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OBJAŚNIENIA STOSOWANYCH SKRÓTÓW I SYMBOLI 
 
ABC  białka zawierające kasetę wiążącą ATP 

(ang. ATP-binding cassette) 

ADA  deaminaza adenozyny 

AK  kinaza adenozyny 

AP-1/2  czynnik transkrypcyjny 1/2 

(ang. activating protein 1/2) 

APS  białko z domeną PTB biorące udział w interakcji z aktywnym receptorem 

insulinowym 

ara-C  cytarabina (1-β-D-arabinofuranozylocytozyna) 

AZT  zidovudyna (3’-azydo-3’-deoksytymidyna) 

BOA  bufor obciążający do elektroforezy agarozowej 

BOR bufor obciążający do elektroforezy RNA 

C3G  białko adaptorowe oddziaływujące z aktywnym receptorem insulinowym 

poprzez wiązanie z białkiem Cbl  

CAP  białko adaptorowe oddziaływujące z aktywnym receptorem insulinowym 

poprzez wiązanie z białkiem Cbl 

Cbl  białko z domeną PTB biorące udział w interakcji z aktywnym receptorem 

insulinowym 

cib           system transportu nukleozydów przemieszczający nukleozydy  

w kotransporcie z jonem Na+, niewrażliwy na inhibicję przez NBTI  

i charakteryzujący się szeroką specyficznością substratową  

(ang. concentrative, insensitive to NBTI and accepts a broad range of 

permeants) 

cif   system transportu nukleozydów przemieszczający nukleozydy  

w kotransporcie z  jonem Na+, niewrażliwy na inhibicję przez NBTI  

i charakteryzujący się powinowactwem do formycyny B jako substratu  

(ang. concentrative, insensitive to NBTI and accepts formicin B as  

a permeant) 

cit  system transportu nukleozydów przemieszczający nukleozydy  

w kotransporcie z jonem Na+, niewrażliwy na inhibicję przez NBTI  

i charakteryzujący się powinowactwem do tymidyny jako substratu  
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(ang. concentrative, insensitive to NBTI and accepts thymidine as  

a permeant) 

CdA  kladribina (2-chloro-2’-deoksyadenozyna) 

c-fos  jądrowy czynnik transkrypcyjny wchodzący w skład czynnika AP1  

c-jun  jądrowy czynnik transkrypcyjny wchodzący w skład czynnika AP1 

CNT  transportery nukleozydowe przemieszczające nukleozydy w 

kotransporcie z jonem Na+  

(ang. Concentrative Nucleoside Transporters) 

CrkII  białko adaptorowe oddziaływujące z aktywnym IRS-1 poprzez domenę 

SH2  

CREB  czynnik transkrypcyjny aktywowany na drodze fosforylacji przez PKA, 

wiążący się z elementem odpowiedzi na cAMP 

(ang. cAMP-responsive element binding protein)  

Csk  enzym oddziaływujący poprzez domenę SH2 z aktywnym IRS-1 

cs   system transportu nukleozydów przemieszczający nukleozydy  

w kotransporcie z jonem Na+, wrażliwy na inhibicję przez NBTI  

(ang. concentrative, sensitive to NBTI) 

csg   system transportu nukleozydów przemieszczający nukleozydy  

w kotransporcie z jonem Na+, wrażliwy na inhibicję przez NBTI  

i charakteryzujący się powinowactwem do guanozyny jako substratu  

(ang. concentrative, sensitive to NBTI, accepts guanosine) 

ddC  zalcitabina (2’,3’-dideoksycytydyna) 

ddI  didanosina (2’,3’-dideoksyinozyna) 

DEPC  dietylopirowęglan 

(ang. diethylpyrocarbonate) 

dFdC  gemcitabina  (2’,2’-difluoro-2’-deoksycytydyna) 

DMEM pożywka  

(ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 

DMSO dimetylosulfotlenek 

EHNA  erytro-9-(2-hydroksy-3-nonyl)adenina 

ei   system transportu nukleozydów przemieszczający nukleozydy przez 

błonę plazmatyczną zgodnie z gradientem stężenia nukleozydu, 

niewrażliwy na inhibicję przez NBTI  

(ang.  equilibrative, insensitive to NBTI) 
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Elk-1  czynnik transkrypcyjny wchodzący w skład kompleksu TCF 

ENT  transportery nukleozydowe przemieszczające nukleozydy przez błonę    

plazmatyczną zgodnie z gradientem stężenia nukleozydu  

(ang. Equilibrative Nucleoside Transporters) 

ERK  kinaza aktywowana przez sygnały zewnątrzkomórkowe 

(ang. extracellular signal-regulated kinase) 

es   system transportu nukleozydów przemieszczający nukleozydy przez 

błonę plazmatyczną zgodnie z gradientem stężenia nukleozydu, wrażliwy 

na inhibicję przez NBTI  

(ang. equilibrative, sensitive to NBTI)  

FAO  linia szczurzych komórek wątrobowych 

FBS  płodowa surowica bydlęca 

(ang. fetal bovine serum) 

FdU  5-fluoro-2’-deoksyurydyna 

fra-1  czynnik transkrypcyjny wchodzący w skład AP-1 

Fyn   enzym oddziaływujący poprzez domenę SH2 z aktywnym IRS-1 

G-6-PDH dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa 

Gab-1  białko oddziaływujące z receptorem insulinowym 

GATA-1 czynnik transkrypcjny 

GLUT4 transporter glukozy typu czwartego, zależny od insuliny 

Grb2  białko adaptorowe posiadające domenę SH2 

(ang. growth factor receptor-bound 2) 

HeLa  linia ludzkich komórek nabłonkowych pochodzących z raka szyjki 

macicy 

HIV  wirus nabytego niedoboru odporności 

(ang. human immunodeficiency virus) 

HK  heksokinaza  

hHNP36 nieaktywna forma transportera ENT2 

(ang. human hydrophobic nuclear protein 36) 

HUVEC komórki śródbłonka ludzkiej żyły pępowinowej 

(ang. human umbilical vein endothelium cells) 

IER   geny natychmiastowej - wczesnej odpowiedzi   

(ang. immediate-early response) 

INFγ   interferon γ  
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IP3  inozytolo(1,4,5)trifosforan 

(ang. inositol-1,4,5-trsiphosphate) 

IR  receptor insulinowy 

(ang. insuline receptor) 

IRF-2  czynnik transkrypcyjny zależny od IR 

IRS             białko fosforylowane przez kinazę tyrozynową receptora insuliny 

(ang. insulin receptor substrat) 

JNK             kinazy fosforylujące N-końcową domenę białka c-Jun 

(ang. c-Jun N-terminal kinase) 

LA-N-2 linia ludzkich komórek nerwiaka niedojrzałego 

LPS  lipopolisacharyd 

MAP  białko aktywowane przez mitogeny 

(ang. mitogen activated protein) 

MAPK kinazy białkowe aktywowane przez mitogeny  

(ang. mitogen activated protein kinase) 

MAPKK kinaza kinaz MAP 

(ang. mitogen activated protein kinase kinase) 

M-CSF    czynnik stymulacji makrofagów 

(ang. macrophage – colony stimulating factor) 

Mek  inaczej MAPKK 

MMLV-RT odwrotna transkryptaza wyizolowana z wirusa mysiej białaczki  

(ang. Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) 

MNK1/2 kinazy integrujące sygnał kinaz MAP 

  (ang. MAP-kinase signal-integrating kinases) 

MRP  transportery usuwające leki z komórki i odpowiedzialne za oporność na 

leki  

(ang. multidrug resistance protein) 

NBTI   S-(4-nitrobenzyl)-6-tioinozyna 

Nck  białko adaptorowe oddziaływujące z białkami IRS 

NT  transportery nukleozydowe 

(ang. nucleoside transporters) 

5’-NT  5’-nukleotydaza 

OAT  rodzina transporterów przemieszczająca aniony organiczne 

(ang. organic anion transporters) 
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OCT  rodzina transporterów przemieszczająca kationy organiczne 

(ang. organic cation  transporters) 

p60dok   białko biorące udział w interakcji z aktywnym receptorem insulinowym 

p70s6k    kinaza rybosomalna S6K 

p85  podjednostka regulatorowa PI3K 

p90rsk  kinaza rybosmalna  

p110  podjednostka katalityczna PI3K 

PCR  reakcja łańcuchowa polimerazy 

(ang. Polymerase Chain Reaction) 

PD98059 inhibitor MAPK kinazy (2’-amino-3’-metoksyflawon) 

PDK  kinaza zależna od fosfoinozytydów

(ang. phosphoinositide-dependent kinase) 

PEPCK   karboksylaza fosfoenolopirogronianu 

PEPT  rodzina transporterów przemieszczająca peptydy 

(ang. peptide transporters) 

PH  domena białkowa homologiczna do plekstryny, poprzez którą białko 

oddziaływuje z błoną lipidową 

(ang. pleckstrin homology)  

PKB  kinaza białkowa B 

(ang. protein kinase B) 

PKC  kinaza białkowa C 

(ang. protein kinase C) 

PMA  octan mirystynianu forbolu 

(ang. phorbol myristate acetate) 

PTB  domeny wiążące fosfotyrozynę 

(ang. phosphotyrosine-binding) 

PI3K  kinaza-3-fosfatydyloinozytolu  

(ang. phosphatidyl-3-inositol kinase) 

PI(4,5)P2 fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan    

PI(3,4,5)P3 fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforan 

PIP3  trójfosfatydyloinozytol 

pz  par zasad 

Raf  kinaza kinaz MAPK  

RNazin inhibitor rybonukleaz 

 10



Ras  małe białko G 

RT                   reakcja odwrotnej transkrypcji 

(ang. reverse transcriptase) 

Sap1a  czynnik transkrypcyjny 

SH2  domena białkowa o wysokiej homologii do sekwencji aminokwasowej 

kinazy tyrozynowej Src 

(ang. Src-homology-2) 

Shc  białko adaptorowe z domeną PTB biorące udział w interakcji 

z aktywnym receptorem insulinowym 

SHP2  enzym oddziaływujący z białkiem IRS1 

SLC28  rodzina ludzkich transporterów CNT 

SLC29  rodzina ludzkich transporterów ENT 

Sos  białko oddziaływujące z domeną SH3 białka Grb2  

(ang. Son-of-sevenless)   

SP-1  czynnik transkrypcyjny  

SPNT  Na+-zależny transporter nukleozydów purynowych  

(ang. sodium-dependent purine nucleoside transporter) 

STAT  białko biorące udział w przekazywaniu sygnału i w aktywacji 

transkrypcji genów   

(ang. signal tranducers and activators of transcription) 

STZ streptozotocyna 

T3  trójjodo-L-tyronina 

TC10  białko adaptorowe oddziaływujące z protoonkogenem Cbl 

TCF  kompleks aktywujący transkrypcję  

(ang. ternary complex factor) 

Tfl  termostabilna polimeraza izolowana z bakterii Thermus flavus 

TM  domena przezbłonowa 

(ang. transmembrane) 

WZW  wirusowe zapalenie wątroby 
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1. STRESZCZENIE 
 

Adenozyna jest nukleozydem o dużej aktywności biologicznej wpływającym  

na funkcje szeregu tkanek i narządów. Jej stężenie  zależy od metabolizmu i transportu. 

Celem tej pracy badawczej było zbadanie wpływu cukrzycy na poziom ekspresji 

transporterów nukleozydowych (NT) Na+-niezależnych (rENT1, rENT2)  

i Na+-zależnych (rCNT1 i rCNT2) w tkankach szczura z cukrzycą indukowaną 

podaniem streptozotocyny. Poziom mRNA transporterów oceniano metodą RNazową 

lub PCR w czasie rzeczywistym z β-aktyną jako genem referencyjnym. Funkcjonalne 

następstwa zmian w ekspresji NT oceniano na podstawie pomiaru szybkości transportu 

adenozyny w izolowanych komórkach. 

Uzyskane wyniki pokazują, że w cukrzycy poziom mRNA transportera rENT1  

był obniżony o 32% w wątrobie i 45% w sercu szczura z cukrzycą. Natomiast ilość 

transkryptu rENT2 była zmniejszona o 39% w nerce, 29% w wątrobie i 39% w sercu. 

Ilość mRNA transportera rCNT1 była podwyższona o 70% w sercu i 20% w wątrobie 

szczura z cukrzycą. Ekspresja rCNT2 ulegała zmianie tylko w sercu i była o 100% 

podwyższona. Zmiany ekspresji NT w kardiomiocytach izolowanych z serc szczurów  

z cukrzycą były podobne do tych obserwowanych w całym sercu. Analiza ekspresji NT 

w kardiofibroblastach hodowanych w różnych stężeniach glukozy i insuliny pokazała, 

że poziom ekspresji rENT1 zależy od stężenia glukozy, natomist ekspresja rENT2, 

rCNT1 i rCNT2 regulowana jest przez insulinę. Przy czym insulina stymuluje ekspresję 

rENT2, natomiast ekspresja rCNT1 i rCNT2 jest przez nią silnie hamowana. 

Doświadczenia z użyciem inhibitorów poszczególnych szlaków sygnalizacji 

komórkowej wykazały, że wzrastające stężenia glukozy hamują ekspresję rENT1 

poprzez kinazy MAPK. Z kolei sygnał insulinowy do rENT2 przenoszony  

jest przez kinazę mTOR w sposób zależny od syntezy białka. Ekspresja rCNT1 

hamowana jest przez insulinę w sposób zależny od szlaku PI3K/MAPK/mTOR. 

Natomiast supresja ekspresji rCNT2 przez insulinę zależy od MAPK i syntezy białka. 

Przedstawione w tej pracy dane wskazują ponadto, że zmiany ekspresji transporterów 

nukleozydowych w komórkach serca w cukrzycy prowadzą do znacznego obniżenia 

zdolności tych komórek do uwalniania adenozyny przy jednoczesnym zwiększeniu 

wychwytu adenozyny. Zmiany te mogą leżeć u podłoża zmian patologicznych 

zachodzących w sercu cukrzycowym. 
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2. WSTĘP 

2.1. Nukleozydy i ich rola w komórce 
 
 Nukleozydy to związki zbudowane z zasady purynowej (adenina, guanina)  

lub pirymidynowej (tymina, cytozyna, uracyl) połączonej z cukrem. Oba składniki 

połączone są wiązaniem β-N-glikozydowym. Wśród nukleozydów wyróżnia się 

rybonukleozydy - składnik RNA, zawierające rybozę oraz deoksyrybonukleozydy  

- składnik DNA, posiadające deoksyrybozę. Niektóre nukleozydy są cząstkami 

sygnałowymi, które działają poprzez specyficzne receptory zlokalizowane  

na powierzchni komórek. Adenozyna jest nukleozydem, który spełnia bardzo 

różnorodne funkcje regulacyjne w wielu narządach i układach takich  

jak naczyniowo-sercowy, moczowo-płciowy, oddechowy, nerwowy, a także 

immunologiczny [60, 142, 177]. Podstawienie grupy hydroksylowej resztą kwasu 

fosforowego w pozycji 5’ nukleozydu prowadzi do powstania nukleotydu. Cząsteczki  

te jako koenzymy uczestniczą w metabolizmie każdej komórki oraz wykorzystywane są 

do budowy de novo kwasów nukleinowych, czyli DNA i RNA. Wśród nukleotydów 

bardzo istotną rolę odgrywa ATP, ponieważ jest uniwersalnym przenośnikiem energii. 

Nukleotydy takie jak cAMP, cGMP spełniają funkcje regulacyjne w wielu procesach 

komórkowych [143, 207]. 

 

2.2. Analogi nukleozydów i ich znaczenie biomedyczne 

 

 Analogi nukleozydowe znalazły zastosowanie przede wszystkim w terapii 

przeciwnowotworowej oraz w leczeniu chorób wirusowych oraz pasożytniczych. 

Działają one w bardzo różny sposób między innymi przez inkorporację do kwasów 

nukleinowych, przerywanie struktury DNA, zmiany w wewnątrzkomórkowej puli 

nukleotydów [9]. Analogi nukleozydowe zarówno purynowe,  

np. 2-chloro-2’-deoksyadenozyna (kladribina, CdA) oraz pirymidynowe,  

np. [1-(β-D-arabinofuranozyl)cytozyna] (cytarabina, ara-C) stosowane są w leczeniu 

układu krwiotwórczego między innymi w przewlekłej białaczce limfatycznej [23, 68, 

156]. Natomiast pirymidynowy analog 2’,2’-difluoro-2’-deoksycytydyna (gemcitabina, 

dFdC) jest obecnie stosowany w leczeniu nowotworów litych takich  

jak niedrobnokomórkowy rak płuc, rak pęcherza czy piersi [9, 130, 157]. Analogi 

urydyny takie jak 5-fluoro-2’-deoksyurydyna (FdU), czy 5-fluoro-5’-deoksyurydyna są 
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stosowane w leczeniu rozsianych nowotworów np. przewodu pokarmowego, piersi  

i jajników [32, 75, 181]. 

W terapii przeciwwirusowej stosowane są analogi pirymidynowe:  

2’,3’-dideoksycytydyna (zalcitabina, ddC), 3’-azido-3’-deoksytymidyna (zidovudyna, 

AZT) oraz analogi inozyny np. 2’,3’-dideoksyinozyna (didanosina, ddI) [32, 76, 101, 

246]. Nukleozydy i ich analogi są cząsteczkami hydrofilowymi, które nie 

przemieszczają się swobodnie przez błony plazmatyczne. W tym celu niezbędne są 

specyficzne białka, czyli transportery nukleozydowe. 

 

2.3. Systemy transportowe nukleozydów 

 

 W komórkach ssaczych nukleozydy transportowane są poprzez: transport bierny 

nośnikowy (ang. sodium-independent equilibrative nucleoside transport) albo transport 

drogą aktywnego symportu z jonami sodu (ang. sodium-dependent concentrative 

nucleoside transport) [10, 25, 77, 81, 111].  

Transportery zaliczane do pierwszego systemu przemieszczają nukleozydy  

przez błonę komórkową w obu kierunkach na zasadzie dyfuzji ułatwionej,  

ale tylko zgodnie z gradientem stężeń (Ryc. 1). Transport ten został podzielony  

na podstawie wrażliwości na nitrobenzylotioinozynę (NBTI) na dwa podtypy. System 

es (ang. equilibrative-sensitive) jest wysoce wrażliwy na inhibicję przez NBTI  

(Ki 0,1-10 nM). Natomiast drugi system ei (ang. equilibrative-insensitive)  

jest niewrażliwy na hamujące działanie NBTI do stężenia 1 µM [81, 109, 121]. Obecnie 

zidentyfikowano i sklonowano cztery transportery należące do systemu  

Na+-niezależnego: ENT1, ENT2, ENT3 oraz ENT4 (Tabela 1). Transportery ENT1  

i ENT3 zostały zaliczone do systemu es na podstawie wrażliwości na NBTI  

i ich selektywności substratowej. Natomiast ENT2, który nie jest hamowany  

przez ten inhibitor, należy do podtypu ei. Ostatnio zidentyfikowana izoforma ENT4  

nie została jeszcze w pełni scharakteryzowana. Wszystkie cztery białka transportowe 

tego systemu są szeroko rozpowszechnione w komórkach ssaczych, jednak ilość 

poszczególnych transporterów różni się w zależności od typu komórki. Wszystkie 

izoformy transportują adenozynę, ale wykazują znaczne różnice w transporcie innych 

nukleozydów (Tabela 1) [10, 111]. 

Na+-zależny system transportowy przemieszcza nukleozydy do wnętrza komórki 

w symporcie z jonem sodowym (Ryc.1). W obrębie tego systemu opisano sześć 
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funkcjonalnie różnych podsystemów transportowych, które zostały nazwane dwoma 

niezależnymi sposobami. Pierwszy z nich - numeryczny wykorzystuje kolejność 

odkrycia poszczególnych podsystemów (N1-N6), natomiast drugi opiera się  

na różnicach w specyficzności substratowej (cit, cif, cib, cit-like, cs, csg). Aktywność 

N1/cif wykazuje specyficzność substratową dla nukleozydów purynowych i urydyny, 

natomiast N2/cit oraz N4/cit-like akceptują nukleozydy pirymidynowe. Dodatkowo N2  

i N4 transportują także adenozynę. System transportowy N5/cs jest odpowiedzialny  

za przemieszczanie analogów adenozyny. Natomiast aktywność N6/csg, podobnie  

do systemu N4 jest guanozyno – specyficzna [9, 25, 29, 68, 220]. Obecnie 

zidentyfikowano trzy różne białka odpowiedzialne za następujące aktywności:  

cit (CNT1), cif (CNT2) i cib (CNT3) [77, 111, 167]. Białka wykazujące aktywność 

transportową N4/cit like, N5/cs i N6/csg nie zostały jeszcze zidentyfikowane.  

Dane dotyczące poszczególnych systemów transportowych zostały zestawione  

w Tabeli 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cytoplazma 

CNT 
Przestrzeń zewnątrzkomórkowa 

ENT 
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Ryc. 1. Rodzaje transporterów nukleozydowych. Nuk – nukleozyd, es – ang.      

equilibrative-sensitive, ei – ang. equilibrative-insensitive          
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Systemy transportowe nukleozydów Białko Selektywność substratowa 

es 
(ang. equilibrative, sensitive to NBTI) 

 
ei 

(ang. equilibrative, insensitive to NBTI) 
 

es 
(ang. equilibrative, sensitive to NBTI) 

 
? 

(ang. equilibrative) 

ENT1 

 

ENT2 

 

ENT3 

 

ENT4 

Nukleozydy purynowe, 
pirymidynowe 

 
Nukleozydy purynowe, 

pirymidynowe i niektóre zasady
 

Nukleozydy purynowe, 
pirymidynowe i zasady 

 
Nukleozydy purynowe 

cif (N1) 
(ang. concentrative, insensitive to NBTI 
and accepts formicin B as a permeant) 

 
cit (N2) 

(ang. concentrative, insensitive to NBTI 
and accepts thymidine as a permeant) 

 
cib (N3) 

(ang. concentrative, insensitive to NBTI 
and accepts a broad range of permeants) 

 
cit-like (N4) 

 
 

cs (N5) 
(ang. concentrative, sensitive to NBTI) 

 
csg (N6) 

(ang. concentrative, sensitive to NBTI, 
accepts guanosine) 

CNT2 
(SPNT)

 
 

CNT1 
 
 
 

CNT3 
 
 
 
? 
 
 
? 
 
 
? 

Nukleozydy  purynowe, 
urydyna, formycyna B 

 
 

Nukleozydy pirymidynowe 
 
 
 

Nukleozydy purynowe, 
pirymidynowe 

 
 

Nukleozydy purynowe, 
pirymidynowe 

 
Analogi adenozyny (formycyna 

B, fludarabina, cladribina) 
 

Guanozyna 

 

Tabela 1. Systemy transportowe i ich specyficzność substratowa. 
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2.4. Charakterystyka transporterów nukleozydowych 

2.4.1. Rodzina białek transporterów Na+-niezależnych 
 

ENT1 

Po raz pierwszy białko ENT1, należące do systemu es oczyszczono  

z ludzkich erytrocytów i sklonowano z biblioteki cDNA ludzkiego łożyska [245]. 

Ludzki gen dla tego transportera (hENT1) zlokalizowany jest na chromosomie  

6 w pozycji p21.1-21.2 (Tabela 2) [10, 29, 111]. Transporter ten jest szeroko 

rozpowszechniony w różnych tkankach i narządach organizmu, występuje między 

innymi w wątrobie, sercu, nerce, śledzionie, płucach, mózgu, okrężnicy,  

a także erytrocytach (Tabela 2) [9, 10, 81, 128, 162]. 

Ludzkie białko ENT1 (hENT1) zbudowane jest z 456 aminokwasów,  

a jego sekwencja jest w 78% identyczna z sekwencją  szczurzego homologa  

(rENT1 – 457 aminokwasów) i w 79% do mysiego białka ENT1.1 (mENT1.1 – 460  

aminokwasów) [10, 245]. Różne warianty składania (ang. splicing) transkryptu ENT1 

zidentyfikowano tylko u myszy [89]. Krótsza forma, określana jako mENT1.2  

(458 aminokwasów), powstaje w wyniku alternatywnej obróbki mRNA na końcu 

eksonu 7. Mysi transkrypt ENT1.2 (mENT1.2) ulega koekspresji z mENT1.1,  

a jego najwyższy poziom występuje w wątrobie, sercu i jądrach. Obydwie formy białka 

mENT1 mają identyczne właściwości transportowe, chociaż w mENT1.2  

brak jest potencjalnego miejsca fosforylacji kinazy kazeiny II [89]. 

Zarówno transporter hENT1 jak i rENT1 wykazują szeroką specyficzność 

substratową dla nukleozydów pirymidynowych i purynowych. Jednak niezdolne są  

one do transportu pirymidynowej zasady - uracylu [245]. Istotna jest także zdolność 

białka hENT1 do transportowania analogów nukleozydowych stosowanych  

w terapii nowotworowej takich jak CdA oraz ara-C. Z drugiej strony hENT1  

bardzo słabo przemieszcza przeciwwirusowe analogi nukleozydowe takie jak: ddC, ddI  

i nie akceptuje AZT [82, 130].  

Wśród białek ENT1, które ulegają ekspresji w różnych organizmach występują 

pewne różnice we wrażliwości na określone związki. Białko hENT1,  

które jest wrażliwe na nanomolarne stężenia NBTI, jest także hamowane przez związki 

rozszerzające naczynia takie jak dipirydamol, dilazep i draflazyna. Natomiast rENT1 

jest niewrażliwy na wymienione wyżej związki o działaniu relaksacyjnym. Pozwala  

to odróżnić rENT1 od hENT1 oraz mENT1 [10, 109, 211, 237, 245].  
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Nazwa genu/białka Lokalizacja na 
chromosomie Aminokwasy Dystrybucja narządowa 

SLC29A1/hENT1 
 
 
 

SLC29A2/hENT2 
 
 

SLC29A3/hENT3 
 
 

SLC29A4/hENT4 
 

SLC28A1/hCNT1 
 
 

SLC28A2/hCNT2 
 
 
 
 

SLC28A3/hCNT3 
 

6p21.1 – p21.2 
 
 
 

11q13 
 
 

10q22.1 
 
 

7p22.1 
 

15q25 – q26 
 
 

5q15 
 
 
 
 

9q22.2 

465 
 
 
 

465 
 
 

475 
 
 

530 
 

650 
 
 

658 
 
 
 
 

691 

powszechny, łożysko, wątroba, 
serce, śledziona, nerka, płuca, 

okrężnica, mózg 
 

powszechny, obecny głównie 
w mięśniach szkieletowych 

 
powszechny, 

błony wewnątrzkomórkowe 
 

powszechny 
 

jelito czcze, nerka, wątroba, 
jelito cienkie, mózg 

 
nerka, wątroba, jelito cienkie 

i czcze, okrężnica, odbyt, serce,
mózg, łożysko, trzustka, 

śledziona, mięśnie szkieletowe 
 

szpik kostny, trzustka, 
tchawica,    gruczoł     sutkowy,
łożysko, jelito, płuco, nerka, 

wątroba, prostata, jądra 
 

Tabela 2. Charakterystyka ludzkich transporterów nukleozydowych. 

 

ENT2 

Ludzkie białko (hENT2), które odpowiedzialne jest za transport typu ei, 

kodowane jest przez gen zlokalizowany na chromosomie 11 w pozycji q13 (Tabela 2). 

Białko to zostało niezależnie sklonowane z biblioteki cDNA ludzkiego łożyska [82] 

oraz komórek linii HeLa [40]. Natomiast szczurzy homolog rENT2 został sklonowany  

z jelita czczego [245]. Obecność transkryptu ENT2 wykazano w wielu narządach takich 

jak serce, nerka, mózg, łożysko, grasica, trzustka, jelito i prostata. Jednak najwyższy 

poziom mRNA tego białka obserwowany jest w mięśniach szkieletowych [40, 82, 128, 

162]. 

Ludzkie białko ENT2 zbudowane jest z 456 aminokwasów, a jego sekwencja jest 

w 88% identyczna z mysim (mENT2) i szczurzym (rENT2) homologiem  

tego transportera. U ludzi oprócz 456 aminokwasowego białka ENT2 istnieją 

przynajmniej dwie krótsze formy ENT2 powstające w wyniku alternatywnego składania 
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mRNA. Pierwsze białko, zbudowane z 326 aminokwasów, określane jest jako hHNP36. 

Forma ta nie posiada trzech początkowych domen przezbłonowych i jest nieaktywna 

jako transporter nukleozydowy. Nieaktywny jest także drugi wariant, czyli 301 

aminokwasowe białko nazwane hENT2A, które nie posiada domeny C terminalnej [40]. 

Białko ENT2 wykazuje szeroką specyficzność substratową dla pirymidynowych  

i purynowych nukleozydów i ich zasad. Uważa się, że ludzkie ENT2 odgrywa rolę  

w transporcie do i z komórki inozyny i hipoksantyny, które powstają z adenozyny 

między innymi po intensywnych ćwiczeniach fizycznych [82]. Zarówno szczurzy  

jak i mysi ENT2 jest dużo mniej wrażliwy na inhibicję przez NBTI, a także wieńcowe 

leki rozszerzające naczynia takie jak dipirydamol, dilazep i draflazyna w porównaniu  

do ENT1 [10, 211, 237, 245]. W przeciwieństwie do hENT1, białko hENT2 

transportuje przeciwwirusowy analog nukleozydowy AZT i wykazuje większe 

powinowactwo do ddC [40, 82, 246]. 

  

ENT3 

Ludzki gen ENT3 (hENT3) zlokalizowany jest na chromosomie 10 w pozycji 

q22.1 (Tabela 2). ENT3 zostało sklonowane z biblioteki cDNA ludzkiego łożyska  

i mysiej nerki [10, 102]. Transporter ENT3 ulega ekspresji w różnych mysich i ludzkich 

narządach takich jak mózg, nerka, okrężnica, jądra, wątroba, śledziona i w wielu 

tkankach nowotworowych [10, 11, 102]. 

Ludzkie białko zbudowane jest z 475 aminokwasów i w 73% identyczne  

z mysim homologiem (mENT3) [10, 11, 111]. Wiadomo też, że hENT3 jest w około 

30% identyczne z hENT1 [10, 102]. ENT3 posiada charakterystyczny, długi  

(51 aminokwasów), hydrofilowy N-terminalny region obejmujący pierwszą 

przezbłonową domenę (TM1). W części tej występują dwa motywy dileucynowe, 

charakterystyczne dla białek błonowych struktur wewnętrznych. Ten motyw 

strukturalny odróżnia białko ENT3 od innych członków rodziny transporterów  

Na+-niezależnych. Wykazano, że ludzki transporter ENT3 jest głównie zlokalizowany 

wewnątrzkomórkowo, a mutacja leucyny w motywie dileucynowym do alaniny 

powoduje translokację białka ENT3 na powierzchnię komórki [10, 11]. W porównaniu  

do ENT1 białko ENT3 jest mniej wrażliwe na inhibicyjne działanie NBTI i związki 

rozszerzające naczynia takie jak dipirydamol i dilazep. hENT3 wykazuje szeroką 

selektywność dla nukleozydów, natomiast nie transportuje hipoksantyny. Ponadto, 

hENT3 wykazuje zdolność transportu wielu analogów adenozyny takich jak CdA  
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i kordycepin (3’-deoxyadenosine). Przeciwwirusowe analogi purynowych  

i pirymidynowych nukleozydów takie jak ddI, ddC, a w szczególności AZT są również 

efektywnie przemieszczane przez ten transporter [10, 11]. 

 

ENT4 

Gen kodujący ludzkie białko ENT4 (hENT4) zlokalizowany jest na chromosomie 

7 w pozycji p22.1. Badania dotyczące lokalizacji tego transportera wykazały obecność 

jego mRNA w wielu ludzkich tkankach (Tabela 2). hENT4 zbudowane jest z 530 

aminokwasów i jest w 86% identyczne z 528 aminokwasowym mysim homologiem 

(mENT4) [11]. Specyficzność substratowa białka hENT4 nie jest w pełni określona,  

ale wiadomo, że transporter ten w porównaniu z innymi białkami rodziny ENT 

wykazuje najmniejsze powinowactwo do adenozyny, transportuje za to efektywnie 

guanozynę [111]. 

 

2.4.2. Rodzina białek transporterów Na+-zależnych 

 

CNT1 

Gen kodujący ludzkie białko CNT1 (hCNT1) zlokalizowany jest na chromosomie 

15 w pozycji q25-26 (Tabela 2). Po raz pierwszy CNT1 w komórkach ssaczych został 

opisany w izolowanych mysich komórkach jelitowych, a sklonowany z biblioteki 

cDNA nerki [173, 235]. Szczurzy CNT1 został sklonowany z biblioteki jelitowego 

cDNA, a jego funkcjonowanie zbadano w oocytach Xenopus laevis [33, 101]. U szczura 

CNT1 ulega ekspresji w wielu narządach między innymi w nerce, wątrobie, mózgu, 

jelicie cienkim, czczym i wielu rejonach mózgu [5, 100, 162]. Białko hCNT1 

zbudowane z 650 aminokwasów jest w 83% identyczne ze szczurzym 648 

aminokwasowym homologiem [173]. Transporter ten należy do podsystemu N2 (cit)  

i wykazuje powinowactwo do nukleozydów pirymidynowych [101, 173, 234, 235]. 

Białko to także wykazuje bardzo duże powinowactwo do adenozyny,  

która jednak nie jest transportowana. Początkowe badania wskazywały, że CNT1 

kotransportuje jony Na+ i nukleozydu w stosunku 1:1 [41, 86], lecz najnowsze badania 

wskazują, że jest to stosunek 2:1 [116]. rCNT1 transportuje wiele przeciwwirusowych 

analogów nukleozydowych takich jak AZT i ddC. Ponadto substratami dla hCNT1 są 

analogi nukleozydowe stosowane w terapii przeciwnowotworowej między innymi ara-C 

i dFdC [173]. 
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CNT2 

Białko należące do systemu transportowego cif zostało zidentyfikowane  

przez sklonowanie z biblioteki cDNA wątroby szczura i początkowo nazwane zostało 

SPNT (ang. sodium-dependent purine nucleoside transporter). Później transporter  

ten sklonowano z jelita szczura i określono jako rCNT2 [78, 100, 235]. Te dwa 

transportery są prawie identycznymi białkami, które różnią się wyłącznie 

podstawieniem glicyny na alaninę w pozycji 419 oraz waliny na izoleucynę w pozycji 

522 [29, 33, 174]. 

Gen kodujący ludzkie białko CNT2 (hCNT2) położony jest w pozycji q15  

na chromosomie 15 [174]. mRNA transportera hCNT2 zostało zidentyfikowane w wielu 

różnych narządach np. wątrobie, nerce, mózgu, sercu, śledzionie, łożysku, jelitach  

i mięśniach szkieletowych (Tabela 2). Analiza Northern blot wykazała obecność 

czterech transkryptów o różnych długościach, które powstają w wyniku alternatywnego 

składania. Transkrypt 4.4-kpz zidentyfikowano w sercu, wątrobie, mięśniach 

szkieletowych, nerce, jelicie, łożysku, mózgu i płucach (największy poziom 

obserwowano w sercu). Transkrypty 2.6-kpz i 2.4-kpz były obecne w sercu, wątrobie, 

mięśniach szkieletowych i nerce. W jelicie z dwóch wyżej wymienionych wariantów 

wykazano obecność tylko transkryptu 2.6-kb. Transkrypt 1.6-kpz wykryto tylko w sercu 

i mięśniach szkieletowych [235].  

Ludzki transporter CNT2 zbudowany jest z 658 aminokwasów i wykazuje 81% 

zgodności z rCNT2 na poziomie białka. Jednak różnią się one specyficznością 

substratową i regulacją [33, 235]. Zarówno szczurzy jak i ludzki CNT2 przemieszczają 

nukleozydy purynowe, w tym także formycynę B i urydynę, w kotransporsie z jonem 

sodowym w stosunku 1:1 [33, 234]. Ponadto hCNT2 pośredniczy w transportowaniu 

nukleozydowych analogów przeciwwirusowych takich jak ddI stosowanych w leczeniu 

pacjentów z HIV czy ribavirinu (1-β-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide)  

u pacjentów z WZW C [78, 174]. Jednak hCNT2 nie transportuje leków takich jak 

AZT, ddC, FdU [78, 159, 174]. 

 

CNT3  

Gen kodujący ludzkie białko CNT3 (hCNT3) zlokalizowany jest na chromosomie 

9 w pozycji q22. Najwyższą ekspresję tego transportera wykryto w trzustce, tchawicy, 

szpiku kostnym i gruczole sutkowym. Mniejsze ilości transkryptów odnaleziono  

w jelitach, płucach, łożysku, gruczole krokowym, jądrach, wątrobie, sercu  
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i mózgu (Tabela 2) [77, 111]. Ludzkie białko CNT3 zbudowane jest z 691  

aminokwasów. Jego sekwencja wykazuje 47% zgodności na poziomie białka  

z innymi wcześniej sklonowanymi i opisanymi białkami rodziny CNT [111]. Białko  

to posiada aktywność cib (N3 podtyp) i wykazuje specyficzność substratową zarówno 

dla purynowych, jak i pirymidynowych nukleozydów [175]. Jednak hCNT3 

kotransportuje jony Na+ i nukleozydy w stosunku 2:1 w przeciwieństwie do CNT2, 

który charakteryzuje się stosunkiem 1:1 [8, 175, 251]. CNT3 transportuje wiele 

purynowych i pirymidynowych analogów nukleozydowych stosowanych w terapii 

przeciwnowotworowej takich jak: CdA, dFdC, FdU [8, 175, 251]. 

 

2.5. Topologia i funkcja białek ENT i CNT 
 
Transportery należące do rodziny ENT zbudowane są z 11 hydrofobowych, 

przezbłonowych (TM – ang. transmembrane) α-helis (Rys 2a). Umiejscowione są one 

w błonie plazmatycznej w taki sposób, że koniec N-terminalny znajduje się po stronie 

cytoplazmatycznej, natomiast C – koniec zlokalizowany jest w przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej [212]. Transportery te ulegają potranslacyjnej modyfikacji  

przez glikozylację. Miejsca te w przypadku transporterów hENT1, hENT2 znajdują się  

w dużej zewnątrzkomórkowej pętli pomiędzy helisą pierwszą, a drugą (Ryc. 2A). 

Ludzkie ENT1 posiada jedno miejsce glikozylacji, natomiast hENT2 dwa [82, 212, 

228]. Doświadczenia z komórkami rosnącymi w pożywce zawierającej inhibitor 

glikozylacji – tunikamycynę udowodniły, że glikozylacja białka ENT1  

nie jest niezbędna dla aktywności es tego transportera [97]. Jednak brak glikozylacji 

zmienia wrażliwość transportera hENT1 na inhibicję przez NBTI i związki 

rozszerzające naczynia wieńcowe np. dipirydamol, dilazep [228]. W przypadku hENT2 

N-glikozylacja nie ma wpływu na kinetykę transportu nukleozydów, ale jest niezbędna 

dla właściwego umieszczenia tego białka w błonie plazmatycznej [238]. Ludzkie  

i mysie ENT3 są także glikozylowane w pętli między helisą pierwszą, a drugą, podczas 

gdy dokładne miejsce glikozylacji ENT4 na końcu C-terminalnym nie jest jeszcze 

poznane. Inną cechą charakterystyczną ssaczych białek ENT jest duża hydrofilowa pętla 

pomiędzy TM 6 i 7 zlokalizowana po stronie cytoplazmatycznej [10]. Badania  

z użyciem białek rekombinowanych i mutagenezy miejscowo-specyficznej pokazały,  

że rejon ENT2 odpowiadający za transport 3’-deoksynukleozydów położony  

jest pomiędzy helisą 1 i 6 [246]. Natomiast rejon obejmujący helisę 5 i 6 rozpoznaje 
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nukleozydy [247]. Zamiana glicyny na serynę w pozycji 154 sekwencji aminokwasowej 

hENT1 powoduje utratę zdolności wiązania NBTI oraz zmniejsza powinowactwo  

do cytozyny i adenozyny [102, 195, 196, 213]. Wykazano również, że glicyna  

w pozycji 184 tego transportera jest istotna dla prawidłowej lokalizacji w błonie 

komórkowej lub/i właściwej struktury przestrzennej [195]. 
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Ryc. 2. Budowa topologiczna transportera hENT1 (A) i hCNT1 (B). Na żółto 

zaznaczono miejsca glikozylacji hENT1 [228] i hCNT1 [125].  
 

Topologiczny model ludzkich transporterów CNT składa się z 13 przezbłonowych 

α-helis, a koniec N-terminalny położony jest po stronie cytoplazmatycznej [88, 174, 

234]. W ludzkich białkach CNT zlokalizowany w części zewnątrzkomórkowej koniec  

C-terminalny podlega glikozylacji (Ryc. 2B) [88]. Badania przeprowadzone  

na chimerycznych konstruktach rCNT1 i rCNT2 dowiodły, że region obejmujący 

domeny między 7 a 9 tych transporterów odpowiada za specyficzność substratową  

[88, 234]. Badania pokazały, że wymiana czterech aminokwasów (Ser319, Gln320, Ser353, 

Leu354) w rejonie TM 7-9 białka hCNT1 na odpowiednie aminokwasy występujące  

w CNT2 (Gly313, Met314, Thr347, Val348) powoduje zmianę specyficzności substratowej 

tego transportera z cit (specyficzność pirymidynowa) na cif (specyficzność purynowa). 
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Dalsze badania pokazały, że nawet pojedyncza mutacja wymienionych aminokwasów 

prowadzi do zmiany specyficzności lub/i powinowactwa hCNT1 [125, 231, 236].  

 

2.6. Struktura genów transporterów nukleozydowych 
 

Najlepiej poznana jest budowa genów rodziny ludzkich transporterów  

Na+-niezależnych. Analiza struktury genów SLC29A1/hENT1 i SLC29A2/hENT2 

wykazała ich znaczne podobieństwo. Cechą charakterystyczną jest to, że zbudowane są 

one z 12 eksonów o zbliżonej wielkości w zakresie od 79 do 1012 par zasad. Natomiast 

cechą różniącą te dwa geny jest bardzo różna długość intronów wahająca się w zakresie  

od 87 do 2048 par zasad [187]. W przypadku mysiego i ludzkiego genu transportera 

ENT1 wielkość eksonów jest identyczna. Transporter ENT3 wykazuje odmienną 

strukturę genu w porównaniu do innych członków rodziny transporterów  

Na+-niezależnych. Ta oryginalność budowy genu SLC29A3/hENT3, a jednocześnie 

ewolucyjny związek z innymi transporterami ENT pozostaje w chwili obecnej 

niewyjaśniony. Ludzki gen dla transportera ENT3 zbudowany jest tylko z 5 eksonów, 

które przedzielone są bardzo dużymi intronami w zakresie 4,3-21 kpz [187].  

Gen SLC29A4/hENT4 składa się z 11 eksonów, a ich rozmieszczenie jest podobne  

do genów SLC29A1/hENT1 i SLC29A2/ENT2 (Ryc. 3). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Ryc. 3. Schematyczna struktura genów ludzkich SLC29/ENT. Kolorem 

pomarańczowym zaznaczono eksony.  
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 Analiza sekwencji genu SLC29A1/hENT1 wskazuje, że może on zawierać pięć 

alternatywnych promotorów, natomiast gen SLC29A2/hENT2 może ich mieć aż 6.  

Brak jest jednak danych literaturowych potwierdzających tę informację. Natomiast  

w sekwencji promotora w mysim genie transportera ENT1 wykazano obecność miejsca 

wiązania dla wielu białek między innymi GATA-1, IRF-2, CREB, Sp-1 oraz Ap-2, 

które jako czynniki transkrypcyjne stymulują jego aktywność [35]. Ponadto rejon  

położony obok końca 5’ sekwencji kodującej zawiera element regulatorowy cis,  

który wzmacnia ekspresję tego genu [35]. Ponadto transkrypcja genu SLC29A2/hENT2 

jest regulowana przez geny natychmiastowej - wczesnej odpowiedzi IER (ang. 

immediate - early response) aktywowanych w wyniku stymulacji komórek czynnikami 

wzrostu lub surowicą [243].  

W rodzinie transporterów Na+-zależnych gen transportera  SLC28A1hCNT1 

zbudowany jest z 17 eksonów. Natomiast kolejne geny należące do tej rodziny składają 

się z 18 (SLC28A2/hCNT2) i z 19 (SLC28A3/hCNT3) eksonów (Ryc. 4). 

Prawdopodobnie sekwencja genu SLC28A2/hCNT2 zawiera trzy alternatywne 

promotory, brak jest jednak danych doświadczalnych potwierdzających tę teorię.  

W przypadku ludzkiego genu SLC28A/hCNT3 w rejonie poprzedzającym sekwencję 

promotora znajduje się element odpowiedzi na estry forbolu [175]. 
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Ryc. 4. Schematyczna struktura genów ludzkich SLC28/CNT. Kolorem 

pomarańczowym zaznaczono eksony.  
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2.7. Regulacja transporterów nukleozydowych 
 

Mechanizmy regulujące transportery nukleozydowe są słabo poznanym tematem 

w porównaniu do wiedzy wyjaśniającej ich budowę i kinetykę. Zgromadzone dane 

literaturowe wskazują, że poziom ekspresji transporterów nukleozydowych zależy  

od rodzaju tkanki i jej stanu fizjologicznego. Obrót wewnętrzny transporterów 

nukleozydowych czy też zmniejszenie aktywnej puli białek transportowych  

(ang. down-regulation) są stosunkowo mało poznanymi zjawiskami spośród innych 

mechanizmów, które regulują funkcjonowanie transporterów nukleozydowych. 

Badania przeprowadzane na nadnerczowych komórkach chromochłonnych,  

które są modelem komórkowym najbardziej zbliżonym do komórek  nerwowych, 

pokazały, że związanie NBTI powoduje szybką internalizację transportera 

nukleozydowego. W procesie tym około 50-60% białek transportowych zostaje 

zniszczonych, a pozostała część powraca po pewnym czasie do błony plazmatycznej 

[221]. Inne badania wykazały obecność cytoplazmatycznej puli transporterów 

nukleozydowych w ssaczych retikulocytach [18, 123].  

Wyniki doświadczeń prowadzonych na głodzonych szczurach ujawniły,  

że dostawy pożywienia modyfikują poziom ekspresji CNT1 w jelicie cienkim szczura. 

Wykazano także, że dieta pozbawiona nukleotydów indukuje wzrost ilości białka  

tego transportera w błonach rąbka szczoteczkowego jelita cienkiego. Z drugiej strony 

dieta uzupełniona nukleotydami powoduje wzrost poziomu CNT1 w wątrobie, a obniża  

w jelicie czczym. Wyniki tych doświadczeń sugerują, że obecność nukleotydów  

w pożywieniu modyfikuje ekspresję CNT1 w sposób tkankowo – specyficzny [126, 

136, 158, 223]. 

W wielu typach komórek i tkanek zaobserwowano hormonalną regulację 

aktywności transporterów nukleozydowych. Rezultatem ekspozycji hodowlanych 

komórek chromochłonnych na trójjodo-L-tyroninę (T3) jest zwiększenie liczby  

tych białek nośnikowych i stymulacja transportu adenozyny [66]. U szczurów  

z usuniętą tarczycą transport bierny nośnikowy (ang. equilibrative nucleoside transport) 

adenozyny jest zredukowany o 45% w synaptosomalnych preparatach pnia mózgu [67]. 

Badania na wątrobie szczura pokazały, że glukagon powoduje wzrost transportu 

nukleozydów przez mechanizm, który wymaga hiperpolaryzacji błony komórkowej 

[79]. Ponadto insulina stymuluje Na+-zależny transport urydyny poprzez proces syntezy 

de novo takich białek nośnikowych [79, 154]. Zaobserwowano także ważną rolę  
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tego hormonu w regulacji transporterów nukleozydowych w warunkach cukrzycowych,  

w których to stwierdzono obniżony wychwyt nukleotydów w płatach hipokampu 

szczurów cukrzycowych [30, 141]. Okazało się również, że transport adenozyny 

wrażliwy na NBTI jest zredukowany w komórkach endotelialnych izolowanych z żyły 

pępkowej ludzi chorych na cukrzycę [201, 227]. Z drugiej strony, w ludzkich 

komórkach mięśni gładkich izolowanych z żyły pępkowej transport adenozyny był 

znacząco podwyższony w cukrzycy [2]. W hodowanych ludzkich komórkach mięśni 

gładkich aorty, wzrost zewnątrzkomórkowego stężenia glukozy indukuje ekspresję 

ENT1 [121, 122]. Z kolei w ludzkich komórkach endotelialnych żyły pępkowej 

(HUVEC) poziom ekspresji ENT1 i jego aktywność transportowa jest zredukowana 

przez podniesiony poziom glukozy [3]. Zebrane dotąd dane literaturowe wskazują,  

że aktywność transporterów nukleozydowych zależy także od cyklu komórkowego  

i różnicowania. Badania prowadzone na komórkach nerwiaka niedojrzałego LA-N-2 

pokazały, że ekspresja transportera ENT2 i pobieranie formycyny B zwiększa się 

podczas różnicowania komórkowego [106]. Wykazano również,  

że hepatokarcynogeneza prowadzi do selektywnej utraty CNT2 i zwiększonej ekspresji 

transportera ENT2 [47, 54, 155, 166]. Z drugiej strony, w wątrobowej linii komórkowej 

FAO, którą zastymulowano do proliferacji, wykazano wzrost poziomu mRNA dla 

ENT2, CNT1 i CNT2 tuż przed szczytem włączania tymidyny do DNA . W komórkach 

tych podczas proliferacji poziom mRNA ENT1 nie zmienia się. To sugeruje,  

że ekspresja ENT2, CNT1 i CNT2 wydaje się być zależna od cyklu komórkowego, 

natomiast ENT1 ulega konstytutywnej ekspresji [47, 224]. Obserwowano także,  

że podczas regeneracji wątroby po częściowym jej usunięciu, aktywność transporterów 

Na+-zależnych rośnie równocześnie ze wzrostem poziomu mRNA i białka CNT1  

i CNT2 [47, 64, 154, 180]. Wpływ czynników wzrostu na regulację ekspresji 

transporterów nukleozydowych został zaobserwowany w mysich makrofagach 

pochodzących ze szpiku kostnego. W komórkach tych ekspresji ulegają transportery 

zarówno Na+-niezależne (ENT1, ENT2) jak i Na+-zależne (CNT1, CNT2). Badania  

z użyciem  specyficznych sond i przeciwciał wykazały, że indukcja makrofagów  

do proliferacji przez czynnik stymulacji makrofagów (M-CSF) zwiększa poziom 

mRNA i białka transportera ENT1. Potraktowanie tych komórek interferonem γ (INFγ) 

zwiększa ekspresję transporterów CNT1 i CNT2 przez szlak niezależny od STAT1 

(ang. signal transducers and activators of transcription). IFNγ także obniża 

podwyższoną wcześniej przez M-CSF ekspresję ENT1 [203, 204]. Ekspozycja 
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szczurzych płodowych hepatocytów na hormony wzrostu takie jak deksametazon  

albo T3 powoduje selektywny wzrost poziomu mRNA i białka CNT2 [48]. Badania 

prowadzone na ludzkich liniach komórkowych wywodzących się z limfocytów B 

pokazały, że różne aktywatory takie jak estry forbolu (PMA) czy lipopolisacharyd 

(LPS) indukują Na+-zależne transportery nukleozydowe, a obniżają ekspresję 

transporterów Na+-niezależnych [202].  

 

2.8. Inne znane transportery nukleozydów i ich analogów 
 

Oprócz omówionych wcześniej rodzin transporterów ENT i CNT znane  

są także inne białka transportowe, które odgrywają rolę w przemieszczaniu zarówno 

nukleozydów jak i ich pochodnych z komórki bądź do jej wnętrza. Obecnie, ze względu 

na mechanizmy wykorzystywane do transportu wyróżnia się następujące rodziny 

transporterów: OAT (ang. organic anion transporter), OCT (ang. organic cation 

transporter), PEPT (ang. peptide transporter), MRP (ang. multidrug resistance protein) 

[157]. Ze względu na to, że transportery te nie były tematem niniejszej pracy poniżej 

przedstawiono tylko krótką charakterystykę tych klas transporterów. 

W rodzinie transporterów OAT zidentyfikowano sześć białek transportowych 

(OAT1-OAT6) zbudowanych z 12 domen przezbłonowych [138, 193, 194]. 

Transportery te funkcjonują w sposób niezależny od jonów Na+ i działają  

poprzez wymianę lub transport ułatwiony anionu organicznego. Substratami dla OAT 

mogą być zarówno cykliczne nukleozydy, prostaglandyny, jak i kwas moczowy. 

Ponadto białka te odgrywają istotną rolę w transporcie leków zarówno 

przeciwwirusowych pochodnych nukleozydowych, jak i niesteroidowych leków 

przeciwzapalnych [110, 225]. Dystrybucja transporterów OAT ograniczona  

jest do kilku rodzajów komórek. Wszystkie transportery OAT ulegają ekspresji  

w komórkach epitelialnych kanalików proksymalnych nerki [55, 157]. Niektóre z nich 

ulegają także ekspresji w wątrobie, mózgu i łożysku [194]. 

Wśród transporterów OCT wyróżnia się białka OCT1 oraz OCT2,  

które zbudowane są z 12 domen przezbłonowych [72, 105]. Białka OCT transportują 

różnego rodzaju endogenne lub egzogenne kationy organiczne łącznie z lekami, 

toksynami i neurotransmiterami, w sposób zależny od potencjału elektrochemicznego 

błony. Jednak wykazano, że transportery OCT pośredniczą także w transporcie 
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cząsteczek nienaładowanych, jak i niektórych anionów na drodze dyfuzji ułatwionej 

[190, 135]. Rodzina tych transporterów w przeciwieństwie do transporterów OAT 

odgrywa mniejszą rolę w transporcie leków przeciwwirusowych, które są pochodnymi 

nukleozydów [24, 55, 157]. Dystrybucja transporterów OCT ograniczona jest także  

do kilku rodzajów komórek. OCT1 występuje głównie w części bazoteralnej błony 

hepatocytów [110], natomiast OCT2 zlokalizowano w części bazoteralnej kanalików 

proksymalnych nerki [72].  

W rodzinie ssaczych transporterów PEPT zidentyfikowano cztery białka 

transportowe. Najlepiej poznane są transportery PEPT1 i PEPT2, które należą  

do transporterów zależnych od H+ [43]. Oba transportery zbudowane są z 12 domen 

przezbłonowych i wykazują podobną specyficzność substratową [19]. Ich naturalnymi 

substratami są dipeptydy i tripeptydy powstające podczas rozkładu białek. Transporter 

PEPT1 występuje w jelicie, natomiast PEPT2 zlokalizowany jest w nerce, ale także  

w mózgu i większości nabłonków [43]. Transportery PEPT zidentyfikowano  

tylko po stronie szczytowej komórek [219]. PEPT transportują do komórki cząsteczki 

różniące się strukturalnie takie jak β-laktamowe antybiotyki i pochodne nukeozydów 

np. acyklowir,  gancyklowir [43, 157]. 

Transportery MRP należą do rodziny białek ABC (ang. ATP- binding cassette) 

[157]. Obecnie zidentyfikowano już dziewięć transporterów (MRP1-9),  

które wypompowują substraty z komórki, wbrew gradientowi stężeń, dzięki hydrolizie 

ATP [115]. Wiadomo, że białka MRP występują w wielu typach nowotworów  

i uczestniczą w transporcie bardzo szerokiego zakresu leków przeciwnowotworowych  

z komórki. Transportery MRP są przyczyną często występującej oporności na leki 

przeciwnowotworowe [21, 115]. Wykazują one zdolność transportowania anionów 

organicznych i związków obojętnych związanych z ligandami kwasowymi  

np. glutationem, glukuronianem [21]. Wiadomo też, że białka MRP transportują 

ufosforylowane pochodne nukleozydów i nukleotydów, między innymi AZT i ddI 

[157]. Białka te występują w błonach wielu komórek między innymi śródbłonka, 

większości nabłonków, mięśni gładkich, a nawet komórkach układu odpornościowego. 

Transportery te zidentyfikowano zarówno po stronie szczytowej jak i bazoteralnej 

komórek [21, 157].  
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2.9. Przekazywanie sygnału insulinowego w komórce  
 

Insulina jest polipeptydowym hormonem anabolicznym produkowanym  

w komórkach beta wysp Langerhansa trzustki. Głównym czynnikiem indukującym 

uwalnianie tego hormonu jest wzrost poziomu cukru we krwi. Insulina odgrywa 

znaczącą rolę w metabolizmie przede wszystkim węglowodanów, białek, tłuszczów,  

ale także kwasów nukleinowych oraz wpływa na wzrost i różnicowanie się komórek. 

Cząsteczka insuliny o masie 6 kDa zbudowana jest z dwóch łańcuchów 

polipeptydowych A (21 aminokwasów) i dwóch łańcuchów B (30 aminokwasów),  

które połączone są dwoma mostkami dwusiarczkowymi. Jest ona magazynowana  

w aparacie Golgiego w formie nieaktywnego prohormonu. Pod wpływem bodźca 

następuje proteolityczne odłączenie peptydu C, co powoduje powstanie aktywnej formy 

insuliny, która opuszcza komórkę w ziarnistościach wydzielniczych [217]. 

Mechanizm działania insuliny rozpoczyna się związaniem się tej cząsteczki  

ze swoistym receptorem insulinowym (IR), który obecny jest na błonach 

plazmatycznych większości komórek ssaków. Należy on do rodziny 

autofosforylujących się receptorów charakterystycznych dla czynników wzrostu [230]. 

IR jest glikoproteiną złożoną z dwóch podjednostek α (m. cz. 135 kDa) i dwóch 

podjednostek β (m. cz. 95 kDa).  Podjednostki połączone są kowalencyjnie wiązaniami 

dwusiarczkowymi i tworzą w ten sposób heterotetramer [230, 240]. Podjednostki α 

położone są po zewnętrznej stronie błony komórkowej i pełnią funkcję regulatorową, 

ponieważ zawierają miejsce wiążące insulinę. Natomiast podjednostki β stanowią część 

katalityczną i zlokalizowane są wewnątrzbłonowo, przy czym główna część znajduje się 

wewnątrz komórki [49, 91, 120, 191, 197]. Cytoplazmatyczna część receptora pełni rolę 

przekaźnika sygnału i wykazuje aktywność kinazy tyrozynowej. W wyniku związania 

się insuliny z podjednostką α, następuje zmiana konformacji receptora,  

co z kolei powoduje wzajemną autofosforylację reszt tyrozynowych podjednostek β, 

prowadząc do aktywacji kinazy tyrozynowej. Szczególne znaczenie dla aktywności  

tego enzymu ma transfosforylacja trzech reszt tyrozynowych w rejonie regulatorowym  

(Tyr 1146, 1150, 1151) oraz tyrozyny w pozycji 960 rejonu przybłonowego [49, 65, 133, 

240].  

Obecnie zidentyfikowano wiele białek cytoplazmatycznych, które odgrywają 

istotną rolę w przekazywaniu sygnału od receptora insulinowego do wnętrza komórki 
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(Ryc. 5). Wśród nich najbardziej znanym substratem kinazy tyrozynowej jest białko 

określane jako IRS-1 (ang. insulin receptor substrat 1). Cząsteczka ta ulega fosforylacji 

w wielu miejscach, gdyż posiada 21 reszt tyrozynowych [206, 240, 241].  

Do chwili obecnej zidentyfikowano także białka IRS2 [210], IRS3 [117], IRS4 [118], 

Gab-1, p60dok, trzy izoformy Shc oraz APS i Cbl [163]. Wszystkie te białka posiadają 

charakterystyczne motywy strukturalne między innymi domenę PH (ang. pleckstrin 

homology) w części N-końcowej, która umożliwia oddziaływanie białek z błoną 

lipidową [145]. Jedynie białko Shc pozbawione jest tego charakterystycznego rejonu  

i w przeciwieństwie do innych białek posiada tylko jedno miejsce fosforylacji. Ponadto 

wszystkie białka z wyjątkiem Gab-1 posiadają także domenę PTB  

(ang. phosphotyrosine-binding protein) zlokalizowaną w części C-końcowej białka, 

która rozpoznaje i wiąże fosfotyrozynę [242].  

Po ufosforylowaniu białko IRS-1 oddziaływuje z wieloma białkami adaptorowymi 

(PI3K, Grb-2, Crk II, Nck) oraz enzymami (SHP2, Fyn, Csk). Cząsteczki  

te posiadają domenę SH2 (ang. Src-homology-2), która rozpoznaje ufosforylowane 

reszty tyrozynowe w IRS, a także domenę SH3, która wiąże się do sekwencji bogatych 

w prolinę, co umożliwia łączenie się poszczególnych białek i dalszą transmisję sygnału 

[4, 119, 144, 199, 240].  

IRS-1 wiąże się z podjednostką regulatorową p85 kinazy PI3, co powoduje 

aktywację jej podjednostki katalitycznej (p110) i umożliwia regulację wielu istotnych 

procesów komórkowych między innymi proliferacji, chemotaksji oraz funkcji 

wydzielniczych czy transportowych. W wyniku indukcji kinazy PI-3 następuje wzrost 

poziomu PI(4,5)P2 i PI(3,4,5)P3 [4, 6, 39]. To właśnie PI(3,4)P2 stymuluje napływ 

glukozy, pobudza bowiem translokację transporterów Glut4 z cytoplazmy do błony 

plazmatycznej [151]. Wykazano, że w adipocytach zahamowanie aktywności  

PI3K niweluje indukowany insuliną transport glukozy, gdyż hamuje translokację 

transporterów glukozy [91, 151]. Wiele procesów komórkowych zależnych  

od insuliny między innymi, aktywacja syntezy kwasów tłuszczowych, białek i DNA,  

a także inhibicja lipolizy może być zahamowana w wyniku supresji PI3K [4]. Wtórny 

przekaźnik, jakim jest PIP3, poprzez aktywację PDK (ang. PIP3-dependent kinase), PKB 

(ang. protein kinase B) czy też małe rybosomalne podjednostki kinazy S6K może 

wpływać na ekspresję genów kodujących kluczowe enzymy glikolizy,  

czy też glukoneogenezy. Insulina stymuluje w ten sposób ekspresję wielu genów 
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między innymi heksokinazy (HKII), hamuje natomiast ekspresję np. karboksykinazy 

fosfoenolopirogronianu (PEPCK), czy glukozo-6-fosfatazy [13, 87, 150]. 

Istotny wpływ na transport glukozy może mieć fosforylacja protoonkogenu Cbl, 

który bezpośrednio oddziaływuje z receptorem insulinowym. Tworzy on kompleks  

z kilkoma białkami adaptorowymi między innymi CAP, CrkII, C3G, TC10  

co umożliwia translokację transporterów glukozy (nie przedstawione na Ryc. 4) [34, 

172]. 

Kolejnym dobrze scharakteryzowanym białkiem adaptorowym jest Grb-2,  

które uczestniczy w indukcji kaskady kinaz MAP i wpływa na regulację ekspresji 

genów [144, 199]. W wyniku stymulacji insuliną Grb-2 może wiązać się zarówno  

z białkiem IRS-1 jak i Shc. W obu sytuacjach powstanie kompleksów indukuje zmianę 

konformacji Grb-2 i umożliwia powstanie kompleksu z białkiem Sos  

(ang. Son-of-sevenless), co prowadzi do aktywacji białka Ras przez stymulację 

wymiany GDP na GTP [31, 127, 199]. Cząsteczka ta indukuje Raf, czyli kinazę kinaz 

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase), co z kolei prowadzi do aktywacji kinaz 

MAPK, do których należy MEK (ang. MAPKK/ERK kinase), a następnie do indukcji  

kinaz MAP. Do rodziny tej zalicza się kinazy ERK (ang. extracellular-signal regulated 

kinase) oraz JNK (ang. c-jun N-terminal kinase) [31, 127, 148, 208]. Konsekwencją 

aktywacji kinaz MAP jest powstanie aktywnych czynników transkrypcyjnych  

takich jak STAT (ang. signal transducers and activators of transcription)  

czy AP-1 (ang. activating protein-1), które regulują ekspresję genów odpowiedzialnych 

za naprawę, proliferację oraz różnicowanie komórek. Mechanizm aktywacji  

przez insulinę kompleksu AP-1 nie jest w pełni wyjaśniony. Wiadomo, że zaktywowane 

izoformy ERK lub JNK fosforylują kompleks TCF (ang. ternary complex factor) 

zawierający Elk-1 czy Sap1a, który następnie aktywuje transkrypcję poszczególnych 

czynników tworzących AP-1, czyli c-fos, c-jun oraz fra1 [83, 208]. 

Insulina może regulować także procesy translacji, bowiem aktywuje rybosomalne 

kinazy p90rsk i p70s6k [1, 206].  
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Rys. 3. Transmisja sygnału z aktywnego receptora insulinowego do wnętrza 
komórki. IRS – substrat kinazy tyrozynowej receptora insulinowego, Shc – białko
z domeną PTB oddziałujące z aktywnym receptorem insulinowym, Grb2 – białko 
adaptorowe, Sos- białko, które poprzez reszty proliny  , Nck- Fyn- Crk- PI3-K – 
kinaza fosfatydyloinozytolu-3, GLUT4 – transporter glukozy, Ras -, MAPKKK, 
MAPKK MAPK Akt PKC ki bi łk C 70 k PP1 f f t 1

yc. 5. Transmisja sygnału z aktywnego receptora insulinowego do wnętrza komórk
RS – substrat kinazy tyrozynowej receptora insulinowego, Shc – białk
 domeną PTB oddziałujące z aktywnym receptorem insulinowym, Grb2 – białk
daptorowe z domeną SH2, Sos – białko, które poprzez reszty proliny oddziaływuje
omenami SH3 białka Grb2, Glut4 – transporter glukozy, PI3K – kinaz
osfatydyloinozytolu-3, Ras – białko posiadające aktywność GTPazową, PKC 
 inaza białkowa C, Raf - kinaza kinaz MAPK, MAPKK – kinaza kinazy białkowej 
AP, MAPK – kinaza MAP aktywowana przez mitogeny, Nck, Crk, Fyn – białka 

daptorowe, które oddziaływują z białkami IRS, Akt – kinaza białkowa B, p70rsk –
ybosomalna kinaza S6, PP1 – fosfataza białkowa 1, GSK3 – kinaza syntazy 
likogenu. 
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3. CELE PRACY 
 
 
 

1. Zbadanie poziomu ekspresji transporterów nukleozydowych (rENT1, rENT2, 

rCNT1, rCNT2) w wybranych narządach szczura oraz izolowanych komórkach. 

 

2. Zbadanie wpływu cukrzycy na ekspresję transporterów nukleozydowych: rENT1, 

rENT2, rCNT1, rCNT2 w wybranych narządach szczura oraz izolowanych 

komórkach. 

 

3. Zbadanie wpływu insuliny i glukozy na ekspresję transporterów nukleozydowych: 

rENT1, rENT2, rCNT1, rCNT2 w hodowanych kardiofibroblastach szczura. 
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4. METODY 
4.1. Indukcja cukrzycy  

 

Cukrzycę u szczurów wywoływano przez podanie streptozotocyny (STZ). 

Związek ten powoduje cytotoksyczne uszkodzenie komórek β wysp Langerhansa 

trzustki, które są źródłem insuliny. Konsekwencją działania STZ jest nieodwracalne 

uszkodzenie trzustki i zmniejszenie poziomu lub całkowity brak wydzielania insuliny, 

co prowadzi do rozwoju cukrzycy typu I. STZ rozpuszczoną w buforze C [Mat. 5.3.] 

podawano szczurom w dawce 75 mg na 1 kg masy ciała. Selekcja szczurów,  

które pozytywnie odpowiedziały na iniekcję STZ była dokonana przez pomiar stężenia 

glukozy [Met. 4.2.]. Grupa kontrolna szczurów otrzymywała zamiast STZ vehiculum 

(bufor C). Tylko szczury ze stężeniem glukozy 17 mM i wyższym były zaliczane  

do grupy zwierząt cukrzycowych. 

 

4.2. Oznaczanie stężenia glukozy we krwi 
 

Stężenie glukozy mierzono w surowicy, którą otrzymano przez zwirowanie krwi 

żylnej, pobranej do probówki z fluorkiem sodowym z naciętego koniuszka ogona 

szczura. Fluorek sodowy jest niezbędny, ponieważ hamuje proces glikolizy  

w krwinkach. Do oznaczania stężenia glukozy stosowano metodę enzymatyczną 

(heksokinazową) i wykorzystywano w tym celu zestaw Glukoza – Hexo firmy Pointe 

Scientific [Mat. 5.2.]. Metoda ta opiera się na reakcji katalizowanej przez dwa enzymy: 

heksokinazę (HK) i dehydrogenazę glukozo-6-fosforanową (G-6-PDH). 

 

  D-glukoza + ATP   

   

G-6-P + NAD+   

 

W pierwszym etapie heksokinaza, 

Następnie powstający glukozo-6-fo

i towarzyszy temu redukcja NAD+. P

przy długości fali 340 nm. Jest on prop

W celu oznaczenia stężenia tego 

po 1 ml odczynnika G. Następnie do 
HK

  G-6-P + ADP 
G-6-PDH

  6-fosfoglukonian + NADH + H+

zużywając cząsteczkę ATP, fosforyluje glukozę. 

sforan jest utleniany przez dehydrogenazę  

owstaniu NADH towarzyszy wzrost absorbancji 

orcjonalny do stężenia glukozy w surowicy krwi. 

cukru w surowicy, do probówek wlewano  

jednej dodawano 5 µl soli fizjologicznej (próba 

 39



ślepa), do drugiej 5 µl roztworu glukozy o stężeniu 100 mg/100 ml  

(próba wzorcowa), a do kolejnych po 5 µl badanej surowicy. Inkubację  

tak przygotowanych próbek prowadzono przez 3 minuty w temperaturze pokojowej,  

a następnie przeprowadzano pomiar ich absorbancji w spektrofotometrze przy długości 

fali 340 nm. Stężenie glukozy obliczano według wzoru: 

 

glukoza [mg/100 ml] =  
absorbancja próby wzorcowej x stężenie próby wzorcowej 

absorbancja próbki 

 

 

4.3. Izolacja tkanek szczura 
 

 Zwierzęta dekapitowano i usuwano im narządy – serce, wątrobę i nerki. Organy 

przeznaczone do uzyskania RNA z całego narządu umieszczano natychmiast  

w ciekłym azocie, a następnie przechowywano w temperaturze -20°C do czasu dalszych 

analiz. Z serc izolowano także kardiomiocyty lub kardiofibroblasty. W zależności  

od przeznaczenia, serca po wycięciu umieszczano w napowietrzonym buforze Tyrode 

[Mat. 5.3.] o temperaturze 37°C lub pożywce DMEM (ang. Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium) [Mat. 5.2.]. W celu ułatwienia procesu perfuzji podczas izolacji 

miocytów, na pół godziny przed zabiegiem szczury przeznaczone  

do tej procedury otrzymywały 200 U heparyny [Mat. 5.2.].  

  

4.4. Izolacja kardiomiocytów 
 

 Kardiomiocyty są komórkami wrażliwymi na związki poliaminowe, dlatego 

narzędzia i naczynia stosowane do izolacji były płukane w roztworze D [Mat. 5.3.],  

a następnie sterylizowane przez autoklawowanie. Wszystkie bufory stosowane  

do izolacji były przed przystąpieniem do perfuzji napowietrzane przez 15 minut w celu 

ochrony miocytów przed niedotlenieniem i ogrzewane do temperatury 37°C.  

   Pierwotną izolację miocytów ze szczurzych serc (Ryc. 6.) przeprowadzano według 

zmodyfikowanej metody opisanej przez Lewartowskiego [131]. Uzyskiwano  

w ten sposób preparaty zawierające około 70-80% kardiomiocytów. 

   Wycięte serce płukano w buforze Tyrode [Mat. 5.3.], a następnie wprowadzano 

kaniulę w aortę serca, którą mocowano za pomocą nici chirurgicznych.  

Tak przygotowane serce umieszczano na statywie i przeprowadzano perfuzję  
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przy użyciu pompy o przepływie 4,6 ml/min. W celu wypłukania jonów Ca2+ serce 

perfundowano buforem Tyrode z EGTA [Mat. 5.3.] przez pierwsze 3 minuty,  

a przez kolejne 8 minut buforem Tyrode z kolagenazą typu II o stężeniu 1mg/ml  

[Mat. 5.3.]. W trakcie trawienia enzymem, z serca odcinano przedsionki,  

a po skończonej perfuzji umieszczano je w świeżym buforze Tyrode. Przy użyciu 

szczypczyków narząd rozdrabniano, a uzyskaną w ten sposób zawiesinę filtrowano 

przez błonę o średnicy oczek 250 µm i rozcieńczano dwudziestokrotnie buforem 

Tyrode. Roztwór taki pozostawiano na 20 minut w temperaturze pokojowej, podczas 

których kardiomiocyty opadały na dno naczynia. Inne, lżejsze komórki pozostawały  

w supernatancie, który ostrożnie usuwano. Osadzone kardiomiocyty ponownie 

zawieszano w buforze Tyrode i wirowano przez 3 minuty przy 1200 obrotach  

na minutę. Następnie supernatant usuwano, a z uzyskanych w ten sposób komórek 

izolowano całkowite RNA [Met. 4.8.] lub używano do innych doświadczeń.  
 

            
      

            Ryc. 6. Kardiomiocyty izolowane z serca szczura. 
 

4.5. Izolacja kardiofibroblastów 

 

 Pierwotną hodowlę fibroblastów z serc szczurzych zakładano według 

zmodyfikowanej metody Dubey [56] stosując trawienie enzymatyczne i selektywny 

rozdział komórek. Serce po wycięciu umieszczano natychmiast w pożywce DMEM 

[Mat. 5.2.]. Następnie odcinano przedsionki i prawą komorę serca, a pozostałą część 

rozdrabniano wstępnie skalpelem na fragmenty około 2-3 mm. Tak przygotowany 

materiał po dwukrotnym przepłukaniu pożywką DMEM rozpuszczano w 5 ml  

tej pożywki z 0,1% kolagenazą typu II [Mat. 5.2.]. Proces trawienia przeprowadzano  

w 37°C przez 1 godzinę w łaźni wodnej z wytrząsaniem (30 obr./min). Supernatant 
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uzyskany po tej inkubacji usuwano, a pozostałą tkankę ponownie umieszczano w 5 ml 

świeżej pożywki z kolagenazą na kolejną godzinę. Następnie komórki uwolnione  

po przefiltrowaniu przez błonę o średnicy oczek 250 µm były osadzane  

przez 3 minutowe wirowanie przy 1200 obr./min. w 4°C. Uzyskany osad zawieszano  

w pożywce DMEM zawierającej 10% płodową surowicę bydlęcą FBS (ang. fetal bovine 

serum), 25 mM Hepes oraz 100 U/ml penicyliny i 100 µg/ml streptomycyny [Mat. 5.2.]  

i siano na płytki adhezyjne. Następnie komórki były inkubowane w 37°C w atmosferze 

zawierającej 5% CO2 przez 2 godziny, w celu rozdzielenia komórek endotelialnych  

od kardiofibroblastów, ponieważ te drugie przylegają znacznie szybciej do powierzchni 

płytek hodowlanych. Po tym czasie supernatant zawierający nieprzyklejone komórki 

usuwano, a płytki były jednokrotnie przemywano pożywką. Przyklejone 

kardiofibroblasty były hodowane w pożywce DMEM zawierającej 10% FBS,  

25 mM Hepes, 100 U/ml penicyliny i 100 µg/ml streptomycyny w 37°C w atmosferze 

5% CO2 około 5-6 dni. Po 3 dniach komórkom zmieniano pożywkę na świeżą.  

Do doświadczeń wybierano tylko preparaty zawierające nie mniej niż 95% żywych 

komórek. Oceniano to na podstawie penetracji 0,4% błękitu trypanu [Mat. 5.2.]  

do wnętrza martwych komórek. Przykładowa hodowla kardiofibroblastów 

przedstawiona jest na Ryc. 7. 
 

 

 
 

Ryc. 7. Hodowane szczurze kardiofibroblasty. 

 

4.6. Doświadczenia na hodowlanych kardiofibroblastach 
 

Kardiofibroblasty były hodowane w pożywce DMEM zawierającej 5 mM glukozę 

i 10% FBS do osiągnięcia ~ 80% konfluencji (4-5 dni hodowli). Po tym czasie pożywkę 

zmieniano na nową zawierającą odpowiednie (do warunków doświadczenia) stężenie 

 42



glukozy i insuliny na czas określony warunkami doświadczenia (podane  

w opisie rycin). Inhibitory stosowane w badaniach sygnalizacji komórkowej  

były dodawane do pożywki 30 minut przed zmianą warunków hodowli. Wyjściowe 

stężenie związku rozpuszczonego w DMSO było na tyle duże, aby ilość dodanego 

DMSO do pożywki nie przekraczała 0,1% jej objętości. Do komórek kontrolnych 

dodawano taką samą ilość DMSO jak do komórek badanych.    

 

4.7. Izolacja RNA z tkanek 
 

   Całkowite RNA izolowano używając zestawu Total RNA Prep Plus [Mat. 5.2.] 

(A&A Biotechnology) z zastosowaniem własnych modyfikacji. Tkanki ważące około 

100 – 200 mg rozdzielano do jałowych probówek, do których dodawano 1 ml fenozolu. 

Następnie mieszaniny te były homogenizowane przy użyciu homogenizatora 

nożykowego. Po dokładnym rozdrobnieniu tkanki, homogenat inkubowano 5 minut  

w lodzie, po czym dodawano 250 µl chloroformu [Mat. 5.2.], intensywnie wytrząsano  

i pozostawiano w lodzie na kolejne 15 minut. Następnie próby wirowano  

przy maksymalnych obrotach (12000 obr./min.) przez 15 minut w 4°C. Frakcję górną 

(wodną) zbierano do nowej probówki typu Eppendorf i w celu precypitacji RNA 

dodawano równoważną ilość izopropanolu [5.2.], mieszano i pozostawiano  

na 18 godzin w temperaturze -20°C. Po tym czasie całą mieszaninę nanoszono  

na minikolumnę ze złożem krzemionkowym do izolacji RNA i wirowano przez 1 

minutę przy maksymalnych obrotach (12000 obr./min.). RNA związane ze złożem 

przepłukiwano dwukrotnie 800 µl i 300 µl roztworu A1,  poprzez 45 sekundowe 

wirowania. Osuszoną w ten sposób kolumienkę umieszczano w nowej probówce 1,5 ml 

i dodawano 100 µl jałowej i wolnej od RNaz wody destylowanej. Probówki 

inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej, a następnie wirowano przez 40 

sekund w mikrowirówce (12000 obr./min.). Probówkę z oczyszczonym RNA 

przechowywano w -20°C do czasu przeprowadzania dalszych analiz. 

 

4.8. Izolacja RNA z kardiomiocytów 
 

  Kardiomiocyty osadzone przez wirowanie z punktu [Met. 4.4.] były rozpuszczane  

w około 5 ml fenozolu [Mat. 5.2.]. Po dokładnym rozpipetowaniu przy pomocy 

sterylnej pipetki mieszaninę inkubowano w lodzie przez 10 minut. Następnie dodawano 
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chloroform [Mat. 5.2.] w ilości 250 µl na każdy 1 ml fenozolu, intensywnie wytrząsano 

i inkubowano kolejne 15 minut w lodzie. Po tym czasie uzyskaną zawiesinę wirowano 

przez 10 minut w 4°C przy 13000 obr./min. Do fazy wodnej, która została zebrana  

do nowych, jałowych probówek typu Eppendorf, dodawano w równej objętości 

izopropanol [Mat. 5.2.]. Wymieszane próby były inkubowano przez około 18 godzin   

w -20°C. Następnie izolację RNA prowadzono według metody opisanej przez 

Chomczyńskiego/Sacchi [37]. Próby wirowano w 4°C przez 15 minut przy 13000 

obr./min. Supernatant usuwano, a do pozostałego osadu dodawano schłodzony 70% 

etanol w celu przepłukania RNA. Po 10 minutowym wirowaniu w 4°C przy 13000 

obr./min. etanol usuwano, a osad suszono w temperaturze pokojowej. Wysuszony osad 

rozpuszczano w 25 µl jałowej, wolnej od RNaz wody destylowanej. Tak przygotowane 

RNA przechowywano w -20°C do czasu dalszych doświadczeń. 

 

4.9. Izolacja RNA z hodowanych kardiofibroblastów 
 

  Kardiofibroblasty zeskrobywano z płytek o średnicy 9 cm w obecności 1 ml 

fenozolu [Mat. 5.2.], a następnie mieszaninę zebraną do probówki typu Eppendorf 

inkubowano w lodzie przez 5 minut. Po tym czasie na każdy 1 ml fenozolu dodawano 

250 µl chloroformu [Mat. 5.2.], energicznie mieszano i inkubowano kolejne 15 minut  

w lodzie. Zawiesinę w ten sposób otrzymaną wirowano przez 10 minut w 4°C  

przy 14000 obr./min. Uzyskaną fazę wodną zbierano do nowych, jałowych probówek  

i dodawano równą objętość izopropanolu [Mat. 5.2.]. Po wymieszaniu próby  

były inkubowane przez 20 godzin w -20°C w celu precypitacji RNA. Następnie izolację 

RNA prowadzono według metody opisanej dla kardiomiocytów [Met. 4.8.]. 

 

4.10. Pomiar stężenia kwasów nukleinowych 
 

  Stężenie i czystość preparatów RNA i DNA oznaczano spektrofotometrycznie 

dokonując pomiaru absorbancji przy długościach fali 260 i 280 nm. Przyjęto,  

że jednostka absorbancji (1 OD260) odpowiada 40 µg/ml pojedynczej nici RNA  

lub DNA, 50 µg/ml podwójnej nici DNA oraz 20 µg/ml dla pojedynczego łańcucha 

oligonukletydowego [186]  czystość preparatów kwasów nukleinowych określano  

na podstawie wartości stosunku absorbancji OD260/OD280 (1,7 - 2,0 ~ czysty produkt). 

Stężenie kwasu nukleinowego obliczano ze wzoru: 
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 B µg/ml = A260 x C µg/ml x rozcieńczenie, gdzie:  

 B – RNA/ssDNA/dsDNA/oligonukleotyd, 

 C – 40/40/50/20    

 

4.11. Reakcja odwrotnej transkrypcji 
 

   W celu otrzymania DNA komplementarnego (cDNA) do RNA przeprowadzano 

reakcję odwrotnej transkrypcji RT (ang. reverse transcriptase), w której odwrotna 

transkryptaza syntetyzuje cDNA na matrycy mRNA. W reakcji tej enzym wykorzystuje 

starter oligo (dT), który jest komplementarny do sekwencji poli(A) występującej  

na końcu większości eukariotycznych mRNA. Reakcję przeprowadzano w jałowej 

probówce o objętości 0,5 ml przy użyciu termocyklera firmy Eppendorf. Mieszanina 

reakcyjna o objętości 20 µl zawierała: 10 mM MgCl2; 75 mM KCl; 50 mM Tris-HCl, 

pH 8,3; 10 mM DTT; 1mM dNTPs; 0,4 µg startera oligo (dT); 12 U RNasinu; 14 U 

MMLV-RT [Mat. 5.2.] i 5 µl RNA wyizolowanego jak opisano w metodach [4.7.- 4.9.] 

oraz wodę do podanej objętości. Próbki wirowano przez 15 sekund w mikrowirówce 

(12000 obr./min.) i umieszczano w termocyklerze. 

Profil czasowo – temperaturowy reakcji wyglądał następująco: 

• 22°C/10 min - przyłączenie MMLV-RT oraz oligo(dT) do mRNA   

• 42°C/60 min - synteza cDNA na matrycy mRNA   

• 95°C/5 min - denaturacja powstałej hybrydy RNA-cDNA    

 

Uzyskane w tej reakcji cDNA przechowywano w temperaturze 4°C przez maksymalnie 

2 dni lub przez dłuższy czas w -20°C. 

 

4.12. Amplifikacja transkryptu genów transporterów nukleozydowych  
 

   W celu uzyskania matryc do produkcji sond przeprowadzano amplifikację 

fragmentów transkryptów o następujących długościach: 406 pz (rENT1), 404 pz 

(rENT2), 318 pz (rCNT1), 390 pz (rCNT2) oraz 511 pz dla genu referencyjnego  

(β-aktyna). Objętość mieszaniny reakcyjnej wynosiła 20 µl i zawierała: 20 mM siarczan 

amonu; 2,5 mM MgCl2; 50 mM Tris-HCl, pH 9,0; 0,25 mM mieszaninę nukleotydów 

(dGTP, dATP, dTTP, dCTP), 2 µl Master Amp PCR Enhancer, 2 U termostabilnej 

polimerazy DNA (Tfl) [Mat. 5.2.], 0,5 µM starterów  5’-3’ i 3’-5’ dla β-aktyny  
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(Bact 1, Bact 2) lub badanych transporterów (Tabela 3), 300 ng cDNA [Mat. 4.11]  

oraz wodę do podanej objętości. Reakcja amplifikacji była prowadzona  

w termocyklerze Eppendorf. Profil czasowo – temperaturowy reakcji wyglądał 

następująco: 

1. denaturacja wstępna: 95°C/3 min. 

2. cykle 1 – 35  

• denaturacja: 95°C/30 sek. 

• przyłączanie starterów: 59,5°C/30 sek. dla β-aktyny 

          61,5°C/30 sek. dla transportera rENT1, rCNT1 

                                 63,5°C/30 sek. dla transportera rENT2, rCNT2 

• wydłużanie: 72°C/30 sek. 

3. wydłużanie końcowe: 72°C/10 min. 

Ryc. 8-12 przedstawiają sekwencje genów badanych transporterów  nukleozydowych  

i β-aktynę oraz lokalizację starterów. 

    

Rodzaj 
cDNA 

Nazwa startera Sekwencja startera 

TadoW1 5’ –CCCTGGTGAAGGTGCAGATGG – 3’ 
rENT1 

TadoW2 5’ – TCCTCCTCTTGGCTCCTCTCC – 3’ 

TadoNW1 5’ – CTTCTTCATTACCGCCATCCCG – 3’ 
rENT2 

TadoNW2 5’ – GCCACTGAGGAAGAGGGTGCTG – 3’ 

sCNT1-1 5’ – CTGTGTGGTTCTCGTCTTTCTGGC – 3’ 
rCNT1 

sCNT1-2 5’ – ATGACGAAGAGCCCAAGCACAAAC – 3’ 

CNT2-1 5’ – GGAGCTCATGGAAGTCGGAAAC – 3’ 
rCNT2 

CNT2-2 5’ – CCCATGAACACCCTCTTAAGCCA – 3’ 

BACT 1  5’ – GAAATCGTGCGTGACATTAAAG – 3’ 
ß-aktyna 

BACT 2 5’ – GCCTAGAAGCATTTGCGGT– 3’ 

Tabela  3. Sekwencje starterów stosowanych w reakcji PCR (ang. Polymerase Chain Reaction). 
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 1    cctgacgctg ccttctcact gcagataagt gagtagtaca ggaccctctc ccctctctat       

61   gcagccctgt gtctgtgagt gcccagggag caggcattta ccaggtctgg tggctgcgtg 

121  ttccacacgt cctcatgagg ctgaagagcc aagcacatgg cagacaacac acagaggcaa      

181  agagagtcca tttccctcac gcctatggcc cacggcctgg agaacatggg ggcagaattc      

241  ctggaaagca tggaggaagg ccgactccct cacagtcact caagcctgcc ggagggtgaa 

301  ggtggcctga acaaagcaga gcggaaggcc ttctcccgat ggaggagtct gcagccgact 

361  gtgcaagcga gaagcttctg cagggagcac cggcagctgt ttggatggat ctgcaaaggc 

421  ctgctctcta ctgcatgtct tggcttcttg atggtcgcct gcctcctgga cctccagagg 

481  gccctagcac tgttgatcat cacctgtgtg gttctcgtct ttctggccta tgatctgcta 

541  aagaggcttc tggggtccaa gctgaggagg tgtgtgaagt ttcaaggcca ttcttgcctg 

601  agcctctggc tgaaaagagg tctagccctt gctgctggtg tgggcctgat cttgtggcta 

661  tctctggaca ccgcccagcg gcctgaacag ctggtgtcct ttgcagggat ctgtgtgttc 

721  cttgtccttc tctttgctgg ctcaaagcat caccgtgcgg tgtcatggcg agctgtgtcc 

781  tggggccttg ggctgcagtt tgtgcttggg ctcttcgtca tcagaacaga accagggttc 

841  attgcattcc agtggctagg ggatcagatc caggtcttcc tgagttacac cgaggcaggc 

901  tccagcttcg tcttcggaga ggctctggtg aaggatgtct ttgcctttca ggttttgccc 

961  atcatcatct tcttcagctg cgtcatgtct gttctgtact atctgggcct catgcagtgg     

1021 gtgatcctga agattgcctg gttgatgcag gtcaccatgg gcacctcagc caccgagaca 

1081 ctgagtgtgg cgggaaacat ctttgtgagc cagactgaag ctcctctgct gatccggccc 

1141 tatctggcag acatgacact ctctgaagtt cacgttgtca tgactggagg ctatgctacc 

1201 attgctggca gcctcctggg cgcctacatc tcctttggga tcgacgctgc ttccttaatc 

1261 gcagcctctg tcatggccgc cccttgtgcg ttggctctct ccaagctggt ctacccagag 

1321 gtggaggagt ccaagttccg gagtgagaat ggcgtgaagc tgacctatgg agacgctcag 

1381 aacctcttgg aagcagccag tgctggggct gccatctcag tgaaggtcgt tgccaacatt 

1441 gctgccaatc tgattgcctt cctggctgta ctagccttcg tcaatgctgc cctctcctgg 

1501 ctaggggaca tggtggacat ccagggactc agcttccagc tcatctgctc ctacgtcctg 

1561 cggcctgtgg ccttcttgat gggtgtggcc tgggaggact gtccggtagt ggctgagttg 

1621 ctgggcatca agttctttct gaatgagttt gtggcctatc aagagctttc ccagtacaag 

1681 caacgacgcc tggcaggggc tgaggagtgg cttggtgaca agaaacagtg gatctctgtc 

1741 agagcagaaa tcctgactac atacgccctc tgtggatttg ccaacttcag ctccatcggc 

1801 atcatgttgg gaggcctgac ctccctagtc ccccagcgga ggagcgactt ctcccagatt 

1861 gtactccggg cactgatcac aggggctttc gtgtccctgc taaacgcctg tgtggcaggg 

1921 atcctctatg tacccagggg ggtcgaggtg gactgcgtgt cccttctgaa ccaaactgtc 

1981 agcagcagca gctttgaggt ttacctgtgc tgccgccaag tcttccagag cactagctcg 

2041 gagttcagcc aagtggcact ggacaactgc tgtcgatttt acaaccacac agtctgcaca 

2101 tagctgggac ggagcatctt cctagcctca gggctcatcc agcccagaga ggccgtggga 

2161 ctcgtcacta cctccatccc acaattggga agggtgcaac ggtcatcgct gctcccatgt 

2221 ctgcctctcc aagtacgagt tcccagagtc tggtctgctc tcctgccctt tgggagccaa 

2281 cattctggtc ctcttgagtc ctctttcctt gggaacctca tgtgcaccag ccaaaagcct 

2341 cctccctgct ccctcccaag cacccagctt gttgggtatc cccccaaaag ctgtctctag 

     2401 a 

 

Ryc. 8. Sekwencja szczurzego cDNA genu transportera rCNT1. Początek (atg) i koniec 
(tag) sekwencji kodującej zaznaczono na żółto. Na czerwono zaznaczono miejsca 
przyłączania się starterów. 
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 1   aacctccact tcctgcttgt gagagtatta atccctgctg cagctgtcca tccccactga        

61   catcagactc cagtttctcc aggatccagt gtgttctgaa gatcagcagc tctcccggag 

121  tcttcaaggc gccagatttg gaagtctgag gcatctggct ttgtaacctg agcagctgcc       

181  aggttccagc cattatctga ctgggctgtg cggacccacc cagcacatta ggataacagg 

241  agatggcgaa gtcagaggga agaaagtctg cttcccagga cacatcggag aatggcatgg 

301  agaacccagg cctggagctc atggaagtcg gaaaccttga gcaaggcaaa acactggagg 

361  aagtgacaca gggacatagc ctgaaggatg gcttggggca ttcctctctc tggaggagga 

421  ttcttcagcc cttcaccaag gcgagaagtt tctatcaaag acatgctggt ttattcaaaa 

481  agatcctgct tggtctcttg tgtttagcgt atgctgccta cctcctggca gcttgcatcc 

541  tgaacttccg gagggcactg gccttgtttg tcatcacctg ccttgtcatc ttcatcctgg 

601  cttgccactt tctgaaaaaa ttctttgcta aaaagtcaat aagatgcttg aagcccttga 

661  aaaacacccg cctgagactt tggcttaaga gggtgttcat gggagccgct gttgtcggcc 

721  ttattctctg gctggctctg gacacagctc aaaggccaga gcagctgatc tcctttgcgg 

781  gaatctgcat gttcatcctc atcctctttg cctgctccaa acaccacagt gcggtgagct 

841  ggaggacagt gttttggggc ctgggccttc agttcgtctt tgggattttg gtcatcagaa 

901  ctgaacctgg atttaatgca tttcaatggc tgggagatca gatccagatt ttcctggcat 

961  atactgtaga aggatccagt tttgtttttg gtgacacact ggtccaaagt gtttttgctt 

1021 ttcagtctct cccaatcatt attttcttcg gatgtgtgat gtctattctc tactacctgg 

1081 gccttgtgca gtgggtgatc cagaagattg cctggttcct gcaaatcacc atgggtacca 

1141 cagctgcaga gaccctggcc gtggcaggaa acatctttgt gggaatgaca gaggcacctc 

1201 tgctcatccg tccctacctt gcagacatga ccctctctga aatccatgca gtgatgactg 

1261 gaggctttgc tactatagca ggcacagtgt tgggagcctt catatccttt gggattgatg 

1321 catcatcctt gatttctgcc tcagtgatgg ctgccccttg tgcacttgcc ttgtccaaac 

1381 tggtatatcc agaagtagaa gagtccaagt tcaagagcaa ggagggagtg aagctgcctc 

1441 gaggggaaga gaggaatatt ctggaagccg cgagcaacgg agccacagat gccataggcc 

1501 ttgttgctaa tgttgcagcc aacctgattg cctttctggc tgtattggcc ttcatcaatt 

1561 ctaccctttc ctggctgggg gaaatggtgg atatccatgg actcactttc caggtcatct 

1621 gctcctatgt cctaaggcca atggttttca tgatgggtgt acagtgggca gactgcccat 

1681 tggtggctga gatagtggga gtcaaattct tcataaatga atttgtggcc tatcaacaac 

1741 tgtctcagta caagaacaaa cgtctctctg gagtcgaaga gtggatcaat ggcgagaaac 

1801 agtgggtttc tgtgaaggct gaaatcattg caacattttc tctctgtgga tttgccaatc 

1861 ttacttccat agggatcaca ctgggaggct tgacatccat ggttccccaa cggaagagtg 

1921 acttgtgcaa gcttgtggtc agggccctct tcacaggtgc ctgtgtttcc ttcatcagtg 

1981 cctgtatggc aggaatcctc tatgttccca gaggcgctga aactgactgt gtctcattct 

2041 taaacacaaa tttcaccaac agaacctatg agacatatgt gtgctgcaga gagctcttcc 

2101 agagtacttt gctgaatggc accaacatgc cttctttctc aggcccctgg caagacaagg 

2161 agtccagcct caggaatctt gctaaatgct gtgacctcta taccagcact gtgtgtgcct 

2221 gaggctggtg gggccattcc gtgacagttc ttatagaaca gattcatatt accaaataca 

2281 tgttcatgta cttaggctta ttctctgaga actgcactaa actccacaaa atgaaagtcc 

2341 tgatctcact gtggctctgt ataaaaacca gcatccacct ttccactggc atgccacata 

2401 gtagatgtga aattcattat agaccctctt gagccaaagt atggtgggaa tgtagctaag 

2461 ggggaaatat gtgtgtggta agtgctaaga tggagattca acccctggcc agggccagag 

2521 tggggagagt ggggaaatcc aagtagatgc ttagatttaa cttggtggta caccctgtgg 

2581 tcacttacct gtaagctcag agctaagggg attgcctcag atccaaggca agcctggccc 

       2641 gaaccctgaa gtctttcaca gaagt 

 

Ryc. 9. Sekwencja szczurzego cDNA genu transportera rCNT2. Początek (atg) i koniec 
(tga) sekwencji kodującej zaznaczono na żółto. Na czerwono zaznaczono miejsca 
przyłączania się starterów. 
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1    caccatgaca accagtcacc agcctcagga caggtataag gctgtctggc tcatcttctt 

61   tgtcctgggt ctggggacac tgctcccctg gaattttttt ataacagcaa cccagtattt 

121  cacaagccgc ctgaacacgt cccagaatat atccttggtc accaaccaat catgcgaaag 

181  caccgaggcc ttggctgacc cctcagtgtc cttgccagcc cggagttctc tcagtgccat 

241  cttcaacaat gtcatgaccc tgtgtgccat gttgcccttg ctgatcttca cctgcctcaa 

301  ctctttcctg catcagaagg tgtctcagtc ccttcggatc ttgggcagcc tgctggctat 

361  cctgttggtg ttcctcgtca ctgccaccct ggtgaaggtg cagatggatg ccctgtcctt 

421  cttcatcatc accatgatca agattgtgct cattaactca tttggtgcca ttttgcaagc 

481  cagccttttc ggtctggcag gcgtcctgcc ggccaactac acagccccca tcatgagtgg 

541  ccagggcctg gctggcttct tcacctctgt tgccatgatc tgtgccgtcg ccagtggctc 

601  taagctgtca gaaagtgctt ttggttactt catcacggcc tgtgcagttg tcattctggc 

661  catactgtgt tacctggccc tgccttggat ggaattctac cgacattacc tgcagctcaa 

721  ccttgcgggg cctgcagagc aggagaccaa gttggatctc atcagtgaag gagaggagcc 

781  aagaggagga agagaggaat ctggggtgcc aggccccaac tctctacccg ccaacagaaa 

841  ccaatccatc aaagccatac tgaagagtat ctgggtcctg gctctgtctg tctgtttcat 

901  cttcacagtc accattgggt tgttccctgc tgtgactgct gaggtggaat ccagcatcgc 

961  aggcacaagt ccctggaaaa actgctactt catccctgtg gcctgcttcc tgaatttcaa 

1021 tgtctttgac tggctaggcc ggagcctcac agctatttgc atgtggcctg gtcaggacag 

1081 ccgctggttg ccggtcctgg tcgcctgcag ggttgtgttt atccccctgc tgatgctctg 

1141 caatgtgaag cagcaccact acctgccctc cctctttaag catgatgtct ggttcatcac 

1201 cttcatggcc gcctttgcct tctccaatgg ctacctcgcc agcctctgca tgtgcttcgg 

1261 gcccaagaaa gtcaaaccgg ctgaggcaga gactgccgga aacatcatgt ccttctttct 

1321 gtgtctgggc ctggctctgg gagctgtgtt gtccttcttg ttaagggcac ttgtgtgagc 

1381 gaccctgtgt ggacagagga actacactgc ctgcttcctg ctcacttcct tcgctgttag 

1441 ggacgagcag gggtccagag ggctgctctt ctgctttcct ccggtgctgg gcccagatgt 

1501 ccaggaacaa aggagggagc ctctgaggat ggacttggga ttgggggtca gagtggtagg 

1561 gggacaatgg tctctgacgg acagctctga ctgatccctg cctaagccaa gcacaagaga 

1621 ctccacaagg atggggtgga gacagatggc tgactgtgta tcatgatctg atgtcccttg 

1681 cccttctttc ttctgtgcct gttccaggtc cccgatcctt gtcattttac tgcctttttt 

     1741 atactgacag aaaccaggtg ccttca 

 

Ryc. 10. Sekwencja szczurzego cDNA genu transportera rENT1. Początek (atg) i koniec (tga) 
sekwencji kodującej zaznaczono na żółto. Na czerwono zaznaczono miejsca 
przyłączania się starterów. 
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 1    ttacccaacc tgcaccctct cactggctac agcactccct ccgaccttgg gattcccaga       

61   caccggccag cgttgctgcc cttcggcttc ctagccctgc gtaggcgcag gtgcaacctc 

121  cctgcagtgg gcctggtgca ataggactgc ggacatcatg gcgcacggaa acgcccctcg 

181  ggacagctac cacctggtcg ggatcagctt cttcattttg ggtctgggca ccctcctccc 

241  ctggaacttc ttcattaccg ccatcccgta cttccagggg cggttggcag ggaccaacag 

301  cagcgctgag accccgagca ccaaccacac cagtcccaca gacaccttca acttcaacaa 

361  ctgggtgaca ctgctgtccc agctgcctct actgctcttc acgctcctca actccttctt 

421  gtatcagtgc atccctgagt cggtgcgtat tctgggcagc ctgctggcca tactactgct 

481  ctttgccctg acagcagcgc tggtgaaggt ggatttgagc cccgggctgt tcttttccat 

541  caccatggca tccgtctggt tcatcaattc cttctgtgca gtgcttcaag gcagcctctt 

601  tgggcagctg ggtaccatgc cttctaccta cagcaccctc ttcctcagtg gccagggcct 

661  ggctgggatc ttcgctgccc ttgctatgct cacgtcctta gccagtggcg tggaccccca 

721  gacctctgcc cttgggtact tcatcacacc ctgtgtgggc atcctcctct ccatcatatg 

781  ttacctcagt ctgccccatc tgaagtttgc ccgttactac ctgaccaaga agcctcaggc 

841  cccagttcag gagctggaga ccaaagctga gctcctcgga gctgatgaga agaatgggat 

901  tcctgtcagc ccccagcagg caggcccaac tctggatctt gacccagaga aggagctgga 

961  gctggggctg gaggaaccac agaagccagg aaaaccttcg gtctttgtcg tcttccggaa 

1021 gatctggctg acggcgctgt gccttgtgtt ggtcttcaca gtcaccctgt cggtctttcc 

1081 tgctatcaca gccatggtga ccaccagctc caatagcccc gggaagtgga gtcagttctt 

1141 caaccctatc tgttgcttcc tgctcttcaa cgtcatggat tggctgggcc ggagcctgac 

1201 ttcctacttc ctgtggccag atgaggacag ccagctgctg cccctgctgg tgtgcctgcg 

1261 cttcctgttc gtgcccctct tcatgctgtg tcatgtgccc cagcgtgccc ggctgcccat 

1321 catcttctgg caggatgcct acttcatcac attcatgctg ctcttcgcca tttccaacgg 

1381 ctacttcgtg tctctcacca tgtgtctggc acccaggcag gtgctgccgc atgagaggga 

1441 ggtggccgga gccctcatga ccttcttcct ggccctggga ctctcctgcg gagcctctct 

1501 ctccttcctc tttaaggctt tactctgagg accaccgcac tccacagtcc tccctcactg 

1561 ctgcttctgg agctggacat tcccggggaa ggacctctgc tataccgggt ctcttggtct 

     1621 gtgggtgcca ggagggggca gaaactacct tggctggtag ccacattgca tatggtga 

 

Ryc. 11. Sekwencja szczurzego cDNA genu transportera rENT2. Początek (atg) i koniec (tga) 
sekwencji kodującej zaznaczono na żółto. Na czerwono zaznaczono miejsca 
przyłączania się starterów. 
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  1 ggggtcgagt ccgcgtccac ccgcgagtac aaccttcttg cagctcctcc gtcgccggtc 

 61 cacacccgcc accagttcgc catggatgac gatatcgctg cgctcgtcgt cgacaacggc 

121 tccggcatgt gcaaggccgg cttcgcgggc gacgatgctc cccgggccgt cttcccctcc 

181 atcgtgggcc gccctaggca ccagggtgtg atggtgggta tgggtcagaa ggactcctac 

241 gtgggcgacg aggcccagag caagagaggc atcctgaccc tgaagtaccc cattgaacac 

301 ggcattgtca ccaactggga cgatatggag aagatttggc accacacttt ctacaatgag 

361 ctgcgtgtgg cccctgagga gcaccctgtg ctgctcaccg aggcccctct gaaccctaag 

421 gccaaccgtg aaaagatgac ccagatcatg tttgagacct tcaacacccc agccatgtac 

481 gtagccatcc aggctgtgtt gtccctgtat gcctctggtc gtaccactgg cattgtgatg 

541 gactccggag acggggtcac ccacactgtg cccatctatg agggttacgc gctccctcat 

601 gccatcctgc gtctggacct ggctggccgg gacctgacag actacctcat gaagatcctg 

661 accgagcgtg gctacagctt caccaccaca gctgagaggg aaatcgtgcg tgacattaaa 

721 gagaagctgt gctatgttgc cctagacttc gagcaagaga tggccactgc cgcatcctct 

781 tcctccctgg agaagagcta tgagctgcct gacggtcagg tcatcactat cggcaatgag 

841 cggttccgat gccccgaggc tctcttccag ccttccttcc tgggtatgga atcctgtggc 

901 atccatgaaa ctacattcaa ttccatcatg aagtgtgacg ttgacatccg taaagacctc 

961 tatgccaaca cagtgctgtc tggtggcacc accatgtacc caggcattgc tgacaggatg 

1021 cagaaggaga ttactgccct ggctcctagc accatgaaga tcaagatcat tgctcctcct 

1081 gagcgcaagt actctgtgtg gattggtggc tctatcctgg cctcactgtc caccttccag 

1141 cagatgtgga tcagcaagca ggagtacgat gagtccggcc cctccatcgt gcaccgcaaa 

1201 tgcttctagg cggactgtta ctgagctgcg ttttacaccc tttctttgac aaaacctaac 

1261 ttgcgcaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 

 

Ryc. 12. Sekwencja szczurzego cDNA genu β-aktyny. Początek (atg) i koniec (tag) 
sekwencji kodującej zaznaczono na żółto. Na czerwono zaznaczono miejsca 
przyłączania się starterów. 
 
 

4.13. Analiza Northern blotting 
 

   Poziom ekspresji transporterów nukleozydowych w poszczególnych tkankach 

szczura oceniano metodą Northern blot. Odpowiednią ilość całkowitego RNA 

wyizolowanego z badanych tkanek [Met. 4.7.] zawierającą 10 µg RNA suszono  

w pompie próżniowej, a następnie dodawano 20 µl buforu BOR [Mat. 5.3.].  

Tak przygotowane RNA denaturowano 15 min. w 65°C, inkubowano w lodzie  

około 3 min., a następnie dodawano 1 µl buforu obciążającego do elektroforezy 

agarozowej [Mat. 5.3.] i 1 µl bromku etydyny o stężeniu 100 µg/ml. Próbki nanoszono  

do studzienek w 1% żelu agarozowym z 3% formaldehydem [Mat. 5.3.]. Rozdział 

elektroforetyczny prowadzono w buforze MOPS (1 x stężony) [Mat. 5.3.] przy napięciu 

60 V przez około 3 godziny z chłodzeniem. Po zakończonym rozdziale odcinano 

studzienki od żelu i przeprowadzano transfer kapilarny w buforze do transferu  
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– 15 x SSC [Mat. 5.3.] przez 18 godzin w 4°C. Wcześniej błona była płukana 20 minut  

w H2ODEPC, buforze 2 x SSC i namoczona w 10 x SSC [Mat. 5.3.]. Następnie 

przeniesione w ten sposób RNA było kowalencyjnie wiązane z dodatnio naładowaną 

błoną nylonową (Millipore) przez 3 minutowe naświetlanie światłem UV. Membranę  

z przyłączonym RNA umieszczano w probówce konikalnej z roztworem 

prehybrydyzacyjnym [Mat. 5.3.] ogrzanym do temperatury 55°C. Prehybrydyzację 

przeprowadzano przez 1 godzinę w 42°C w piecu hybrydyzacyjnym. Następnie 

przeprowadzano w tych samych warunkach temperaturowych hybrydyzację 

umieszczając membranę w roztworze hybrydyzacyjnym [Mat. 5.3.]. Roztwór  

ten, zawierający sondy specyficzne dla transporterów szczurzych ENT1, ENT2, CNT1, 

CNT2, wcześniej ogrzewano przez 10 minut w 68°C w celu ich zdenaturowania. 

Wszystkie analizy Northern blot standaryzowano w stosunku do ilości 18S rRNA, 

dlatego przeprowadzano również hybrydyzację z sondą oligonukleotydową specyficzną 

dla tego RNA na każdej badanej membranie. Po hybrydyzacji w 42°C trwającej  

18 godzin błonę płukano dwukrotnie przez 5 minut w temperaturze pokojowej  

w roztworze 2 x SSC z 0,1% SDS. Następnie przeprowadzano kolejne dwukrotne 

płukanie przez 15 minut w 48°C w roztworze 0,1 x SSC z 0,1% SDS. Tak przygotowaną 

membranę wywoływano chemiluminescencyjnie [Met. 4.19.]. Istnieje możliwość 

przeprowadzenia kilku hybrydyzacji na tej samej membranie z wykorzystaniem tych 

samych prób RNA. W tym celu po zakończeniu ekspozycji wobec kliszy usuwano 

sondę molekularną z błony przez dwukrotne 15 minutowe płukanie w 68°C w buforze A 

[Mat. 5.3.]. Błona taka po opłukaniu w wodzie może być używana do kolejnych 

hybrydyzacji. 

 

4.14.  Metoda RNazowa 
 

Zmiany poziomu mRNA badanych transporterów były analizowane  

z użyciem zestawu Multi-Probe RNase Protection Assay System firmy BD Biosciences 

[Mat. 5.2.]. Odpowiednią ilość RNA wyizolowanego z badanych tkanek [Met. 4.7.] 

zawierającą 10 µg RNA suszono w pompie próżniowej. Następnie do każdej próby 

dodawano 8 µl buforu hybrydyzacyjnego i delikatnie wytrząsano.  

Do tak rozpuszczonego RNA dodawano 20 ng sondy znakowanej digoksygeniną  

[Met. 4.16.] specyficznej dla jednego z badanych transporterów nukleozydowych  
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i równocześnie β-aktyny jako genu referencyjnego. W celu uniknięcia parowania  

do każdej z probówek nakrapiano dwie krople oleju mineralnego. Następnie 

denaturowano wszystkie próby 5 minut w 90°C i hybrydyzowano przez 16 godzin  

w 56°C. Po tym czasie pod warstwę oleju ostrożnie dodawano bufor zawierający 

rybonukleazy A i T1 (100 U/próbkę) i inkubowano 45 minut w temperaturze 

pokojowej. Następnie przenoszono zawiesinę spod oleju do nowych probówek 

zawierających bufor z proteinazą K, drożdżowym tRNA i inkubowano 15 minut  

w 37°C. Po zakończeniu tego trawienia dodawano według przepisu producenta zestawu 

12,8 µl chlorku litu oraz 340 µl zimnego 100% etanolu i umieszczano próbki na dwie 

godziny w -70°C w celu ich precypitacji. W kolejnym etapie wirowano  

je przez 15 minut w 4°C przy 14000 obr./min. Po usunięciu roztworu etanolu, dodawano 

100 µl 90% etanolu i wirowano kolejne 5 minut w tych samych warunkach.  

Po usunięciu etanolu, osad suszono 10 minut w temperaturze pokojowej.  

Następnie RNA rozpuszczano w 5 µl buforu obciążającego z zestawu firmy BD 

Bioscences. Dodatkowo przygotowywano kontrolę zawierającą same sondy  

(150 pg sondy do β-aktyny i badanego transportera), do których dodawano także bufor 

obciążający. Wszystkie próby denaturowano przez 3 minuty w 90°C,  

a następnie umieszczano w lodzie na około 5 minut. Próbki nanoszono do studzienek  

w 5% żelu poliakrylamidowym z 8 M mocznikiem (wcześniej żel umieszczano  

w włączonym aparacie przy napięciu 60 V na około godzinę) [Mat. 5.3.]. Rozdział 

prowadzono w buforze 1 x TBE [Mat. 5.3.] pod napięciem 85 V przez około 3 godziny.  

Po zakończonym rozdziale przeprowadzano w buforze 0,5 x TBE elektrotransfer  

na błonę nylonową przy 200 mA przez 1 godzinę. Następnie przeniesione w ten sposób 

RNA połączone z komplementarnymi sondami było kowalencyjnie wiązane z dodatnio 

naładowaną błoną przez 3 minutowe naświetlanie światłem UV. Tak przygotowaną 

membranę wywoływano chemiluminescencyjnie [Met. 4.19].  

                 

4.15. Procedura przygotowania sond 

 

 Sondy oligonukleotydowe stosowane do wykrywania mRNA transporterów 

nukleozydowych metodami Northern Blot i Rnasin Protection Assay zaprojektowane 

były przez dr Monikę Sakowicz-Burkiewicz. W pierwszym etapie przeprowadzano 

reakcję odwrotnej transkrypcji [Met. 4.11.], a następnie przeprowadzano reakcję PCR 
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opisaną w Met. 4.12. Uzyskane w tej reakcji produkty rozdzielano elektroforetycznie 

[Met. 4.13.], po czym przeprowadzano izolację DNA z żelu agarozowego [Met. 4.20.]. 

W kolejnym etapie przeprowadzano reakcję PCR stosując ten sam profil  

czasowo-temperaturowy reakcji dla poszczególnych transporterów, ale używając  

tylko pojedynczy starter 3’-5’ w celu uzyskania jednoniciowego DNA. Objętość 

mieszaniny reakcyjnej wynosiła 20 µl i zawierała: 20 mM siarczan amonu; 2,5 mM 

MgCl2; 50 mM Tris-HCl, pH 9,0; 0,25 mM mieszaninę nukleotydów (dGTP, dATP, 

dTTP, dCTP), 2 µl Master Amp PCR Enhancer, 2 U termostabilnej polimerazy DNA 

(Tfl) [Mat. 5.2.], 1 µM startera 3’-5’ dla β-aktyny lub badanych transporterów,  

100 ng matrycy wyizolowanej z żelu agarozowego oraz wodą do podanej objętości. 

Uzyskane w tej reakcji produkty rozdzielano elektroforetycznie [Met. 4.13.],  

po czym po raz kolejny przeprowadzano izolację DNA z żelu agarozowego [Met. 4.20.] 

stosując jednak kolumienki do izolacji jednoniciowego DNA. Tak przygotowaną 

matrycę stosowano do znakowania z użyciem zestawu DIG-Chem-Link firmy Roche 

[Mat. 5.2.]. Reakcję taką przeprowadzano w jałowej probówce, gdzie umieszczano 500 

ng oczyszczonego jednoniciowego DNA oraz 2 µl odczynnika DIG Chem-Link. 

Objętość mieszaniny uzupełniano sterylną wodą do 20 µl i umieszczano na 30 minut  

w 85°C. Następnie próbki wirowano przez 1 minutę w wirówce (12000 obr./min.)  

i dodawano 5 µl buforu stop. W ten sposób otrzymane sondy używano do hybrydyzacji. 

Jedynie sonda 18S znakowana digoksygeniną została zsyntetyzowana komercyjnie 

(Geneset Corp. La  Jolla, CA).   

 

4.16. PCR w czasie rzeczywistym  

 

 Ocenę poziomu ekspresji genów transporterów nukleozydowych w izolowanych 

kardiomiocytach i hodowanych kardiofibroblastach prowadzono za pomocą PCR  

w czasie rzeczywistym z użyciem zestawu Light Cycler DNA SYBR Green I Kit firmy 

Roche [Mat. 5.2.]. Mieszanina reakcyjna o objętości 10 µl zawierała 1 µl buforu Master 

Mix; 3 mM MgCl2; 0,5 µM każdego ze starterów oraz 1 µl cDNA [Met. 4.11].  

Do reakcji stosowano startery o sekwencji przedstawionej w tabeli 3. Każda reakcja 

amplifikacji posiadała także kontrolę negatywną, do której dodawano wodę zamiast 

cDNA.  
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Temperatury przyłączania starterów w reakcji PCR były następujące:  

   - 59,5°C - β-aktyna   

- 61,5°C - transporter rENT1, rCNT1  

- 63,5°C - transporter rENT2, rCNT2 

Dzięki prowadzonej analizie temperatury topnienia amplifikowanego DNA sygnał  

od powstających produktów reakcji PCR był korygowany przez odjęcie sygnału 

produktów niespecyficznych. Dla każdej analizowanej próby za pomocą programu 

Light Cycler software 4.0 obliczano stosunek ilości cDNA β-aktyny do ilości cDNA 

danego transportera. 

 

4.17. Elektroforeza kwasów nukleinowych na żelu agarozowym 

 

   Produkty uzyskane w wyniku reakcji PCR były rozdzielane elektroforetycznie  

na 2% żelu agarozowym [Mat. 5.3.], zawierającym bromek etydyny o stężeniu 1µg/ml  

w buforze TAE (1 x stężony) [Mat. 5.3.]. Próbę 20 µl DNA zawieszano w 4 µl buforu 

obciążającego [Mat. 5.3.] i wprowadzano do studzienek żelu. Elektroforeza była 

prowadzona przy napięciu 4V/cm odległości między elektrodami. Analizę rozdziałów 

DNA prowadzono w świetle UV, a wielkość uzyskanych produktów oceniano 

względem wzorca masowego DNA o nazwie M1 (111 pz, 147 pz, 190 pz, 242 pz, 331 

pz, 404 pz, 501 pz). 

  

4.18. Wywołanie chemiluminescencyjne 
 

   Wywoływanie błon nylonowych ze związanym na nich RNA przeprowadzano  

z użyciem zestawu DIG Luminescent Detection Kit [Mat. 5.2.]. Przygotowaną 

membranę płukano 5 minut w buforze płuczącym [Mat. 5.3.], a następnie przez 1 

godzinę blokowano miejsca wiążące membrany w buforze blokującym [Mat. 5.3.]. 

Później błonę inkubowano 30 minut w buforze blokującym zawierającym przeciwciała 

skierowane przeciw digoksygeninie (przeciwciała poliklonalne - fragment  

Fab - sprzężone z alkaliczną fosfatazą rozcieńczone w buforze blokującym 1:10000). 

Kolejne dwa 15 minutowe płukania membrany w buforze płuczącym miały na celu 

usunięcie nadmiaru przeciwciał. Następnie membranę płukano 5 minut w buforze 

detekcyjnym [Mat. 5.3.], a potem kolejne 5 minut w tym samym buforze zawierającym 

substrat chemiluminescencyjny CDP-Star (25 mM CDP-Star rozcieńczony w buforze 
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detekcyjnym 1:100). Po zawinięciu w folię nylonową membrana eksponowana  

była wobec kliszy RTG [Mat. 5.3.] przez 15-90 minut. Substrat chemiluminescencyjny 

CDP-Star zostaje przekształcony w zdefosforylowany produkt emitujący światło 

widzialne w wyniku reakcji katalizowanej przez alkaliczną fosfatazę. W miejscu zajścia 

reakcji powstaje zaczernienie na kliszy fotograficznej. Ilość mRNA określano 

densytometrycznie z użyciem systemu Gel – Doc 2000 i programu komputerowego 

Quantity One firmy Bio – Rad. Intensywność prążków była podawana w arbitralnych 

jednostkach OD/mm2, od których komputer odejmował intensywność tła.  

 

4.19. Izolacja DNA z żeli agarozowych 

 

Po wycięciu kawałków agarozy zawierających fragmenty DNA uzyskane  

w poszczególnych reakcjach PCR (fragment nieprzekraczający 200 mg) [Met. 4.16.] 

umieszczano je w probówkach typu Eppendorf i dodawano 400 µl roztworu R7S [Mat. 

5.2.]. Następnie próbki inkubowano w temperaturze 50°C aż do czasu całkowitego 

rozpuszczenia agarozy. Po rozpuszczeniu dodawano 200 µl izopropanolu [Mat. 5.2.]  

i mieszano przez odwracanie probówek. Całość mieszaniny nanoszono na minikolumnę 

do izolacji DNA i wirowano 30 s przy 12000 obr./min. Przesącz usuwano z probówki,  

a do kolumny dodawano 600 µl roztworu A1 [Mat. 5.2.] i wirowano w tych samych 

warunkach. Ponownie przesącz usuwano i po raz drugi dodawano do kolumny roztwór 

A1 (300 µl). Po wirowaniu 2 min. przy 12000 obr./min. kolumnę umieszczano w nowej 

probówce, a dodawano do niej 30 µl wody destylowanej. Po 3 minutowej inkubacji  

w pokojowej temperaturze próby wirowano przy 12000 obr./min. Uzyskane  

w ten sposób oczyszczone DNA stosowano do dalszych etapów przygotowania sond 

oligonukleotydowych [Met. 4.16.].

 

4.20. Pomiar transportu adenozyny w izolowanych kardiomiocytach 

 

   Kardiomiocyty [Met. 4.4.] przemywano dwukrotnie 15 ml odpowiedniego buforu 

do transportu [Mat. 5.3.] (sodowy bądź niezawierający sodu). Następnie komórki 

zawieszano w buforze do transportu (1,5 x 106 komórek/ml) i inkubowano  

30 minut w temperaturze 24°C. Transport inicjowano przez dodanie 400 µl zawiesiny 

komórek do 100 µl znakowanej trytem adenozyny (1-2 µCi/nmol) [Mat. 5.2.]. Stężenie 
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końcowe adenozyny wynosiło 10 µM. Z uwagi na to, że zależność szybkości transportu 

od czasu miała charakter liniowy do 45 sekundy rutynowo inkubację komórek  

z adenozyną prowadzono przez 30 s. Transport adenozyny przerywano poddając 200 µl 

zawiesiny komórkowej filtracji podciśnieniowej na filtrach z włókna szklanego (GF/A). 

W celu odpłukania znakowanej adenozyny związanej z powierzchnią komórek i filtrów, 

każdy z filtrów płukany był 5 ml zimnego PBS [Mat. 5.3.] zawierającego 100 µM 

adenozynę. Następnie filtry po przesuszeniu umieszczano w naczyniach zawierających 

5 ml mieszaniny scyntylacyjnej [Mat. 5.3]. Naczynia pozostawiano na 12 godzin  

w ciemności, a następnie mierzono radioaktywność przy użyciu licznika Wallac 1409. 

Transport adenozyny po odjęciu próby zerowej (transport w czasie zero,  

w rzeczywistości było to 1-2 s) przeliczano na mg białka kardiomiocytów.  

 

4.21. Pomiar transportu adenozyny w hodowanych kardiofibroblastach 

 

   Transport adenozyny w hodowanych kardiofibroblastach [Met. 4.6.] prowadzono 

po osiągnięciu ∼ 90% konfluencji. Po usunięciu pożywki, komórki dwukrotnie płukano 

ciepłym PBS [Mat. 5.3.] i umieszczano je na 20 minut w inkubatorze (temp. 37ºC, 5% 

CO2) zalane 800 µl buforu do transportu [Mat. 5.3.]. Następnie płytki  

z kardiofibroblastami umieszczano na 5 minut w temperaturze pokojowej,  

po czym zalewano je na nowo 800 µl buforu do transportu zawierającego 20 µM 

adenozynę znakowaną trytem (1-2 µCi/nmol) [Mat. 5.2.]. Stężenie końcowe adenozyny 

wynosiło 10 µM. Po 40 sekundach inkubacji transport przerywano dodając 2 ml PBS 

zawierającego 1 mM adenozynę. Następnie, po ostrożnym usunięciu roztworu, płytki 

trzykrotnie przepłukiwano około 6 ml PBS zawierającego 100 µM adenozynę,  

po czym komórki na płytce zalewano 100 µl 2 M NaOH. Po upływie około 30 minut 

pobierano 70 µl ekstraktu umieszczano w naczyniach zawierających 5 ml mieszaniny 

scyntylacyjnej  [Mat. 5.3.]. Radioaktywność prób mierzono w liczniku Wallac 1409. 

Transport adenozyny po odjęciu próby zerowej (transport w czasie zero) przeliczano  

na mg białka kardiofibroblastów. 
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4.22. Oznaczanie stężenia białka 

 

  Stężenie białka oznaczano metodą Bradford [22] z albuminą wołową  

jako standardem. 

 

4.23. Analiza statystyczna 

 

  Analiza statystyczna otrzymanych wyników była przeprowadzona przy pomocy 

programu komputerowego Statistica 7.1 (StaSoft, Polska). Uzyskane podczas kilku 

doświadczeń wyniki są średnimi arytmetycznymi, +/- odchylenie standardowe. 

Prawdopodobieństwo identyczności dwóch średnich oceniano testem t – Studenta. 
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5. MATERIAŁY 
 

5.1. Zwierzęta 
 

Do doświadczeń używano szczurów rasy Wistar, samców o ciężarze 

200-220 g. Zwierzęta pochodziły z hodowli zwierząt laboratoryjnych (Polska Akademia 

Nauk w Warszawie), karmione były paszą standardową Murigan (Wytwórnia Pasz – 

Motycz) i pojone wodą do woli. Po indukcji cukrzycy zwierzęta podzielono  

na następujące grupy: 

• zwierzęta z hiperglikemią 

• zwierzęta z hiperglikemią, które otrzymywały insulinę (Lilly France) w dawce 

10 U na 1 kg masy ciała szczura 

• zwierzęta, które nie otrzymały STZ, tylko bufor C (grupa kontrolna) 

5.2. Odczynniki 
 
FIRMA ODCZYNNIK 
A&A Biotechnology Fenozol 

Zestaw do izolacji RNA Total RNA Prep Plus 
(fenozol, roztwór A1, minikolumienki ze złożem 
krzemionkowym) 
Zestaw do izolacji DNA z żeli agarozowych 
(roztwór R7S, roztwór A1, minikolumienki ze 
złożem krzemionkowym) 

Bio-Rad Laboratories Akrylamid 
N, N’-metylenobisakrylamid 
TEMED (N, N, N’, N’-tetrametyloetylodiamina) 

BD Biosciences Zestaw Multi-Probe Rnase Protection Assay 
System (bufor hybrydyzacyjny, olej mineralny, 
bufor z rybonukleazami A i T1, bufor z proteinazą 
K, tRNA drożdżowe, chlorek litu, bufor 
obciążający) 

Boehringer Mannheim Zestaw DIG Luminescent Detection Kit 
DNA Gdańsk Marker masowy DNA (M1) 
Epicentre Chlorek magnezu 

Deoksyrybonukleotydy (dNTP) 
Ditiotreitol (DTT) 
Master Amp PCR Enhancer 
Odwrotna transkryptaza (MMLV-RT) z buforami 
Polimeraza Tfl z buforami 

Gibco Kolagenaza typu II 
Płodowa surowica bydlęca (FBS) 

Geneset Corp.La  Jolla, CA Sonda 18S znakowana digoksygeniną 
Holmed Klisza RTG (wrażliwa na światło niebieskie),  

Wywoływacz  
 Utrwalacz 
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Lilly France Insulina (podawana zwierzętom) 

Millipore Błona Immobilon-Ny+

Moravek Biochemicals Adenozyna [2,8-3H] 

Pointe Scientific Zestaw Glukoza – Hexo (odczynnik G) 

Polfa Penicylina 
Heparyna 
Streptomycyna 

Polskie Odczynniki Chemiczne 
(POCh) 

Pozostałe odczynniki 

Promega Agaroza 
RN-asin 

Roche Zestaw DIG-Chem-Link (odczynnik DIG-Chem-
Link, bufor stop) 
Oligo(dT) 
Light Cycler DNA SYBR Green I Kit (Master 
Mix, MgCl2) 

Sigma-Aldrich Błękit trypanu 
Bromek etydyny 
Chloroform 
DEPC(dietylopirowęglan) 
DMSO (dimetylosulfotlenek) 
EDTA (sól sodowa kwasu etylenodwuamino-
czterooctowego) 
EGTA (sól sodowa kwasu glikoetylowego bis(β-
aminoetyloeter)-  
             N, N, N’, N’ czterooctowego  
Formaldehyd 
Formamid 
Glukoza 
HEPES (kwas N-2hydroksyetylopiperazino-N-2-
etano sulfonowy) 
Insulina (stosowana do hodowli) 
Izopropanol 
Kwas cytrynowy 
MOPS (3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid) 
Octan sodowy 
PD98059 
Pirogronian sodowy 
Pożywka DMEM  
Rapamycyna 
Streptozotocyna (STZ) 
Tris (Tris(hydroksymetylo)aminometan) 
Wortmanin 

Whatmann Bibuła chromatograficzna 3mm Chr 
Filtry z włókna szklanego (GF/A) 

Integrated DNA Technologies (IDT) Startery do PCR 
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5.3. Bufory i roztwory 
 

 Akrylamidy (40%) 
 
Na 100 ml: 38 g akrylamid 

       2 g N, N’-metylenobisakrylamid 

                   do 100 ml H2ODEPC

 

 Bufor A 
 
50% dwumetyloforamid 

1% SDS 

50 mM Tris - HCL  pH 8,0 
 

 Bufor blokujący 
 
Bufor maleinowy pH 7,5 

1% roztwór odczynnika blokującego - albuminy 
 

 Bufor do elektroforezy TAE (Tris-kwas octowy) 
 
Na 1000 ml: 4,84 g Tris 

                     1,14 ml 99% kwasu octowego 

                     2 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 

                     do 1000 ml H2O    
 

 Bufor do transportu pH 7,4 
 
131 mM NaCl/chlorek choliny 

5,6 mM KCl 

25 mM NaHCO3

1 mM NaH2PO4

2,5 mM CaCl2

1 mM MgCl2

10 mM glukoza 

20 mM Hepes 
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 Bufor obciążający do elektroforezy agarozowej – BOA 
 
0,25% błękit bromofenylowy 

0,25% ksylen cyjanu FF 

30% glicerol w wodzie 
 

 Bufor obciążający do elektroforezy RNA - BOR 
 
20 mM MOPS, pH 7,0 

8 mM octan sodowy 

1 mM EDTA 

50% formamid 

2,2 M formaldehyde 
 

 Bufor C  
 
Na 50 ml roztworu: 140 mg  kwasu cytrynowego KOH, pH 4,6 

         100 mg  glukozy 

                                 8 mg  Na2HPO4

                                 10,5 mg  KH2PO4

                                 do 50 ml H2O       
 

 Roztwór D 
 
1 M cytrynian 

1 M NaOH 
 

 Bufor detekcyjny pH 9,5 
 
0,1 M Tris-HCl  

0,1 M NaCl 
 

 Bufor maleinowy pH 7,5 
 
0,1 M kwas maleinowy 

0,15 M NaCl 
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 Bufor MOPS 5 x stężony 
 
20 mM MOPS pH 7,0 

8 mM octan sodowy 

1 mM EDTA, pH 8,0  

 

 Bufor płuczący 

 
Bufor maleinowy pH 7,5 + 0,3% Tween 20 
 

 Bufor prehybrydyzacyjny 
 
7% SDS 

50% formamid 

5 x SSC  

2% odczynnik blokujący  

50 mM fosforan sodowy pH 7,0 

0,1% sarkozyl 
 

 Bufor hybrydyzacyjny 
 
Bufor prehybrydyzacyny + sonda 25 ng/ml 
 
 

 Bufor SSC 15 x stężony pH 7,0 
 
Na 1000 ml: 263 g NaCl 

          132 g cytrynianu sodowego 

          do 1000 ml  H2ODEPC    

 
 Bufor TBE 10 x stężony 

 
Na 1000 ml: 109 g Tris 

          55 g kwasu borowego 

          40 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

          do 1000 ml H2ODEPC 
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 Bufor do transportu 
 
20 mM Hepes-Tris, pH 7,4 

130 mM NaCl/chlorek choliny 

3 mM K2HPO4

2 mM MgCl2

1 mM CaCl2

0,5 µM EHNA (inhibitor deaminazy adenozyny) 
 

 

 Bufor Tyrode 
  
144 mM  NaCl 

5 mM  KCl 

1 mM  MgCl2

0,43 mM  NaH2PO4

10 mM  Hepes 

11 mM  glukoza 

5 mM  pirogronian sodowy 
 
 
 

 Bufor Tyrode + EGTA 
 
Bufor Tyrode + 100 µM EGTA 
 
 
 

 Bufor Tyrode + kolagenaza 
 
Bufor Tyrode + 0,1% kolagenaza typ II  
          
       

 0,5 M EDTA pH 8,0  
 
Na 1000 ml: 186,1 g  EDTA           

          20 g  NaOH 

                     do 1000 ml H2O 
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 PBS, pH 7,4 
 
Na 1000 ml: 8 g NaCl 

          2 g KCl 

          1,44 g Na2HPO4

          0,24 g KH2PO4 

              do 1000 ml H2O 
 

 Scyntylator 
 
0,2 g POPOP 

6 g PPO 

857 ml metanol 

2000 ml toluen 
 

 2% żel agarozowy 
 
3,2 g  agarozy         

60 ml  buforu TAE 1 x stężony                

 

 1% żel agarozowy z 3% formaldehydem 
 
0,6 g agarozy 

12 ml 5 x buforu MOPS 

2 ml 37% formaldehyd 

46 ml H2ODEPC

 

 5% żel poliakrylamidowy/ 8M mocznik 
 
Na 15 ml: 7,2 g mocznik 

                1,5 mL 10 x TBE 

                1,9 ml 40% akrylamidy    

     120 µl 10% nadsiarczan amonu 

     16 µl TEMED  

    do 15 ml H2ODEPC
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6. WYNIKI 

6.1. Charakterystyka szczurów stosowanych w doświadczeniach 
 
 

Wpływ cukrzycy na ekspresję transporterów nukleozydowych badano na modelu 

zwierzęcym oraz hodowli pierwotnej izolowanych komórek.  

Zwierzęta podzielono na grupę szczurów kontrolnych, cukrzycowych  

oraz cukrzycowych otrzymujących insulinę. Cukrzycę u 45 szczurów indukowano 

podaniem streptozotocyny (STZ). Jedynie u części  zwierząt (35) zaobserwowano 

wzrost stężenia glukozy we krwi i spadek wagi ciała co wskazywało, że doszło  

do zaburzenia gospodarki węglowodanowej (rozwoju cukrzycy). Pozostałych  

10 osobników nie zostało zaliczonych do grupy szczurów z cukrzycą, ponieważ stężenie 

glukozy we krwi nie osiągnęło poziomu 17 mM. Parametry zwierząt użytych  

do doświadczeń zestawiono w tabeli 4.    

 

Parametr 
Grupa 

szczurów 
kontrolnych 

Grupa szczurów 
cukrzycowych 

Grupa szczurów 
cukrzycowych 
otrzymujących 

insulinę 
waga ciała (g) 215 ± 8,2 183 ± 11,5* 189 ±14,0*

waga serca (g) 1,11 ± 0,13 1,25 ± 0,17 1,3 ± 0,15 
waga nerek (g/100 g 
wagi ciała) 0,86 ± 0,05 0,90 ± 0,07 0,89 ± 0,09 

waga wątroby (g) 10,83 ± 0,25 10,22 ± 0,31 10,36 ± 0,34 
glukoza we krwi 
(mM) 6,1 ± 0,7 24,5 ± 2,8 7,9 ±1,2 

 
Tabela 4. Charakterystyka szczurów stosowanych w doświadczeniach.  
Pomiary u szczurów cukrzycowych przeprowadzono w 14 dniu od podania STZ, u szczurów kontrolnych 

w 14 dniu od podania cytrynianu. Grupie szczurów otrzymujących insulinę rozpoczynano podawanie tego 

hormonu (dawka 10 U/kg) w dziesiątym dniu od podania STZ przez kolejne 4 dni. * p<0,05 w stosunku 

do kontroli.  

 

Po 14 dniach od podania STZ obserwowano znamienny spadek wagi zwierząt   

z cukrzycą w stosunku do szczurów kontrolnych. Natomiast waga serca, wątroby  

i nerek szczurów cukrzycowych nie różniła się znamiennie od wagi tych narządów  

u zwierząt  kontrolnych.  
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6.2. Ekspresja transporterów nukleozydowych w nerce, wątrobie i sercu szczura 
 

W celu określenia poziomu ekspresji transporterów nukleozydowych w narządach 

szczurów kontrolnych stosowano metodę Nothern blot z 18S rRNA jako genem 

referencyjnym [Met. 4.13.]. Ocena ilości badanego transkryptu polegała na porównaniu 

intensywności otrzymanych prążków dla badanych transporterów i 18S rRNA (NT/18S 

rRNA).  

Doświadczenia pokazały, że w nerce ekspresja transportera rCNT1 jest na najwyższym 

poziomie. Mniejszą ekspresję stwierdzono w przypadku transporterów rENT1 i rCNT2,  

a najniższy poziom mRNA stwierdzono dla transportera rENT2 (Ryc. 12, 13). W sercu 

najwyższy poziom ekspresji wykazano dla transportera rENT1. Mniejszy poziom 

mRNA obserwowano dla transporterów rENT2 i rCNT1. Natomiast ekspresja 

transportera rCNT2 w sercu szczura jest na najniższym poziomie (Ryc. 13, 14). 

Porównanie poziomu ekspresji transporterów nukleozydowych w wątrobie wykazało,  

że ekspresja rCNT1 jest na najwyższym poziomie, a niższy poziom mRNA stwierdzono  

w przypadku transporterów rENT1 i rCNT2. Poziom ekspresji transportera rENT2  

jest na najniższym poziomie (Ryc. 13, 14). 

Analizując poziomy ekspresji badanych transporterów obliczono ich stosunek 

względem siebie w poszczególnych narządach (zakładając, że suma poziomów mRNA 

badanych czterech transporterów wynosi 1). Otrzymany w ten sposób stosunek 

rENT1:rENT2:rCNT1:rCNT2 w poszczególnych narządach przedstawia się 

następująco: w nerce 0,2:0,1:0,5:0,2; w sercu 0,4:0,2:0,3:0,1 i w wątrobie 

0,3:0,1:0,4:0,2. Powyższa analiza wskazuje, że profil ekspresji transporterów 

nukleozydowych jest cechą charakterystyczną badanych narządów. 
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Ryc. 13. Poziom mRNA transporterów nukleozydowych rENT1 i rENT2 w tkankach

A. Przykładowy Northern blot otrzymany z RNA izolowanego z nerki (N), wątr

B. Ilościowe zestawienie wyników analiz Northern blot. Poziom mRNA normaliz

i przedstawiano jako stosunek ENT/18S rRNA. Przedstawione wyniki są 

doświadczeń ± SD. 
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Ryc. 14. Poziom mRNA transporterów nukleozydowych rCNT1 i rCNT2 w tkankach szczura zdrowego. 

A. Przykładowy Northern blot otrzymany z RNA izolowanego z nerki (N), wątroby (W) i serca (S).  

B. Ilościowe zestawienie wyników analiz Northern blot. Poziom mRNA normalizowano do 18S rRNA  

i przedstawiano jako stosunek CNT/18S rRNA. Przedstawione wyniki są średnimi z czterech 

doświadczeń ± SD. 

 

 
 
 
 
 
 
 

 69



6.3. Ekspresja transporterów nukleozydowych u szczura z cukrzycą 

 
 Zmiany w poziomie mRNA transporterów nukleozydowych w tkankach szczurów 

z cukrzycą indukowaną podaniem STZ określano metodą RNazową [Met. 4.14.]  

z β-aktyną jako genem referencyjnym. 

 Przeprowadzone doświadczenia pokazały, że w 14 dniu cukrzycy w wątrobie  

i sercu szczura poziom mRNA transportera rENT1 jest obniżony w stosunku do tkanek 

zdrowych. Największy spadek ilości mRNA transportera rENT1 obserwowano w sercu 

(45%) i wątrobie (32%) szczura z cukrzycą. Natomiast w nerce szczura z cukrzycą  

nie obserwowano istotnej zmiany poziomu mRNA rENT1 (Ryc. 15). Podawanie 

szczurom z cukrzycą insuliny przez cztery dni nie powodowało powrotu poziomu 

mRNA do wartości obserwowanych w badanych narządach szczurów kontrolnych  

(Ryc. 15). W przypadku transportera rENT2 analiza wykazała, że poziom mRNA  

jest obniżony o 40% w nerce i sercu, a o 30% w wątrobie szczura z cukrzycą (Ryc. 15). 

Podawanie szczurom z cukrzycą insuliny przez cztery dni powodowało powrót poziomu 

mRNA rENT2 do wartości obserwowanych w narządach szczurów kontrolnych  

(Ryc. 16).  

 Analiza ekspresji rCNT1 wykazała wzrost poziomu mRNA tego transportera  

o 21% w wątrobie i o 78% w sercu szczura z cukrzycą. W nerce szczurów  

z cukrzycą poziom mRNA dla rCNT1 nie zmieniał się istotnie w porównaniu do tkanki 

zdrowej (Ryc. 17). Porównanie poziomu mRNA transportera rCNT2 w nerkach  

szczurów z cukrzycą z poziomem tego mRNA w nerkach szczurów kontrolnych  

nie wykazało istotnych zmian. Podobnie w wątrobie szczura z cukrzycą poziom mRNA 

rCNT2 nie ulegał znamiennym zmianom. Największe zmiany w poziomie ekspresji  

tego transportera wykryto w sercu szczura z cukrzycą. Poziom mRNA dla rCNT2 

wzrastał 2-krotnie w tym narządzie (Ryc. 18). Podawanie szczurom z cukrzycą insuliny 

przez cztery dni powodowało powrót poziomu mRNA zarówno dla transportera rCNT1 

jak i rCNT2 do wartości obserwowanych w narządach szczurów kontrolnych  

(Ryc. 17, 18).  
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Ryc. 15. Poziom mRNA transportera rENT1 w tkankach szczura z cukrzycą indukowaną podaniem STZ. 

A. Przykładowe wyniki analizy mRNA dla rENT1 prowadzonej metodą RNazową na RNA izolowanym  

z nerki (N), wątroby (W) i serca (S) szczura. Całkowite RNA izolowano w 14 dniu od podania STZ. 

Szczurom, które otrzymywały insulinę podawano ją raz dziennie przez kolejne 4 dni począwszy  

od 10-tego dnia po podaniu STZ. B. Procentowe zmiany ilości mRNA transportera rENT1 w narządach 

szczura z cukrzycą. Poziom mRNA normalizowano do β-aktyny (rENT1/β-aktyna) i przedstawiono  

jako % wartości obserwowanej w tkance szczura zdrowego (kontrola). Przedstawione wyniki są średnimi 

wartościami z trzech doświadczeń +/- SD. *, p<0,001 w stosunku do kontroli.  
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Ryc. 16. Poziom mRNA transportera rENT2 w tkankach szczura z cukrzycą indukowaną podaniem STZ.  

A. Przykładowe wyniki analizy mRNA dla rENT2 prowadzonej metodą RNazową na RNA izolowanym  

z nerki (N), wątroby (W) i serca (S) szczura. Całkowite RNA izolowano w 14 dniu od podania STZ. 

Szczurom, które otrzymywały insulinę podawano ją raz dziennie przez kolejne 4 dni począwszy  

od 10-tego dnia od podania STZ. B. Procentowe zmiany ilości mRNA transportera rENT2 w narządach 

szczura z cukrzycą. Poziom mRNA normalizowano do β-aktyny (rENT2/β-aktyna) i przedstawiono  

jako % wartości obserwowanej w tkance szczura zdrowego (kontrola). Przedstawione wyniki są średnimi 

wartościami z trzech doświadczeń +/- SD. *, p<0,002 w stosunku do kontroli; **, p<0,01 w stosunku  

do cukrzycy; ***, p<0,004 w stosunku do cukrzycy. 
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Ryc. 17. Poziom mRNA transportera rCNT1 w tkankach szczura z cukrzycą indukowaną podaniem STZ.  

A. Przykładowe wyniki analizy mRNA dla rCNT1 prowadzonej metodą RNazową na RNA izolowanym 

z nerki (N), wątroby (W) i serca (S) szczura. Całkowite RNA izolowano w 14 dniu od podania STZ. 

Szczurom, które otrzymywały insulinę podawano ją raz dziennie przez kolejne 4 dni począwszy  

od 10-tego dnia od podania STZ. B. Procentowe zmiany ilości mRNA transportera rCNT1 w narządach 

szczura z cukrzycą. Poziom mRNA normalizowano do β-aktyny (rCNT1/β-aktyna) i przedstawiono  

jako % wartości obserwowanej w tkance szczura zdrowego (kontrola). Przedstawione wyniki są średnimi 

wartościami z trzech doświadczeń +/- SD. *, p<0,01 w stosunku do kontroli; **, p<0,0001 w stosunku  

do kontroli; ***, p<0,0005 w stosunku do cukrzycy.  
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Ryc. 18. Poziom mRNA transportera rCNT2 w tkankach szczura z cukrzycą indukowaną podaniem STZ.  

A. Przykładowe wyniki analizy mRNA dla rCNT2 prowadzonej metodą RNazową na RNA izolowanym 

z nerki (N), wątroby (W) i serca (S) szczura. Całkowite RNA izolowano w 14 dniu od podania STZ. 

Szczurom, które otrzymywały insulinę podawano ją raz dziennie przez kolejne 4 dni począwszy  

od 10-tego dnia od podania STZ. B. Procentowe zmiany ilości mRNA transportera rCNT2 w narządach 

szczura z cukrzycą. Poziom mRNA normalizowano do β-aktyny (rCNT2/β-aktyna) i przedstawiono  

jako % wartości obserwowanej w tkance szczura zdrowego (kontrola). Przedstawione wyniki są średnimi 

wartościami z trzech doświadczeń +/- SD. *, p<0,0001 w stosunku do kontroli; **, p<0,0003 w stosunku 

do cukrzycy. 
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6.4. Ekspresja transporterów nukleozydowych w izolowanych kardiomiocytach 
 
 Ilość kardiomiocytów w mięśniu sercowym to około 30-40% ogólnej liczby 

komórek i jednocześnie prawie 75% całkowitej objętości tego narządu [232]. Komórki 

te uważane są za jednostkę serca o istotnej roli zarówno funkcjonalnej  

jak i strukturalnej. W związku z powyższym przeprowadzono analizy określające 

poziom ekspresji transporterów nukleozydowych w izolowanych kardiomiocytach 

szczura. 

 W celu określenia poziomu ekspresji transporterów nukleozydowych  

w izolowanych kardiomiocytach stosowano metodę PCR w czasie rzeczywistym  

z β-aktyną jako genem referencyjnym [Met. 4.16.]. Porównanie poziomu ekspresji   

transporterów nukleozydowych w szczurzych kardiomiocytach wykazało, że ekspresja 

rENT1 jest na najwyższym poziomie, natomiast niższy poziom stwierdzono  

w przypadku transporterów rENT2 i rCNT1. Najniższy poziom ekspresji obserwowano 

dla transportera rCNT2 (Ryc. 19).  

Przeprowadzone doświadczenia pokazały, że w kardiomiocytach izolowanych  

od szczurów w 14 dniu cukrzycy poziom mRNA transportera rENT1 jest obniżony  

o 60%, rENT2 o 35% w stosunku do komórek izolowanych z serc szczurów zdrowych. 

Natomiast analizując ekspresję rCNT1 i rCNT2 w kardiomiocytach  izolowanych  

od szczurów z cukrzycą stwierdzono wzrost poziomu mRNA odpowiednio  

o 75% i 100% w porównaniu do wartości obserwowanych w komórkach izolowanych 

od szczurów kontrolnych (Ryc. 19). W celu rozróżnienia wpływu cukrzycy na poziom 

ekspresji transporterów nukleozydowych od bezpośredniego efektu STZ grupie 

szczurów z cukrzycą 10 dnia od podania STZ rozpoczynano podawanie przez cztery 

kolejne dni insuliny w celu normalizacji poziomu glukozy. Traktowanie szczurów 

cukrzycowych w ten sposób powodowało powrót poziomu ekspresji transporterów 

nukleozydowych w izolowanych kardiomiocytach do poziomu obserwowanego  

w tych komórkach u szczurów zdrowych. Wyjątek stanowił transporter rENT1,  

którego poziom mRNA powracał jedynie do 80% wartości obserwowanej u szczurów 

zdrowych (Ryc. 19). 
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Ryc. 19. Poziom mRNA transporterów nukleozydowych w izolowanych kardiomiocytach szczura  

zdrowego (kontrola), z cukrzycą i z cukrzycą, któremu przez 4 dni podawano insulinę. Poziom mRNA 

każdego transportera analizowano za pomocą PCR w czasie rzeczywistym i normalizowano do β-aktyny 

(NT/β-aktyna). Przedstawione wyniki są średnimi wartościami z czterech niezależnych doświadczeń  

+/- SD. *, p<0,05 w stosunku do kontroli; #, p<0,05 w stosunku do cukrzycy.  

 

6.5. Transport adenozyny w izolowanych kardiomiocytach 
 
 Transport nukleozydów w kardiomiocytach odbywa się zarówno  

przez transportery nukleozydowe ENT (transport bierny nośnikowy, transport 

symetryczny) jak i CNT (transport drogą aktywnego symportu z jonami sodu). Pomiar 

transportu adenozyny w izolowanych kardiomiocytach wykonywano według metody 

opisanej w punkcie Met. 4.20. Szybkość transportu adenozyny (10 µM)  

w kardiomiocytach izolowanych od szczurów zdrowych wynosiła 36 pmol/mg/min 

(Ryc. 20). 

 Badania pokazały, że w kardiomiocytach szczura 70% transportu adenozyny 

stanowi transport bierny (symetryczny). Pomiar transportu adenozyny w środowisku 

bezsodowym i w obecności 1µM NBTI (inhibitor ENT1) pokazał,  

że w kardiomiocytach blisko 70% transportu symetrycznego stanowi transport wrażliwy 

na inhibicję przez NBTI. Przeprowadzone obliczenia pokazały, że tylko 26% 

całkowitego transportu adenozyny stanowi transport sodo-zależny (Ryc. 20).  
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 Pomiar transportu adenozyny w kardiomiocytach izolowanych od szczurów  

z cukrzycą pokazał, że transport ten jest obniżony był o 30% w stosunku do transportu 

w komórkach szczurów kontrolnych. Dalsza analiza wykazała, że bierny transport 

adenozyny (symetryczny) w kardiomiocytach szczurów z cukrzycą był obniżony  

o 60%. W komórkach tych jednocześnie obserwowano blisko dwukrotny wzrost 

transportu Na+-zależnego (Ryc. 20). 

Podawanie szczurom z cukrzycą insuliny przez cztery dni powodowało powrót 

szybkości transportu adenozyny do wartości obserwowanych w kardiomiocytach 

szczurów zdrowych (Ryc. 20) 

Dane zawarte w piśmiennictwie wskazują, że w cukrzycy dochodzi do zmian 

aktywności szeregu enzymów metabolizujących adenozynę [160, 169]. W celu 

sprawdzenia, czy zmiany te mają wpływ na transport adenozyny w warunkach in vitro 

zastosowano inhibitory aktywności kinazy adenozyny (5-jodotubercydyna) i deaminazy 

adenozyny (EHNA). Inkubacja kardiomiocytów z 1µM 5-jodotubercydyną  

lub/i 1µM EHNA nie zmieniała transportu adenozyny zarówno w komórkach 

izolowanych od szczurów normalnych jak i komórkach szczurów z cukrzycą. 
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Ryc. 20. Transport adenozyny w izolowanych kardiomiocytach szczura zdrowego (kontrola), z cukrzycą  

i z cukrzycą, któremu przez 4 dni podawano insulinę. 

Transport adenozyny (10 µM) mierzono w środowisku sodowym lub bezsodowym w obecności lub braku 

1µM NBTI. Na+-zależny transport adenozyny obliczano przez odjęcie wyników transportu uzyskanego  

w  środowisku bezsodowym  od wyników uzyskanych w środowisku sodowym.  

Transport wrażliwy na inhibicję przez NBTI obliczano przez odjęcie wyników uzyskanych w środowisku 

bezsodowym, zawierającym 1 µM NBTI od wyników uzyskanych w tym samym buforze  

niezawierającym NBTI. Przedstawione wyniki są średnimi wartościami z trzech niezależnych 

doświadczeń +/- SD. *, p<0,05 w stosunku do kontroli; #, p<0,05 w stosunku do cukrzycy.  
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6.6. Wpływ glukozy i insuliny na ekspresję transporterów nukleozydowych  

w kardiofibroblastach szczura  

 

 Najliczniejszą grupą komórek występujących w sercu są kardiofibroblasty,  

które stanowią aż 70% wszystkich komórek [26]. Izolacja tych komórek i  ich hodowla 

w ściśle określonych warunkach umożliwiła zbadanie bezpośredniego wpływu insuliny 

oraz glukozy na ekspresję transporterów nukleozydowych. 

Dla określenia poziomu ekspresji transporterów nukleozydowych  

w kardiofibroblastach zastosowano metodę PCR w czasie rzeczywistym [Met. 4.16.]. 

 Analiza uzyskanych wyników pokazała, że w kardiofibroblastach hodowanych  

w pożywce DMEM zawierającej 5 mM glukozę i 10 nM insulinę najwyższy poziom 

ekspresji wykazuje transporter rENT1, niższy poziom stwierdzono dla transporterów 

rCNT1 i rCNT2. Natomiast najniższy poziom mRNA charakteryzuje transporter rENT2 

(Ryc. 21). 
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Ryc. 21. Poziom mRNA transporterów nukleozydowych w hodowanych kardiofibroblastach szczura.  

Reakcję PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono na cDNA otrzymanym z kardiofibroblastów 

hodowanych w środowisku zawierającym 5 mM glukozę i 10 nM insulinę. Poziom mRNA 

normalizowano do β-aktyny i przedstawiano jako stosunek NT/β-aktyna. Prezentowane wyniki są 

średnimi z czterech doświadczeń ± SD.  
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Przeprowadzone doświadczenia na komórkach hodowanych w różnych stężeniach 

glukozy i insuliny pokazały, że poziom mRNA transportera rENT1  

zależy od stężenia glukozy i jest niezależny od obecności insuliny w pożywce 

hodowlanej. Z kolei poziom ekspresji transporterów rENT2, rCNT1 i rCNT2  

w kardiofibroblastach silnie zależał od obecności insuliny, ale nie od zmiany stężenia 

glukozy (Ryc. 22). 
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Ryc. 22. Wpływ glukozy i insuliny na poziom mRNA rENT1, rENT2, rCNT1 i rCNT2 w hodowanych 

kardiofibroblastach szczura.   
Analizę prowadzono za pomocą PCR w czasie rzeczywistym na cDNA otrzymanym z kardiofibroblastów 

hodowanych w pożywce zawierającej: 5 mM glukozę i 10 nM insulinę (5 mM gluk + ins); 5 mM glukozę 

bez insuliny (5 mM gluk); 25 mM glukozę i 10 nM insulinę (25 mM gluk + ins); 25 mM glukozę  

bez insuliny (25 mM gluk). Poziom mRNA normalizowano do β-aktyny i przedstawiano jako stosunek  

NT/β-aktyna. Przedstawione wyniki są średnimi z czterech  doświadczeń ± SD. *, p<0,05 w stosunku  

do komórek hodowanych w 5 mM glukozie; #, p<0,05 w stosunku do komórek hodowanych z 10 nM 

insuliną. 
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Pomiar ilości mRNA dla transportera rENT1 w komórkach hodowanych przez 48 

godzin w pożywce zawierającej 25 mM glukozę wykazał 85% niższy poziom 

transkryptu rENT1 niż w komórkach hodowanych w 5 mM glukozie. Zmiany te były 

niezależne od obecności insuliny w pożywce hodowlanej. Doświadczenia 

przeprowadzone na komórkach hodowanych przez różny okres czasu w 25 mM 

glukozie pokazały, że maksymalny wpływ glukozy na ekspresję rENT1 można 

obserwować po 16 godzinach od zmiany stężenia glukozy (Ryc. 23). 
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Ryc. 23.  Wpływ 25 mM glukozy na poziom mRNA transportera rENT1 w hodowanych 

kardiofibroblastach  w zależności od czasu.  

Analizę prowadzono za pomocą PCR w czasie rzeczywistym na cDNA otrzymanym z kardiofibroblastów 

hodowanych w pożywce zawierającej 25 mM glukozę. Poziom mRNA normalizowano do β-aktyny  

i przedstawiano jako procent wartości oznaczonej w 5 mM glukozie bezpośrednio przed zmianą stężenia 

glukozy w pożywce (czas 0). Przedstawione wyniki są średnimi z trzech doświadczeń ± SD. *, p<0,05  

w stosunku do czasu 0; ¶, p<0,05 w stosunku do 4 godziny; #, p< 0,05 w stosunku do 8 godziny. 
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Analiza ilości mRNA dla rENT1 w kardiofibroblastach hodowanych w różnych 

stężeniach glukozy wykazała, że połowę maksymalnego efektu glukozy obserwuje się 

przy 14 mM stężeniu glukozy. Maksymalny spadek ilości mRNA dla rENT1 (85%) 

obserwowano przy 25 mM glukozie i dalszy wzrost jej stężenia w pożywce hodowlanej 

nie powodował większych zmian w poziomie ekspresji rENT1 (Ryc. 24). 
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Ryc. 24.  Wpływ wzrastających stężeń glukozy na poziom mRNA transportera rENT1 w hodowanych 

kardiofibroblastach.  

Analizę prowadzono za pomocą PCR w czasie rzeczywistym na cDNA otrzymanym z kardiofibroblastów 

hodowanych przez 48 godzin w pożywce zawierającej różne stężenia glukozy. Poziom mRNA rENT1 

normalizowano do mRNA β-aktyny i przedstawiano jako procent wartości oznaczonej w 5 mM glukozie.  

Przedstawione wyniki są średnimi z trzech doświadczeń ± SD. *, p<0,05 w stosunku do 15 mM glukozy. 
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Analiza ilości mRNA transportera rENT2 w kardiofibroblastach hodowanych  

w pożywce bez insuliny wykazała, że poziom transkryptu rENT2 w tych komórkach  

był obniżony o 50% w porównaniu do komórek rosnących w pożywce zawierającej  

10 nM insulinę niezależnie od stężenia glukozy (Ryc. 22). Analiza poziomu mRNA  

dla rENT2 w kardiofibroblastach hodowanych w obecności insuliny (10 nM)  

przez różny okres czasu wykazała, że maksymalny wzrost ekspresji rENT2 następuje  

w 8 godzinie od ekspozycji komórek na insulinę (Ryc. 25). Dalsze doświadczenia 

pokazały, że maksymalny efekt insuliny na ekspresję rENT2 można zaobserwować  

przy stężeniu 10 nM (Ryc. 26). 
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Ryc. 25.   Wpływ insuliny na  poziom mRNA transportera rENT2 w hodowanych kardiofibroblastach  

w zależności od czasu.  

Analizę prowadzono za pomocą PCR w czasie rzeczywistym na cDNA otrzymanym z kardiofibroblastów 

hodowanych w pożywce zawierającej 10 nM insulinę. Poziom mRNA rENT2 normalizowano do mRNA 

β-aktyny i przedstawiano jako procent wartości oznaczonej w komórkach hodowanych w nieobecności 

insuliny (czas 0). Przedstawione wyniki są średnimi z trzech doświadczeń ± SD. *, p<0,05  

w stosunku do czasu 0; #, p<0,05 w stosunku do 4 godziny; §, p<0,05 w stosunku do 6 godziny. 
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Ryc. 26.  Wpływ insuliny na poziom mRNA transportera rENT2 w hodowanych kardiofibroblastach  

w zależności od stężenia. 

Analizę prowadzono za pomocą PCR w czasie rzeczywistym na cDNA otrzymanym z kardiofibroblastów 

hodowanych przez 24 godziny w pożywce zawierającej różne stężenia insuliny. Poziom mRNA rENT2  

normalizowano do mRNA β-aktyny i przedstawiano jako procent wartości oznaczonej w komórkach 

hodowanych w nieobecności insuliny. Przedstawione wyniki są średnimi z trzech doświadczeń ± SD. *, 

p<0,05 w stosunku do komórek hodowanych bez insuliny. 

 
 
Analiza poziomu mRNA dla rCNT1 i rCNT2 w kardiofibroblastach hodowanych  

w pożywce zawierającej różne stężenia glukozy i insuliny wykazała, że ekspresja  

tych transporterów w komórkach hodowanych w pożywce pozbawionej insuliny 

niezależnie od stężenia glukozy rośnie odpowiednio o 47% i 200% (Ryc. 22). 

Doświadczenia, w których komórki inkubowano z 10 nM insuliną pokazały,  

że maksymalny efekt tego hormonu na poziom ekspresji badanych transporterów 

występuje po 6 godzinach dla rCNT1 i po 12 godzinach dla rCNT2 (Ryc. 27). 
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Ryc. 27. Wpływ insuliny na poziom mRNA transporterów rCNT1 i rCNT2 w hodowanych 

kardiofibroblastach w zależności od czasu. 

Analizę prowadzono za pomocą PCR w czasie rzeczywistym na cDNA otrzymanym z kardiofibroblastów 

hodowanych w pożywce zawierającej 5 mM glukozę i 10 nM insulinę. Poziom mRNA badanych 

transporterów normalizowano do  mRNA β-aktyny i przedstawiano jako procent wartości oznaczonej  

w komórkach hodowanych w 5 mM glukozie i nieobecności insuliny (czas 0). Przedstawione wyniki są 

średnimi z trzech doświadczeń ±SD. *, p< 0,05 w stosunku do czasu 0; ¶, p< 0,05 w stosunku  

do 2 godziny;  #, p< 0,05 w stosunku do 6 godziny; §, p< 0,05 w stosunku do 8 godziny 
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Analiza poziomu mRNA dla rCNT1 i rCNT2 w kardiofibroblastach hodowanych  

przez 24 godziny w pożywce zawierającej różne stężenia insuliny wykazała,  

że maksymalny wpływ na ekspresję rCNT1 i rCNT2 insulina wywiera odpowiednio  

w stężeniu 1 nM i 10 nM (Ryc. 28). 
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Ryc. 28. Wpływ insuliny na poziom mRNA transporterów rCNT1 i rCNT2 w hodowanych 

kardiofibroblastach w zależności od stężenia.  

Analizę prowadzono za pomocą PCR w czasie rzeczywistym na cDNA otrzymanym z kardiofibroblastów 

hodowanych w pożywce zawierającej 5 mM glukozę i różne stężenia insuliny. Poziom mRNA badanych 

transporterów normalizowano do mRNA β-aktyny i przedstawiano jako stosunek CNT/β-aktyna. 

Przedstawione wyniki są średnimi z trzech doświadczeń ± SD. *, p<0,05 w stosunku do komórek 

hodowanych w nieobecności insuliny; #, p<0,05 w stosunku do komórek hodowanych w obecności 10-10 

M insuliny; ¶, p<0,05 w stosunku do komórek hodowanych w obecności 10-9 insuliny. 
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6.7. Transport adenozyny w hodowanych kardiofibroblastach 
 
 

Pomiar transportu adenozyny w hodowanych kardiofibroblastach wykonano 

według metody opisanej w punkcie Met. 4.21. Szybkość transportu adenozyny (10 µM) 

w kardiofibroblastach hodowanych w pożywce zawierającej 5 mM glukozę i 10 nM 

insulinę wynosiła 260 pmol/mg/min (Ryc.30). Dalsze doświadczenia pokazały,  

że w kardiofibroblastach hodowanych bez insuliny w 5 mM glukozie i 25 mM glukozie 

transport adenozyny wzrastał odpowiednio o 77% i 50%. Natomiast transport 

adenozyny w komórkach hodowanych w 25 mM glukozie i 10 nM insulinie  

był obniżony o 30% w stosunku do kardiofibroblastów rosnących w pożywce z 5 mM 

glukozą i 10 nM insuliną (Ryc. 29). 
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Ryc. 29. Transport adenozyny w kardiofibroblastach hodowanych w różnych stężeniach glukozy  

i insuliny. Transport adenozyny (10 µM) mierzono w środowisku sodowym lub bezlodowym (chlorek 

choliny) w obecności lub braku 1µM NBTI. Na+-zależny transport adenozyny obliczano przez odjęcie 

wartości transportu w  środowisku bezsodowym  od transportu w środowisku sodowym. Transport 

wrażliwy na inhibicję przez NBTI obliczano przez odjęcie wartości transportu w środowisku 

bezlodowym zawierającym NBTI od wartości transportu uzyskanego w tym samym środowisku  

niezawierającego NBTI. Przedstawione wyniki są średnimi z trzech doświadczeń +/- SD. *, p<0,05  

w stosunku do komórek hodowanych w pożywce z 5 mM glukozą i 10 nM insulinę. 
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 Pomiar transportu adenozyny w środowisku bezsodowym pokazał,  

że w kardiofibroblastach rosnących w pożywce z 5 mM glukozą i 10 nM insuliną blisko 

61% transportu adenozyny stanowi transport bierny (symetryczny). Badania transportu 

adenozyny w obecności 1µM NBTI (inhibitor ENT1) pokazały,  

że w kardiofibroblastach hodowanych w 5 mM glukozie i 10 nM insulinie około 63% 

transportu symetrycznego stanowi transport wrażliwy na inhibicję przez NBTI. 

Przeprowadzone obliczenia pokazały, że w komórkach tych tylko 31% całkowitego 

transportu adenozyny stanowi transport sodo-zależny (Ryc. 29). 

 Natomiast transport adenozyny w kardiofibroblastach hodowanych w 25 mM 

glukozie bez insuliny odbywał się głównie przez transportery asymetryczne, zależne  

od jonów sodowych. Udział transportu Na+-zależnego w ogólnym transporcie 

adenozyny wzrastał w tych komórkach znacząco i wynosił aż 85% całkowitego 

transportu (Ryc. 29). 

 

6.8. Szlak przekazywania sygnału od glukozy do genu dla rENT1 

 
 W celu zbadania mechanizmu przenoszenia sygnału od glukozy do genu 

transportera rENT1 kardiofibroblasty hodowano 5 dni w pożywce zawierającej  

5 mM glukozę. Następnie do pożywki dodawano specyficzne inhibitory czynników 

uczestniczących w sygnalizacji komórkowej 30 minut przed zwiększeniem stężenia 

glukozy do 25 mM. Po upływie 48 godzin izolowano całkowite RNA [Met. 4.9]  

i przeprowadzano analizę ilości mRNA metodą PCR w czasie rzeczywistym  

[Met. 4.16.].  Przeprowadzone badania pokazały, że dodanie do pożywki inhibitora 

kinaz MAP (PD98059) w stężeniu 10 µM przeciwdziała obniżeniu ekspresji rENT1 

wywołanej wzrostem stężenia glukozy w pożywce (Ryc. 30). Natomiast inhibitor PI3K 

(wortmanin), ani inhibitor mTOR (rapamycyna), oraz inhibitor syntezy białka 

(cykloheksymid) w stężeniach podanych na Ryc. 30 nie zapobiegały supresji ekspresji 

genu dla rENT1 wywołanej wzrastającym stężeniem glukozy.  
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                  25 mM gluk        -     +     +     +  +     +   

                         10 µM PD98059        -              -     +     -     -      -  
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                  0,1 µM rapamycyna        -       -      -      -    +      - 
            10 µg/ml cykloheksymid       -      -    -             -           -             + 

 
Ryc. 30. Wpływ inhibitorów różnych szlaków sygnałowania na indukowaną glukozą zmianę poziomu  

mRNA transportera rENT1.Kardiofibroblasty były inkubowane przez 30 min. z inhibitorami w stężeniach 

podanych na rycinie, po czym do hodowli była dodawana glukoza do stężenia 25 mM i komórki były 

hodowane przez 48 godzin. Podane wartości są średnimi z trzech doświadczeń ± S.D. *, p<0,05  

w stosunku do komórek hodowanych w pożywce z 5 mM glukozą; #, p<0,05 w stosunku do komórek 

hodowanych w pożywce z 25 mM glukozą. 

 
 

6.9. Szlak przekazywania sygnału od receptora insulinowego do genów 

kodujących transportery nukleozydowe (rENT2, rCNT1, rCNT2) 

 
 
 Doświadczenia pozwalające wyjaśnić molekularny mechanizm regulacji ekspresji 

genów rENT2, rCNT1 i rCNT2 przez insulinę prowadzono na kardiofibroblastach 

hodowanych 5 dni w pożywce zawierającej 5 mM glukozę. Komórki inkubowano  

30 minut z selektywnymi inhibitorami poszczególnych szlaków przekazywania 

informacji w komórce, po czym dodawano 10 nM insulinę. Po 24 godzinnej inkubacji  

z insuliną izolowano z kardiofibroblastów całkowity RNA [Met. 4.9] i przeprowadzano 

analizę ilości mRNA metodą PCR w czasie rzeczywistym [Met. 4.16.]. 
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Przeprowadzone doświadczenia pokazały, że dodanie PD98059 (10 µM)   

jak i wortmaninu (0,1 µM) przed ekspozycją komórek na insulinę, nie blokowało 

wpływu tego hormonu na ekspresję rENT2. Natomiast inkubacja komórek  

z rapamycyną (0,1 µM) lub cykloheksymidem (10 µg/ml) całkowicie hamowało wpływ 

insuliny na ekspresję genu transportera rENT2 (Ryc. 31). 
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 10 nM ins      +             - + +   +   +   

                   10 µM PD98059        -             - + -  -  -   
               0,1 µM wortmanin      -              - - +  -  -   
            0,1 µM rapamycyna        -              - - -  +  -  
      10 µg/ml cykloheksymid        -              - -      -  -  + 

 
 
Ryc. 31. Wpływ inhibitorów różnych szlaków sygnałowania na indukowaną insuliną zmianę poziomu 

mRNA transportera rENT2. Kardiofibroblasty były inkubowane przez 30 min. z inhibitorami  

w stężeniach podanych na rycinie, po czym do hodowli była dodawana insulina w stężeniu 10 nM  

i komórki były hodowane przez 24 godziny. Podane wartości są średnimi z trzech doświadczeń ± S.D.  

#, p<0,05 w stosunku do komórek hodowanych w pożywce z 5 mM glukozą i 10 nM insuliną bez dodatku 

inhibitorów. 

 

Kolejne doświadczenia zmierzające do wyjaśnienia w jaki sposób insulina 

reguluje  ekspresję rCNT1 w kardiofibroblastach pokazały, że półgodzinna inkubacja 

komórek z PD98059 (10 µM), wortmaninem (0,1 µM) lub rapamycyną (0,1 µM)  

przed dodaniem do pożywki insuliny, całkowicie blokowała wpływ tego hormonu  

na ekspresję rCNT1. Natomiast inkubacja komórek z cykloheksymidem (10 µg/ml)  

nie miała wpływu na supresyjne w stosunku do rCNT1 działanie insuliny (Ryc. 32). 
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Badając szlak insulinowego przekaźnictwa komórkowego do genu dla rCNT2 

zaobserwowano, że inkubacja kardiofibroblastów z  PD98059 (10 µM)  

lub cykloheksymidem (10 µg/ml) całkowicie blokowała wpływ insuliny na ekspresję 

rCNT2. Natomiast obecność wortmaninu (0,1 µM) w pożywce, nie miała wpływu  

na inhibicję ekspresji rCNT2 przez insulinę (Ryc. 32).  
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                   10 µM PD98059 - - +  -   -     - 
               0,1 µM wortmanin - - -  +   -     - 
            0,1 µM rapamycyna - - -  -   +     - 
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Ryc.  32.  Wpływ inhibitorów różnych szlaków sygnałowania na indukowany insuliną zmianę poziomu 

mRNA transporterów rCNT1 i rCNT2. Kardiofibroblasty były inkubowane przez 30 min. z inhibitorami 

w stężeniach podanych na rycinie, po czym do hodowli była dodawana insulina w stężeniu 10 nM  

i komórki były hodowane przez 24 godziny. Podane wartości są średnimi z trzech doświadczeń ± S.D.  

*, p<0,05 w stosunku do komórek hodowanych w pożywce z 5 mM glukozą w nieobecności insuliny  

i bez dodatku inhibitorów. 
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7. DYSKUSJA 
 

Wyniki doświadczeń przedstawione w niniejszej pracy wskazują, że w nerkach, 

sercu i wątrobie szczura w warunkach normalnych zachodzi ekspresja przynajmniej 

czterech transporterów nukleozydowych tj. rENT1, rENT2, rCNT1 i rCNT2. Uzyskane 

dane pokazują, że każdy narząd charakteryzuje się specyficznym profilem ekspresji 

poszczególnych transporterów. Największy poziom ekspresji transportera rCNT1  

i rCNT2 wykryto w wątrobie i nerkach szczura, co zgodne jest z wynikami 

wcześniejszych badań [88, 223]. We wszystkich trzech narządach w warunkach 

normalnych względny poziom transkryptu dla rCNT2 jest mniejszy w porównaniu do 

rCNT1. Najwyższy poziom ekspresji transporterów rENT1 i rENT2 obserwowano  

w sercu i wątrobie szczura. Podobną dystrybucję narządową transporterów biernych 

nośnikowych wykazano wcześniej u myszy [35]. 

 Adenozyna jest endogennym nukleozydem o dużej aktywności biologicznej, 

dlatego procesy determinujące poziom adenozyny w płynach fizjologicznych mogą 

mieć wpływ na prawidłowe funkcjonowanie szeregu tkanek i narządów. Stężenie 

adenozyny w komórce w warunkach prawidłowych wynosi 10 – 100 nM [50, 51]. 

Powstaje ona głównie w wyniku defosforylacji AMP w reakcji katalizowanej  

przez 5’-nukleotydazę, a także hydrolizy S-adenozylohomocysteiny przy udziale 

SAH-hydrolazy [45, 53, 113, 142]. Przy niskim stężeniu adenozyna ulega głównie 

fosforylacji do AMP w reakcji katalizowanej przez kinazę adenozyny  

[53, 114]. Wzrost stężenia adenozyny powoduje, że  nukleozyd ten zaczyna być  

w większym procencie przemieniany do inozyny w reakcji katalizowanej  

przez deaminazę adenozyny [62]. Jednak na stężenie adenozyny w płynach 

fizjologicznych wpływają nie tylko aktywności enzymów ją metabolizujących,  

ale także procesy transportowe. W doświadczeniach na perfundowanym sercu 

wykazano, że podanie nitrobenzylotioinozyny (NBTI), która jest inhibitorem 

transportera ENT1 prowadzi do wzrostu stężenia adenozyny w przestrzeni 

pozakomórkowej [51, 52]. Doświadczenia na zwierzętach oraz prace prowadzone  

na ludziach pokazały, że podanie dipirydamolu, który jest znanym inhibitorem 

transportu adenozyny prowadzi do wzrostu stężenia adenozyny w surowicy [95, 182, 

249]. Można zatem sądzić, że wzajemny stosunek aktywności transporterów ENT  

i CNT będzie determinował kierunek przemieszczania adenozyny przez błonę 

plazmatyczną. W większości przebadanych dotąd komórek w warunkach normalnych 
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dominuje transport bierny nośnikowy (symetryczny, zgodny z gradientem stężeń),  

a transport Na+-zależny (transport drogą aktywnego symportu z jonami sodu) stanowi 

zaledwie małą część całkowitego transportu adenozyny [52]. Wśród poznanych dotąd 

transporterów Na+-zależnych istotną rolę w przemieszczaniu adenozyny odgrywa 

głównie CNT2. Transporter CNT1 wiąże adenozynę, która jest jego inhibitorem [116]. 

Poza transporterami nukleozydowymi, które stanowiły temat moich badań znane są 

także inne transportery, których udział w regulowaniu stężenia adenozyny  

jest przypuszczalnie niewielki. Transporter ENT3 ulega ekspresji w wielu tkankach  

i narządach, jednak zlokalizowany jest głównie wewnątrzkomórkowo [10, 11, 102]. 

Słabo poznanym transporterem jest ENT4, który efektywnie przemieszcza głównie 

guanozynę i wykazuje bardzo małe powinowactwo do adenozyny [111]. Natomiast 

CNT3 ulega największej ekspresji w trzustce, tchawicy, szpiku kostnym i gruczole 

sutkowym. Wcześniejsze badania pokazały, że poziom mRNA tego transportera  

w wątrobie, sercu i nerkach jest bardzo niski [77, 111]. W związku z powyższym można 

przypuszczać, że w badanych narządach udział tych transporterów w przemieszczaniu 

adenozyny jest niewielki. 

Rozwój cukrzycy związany jest z szeregiem patologicznych zmian o charakterze 

strukturalnym i funkcjonalnym. Wiele spośród nich może być spowodowane 

zaburzeniem homeostazy adenozyny. Zmiany w stężeniu tego nukleozydu mogą  

w istotny sposób wpływać na funkcjonowanie układu sercowo-naczyniowego, 

nerwowego, oddechowego, wydalniczego i immunologicznego [38, 59, 60, 142, 171, 

215]. W cukrzycy obserwuje się zmiany wrażliwości szeregu tkanek  

na adenozynę, co może być wyrazem adaptacyjnych zmian zachodzących w obrębie 

receptorów adenozynowych w odpowiedzi na zmianę poziomu adenozyny. Zwiększoną 

wrażliwość na adenozynę stwierdzono między innymi w doświadczeniach  

na izolowanych lewych przedsionkach serca [85] oraz naczyniach kłębuszków 

nerkowych szczurów z cukrzycą [165]. Natomiast u ludzi z cukrzycą stwierdzono 

obniżoną wrażliwość płytek krwi na ten nukleozyd [251]. Badania przeprowadzone  

w Zakładzie Medycyny Molekularnej wykazały, że w cukrzycy typu I następuje  

2-krotny wzrost stężenia adenozyny w wątrobie i aż 3,5-krotny wzrost w sercu szczura. 

Z kolei w nerce szczura z cukrzycą nie obserwowano znamiennych zmian w poziomie 

adenozyny [161]. Zmiany stężenia adenozyny w tkankach zwierząt cukrzycowych mogą 

być odbiciem zmian w metabolizmie i/lub transporcie tego nukleozydu. Badania 

prowadzone przez dr Sakowicz-Burkiewicz pokazały, że aktywność kinazy adenozyny 
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(AK) zmienia się znacząco w cukrzycy [160, 183]. Enzym ten uważany  

jest za kluczowy czynnik utrzymujący stężenie adenozyny na niskim poziomie  

w komórce. Wykazano, że zahamowanie aktywności AK w normalnych warunkach 

prowadzi do wzrostu stężenia adenozyny w różnego rodzaju komórkach i tkankach [44, 

114, 112, 200]. Z kolei doświadczenia prowadzone w Zakładzie Medycyny 

Molekularnej wskazują, że w narządzie takim jak nerka w cukrzycy dochodzi do ponad 

50% spadku aktywności AK [160], czemu towarzyszy brak zmian w poziomie 

adenozyny oraz ekspresji transporterów rENT1, rCNT1 i rCNT2 [161]. Z drugiej strony 

w sercu szczura cukrzycowego obserwuje się tylko nieznaczny spadek aktywności AK 

przy jednoczesnym braku zmian aktywności tego enzymu w kardiomiocytach, 

czemu towarzyszy znamienny spadek ekspresji transportera rENT1 i wzrost ekspresji 

transportera rCNT2 oraz ponad 3-krotny wzrost stężenia adenozyny [160, 169]. 

Rezultaty te mogą wskazywać, że nie tylko metabolizm adenozyny,  

ale także funkcjonowanie transporterów nukleozydowych wpływa na zmiany stężenia 

adenozyny w narządach szczurów z cukrzycą. Wiedza dotycząca wpływu cukrzycy na 

profil ekspresyjny transporterów nukleozydowych jest jak dotąd fragmentaryczna  

i przed rozpoczęciem przeze mnie badań informacje na ten temat zawarte były zaledwie 

w kilku pracach [40, 121]. W ostatnim czasie liczba publikacji dotyczących zagadnień 

poruszanych w mojej rozprawie doktorskiej znacząco rośnie.  

Wyniki badań prezentowane w tej pracy pokazują, że w nerce szczura  

z cukrzycą następuje 40% spadek ekspresji transportera rENT2. Natomiast nie 

obserwowano istotnych zmian w poziomie mRNA pozostałych transporterów: rENT1, 

rCNT1 i rCNT2. Spadek ekspresji transportera rENT2 prawdopodobnie nie odgrywa 

istotnej roli w regulacji stężenia adenozyny, ze względu na niską ekspresję w nerce 

szczura. Wyniki opublikowane po zakończeniu moich badań pokazują, że cukrzyca 

indukuje istotne zmiany poziomu ekspresji transporterów Na+-zależnych  

w różnych częściach kanalika nerkowego u szczura [176]. Autorzy tej pracy wykazali 

ekspresję transporterów rCNT1, rCNT2 i rCNT3 tylko we fragmentach części korowej 

nefronu przy całkowitym braku mRNA dla tych transporterów w częściach 

rdzeniowych kanalika nerkowego. Najwyższą ekspresję rCNT1 obserwowano  

w komórkach epitelialnych kanalika proksymalnego oraz 3-6-krotnie mniejszą  

w kłębuszku nerkowym. W cukrzycy obserwowano ~50% spadek ekspresji rCNT1  

w części proksymalnej kanalika nerkowego i 2-krotny wzrost ekspresji w kłębuszku. 

Biorąc pod uwagę stosunki ilościowe poszczególnych struktur kanalika nerkowego  
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w korze nerki powyższe dane mogą wskazywać, że w całej nerce wypadkowa tych 

zmian może być zerowa, co jest zgodne z moimi wynikami. Podobnie w przypadku 

transportera rCNT2, którego ekspresję stwierdzono na jednakowym poziomie  

w częściach korowych nefronu i którego ekspresja nie ulegała zmianie w kłębuszkach 

nerki szczura cukrzycowego, a spadała znacząco w części proksymalnej kanalika 

nerkowego. Biorąc pod uwagę budowę nerki można przypuszczać, że zmiana poziomu 

ekspresji rCNT2 mierzona w całej nerce szczura cukrzycowego mogłaby być niewielka 

i mieścić się w granicach błędu oznaczenia. 

Wyniki moich doświadczeń wskazują, że w wątrobie szczura z cukrzycą poziom 

mRNA transportera rENT1 i rENT2 spada o ~30%, natomiast ekspresja transportera 

rCNT1 wzrasta o 30%. Wzrost ekspresji transportera rCNT1 o 30% nie ma 

prawdopodobnie wpływu na regulację stężenia adenozyny, ponieważ nie bierze  

on udziału w jej transporcie [116]. Doświadczenia prowadzone w Zakładzie Medycyny 

Molekularnej wykazały dwukrotny wzrost stężenia adenozyny w wątrobie szczura  

z cukrzycą [161]. Można przypuszczać, że akumulacja adenozyny w wątrobie  

może być nie tylko spowodowana ~50% spadkiem aktywności kinazy adenozyny [183], 

ale także wynikiem obserwowanego przeze mnie spadku ekspresji transportera rENT1  

i rENT2.  

Badania przedstawione w tej pracy pokazują, że do największych zmian  

w poziomie ekspresji transporterów nukleozydowych dochodzi w sercu szczura  

z cukrzycą. W warunkach tych poziom mRNA rENT1 i rENT2 mierzony w całym sercu 

spada o ~50%, natomiast ekspresja transporterów Na+-zależnych: rCNT1 i rCNT2 

wzrasta odpowiednio o 70% i 100%. Tego typu zmiany w ekspresji transporterów 

nukleozydowych mogą wskazywać, że w cukrzycy w sercu dochodzi do zmiany 

transportu adenozyny z dwukierunkowego zgodnego z gradientem stężeń  

do jednokierunkowego wychwytu adenozyny przez komórki serca.  

Głównymi komórkami tworzącymi mięsień sercowy są kardiomiocyty  

i kardiofibroblasty. Biorąc pod uwagę liczbę komórek budujących serce to tylko 30% 

stanowią kardiomiocyty, jednak przekłada się to aż na 75% całkowitej masy tego 

narządu [150]. Ponadto, kardiomiocyty są podstawową jednostkę strukturalną  

i funkcjonalną serca odpowiadającą za jego kurczliwość [46]. Natomiast 

kardiofibroblasty, które stanowią najliczniejszą populację komórek w sercu, wypełniają 

każdą wolną przestrzeń pomiędzy kardiomiocytami i tworzą istotny element budujący 

tkankę serca. Komórki te odpowiadają także za produkcję większości białek macierzy 

 95



zewnątrzkomórkowej [26]. Ponadto kardiofibroblasty są nie tylko elementem 

strukturalnym, ale także syntetyzują i wydzielają wiele czynników regulujących  

na drodze para- i/lub endokrynnej wzrost i funkcje komórek serca [132, 178]. 

Odpowiednia równowaga pomiędzy wydzielanymi czynnikami stymulującymi,  

i hamującymi rozrost mięśnia sercowego pozwala zachować prawidłową strukturę  

i funkcję tego narządu. Natomiast długotrwałe zmiany w mechanicznych i chemicznych 

właściwościach środowiska tego narządu prowadzą do aktywacji kardiofibroblastów, 

czego następstwem jest nadmierna ich proliferacja i produkcja białek macierzy 

zewnątrzkomórkowej [129, 229]. Opublikowane wyniki badań prowadzonych  

na zwierzętach, potwierdzone obserwacjami klinicznymi wskazują, że kardiomiopatia 

cukrzycowa jest jednym z głównych powikłań cukrzycowych. Cechami 

charakterystycznymi kardiomiopatii cukrzycowej jest hipertrofia kardiomiocytów, 

nadmierna proliferacja kardiofibroblastów i fibroza, co w efekcie prowadzi  

do przerostu masy mięśnia sercowego [36, 63, 107]. Obserwuje się również zwiększoną 

sztywność komór sercowych, a także następuje zaburzenie kurczliwości  

i relaksacji mięśnia sercowego [218].  

Moje doświadczenia prowadzone na kardiomiocytach i kardiofibroblastach miały 

na celu zbadanie stanu transporterów nukleozydowych w obrębie obu typów komórek  

w warunkach cukrzycowych. Wyniki przedstawione w mojej pracy pokazały, że poziom 

mRNA transporterów ENT  w kardiomiocytach izolowanych z serca szczura z cukrzycą 

był wyraźnie obniżony w przeciwieństwie do podwyższonego w tych warunkach 

poziomu mRNA transporterów CNT. Podobny spadek ekspresji transporterów ENT 

zaobserwowałam w kardiofibroblastach hodowanych w warunkach cukrzycopodobnych 

tj. przy wysokim stężeniu glukozy (25 mM) i braku insuliny. W warunkach tych 

dochodziło do ~80% spadku poziomu mRNA dla ENT1. Natomiast ekspresja 

transportera CNT2 w tych komórkach wzrastała ponad 2-krotnie.  

W kardiomiocytach jak i kardiofibroblastach zmiany ekspresji transporterów 

nukleozydowych miały istotne znaczenie funkcjonalne i korelowały ze zmianami 

transportu adenozyny w tych komórkach. Wyniki te wskazują, że zarówno  

w kardiomiocytach jak i kardiofibroblastach szczurów z cukrzycą następuje zmiana 

transportu adenozyny z  symetrycznego na asymetryczny. Można zatem przypuszczać, 

że w warunkach cukrzycowych kardiomiocyty i kardiofibroblasty, a więc ponad 90% 

komórek mięśnia sercowego ma zredukowaną zdolność uwalniania adenozyny, jeśli 

założymy, że opuszcza ona komórkę tylko przez transportery bierne nośnikowe. 
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Towarzyszy temu zwiększony wychwyt adenozyny z przestrzeni międzykomórkowej, 

co w konsekwencji może doprowadzać do obniżenia stężenia adenozyny w przestrzeni 

pozakomórkowej i jej akumulacji w komórce. Trzeba jednak pamiętać, że poziom 

adenozyny zależy również od szybkości jej powstawania i metabolizmu.  

W normalnych warunkach poziom adenozyny w komórce poza transportem zależy 

od aktywności 5’-NT i AK oraz deaminazy adenozyny (ADA). Trzeba również 

pamiętać o konkurencyjnej w stosunku do 5’-NT reakcji deaminacji AMP 

katalizowanej przez deaminazę AMP. Ostatnio przeprowadzone doświadczenia  

na izolowanych kardiomiocytach wykazały, że aktywność AK, która utrzymuje stężenie 

adenozyny na niskim poziomie, nie zmienia się w cukrzycy [169]. Z drugiej strony  

w kardiomiocytach izolowanych od szczurów z cukrzycą wzrasta aktywność deaminazy 

AMP, co przy braku zmian aktywności cytozolowej 5’-NT prowadzi do wzrostu 

stosunku aktywności AMP deaminaza/5’-nukleotydaza z 11 do 15. W warunkach takich 

preferowaną przemianą AMP jest deaminacja do IMP, co może prowadzić do obniżenia 

ilości powstającej adenozyny.  

Kardiomiocyty w normalnych warunkach uwalniają do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej znaczące ilości ATP, które jest szybko degradowane do AMP  

i adenozyny [134]. Podczas niedotlenienia lub niedokrwienia, a także podczas wzrostu 

mechanicznych napięć w mięśniu sercowym lub stymulacji katecholaminami (sytuacji 

często zdarzających się w mięśniu sercowym w cukrzycy) wydzielanie ATP znacząco 

rośnie [61, 134]. Dlatego wzrost aktywności ekto-5’-NT w komórkach sercowych może 

również doprowadzić do zmian stężenia adenozyny. Pomiary aktywności enzymów 

przeprowadzone w naszym Zakładzie wykazały, że w cukrzycy dochodzi  

do 2.5-krotnego wzrostu aktywności ekto-5’-NT w kardiomiocytach szczura z cukrzycą, 

czemu towarzyszy brak zmian aktywności ADA zasocjowanej z błoną plazmatyczną,  

stąd również stosunek aktywności ekto-5’-NT/ADA rośnie 2.5-krotnie [169].  

Takich zmian aktywności enzymatycznych w błonach kardiofibroblastów hodowanych 

w warunkach cukrzycopodobnych nie obserwowano [170]. Dlatego trudno  

jest oszacować czy obserwowany wzrost potencjału do generacji adenozyny  

na powierzchni kardiomiocytów w cukrzycy, przy współistniejącym zwiększonym 

wychwycie adenozyny może prowadzić do istotnych zmian stężenia adenozyny  

w śródmiąższu. Dodatkowym elementem utrudniającym ocenę wpływu zmian 

aktywności ekto-5’-NT na poziom adenozyny w sercu są rozbieżne wnioski płynące  

z danych w piśmiennictwie. Badania z użyciem inhibitora ekto-5’-NT pokazują,  
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że w niedotlenionym sercu zewnątrzkomórkowo generowana adenozyna stanowi  

tylko 10% powstającej adenozyny [20, 93]. Z drugiej strony doświadczenia z użyciem 

techniki mikrodializacyjnej wskazują, że stężenie adenozyny w śródmiąższu odpowiada 

aktywności ekto-5’-NT w mięśniu sercowym [149]. Obserwowano ponadto,  

że znaczące ilości adenozyny są produkowane przez ekto-5’-NT podczas  

β-adrenergicznej stymulacji serca królika [205]. Mimo rozbieżnych wyników badań 

można przyjąć, że aktywność ekto-5’-NT może w pewnych sytuacjach mieć istotny 

wpływ na ilość powstającej adenozyny w sercu. Wydaje się jednak, że w stanach stresu 

metabolicznego lub w warunkach niedotlenienia ilość uwalnianej adenozyny  

do przestrzeni zewnątrzkomórkowej zależy głównie od aktywności transporterów 

nukleozydowych. Wykazano, że inhibitory transportu adenozyny blokują uwalnianie 

adenozyny przez niedotlenione serce [12, 192]. Ponadto dane te wskazują, że adenozyna 

powstaje w komórkach i następnie uwalniana jest do przestrzeni zewnątrzkomórkowej.  

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazują, że zdolność komórek mięśnia sercowego 

do uwalniania adenozyny jest drastycznie obniżona w cukrzycy z powodu spadku 

ekspresji transportera ENT1 i ENT2. Z uwagi na rolę adenozyny w sercu obniżenie  

jej uwalniania przez komórki mięśnia sercowego może mieć bardzo poważne 

konsekwencje fizjologiczne. Zmiany takie mogą prowadzić do upośledzenia regulacji 

przepływu krwi w sercu przez adenozynę, a także obniżyć kardiprotekcyjne działanie 

adenozyny w stanach niedotlenienia i reperfuzji. Jedną z komplikacji  

sercowo-naczyniowych obserwowanych w cukrzycy jest obniżenie objętości 

wyrzutowej serca na skutek upośledzenia czynności komorowej [216] oraz zdolności 

mięśnia sercowego do warunkowania przez niedotlenienie [75]. Uważa się,  

że zanik zdolności mięśnia sercowego do hartowania przez krótkotrwałe niedotlenienie 

jest przyczyną zwiększonej liczby zgonów będących następstwem choroby  

sercowo-wieńcowej pacjentów z cukrzycą [92]. Innym powikłaniem cukrzycowym  

jest kardiomiopatia cechująca się między innymi hipertrofią komórek mięśnia 

sercowego, proliferacją kardiofibroblastów i fibrozą [214, 218]. Czynnikami 

indukującymi zmiany prowadzące do kardiomiopatii w cukrzycy są między innymi, 

wzrost hemodynamicznego obciążenia mięśnia sercowego, wzrost poziomu 

angiotensyny II i chroniczna aktywacja układu współczulnego [16, 92]. Noradrenalina 

jest silnym czynnikiem wzrostu dla kardiomiocytów [198]. Natomiast angiotensyna II 

stymuluje wzrost dwóch głównych typów komórek budujących serce, czyli miocytów  

i fibroblastów, chociaż droga indukcji sygnału przez angiotensynę II różni się  
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w każdej z tych komórek [244]. Angiotensyna stymuluje również syntezę kolagenu 

przez kardiofibroblasty, co w efekcie prowadzi do fibrozy. Adenozyna działając 

poprzez swoje receptory hamuje uwalnianie noradrenaliny z presynaptycznych 

pęcherzyków, redukuje produkcję endoteliny-1 i osłabia uwalnianie reniny [229].  

W kardiofibroblastach stymulacja receptora A2B hamuje syntezę kolagenu,  

a także proliferację tych komórek [56, 57]. Doświadczenia na kardiomiocytach 

dostarczają dowodów, że aktywacja receptorów adenozynowych zapobiega hipertrofii 

kardiomiocytów indukowanej fenylonefryną [73]. Dane literaturowe pokazują,  

że analogi adenozyny osłabią reakcję hipertroficzną i zapobiegą zaburzeniu czynności 

prawej komory serca indukowanej zwężeniem aorty [124].   

Istotnym elementem determinującym efekt biologiczny adenozyny poza stężeniem 

jest stan jej receptorów. Prace dr Grdeń przeprowadzone na sercu szczura 

cukrzycowego pokazują, że w cukrzycy dochodzi do wzrostu ilości białka receptora A1 

i A3 w kardiomiocytach [80]. Natomiast poziom ekspresji receptorów A2A i A2B  

nie ulega zmianie zarówno w całym sercu jak i izolowanych komórkach. Tradycyjnie 

receptor A1 uważany jest za główny element odpowiedzialny za kardioprotekcyjne 

działanie adenozyny [94]. Z kolei receptor A2B mediuje antyproliferacyjne działanie 

adenozyny w kardiofibroblastach. Rola receptora A3 w sercu nie jest poznana. 

Analizując pod kątem działania adenozyny rodzaj przedstawionych powyżej zmian 

zachodzących w sercu cukrzycowym oraz zmiany w poziomie ekspresji receptorów 

adenozynowych i transporterów nukleozydowych można przypuszczać, że w cukrzycy 

dochodzi do upośledzenia funkcji receptorów adenozynowych bądź/i wyraźnego 

obniżenia stężenia adenozyny w przestrzeni zewnątrzkomórkowej w wyniku zmian  

w transporcie adenozyny. 

Obserwowane w moich doświadczeniach zmiany w poziomie ekspresji 

transporterów nukleozydowych w tkankach szczura z cukrzycą oraz kierunek zmian  

po podaniu zwierzętom cukrzycowym insuliny wskazywał, że czynnikiem indukującym 

te zmiany jest hiperglikemia i/lub hipoinsulinemia. Doświadczenia przeprowadzone  

na hodowli pierwotnej kardiofibroblastów pokazały, że poziom mRNA transportera 

rENT1 zależy od stężenia glukozy w środowisku, a nie od poziomu insuliny.  

Natomiast poziom ekspresji transporterów rENT2, rCNT1 i rCNT2 zależy od stężenia 

insuliny w środowisku. Uzyskane przeze mnie wyniki umożliwiły po raz pierwszy 

wykazanie, że ekspresja transporterów nukleozydowych w komórkach serca 

regulowana jest zmianami stężeń glukozy i insuliny.  
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Dane zawarte w piśmiennictwie wskazują, że wpływ glukozy na ekspresję 

transporterów nukleozydowych zależy od rodzaju komórki. W komórkach mięśniówki 

gładkiej ludzkiej aorty obserwowano zwiększenie ekspresji transportera ENT1 i wzrost 

transportu adenozyny w odpowiedzi na wzrost stężenia glukozy [122]. Natomiast  

w ludzkich komórkach endotelialnych z żyły pępkowej wzrost stężenia glukozy 

prowadzi do spadku ekspresji transportera ENT1, oraz obniża transport adenozyny 

[153]. Podobnie zmniejszony poziom ekspresji transportera ENT1 obserwowano  

w komórkach endotelialnych izolowanych z żyły pępkowej pacjentów z cukrzycą [201].  

Eksperymenty przeprowadzone na hodowli szczurzych limfocytów T i B wykazały,  

że poziom ekspresji poszczególnych transporterów nukleozydowych jest w różny  

i niezależny sposób regulowany przez glukozę i insulinę. Okazało się, że w szczurzych 

limfocytach poziom ekspresji transportera rENT2 i rCNT2 regulowany  

jest przez insulinę, natomiast nie zależy od zmian stężenia glukozy. Natomiast poziom 

ekspresji rENT1 zmienia się pod wpływem zewnątrzkomórkowego stężenia glukozy,  

a nie insuliny [184, 185]. 

Dynamika zmian ekspresji transporterów nukleozydowych indukowanych 

zmieniającymi się stężeniami glukozy i insuliny jest różna. Maksymalny efekt zmiany 

stężenia glukozy na ekspresję rENT1 obserwowałam po 16 godzinach. Z kolei 

maksymalny efekt insuliny można w przypadku transporterów rENT2 i rCNT1 

obserwować po 6 godzinach, a dla rCNT2 po 12 godzinach. Podawanie szczurom  

z cukrzycą przez 4 dni insuliny zapobiegało zmianom wywołanym cukrzycą.  

Jednak w przypadku transportera rENT1 nie stwierdziłam powrotu poziomu mRNA do 

tego obserwowanego w narządach szczura zdrowego. Wskazywać to może,  

że podawanie zwierzęciu cukrzycowemu insuliny raz na 24 godziny było 

niewystarczające do utrzymania niskiego poziomu glukozy przez co najmniej 16 

godzin. Pomiary stężenia glukozy w swoich doświadczeniach prowadziłam  

w 8 godzinie od podania insuliny. 

 Doświadczenia prowadzone na hodowanych kardiofibroblastach  

przy zastosowaniu inhibitorów głównych czynników szlaków przekazywania informacji 

w komórce pozwoliły mi zebrać dane, które wskazują, że sygnał od glukozy do genu 

kodującego transporter rENT1 przenoszony jest przez kinazy MAP. Obecność  

w pożywce PD98059, który jest inhibitorem kinazy MAPK (Mek), całkowicie 

blokowała zmiany ekspresji rENT1 wywołane zmieniającym się stężeniem glukozy.  

Z kolei zahamowanie aktywności PI3-kinazy, lub kinazy mTOR, a także zablokowanie 
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syntezy białka nie wpływało na indukowane glukozą zmiany ekspresji rENT1.  

Takie same wyniki otrzymano w badaniach nad wpływem glukozy na ekspresję rENT1 

w szczurzych limfocytach B [185]. Aktywacja kinaz MAP w odpowiedzi na wzrost 

stężenia glukozy była poprzednio obserwowana w komórkach HUVEC [139], 

komórkach mięśni gładkich aorty [146] oraz w komórkach mezangialnych kłębuszka 

nerkowego [90]. Prace Sobrevia i wsp. pokazały, że w komórkach HUVEC wzrastające 

stężenie glukozy prowadzi do aktywacji kinazy białkowej C (PKC), wzrostu poziomu 

NO, a także wzrostu stopnia fosforylacji ERK1 i ERK2, czemu towarzyszy spadek 

ekspresji transportera ENT1 i obniżenie transportu adenozyny [3, 139].  

Jednak dokładny mechanizm poprzez, który zmiany stężenia glukozy wpływają  

na ekspresję genów pozostaje niejasny. Postuluje się, że glukozo-6-fosforan jest 

cząsteczką sygnalną przekazującą sygnał od glukozy, lecz następne etapy sygnalizacji 

są niewyjaśnione [233]. 

 Wyniki moich doświadczeń pokazały, że poziom ekspresji transporterów 

rENT2, rCNT1 i rCNT2 w kardiofibroblastach nie zależy od zmian stężenia glukozy, 

lecz od insuliny. Ponadto sygnał insulinowy do poszczególnych genów kodujących 

dany transporter przenoszony jest inną drogą. W przypadku transportera rENT2 sygnał 

insulinowy przenoszony jest przy udziale kinazy mTOR i konieczna jest do tego 

synteza białka. Kinaza mTOR (ang. murine targed of rapamicin) jest kinazą Ser/Thr, 

która fosforylując białko 4EBP1 uwalnia z kompleksu 4EBP1-eIF4E czynnik inicjujący 

eIF4E aktywując w ten sposób translację [74]. Ponadto mTOR reguluje translację 

również poprzez kinazę p70S6K (obecna nazwa S6K), która po aktywacji fosforyluje 

rybosomalne białko S6 umożliwiając translację specyficznego rodzaju mRNA 

zawierającego na 5’ końcu sekwencję polipirimidynową (5’-TOP) [58].  

Transkrypty 5’-TOP kodują szereg białek rybosomalnych i translacyjnych czynników 

elongacyjnych, dlatego aktywacja S6K inicjuje rybosomalną biogenezę  

i translację [58, 74]. Klasyczny szlak przekaźnictwa sygnału insulinowego od receptora 

do mTOR w komórce biegnie poprzez PI3K, PDK1 i PKB [17]. W moich 

doświadczeniach nie obserwowałam jednak, aby zahamowanie aktywności PI3K  

przez wortmanin miało wpływ na stymulację ekspresji rENT2 przez insulinę.  

Można, zatem sądzić, że w kardiofibroblastach szczura istnieje droga przenoszenia 

sygnału insulinowego do mTOR niezależna od PI3K. Podobna sytuacja ma miejsce  

w komórkach drożdży i roślin, gdzie nie ma PI3K, a gdzie kinaza TOR stymuluje 

efektywnie wzrost komórek [104]. Ostatnio wykazano, że pośrednio również kinazy 
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MAP mogą aktywować mTOR [218], lecz w moich doświadczeniach zahamowanie 

szlaku kinaz MAP przez PD98059 nie znosiło wpływu insuliny na ekspresję rENT2. 

Niemniej biorąc pod uwagę krótki czas reakcji (pierwsze statystycznie istotne zmiany 

poziomu mRNA dla ENT2 były widoczne już po 4 godzinach od zmiany stężenia 

insuliny) oraz wymóg syntezy białka można przypuszczać, że insulina aktywując szlak 

mTOR stymuluje syntezę białka lub białek, które następnie aktywują ekspresję genu  

dla ENT2. Byłby to mechanizm odmienny od tego opisanego w limfocytach B,  

w których sygnał insulinowy przenoszony jest przez PI3K, lecz nie przez kinazę mTOR 

[185]. 

 Odmiennie od rENT2, którego ekspresja w kardiofibroblastach była 

stymulowana przez insulinę, ekspresja rCNT1 i rCNT2 była silnie hamowana przez 

insulinę. Moje doświadczenia pokazały, że w kardiofibroblastach wspólnym ogniwem, 

przez które jest przenoszony sygnał insulinowy do obu genów rCNT jest kaskada 

MAPK, ponieważ inhibitor MEK (PD98059) znosił supresyjne działanie insuliny 

zarówna na ekspresję rCNT1 jak i rCNT2. Dalsze ogniwa przenoszenia sygnału 

insulinowego do obu genów były jednak odmienne. W przypadku rCNT1 czynnikami, 

które były niezbędne do tego, aby insulina mogła wywierać swój wpływ na ekspresję 

tego transportera poza MAPK były aktywność PI3K oraz mTOR, lecz nie synteza 

białka. Sygnał od receptora insulinowego może być przenoszony w komórce 

bezpośrednio do kinaz MAP przez białka Ras i kinazę Raf, która fosforyluje i stymuluje 

MEK [7], lecz w procesie tym również może uczestniczyć PI3K, która aktywuje  

w niektórych komórkach Ras [98]. Wyniki moje wskazują, że zarówno aktywność PI3K 

jak i MAPK jest niezbędna do inhibicji ekspresji rCNT1 przez insulinę,  

lecz nie wskazują czy jest to jeden szlak sygnałowania czy raczej dwa niezależne. 

Obserwacja, że dla efektu insuliny niezbędna jest aktywacja mTOR,  

również nie pozwala na precyzyjne określenie przebiegu sygnału insulinowego  

w kardiofibroblastach szczura. Jak już wyżej wspomniano aktywacja PI3K prowadzi  

do stymulacji PDK1, a dalej do fosforylacji i aktywacji kinazy białkowej B (PKB/Akt), 

która z kolei aktywuje mTOR [28]. Przy czym PKB nie działa bezpośrednio na mTOR, 

ale na białka TSC1 (hamartin) i TSC2 (tuberin), które znajdują się w kompleksie  

z mTOR i są jego inhibitorami [147, 226]. Przypuszcza się, że fosforylacja TSC1/2 

powoduje rozpad kompleksu i aktywację mTOR [104]. Niedawno wykazano,  

że TSC2 jest także fosforylowane w wielu miejscach przez PKC oraz MAPK [218]. 

Również, kinaza RSK1 (p90rsk), która jest substratem dla ERK1/2, posiada zdolność  
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do fosforylacji TSC2 w miejscach, które są także fosforylowane przez PKB [42, 179]. 

Dane te wskazują, że sygnał insulinowy, do kinazy mTOR może być przenoszony  

przez szlak PI3K/Ras/MAPK/RSK1. Aktywacja mTOR stymuluje nie tylko translację  

i biosyntezę białka w komórkach, ale również prowadzi do fosforylacji szeregu 

czynników transkrypcyjnych, kinaz oraz fosfataz jak również wpływa na translokację 

szeregu czynników transkrypcyjnych. Wykazano między innymi, że aktywacja mTOR 

prowadzi do fosforylacji białek p27 i p21 będących inhibitorami CDK1 [99, 103], 

aktywacji STAT3 [248], PKCα, δ i ε [152, 188], a także fosfatazy 2A [15, 164]. 

Badania na drożdżach pokazały, że kinaza TOR hamuje ekspresję genów  

poprzez sekwestrację czynników transkrypcyjnych w cytoplazmie [14, 27]. Z kolei  

w komórkach ssaczych wykazano, że mTOR wpływa na aktywność RNA polimerazy 

fosforylując białko URI znajdujące się w kompleksie z Rpb5, białkiem będącym 

wspólną podjednostką RNA polimerazy I, II i III [84].  Opierając się na przytoczonych 

danych z piśmiennictwa i wynikach przedstawionych w tej pracy można przypuszczać, 

że insulina hamuje ekspresję rCNT1 w kardiofibroblastach szczura poprzez aktywację 

szlaku PI3K/MAPK/mTOR.   

 Obserwowane w moich doświadczeniach blokowanie wpływu insuliny  

na ekspresję rCNT2 przez PD98059 i cykloheksymid, lecz nie przez wortmanin  

i rapamycynę wskazuje, że sygnał insulinowy do genu kodującego rCNT2 przenoszony 

jest przez kinazy MAP, a nie przez szlak PI3K/mTOR. Dane te ponadto wskazują,  

że do tego procesu niezbędna jest synteza białka, a więc kinazy MAP działają  

w tym przypadku poprzez aktywację biosyntezy białka. Jedną z możliwości aktywacji 

translacji przez MAPK jest aktywacja mTOR jak to powyżej opisano, lecz brak efektu 

rapamycyny wskazuje, że w tym przypadku ten element nie jest potrzeby. W niektórych 

komórkach insulina indukuje fosforylację czynnika inicjującego translację eIF4E  

w sposób zależny od MAPK [70, 222]. Wykazano, że komórkach ssaczych czynnik 

inicjujący eIF4E jest fosforylowany przez kinazy MNK1/2 (kinazy integrujące sygnał 

kinaz MAP, ang. MAP-kinase signal-integrating kinases) [69, 108]. Z kolei  

do fosforylacji i aktywacji kinaz MNK1/2 zdolne są izoformy α i β  p38 kinazy MAP 

[71, 239]. Rola fosforylacji eIF4E nie jest do końca wyjaśniona. Początkowo sądzono, 

że fosforylacja eIF4E zwiększa powinowactwo tego białka do struktury 5’ kap 

(m7GpppX) w obrębie mRNA [137], lecz późniejsze badania wykazały zjawisko 

zupełnie odwrotne tzn. kilkukrotny spadek powinowactwa ufosforylowanego eIF4E  

do struktury kapu [189]. Obecnie uważa się, że następstwem fosforylacji eIF4E  
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przez MNK1/2 jest wzrost szybkości dysocjacji eIF4E z utworzonego kompleksu 

inicjującego, co powoduje przyspieszone formowanie się kolejnego kompleksu.  

W konsekwencji dochodzi do przyspieszenia formowania się polisomu i wzrostu 

szybkości biosyntezy białka [140, 189]. Można zatem przypuszczać, że insulina blokuje 

ekspresję rCNT2 w kardiofibroblastach szczura poprzez zależną od MAPK aktywację 

syntezy białka prowadząc do powstania supresora transkrypcji genu kodującego rCNT2. 

Podobna MAPK-zależna supresja ekspresji CNT2 przez insulinę została 

zidentyfikowana w szczurzych limfocytach B [185]. Jak dotąd w piśmiennictwie  

brak jest dokładnych danych opisujących wpływ insuliny na transportery CNT1  

i CNT2, dlatego trudno jest na podstawie moich wyników oraz danych uzyskanych 

przez dr Sakowicz-Burkiewicz w badaniach na limfocytach B wnioskować o tym,  

czy insulina reguluje ekspresję CNT1 i CNT2 w sposób specyficzny dla danego rodzaju 

komórki, czy jest to może system przekaźnictwa komórkowego niezależny od typu 

komórki.  

 

Podsumowując powyższe rozważania należy podkreślić, że obserwowane  

w cukrzycy zmiany ekspresji transporterów nukleozydowych są specyficzne  

dla poszczególnych narządów szczura. Zmiany te są indukowane niezależnie  

i odmiennie przez zmiany stężenia glukozy i insuliny. Insulina nie wpływa na ekspresję 

transportera rENT1, aktywuje ekspresję transportera rENT2 oraz jest silnym supresorem 

ekspresji rCNT1 i rCNT2. Poznanie dokładnego mechanizmu przenoszenia sygnału 

insulinowego do genów poszczególnych transporterów nukleozydowych wymaga 

jednak dalszych badań.  Przedstawione w tej pracy dane wskazują ponadto, że zmiany 

ekspresji transporterów nukleozydowych w komórkach serca w cukrzycy mogą 

prowadzić do poważnych zmian w transporcie adenozyny, co może być istotnym 

mechanizmem prowadzącym do zmian patologicznych zachodzących w sercu 

cukrzycowym.   
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8. WNIOSKI 
 

 

1. Rozwój cukrzycy prowadzi do narządowo - specyficznych zmian ekspresji 

transporterów nukleozydowych. 

 

2. Zmiany stężenia glukozy i insuliny w sposób różnorodny i niezależny wpływają 

na poziom ekspresji transporterów nukleozydowych w komórkach serca. 

 

3. Poziom ekspresji transportera rENT1 w kardiofibroblastach szczura  

jest niezależny od insuliny i regulowany jest przez glukozę poprzez aktywację 

kinaz MAP.   

 

4. Ekspresja transporterów rENT2, rCNT1 i rCNT2 w kardiofibroblastach szczura 

regulowana jest przez insulinę, przy czym: 

- ekspresja rENT2 stymulowana jest w sposób zależny od aktywacji 

mTOR i syntezy białka 

- ekspresja rCNT1 hamowana jest poprzez aktywację szlaku 

PI3K/MAPK/mTOR 

- ekspresja rCNT2 hamowana jest w sposób zależny od kinaz MAP  

i syntezy białka.  

 

5. Zmiany poziomu ekspresji transporterów nukleozydowych w komórkach serca 

w cukrzycy prowadzą do zwiększonego wychwytu adenozyny oraz drastycznie 

obniżają zdolność komórek serca do uwalniania adenozyny. 
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