmu dlealzenia funkcji limfocytow
B w cukrzycy i ewentualnego zgzaku adenozyny z tymi zaburzeniami niedbe g
dalsze badania poszczegodlnych etapoéw pobudzenia,aljywacji, proliferacji

I roznicowania limfocyta B.
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7 WNIOSKI

1. Zmiany stzenia glukozy i insuliny wptywaj na poziom ekspresji receptorow
adenozynowych w limfocytach B co w® wskazywé, ze w cukrzycy

receptorowe dziatanie adenozyny na te komérkizesenione.

2. Aktywnos¢ enzymow metabolizggych adenozygiw limfocytach B zaley od
stezenia glukozy i insuliny co sugerujee w cukrzycy przemiany adenozyny
w obrbie limfocyta B ulegay zmianie. Natura tych zmian jest taka,
ze w obebie komorek nieproliferacych wzrasta potencjat do produkcji
adenozyny, a na powierzchni komérek prolifgeych potencjat ten ulega

obnieniu.

3. Indukowany stresem metabolicznym poziom adenozyngewntrz limfocytéw
B maleje pod wplywem wysokiegoesenia glukozy co mee sugerowd ze
udziat wewntrzkomérkowej adenozyny w tworzeniu zesinzkomorkowej puli

adenozyny w limfocytach B maleje w warunkach cukyzy

4. Adenozyna dzialar poprzez receptor A2a hamuje prodgkpjzeciwciat IgM

przez limfocyt B.

5. Produkcja przeciwciat IgM przez limfocyt B jest hawana przez wysokie
stezenie glukozy co mme wskazywd, ze zjawisko to jest jednym
z mechanizméw prowadeych do upéledzonej odpowiedzi humoralnej

w cukrzycy.
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