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OBJASNIENIA STOSOWANYCH SKROTOW I SYMBOLI

ADA

AK

AR

BCIP

BOA

BOB

BSA

CNT

DAG
DEPC

DMEM
EDTA

EHNA

ENT1

ENT2

GLUT4
Grb2
IP;

deaminaza adenozyny

(ang. adenosine deaminase)

kinaza adenozyny

(ang. adenosine kinase)

receptory adenozyny

(ang. adenosine receptors)

fosforan bromo-chloro-indolu (substrat dla alkalicznej fosfatazy)
(ang._Bromo-Chloro-Indolyl-Phosphate)

bufor obciazajacy do elektroforezy agarozowe;j

bufor obciazajacy do elektroforezy biatkowej

albumina wotowa

(ang. Bovine Serum Albumine)

transporter nukleozydowy, przemieszczajacy nukleozydy w
kotransporcie z jonem Na"

diacyloglicerol

dietylopiroweglan

(ang. diethylpyrocarbonate)

pozywka (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

s0l sodowa kwasu etylenodwuaminoczterooctowego

(ang. ethylenediamine tetra acid)

chlorowodorek erytro-9-(2-hydroksy-3-nonyl) adeniny

transporter nukleozydowy, przemieszczajacy nukleozydy przez btong
plazmatyczna zgodnie z gradientem stgzenia, wrazliwy na hamowanie
przez NBMPR

transporter nukleozydowy, przemieszczajacy nukleozyd przez btong
plazmatyczna zgodnie z gradientem stezenia, niewrazliwy na
hamowanie przez NBTI

transporter glukozy, typu czwartego, zalezny od insuliny

biatko adaptorowe posiadajace domeng SH2

inozytolo(1,4,5) trifosforan

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



IR receptor insulinowy
(ang. insuline receptor)
IRS biatko fosforylowane przez kinazg tyrozynowa receptora insuliny
(ang. insulin receptor substrat)
JNK N-terminalna kinaza c-Jun
(ang. c-Jun N-terminal kinase)
MAP biatko aktywowane przez mitogen
(ang. mitogen activated protein)
MMLV-RT odwrotna transkryptaza wyizolowana z wirusa mysiej biataczki

(ang. Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase)

NBTI nitrobenzylotioinozyna

NBT bigkit tetrazoliowy (substrat dla alkalicznej fosfatazy)
(ang. nitro blue tetrazolium)

Nck biatko adaptorowe oddziatujace z biatkami IRS

5-NT 5’-nukleotydaza

PCR reakcja tancuchowa polimerazy

(ang. Polymerase Chain Reaction)

PH domena biatkowa, poprzez ktdra biatko oddziatuje z blona lipidowa
(ang. pleckstrin homology)

PTB domena biatkowa, ktora odpowiada za rozpoznawanie i wigzanie
fosfotyrozyny
( ang. phosphotyrosine-binding protein)

PI3K kinaza-3 fosfatydyloinozytolu

PKC kinaza biatkowa C
(ang. protein kinase C)

pz par zasad

RNazin inhibitor rybonukleaz

RT reakcja odwrotnej transkrypcji
(ang. reverse transcriptase)

SAH hydrolaza S-adenozylohomocysteiny

STZ streptozotocyna

Tfl termostabilna polimeraza izolowana z bakterii Thermus flavus
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1. STRESZCZENIE.
Adenozyna jest zwiazkiem endogennym o duzej aktywnos$ci biologicznej wptywajacym
na funkcje szeregu tkanek i narzadow w organizmie poprzez wiazanie si¢ do receptorow
(A1, A2a, A2b, A3) zlokalizowanych na  powierzchni  komorek.
Celem tej pracy bylo zbadanie wptywu cukrzycy na poziom ekspresji receptorow
adenozynowych. Cukrzyce indukowano u szczura podajac streptozotocyne w dawce 75
mg/kg wagi ciata. Poziom mRNA poszczeg6lnych receptorow oceniano na podstawie
analizy wynikéw kompleksowego PCR z [-aktyna jako genem referencyjnym. Ilo$§¢
biatka receptoréw adenozynowych byta oceniana poprzez analiz¢ Western blot, w ktorej
biatkiem referencyjnym byta [-aktyna oraz biatko pl4-3-3.
Uzyskane wyniki pokazuja, ze w nerce cukrzycowej dochodzi do
regiono - specyficznych zmian w poziomie ekspresji receptorow adenozynowych,
ktorych kierunek zmian korelowat z niektérymi zaburzeniami funkcji nerki
obserwowanymi w cukrzycy. W watrobie szczura z cukrzyca obserwowano znaczacy
wzrost ekspresji receptora A2a 1 A3. Poziom ekspresji receptora Al nie ulegal zmianie,
natomiast ilos§¢ mRNA receptora A2b wulegala znaczacemu obnizeniu przy
niezmienionej iloSci biatka tego receptora. Zmiany ekspresji receptorow
adenozynowych w sercu szczura cukrzycowego zalezaly od rodzaju komoérki. W
kardiomiocytach obserwowano wyrazny wzrost ilo$ci biatka receptora Al 1 A3,
natomiast w kardiofibroblastach hodowanych w warunkach braku insuliny 1 w wysokim
stezeniu glukozy (20 mM) obserwowano wzrost ekspresji receptora Al, A2a, A2b oraz
spadek ekspresji receptora A3. Doswiadczenia prowadzone na kardiofibroblastach
hodowanych w réznych st¢zeniach insuliny 1 glukozy pokazaty, ze poziom ekspresji
receptora A2a i A3 regulowany jest zmianami st¢zenia glukozy, a ekspresja receptora
A2b zalezy od insuliny. Poziom ekspresji receptora Al w szczurzych
kardiofibroblastach  zalezal zarowno od stezenia glukozy jak 1 insuliny.
W podsumowaniu nalezy zaznaczy¢, ze prezentowane w tej pracy wyniki wskazuja,
ze w cukrzycy dochodzi do tkankowo i1 narzadowo specyficznych zmian w poziomie
ekspresji poszczegdlnych subtypow receptorow adenozyny. Niektoére z tych zmian
wywotane sa hiperglikemia, podczas gdy inne powodowane sa brakiem insuliny.
Opierajac si¢ na swoich obserwacjach i danych z pis$miennictwa mozna przypuszczac,
ze zmiany ekspresji receptorow adenozynowych zachodzace w cukrzycy moga stanowic

jeden z mechanizméw prowadzacych do niektorych patologii cukrzycowych.
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2. WSTEP
2.1. Cukrzyca

Cukrzyca to choroba, ktora wystepuje u ludzi niezaleznie od wieku, plci i rasy, a takze u
zwierzat. Powstaje na skutek zaburzen glownie gospodarki weglowodanowe;j
organizmu. Wyr6znia si¢ dwa podstawowe typy cukrzycy. Cukrzyca typu 1 rozwija si¢
w wyniku zniszczenia komoérek beta wysp trzustki, co prowadzi do bezwzglednego
niedoboru insuliny. W cukrzycy typu 2, gtbwnym czynnikiem patogenezy jest opornosé
komorek na endogenna insuling [340]. Insulina jest hormonem produkowanym przez
komoérki beta trzustki, ktory reguluje wiele kluczowych drég metabolizmu
weglowodanow, thuszczéw 1 biatek. Wplywa roéwniez na procesy wzrostu i
réznicowania si¢ komorek. Konsekwencja wzglednego lub bezwzglednego niedoboru
insuliny obserwowanego w cukrzycy jest wzrost st¢zenia glukozy we krwi, pojawienie
si¢ jej w moczu oraz przebiegajacy w komorkach katabolizm tluszczy 1 bialek.
Uposledzenie tkankowego zuzywania glukozy oraz zwigkszenie wytwarzania i
uwalniania glukozy do krwi przez watrobg¢ prowadzi do hiperglikemii, obnizenia
biosyntezy biatek i kwaséw tluszczowych, dalej do mobilizacji kwaséw thuszczowych z
trojglicerydow 1 do ketozy [7, 60, 342]. Niedobor insuliny odgrywa zasadnicza rolg
rowniez w zaburzeniach metabolizmu lipidéw, ktoére wystgpuja w cukrzycy niemal w
takim samym stopniu jak zaburzenia metabolizmu wegglowodanéw [319].

Obszar patologicznych zmian obserwowany w cukrzycy jest bardzo rozlegly i
dotyczy zaré6wno przemian biochemicznych jak i funkcjonalnych szeregu narzadéw. Do
gléwnych powiklan obserwowanych w cukrzycy mozna zaliczy¢ nefropatig
cukrzycowa, zmiany w ukladzie naczyniowo-sercowym (makroangiopatia, aterogeneza,
choroba niedokrwienna serca), zaburzenia funkcji uktadu przewodzacego, retinopati¢

oraz neuropati¢ obwodowa i autonomiczna.

Charakterystyczne zmiany obserwowane w nefropatii cukrzycowej to pogrubienie
btony podstawnej kilebuszkéw nerkowych, rozrost mezangium, akumulacja bialek
macierzy, zmiany wtokniste w tetniczkach doprowadzajacych i odprowadzajacych oraz
uposledzenie funkcji bariery saczacej kigbuszka nerkowego [269, 319]. U ludzi
powstanie jawnej nefropatii cukrzycowej poprzedzone jest okresem kilku lat, w czasie
ktérego nastgpuja zmiany zaréwno w budowie jak i czynno$ci nerek. Pierwsza z
nieprawidtowosci jest powigkszenie tych narzadow [7, 114, 319] oraz ich przeciazenie,

bedace nastgpstwem zmian czynnosciowych, do ktorych nalezy hiperfiltracja
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ktebuszkowa 1 wzrost przeptywu krwi przez nerki. Kigbuszki nerkowe ulegaja
twardnieniu, nastgpnie szkliwieniu, co w konsekwencji prowadzi do ich niewydolnosci

[210, 214].

Negatywne skutki cukrzycy dotycza réwniez uktadu naczyniowego i obejmuja zmiany
w mikrokrazeniu, ktorych efektem sa powiktania takie jak wspomniana wyzej
nefropatia, ale takze retinopatia i neuropatia, oraz przedwczesny i przyspieszony rozwoj
choroby duzych naczyn krwiono$nych okreslanej mianem makroangiopatii [319].
Zmiany naczyniowe zachodzace w cukrzycy i bgdace nastgpstwem rozwijajacej sig
miazdzycy obserwowane sa w obrgbie duzych naczyn i widoczne przede wszystkim
w tetnicach wiencowych, mézgowych oraz obwodowych [319]. Jednak u chorych z
dhlugotrwata cukrzyca moga powstawa¢ zmiany zwyrodnieniowe w mig$niu sercowym,
ktére nie sa wywotywane przez miazdzyce t¢tnic wienhcowych. Zmiany te okreslane sa
mianem kardiomiopatii cukrzycowej [341, 380]. Cecha charakterystyczna tego
schorzenia sa zaburzenia kurczliwosci serca, obejmujace migdzy innymi wydtuzony
czas skurczu 1 relaksacji [24, 293]. Kardiomiopatii towarzyszy choroba niedokrwienna
serca, chociaz moze ona wystgpowac roéwniez oddzielnie. Morfologicznie powiklanie to
charakteryzuje si¢ przerostem migénia sercowego i $rodmigzszowym zwldknieniem
tetniczek, polegajacym na odktadaniu zwigkszonej ilosci glikoprotein w obrebie ich
Scian. Charakterystyczne procesy przebudowy serca, za ktore odpowiadaja
kardiofibroblasty obejmuja ich udziat w proliferacji, wydzielaniu bialek matriks
zewnatrzkomoérkowego  oraz  zastgpowaniu  kardiomiocytow  (bliznowacenie).

Bliznowacenie za§ powoduje powigkszenie serca i jego usztywnienie [73, 97].

W cukrzycy obserwuje si¢ roéwniez zaburzenia funkcji ukladu przewodzacego [380].
W ludzkiej kardiomiopatii i niewydolnosci serca, a takze w szeregu modelach
zwierzecych zaobserwowano, ze dochodzi do zmian w wielu waznych procesach
regulujacych stezenie wewnatrzkomorkowego wapnia, miedzy innymi w kanatach
wapniowych typu L, odpowiedzialnych za wuwalnianie wapnia 2z siateczki
sarkoplazmatycznej [279], w dziataniu pompy Ca**-ATPazowej [61] i funkcjonowaniu
wymiennika sodowo-wapniowego posredniczacego w wyplywie wapnia z komorki
[126]. Skutkiem tych procesow jest zwolnienie relaksacji oraz zmniejszenie zdolnosci
kurczliwej wiokien serca [52]. Ponadto obserwuje si¢ zmniejszenie aktywnos$ci
ATPazowej aktomiozyny i miozyny [68]. Wynikiem utrzymujacej si¢ hiperglikemii jest

réwniez rozwoj zaburzen krzepliwosci krwi oraz zmiany w gospodarce lipidowej serca
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[390]. Spadek dostawy tlenu do komodrek migénia sercowego i zwiazany z tym
przedtuzajacy si¢ niedobor energii jest kolejnym zjawiskiem charakterystycznym dla
rozwijajacej si¢ cukrzycy [220].

Zmiany w metabolizmie glukozy w watrobie cukrzycowej polegaja na zmniejszeniu
jej wychwytu z krwi, oraz na zwigkszeniu wydzielania glukozy do krazenia ogdlnego
[340]. Dochodzi do aktywacji zarowno glikogenolizy jak 1 glukoneogenezy,

zwigkszonego wydzielania glukozy do krwi i poglgbienia tym samym hiperglikemii.

W tkance tluszczowej w odpowiedzi na brak insuliny dochodzi do aktywacji
lipolizy oraz uwalniania kwaséw thuszczowych do krwi, w wyniku czego, w watrobie

obserwuje si¢ wzrost syntezy triglicerydow 1 lipoprotein [341].

2.2. Przemiany biochemiczne indukowane hiperglikemiag

Pierwotna przyczyna wszystkich zmian metabolicznych w cukrzycy jest brak
insuliny (cukrzyca typu I) lub zaburzenie jej dziatania (cukrzyca typu II). Jednym
z bezposrednich efektow takiego stanu rzeczy jest rozwijajaca si¢ hiperglikemia. Uwaza
sig, ze szereg komplikacji cukrzycowych jest nastgpstwem przemian biochemicznych
indukowanych podwyzszonym poziomem glukozy. Wérdd zmian, ktére podejrzewa sig,
ze prowadza do powstawania powiktan cukrzycowych wymienia si¢ gtownie aktywacje
szlaku poliolowego, wzrost poziomu glikacji bialek, aktywacj¢ izoenzymoéw kinazy

biatkowej C (PKC) oraz aktywacje¢ szlaku heksozoaminowego.

2.2.1. Wzrost przeplywu metabolicznego przez szlak poliolowy

W szlaku sorbitolowym (poliolowym) dochodzi do przeksztalcenia glukozy we
fruktoze, a zwiazkiem posrednim jest sorbitol. Pierwszym enzymem tego szlaku
przemian jest reduktaza aldozy, ktora z udzialem NADPH redukuje glukoze do
sorbitolu. Reduktaza aldozy wykazuje niskie powinowactwo do glukozy i przy
normalnych st¢zeniach glukozy metabolizm na tej drodze stanowi niewielki procent
catkowitej przemiany glukozy [32]. W warunkach hiperglikemii, przy podwyzszonym
poziomie wewnatrzkomorkowym glukozy dochodzi do wzrostu przemiany tego cukru
do alkoholu wielowodorotlenowego, czyli sorbitolu. Nastgpnie sorbitol jest utleniany do
fruktozy w reakcji katalizowanej przez enzym dehydrogenazg sorbitolu, czemu

towarzyszy redukcja NAD" do NADH. Istnieje wiele teorii starajacych sie
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wytlumaczy¢, dlaczego indukowana hiperglikemia przemiana glukozy do sorbitolu
skutkuje szkodliwymi nastgpstwami. Wedlug jednej z teorii, stres osmotyczny
indukowany wzrastajacym st¢zeniem tego alkoholu, jest przyczyna migdzy innymi
osmotycznego uszkodzenia komoérek mikronaczyn. Sorbitol nie dyfunduje tatwo przez
btony komorkowe 1 uwazano, ze nagromadzajac si¢ w komorce, moze powodowac jej
uszkodzenie. Okazalo si¢ jednak, ze stgzenie sorbitolu w komorkach naczyn
1 komodrkach nerwowych w cukrzycy jest zbyt niskie, aby spowodowaé uszkodzenie
osmotyczne. Inna teoria wiaze negatywne nastgpstwa aktywacji szlaku poliolowego
z obnizona aktywnoécia (Na'/K")ATPazy [32]. Okazato si¢ jednak, ze jest to efekt
aktywacji kinazy biatkowej C (PKC), ktora fosforylujac fosfolipaze A, aktywuje ja, co
z kolei prowadzi do powstania PGE, oraz arachidonianu, ktére to zwiazki sa
inhibitorami (Na'/K")ATPazy [371]. Zaproponowano réwniez, ze redukcja glukozy do
sorbitolu przez reduktazg sorbitolu zuzywa NADPH, ktory jest potrzebny do redukcji
utlenionego glutationu. Upos$ledzenie tego procesu moze mie¢ bardzo powazne
nastgpstwa, poniewaz zredukowany glutation (GSH) pelni wazna rol¢ w neutralizacji
jonow nadtlenkowych i wolnych rodnikéw [32]. Obnizony poziom GSH wykazano
w soczewkach myszy transgenicznych ze zwigkszona ekspresja reduktazy aldozy i jest
to najbardziej prawdopodobny mechanizm, poprzez ktéry aktywowany szlak przemian
sorbitolu wywiera szkodliwe nastepstwa [179]. Ten wniosek rowniez wspieraja wyniki
doswiadczen z myszami, pozbawionymi reduktazy aldozy, ktére pokazaty, ze
u zwierzat tych w przeciwienstwie do myszy typu dzikiego, cukrzyca nie obnizata
poziomu zredukowanego glutationu w nerwie kulszowym ani szybko$ci przewodzenia

nerwu motorycznego [32].

2.2.2. Wzrost poziomu glikacji bialek

Glukoza z wieloma biatkami np.: hemoglobina, albumina, czy kolagenem wchodzi
w nieenzymatyczna reakcj¢ glikacji (reakcja Maillarda), co prowadzi do powstania
glikowanych biatek [376]. Poczatkowym etapem glikacji jest utworzenie zasady Schiffa
migdzy glukoza, a N-koncowa lub/i boczna grupa aminowa lizyny. Kolejne przemiany
obejmuja powstanie acyklicznej formy glukozyloaminy i rearanzacje do formy
N¢-(1-deoxy-D-frukto-1-yl) aminy (rearanzacja Amadori). Powstata w ten sposob reszta
fruktozoaminowa podlega dalej szeregu reakcjom, az do utworzenia stabilnych

produktow koncowych okreslanych mianem AGE (ang. advanced glycation
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end- products) [43]. Okazato si¢ jednak, ze AGE powstaja rowniez w komodrce
z dwukarbonylowych prekursorow powstatych z glukozy (3-deoksyglukozon, glioksal,
metyloglioksal) i jest to proces o rzad wielko$ci szybszy niz zewnatrzkomérkowa
glikacja [342]. Obecnie sadzi sig, ze wewnatrzkomérkowa hiperglikemia jest
czynnikiem inicjujacym powstawanie zarowno wewnatrzkomorkowych — jak
1 zewnatrzkomérkowych AGE [32]. Tworzenie wewnatrzkomérkowych prekursorow
AGE uszkadza komorki docelowe w wyniku trzech mechanizmow. Po pierwsze, biatka
wewnatrzkomoérkowe zmodyfikowane przez prekursory AGE wykazuja zmienione
funkcje. Po drugie, sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowej zmodyfikowane do AGE
oddzialywuja anormalnie z innymi sktadnikami macierzy i z receptorami dla bialek
macierzy, takimi jak integryny. Po trzecie, zmodyfikowane przez glikacj¢ biatka osocza
wiaza si¢ z receptorami dla AGE (RAGE) [363] na komorkach endotelialnych,
mezangialnych i makrofagach, indukujac produkcje reaktywnych form tlenu [32].
Wykazano rowniez, ze oddziatywanie AGE - RAGE aktywuje czynnik transkrypcyjny
NKkB [28]. Jego aktywacja wptywa na ekspresj¢ genéw odpowiedzi zapalnej, na
przyktad cytokin. Tworzenie AGE zmienia wtasciwos$ci funkcjonalne kilku waznych
bialek macierzy. W przypadku kolagenu typu I, wewnatrzkomoérkowe sieciowanie
wywotane przez AGE indukuje zmiang molekularnego upakowania, ktéore wptywa na
funkcje zdrowych naczyn. U szczura z doswiadczalnie indukowana cukrzyca AGE
wywotuja migdzy innymi spadek elastycznosci duzych naczyn [139]. Tworzenie AGE
na kolagenie IV, wystgpujacym w blonie podstawnej, hamuje wzajemne laczenie sig
czasteczek 1 tworzenie struktury przypominajacej sie¢ [354]. Glikacja laminininy
powoduje uposledzenie tworzenia homopolimerow, zmniejszone wiazanie si¢ do
kolagenu typu IV i zmniejszenie wiazania do reszty siarczanu heparanu glikoprotein
[46]. Na istotna role AGE w patogenezie powiktan cukrzycowych wskazuja obserwacje
poczynione na modelach zwierzgcych, gdzie podanie inhibitorow tworzenia AGE takich
jak aminoguanidyna czg$ciowo przeciwdziatato zmianom cukrzycowym w siatkowce

oka, nerkach 1 komoérkach nerwowych [327].

2.2.3. Aktywacja kinazy bialkowej C

W cukrzycy dochodzi rowniez do aktywacji kinazy biatkowej C (PKC). Rodzina
PKC sktada si¢ przynajmniej z 11 izoform, z ktérych 9 jest aktywowanych przez

16



diacyloglicerol (DAG) begdacy wtornym przekaznikiem sygnalu. Wykazano, ze
wewnatrzkomorkowa hiperglikemia zwigksza ilo§¢ DAG w hodowanych komoérkach
mikronaczyn [370] oraz w siatkdéwce 1 klgbuszkach nerkowych zwierzat cukrzycowych
[169]. Wydaje sig, ze obserwowany w tych warunkach wzrost ilosci DAG nastepuje
gltownie poprzez syntez¢ de novo z fosfodihydroksyacetonu begdacego produktem
przejsciowym glikolizy [140]. Glownymi izoformami PKC aktywowanymi w tych
warunkach sa izoformy [ i 9, lecz wykazano rowniez aktywacje¢ innych izoenzymow.
W komorkach siatkowki oka szczurow cukrzycowych dochodzi do aktywacji PKC-a
1 PKC-¢ [32], natomiast w kigbuszkach nerkowych, izolowanych od szczuréw
z cukrzyca obserwowano wzrost aktywnosci PKC-a i PKC-3 [167, 168]. Do aktywacji
PKC w komorkach hiperglikemicznych moze takze dochodzi¢ poprzez reaktywne
formy tlenu generowane ligacja receptorow AGE i/lub zwigkszona aktywnoS$cia szlaku
poliowego [32]. W eksperymentach na szczurach z doswiadczalnie indukowana
cukrzyca wykazano, ze wzrost aktywnosci PKC-B jest odpowiedzialny za zmiany
w mikrokrazeniu obserwowane w siatkowce i1 przeplywie krwi w nerkach [143]. Uwaza
sig, ze zmiany w Kkrazeniu obserwowane u zwierzat z cukrzyca sa wynikiem
zahamowania produkcji tlenku azotu i/lub wzrostu aktywnosci endoleliny-1
powodowanych wzrostem aktywno$ci PKC [32]. Stwierdzono réwniez, ze aktywacja
PKC przyczynia si¢ do akumulacji biatek macierzy zewnatrzkomorkowe;j
w mikronaczyniach, poprzez aktywacje ekspresji TGF-B1, fibronektyny oraz kolagenu
typu IV [332]. Zalezno$¢ przyczynowo-skutkowa migdzy aktywacja PKC i1 zmianami
krazeniowymi obserwowano w doswiadczeniach z uzyciem specyficznego inhibitora
PKC-B, podanie ktérego nie tylko przywracato normalny przeplyw krwi w siatkowece,
ale rowniez normalizowalo filtracj¢ kigebuszkowa i1 czeSciowo korygowato wydalanie

albuminy z moczem [168].

2.2.4. Wzrost przeplywu metabolicznego przez szlak heksozoaminowy

Jak juz wspomniano wzrost st¢zenia glukozy w komorce indukuje przemiany
glukozy, ktore w normalnych warunkach zachodza w ograniczonym zakresie.
Wewnatrzkomoérkowa hiperglikemia, poza indukcja przemian szlaku sorbitolowego,
aktywuje roOwniez przemiany w obrgbie szlaku heksozoaminowego. Pierwszym etapem

przemian tego szlaku jest konwersja fruktozo-6-fosforanu do glukozamino-6-fosforanu
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katalizowana przez aminotransferaze glutaminianowo-fruktozo-6-fosforanowa (GFAT,
ang. glutamin.fructose-6-phosphate amidotransferase). Reakcja katalizowana przez ten
enzym jest etapem  ograniczajacym  szybko$¢  przemiany glukozy do
UDP-N-acetyloglukozaminy, ktéra jest niezbednym sktadnikiem syntezy glikoprotein.
Okazato si¢, ze zablokowanie aktywno$ci GFAT blokuje indukowana hiperglikemia
ekspresje fibrynolitycznego inhibitora (PAI-1) oraz TGF-a 1 TGF-B [77, 165]. Wydaje
si¢g, ze elementem odpowiedzialnym za zmiang transkrypcji pewnych genow
indukowana aktywacja szlaku heksozoaminowego jest kowalencyjna modyfikacja
czynnikdw transkrypcyjnych przez N-acetyloglukozaming [32]. Wykazano, ze
glikozylowana forma czynnika transkrypcyjnego Spl jest bardziej aktywna
transkrypcyjnie, niz forma nieglikozylowana [153]. Ponadto okazato sig¢, ze
O-acetylglukozaminylacja zachodzi na tych samych resztach serynowo-treoninowych,
co fosforylacja biatek [119]. W komoérkach endotelialnych aorty zaobserwowano, ze
hiperglikemia indukuje 2,4-krotny wrost przeptywu metabolitow przez szlak
heksozoaminowy czemu towarzyszyt 1,7-krotny wzrost ilosci glikozylowanej formy
biatka Spl zjednoczesnym spadkiem o 80% ilosci Spl fosforylowanego na treoninie
i serynie [77]. Jednocze$nie okazalo sig, ze ekspresja z promotora PAI-1 posiadajacego
dwa miejsca wiagzania dla Spl wzrosta w tych warunkach 3.8-krotnie [77]. Wydaje si¢
zatem, ze przesunigcie stanu fosforylacji biatek w kierunku O-acetyloglukozaminylacji
moze by¢ czynnikiem odpowiedzialnym za obserwowane w cukrzycy zmiany
transkrypcji szeregu gendow. Tym bardziej, ze glikozylacje¢ wykazano w przypadku
kazdego z badanych czynnikéw transkrypcyjnych zwiazanych z kompleksem RNA
polimerazy II [125]. W $wietle istniejacych danych mozna przypuszczaé, ze
O-acetyloglukozaminylacja czynnikow transkrypcyjnych jest ogélnym mechanizmem

indukcji ekspresji genéw w warunkach wzrostu st¢zenia glukozy w komorce.

2.2.5. Produkcja ponadtlenkow

Wewnatrzkomorkowe spalanie glukozy rozpoczyna si¢ w cytoplazmie, gdzie
z glukozy powstaje pirogronian i NADH. Powstaly pirogronian moze ulec przemianie
do mleczanu przy wspotudziale NADH, badz zosta¢ przemieszczony do
mitochondrium, gdzie ulega utlenieniu w cyklu kwasow trojkarboksylowych (TCA) do
dwutlenku wegla, wody, czterech czasteczek NADH 1 jednej czasteczki FADH,.
Mitochondrialne NADH i1 FADH, w wyniku oksydacyjnej fosforylacji w tancuchu
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oddechowym sa zrédtem ATP. Gloéwne sktadniki tancucha oddechowego
uporzadkowane sa wedlug rosnacych potencjaléw utleniajaco - redukcyjnych, elektrony
przeptywaja przez tancuch od skladnikéw najbardziej elektroujemnych do najbardziej
elektrododatniego tlenu. Podczas przeptywu elektronéw przez tancuch oddechowy
dochodzi do powstania ponadtlenkowych intermediatow, ktéorych okres poéttrwania
zalezy od gradientu elektrochemicznego. Powstaja one podczas przenoszenia przez
oksydazg cytochromowa elektronu z cytochromu ¢ na czasteczkg O,. W sytuacji kiedy
zamiast czterech elektronéw dojdzie do przeniesienia tylko jednego, powstaje anion
ponadtlenkowy. W doswiadczeniach prowadzonych na hodowanych komorkach
endotelialnych aorty wotu wykazano, ze indukowany hiperglikemia wzrost utleniania
pirogronianu w cyklu TCA powoduje wzrost produkcji reaktywnych form tlenu (ROS)
[72]. Zastosowanie kombinacji specyficznych inhibitorow poszczegdlnych kompleksow
tancucha oddechowego w potaczeniu z technikami molekularnymi pozwolito wykazaé,
ze zahamowanie przemieszczania si¢ elektronéw w lancuchu oddechowym na etapie
kompleksu II zapobiega powstawaniu ROS. Ponadto wykazano, ze zahamowanie
produkcji ROS przeciwdziata indukowanej hiperglikemia stymulacji PKC, aktywacji
szlaku heksozoaminowego, powstawaniu AGE, akumulacji sorbitolu oraz aktywacji
NFxB w komorkach endotelialnych [32]. Inne prace wykazaly, ze nadekspresja
manganowej dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD) lub biatka rozprzegajacego-1
(UCP-1) przeciwdziata powstawaniu ROS 1 hamuje szereg zmian patologicznych
indukowanych cukrzyca. W hodowli komoérek mezangialnych, nadekspresja MnSOD
przeciwdziata wzrostowi syntezy kolagenu indukowanego hiperglikemia. Wykazano, ze
nadekspresja MnSOD w komorkach neuronalnych zwoja pnia grzbietowego (DRG)
hamuje apoptozg¢ komorek indukowana hiperglikemia [57]. Ponadto w komorkach
endotelialnych nadekspresja UPC-1 lub MnSOD catkowicie blokuje wywotang
wzrostem stgzenia glukozy adhezje monocytdéw, inhibicj¢ syntazy prostacykliny oraz
syntazy tlenku azotu (eNOS) [57]. Mozna zatem sadzi¢, ze jednym z ogniw laczacych
szereg patologicznych zmian indukowanych wzrostem stezenia glukozy jest produkcja

reaktywnych form tlenu przez tancuch oddechowy.
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2.3. Mechanizm dzialania insuliny.

Insulina jest hormonem peptydowym o masie 6 kDa, wytwarzanym przez komorki
beta trzustki w odpowiedzi na zmiany st¢zenia glukozy. Dziatanie swe insulina wywiera
poprzez wiazanie si¢ ze swoistym receptorem insulinowym (IR), zlokalizowanym
w blonach wielu komoérek. IR nalezy do duzej rodziny receptoréw dla czynnikow
wzrostu [361]. Jest heterotetramerem, ztozonym z dwodch podjednostek o i f3,
potaczonych miedzy soba wiazaniami dwusiarczkowymi [361, 366]. Obydwie
podjednostki sa glikozylowane. Podjednostka o ma masg czasteczkowa 135 kDa
1 potozona jest na zewngtrznej stronie blony plazmatycznej, natomiast podjednostka o
o masie 95 kDa jest biatkiem przezbtonowym, pelniacym funkcje przekaznika sygnatu.
Czg$¢ cytoplazmatyczna tej jednostki wykazuje aktywno$¢ kinazy tyrozynowej oraz
posiada obszar podlegajacy autofosforylacji. Receptor insuliny ulega nieustannej
syntezie i degradacji, jego okres pottrwania wynosi 7-12 h. U ludzi gen kodujacy IR jest
zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 19 [366]. Przytaczenie si¢ insuliny do
podjednostki o indukuje zmiang konformacji i aktywuje kinaze potaczonej z nia
podjednostki B, ktéra fosforyluje nastepnie grupy OH okreslonych reszt tyrozynowych
w podjednostce [ drugiego dimeru af3 czasteczki receptora. Wzajemna fosforylacja
podjednostek [ receptora (autofosforylacja) zwigksza ich aktywno$¢ kinazowa
w stosunku do cytoplazmatycznych biatek bioracych udziat w wewnatrzkomorkowe;j
transmisji sygnatu. Zidentyfikowano wiele substratoéw dla kinazy tyrozynowej IR.
Naleza do nich cztery biatka okreslane symbolem IRS1-4 (ang. insulin receptor
substrat) [303], poza tym biatka Gab-1, p60%°*, Cbl, APS oraz trzy izoformy biatka Shc
[77, 306]. Wszystkie (z wyjatkiem biatka Shc) substraty posiadaja w czgsci N-koncowe;j
domene PH (ang. pleckstrin homology), poprzez ktora biatko oddziatywuje z btona
lipidowa. U wszystkich poza Gab-1 wystgpuje region PTB (ang. phosphotyrosine-
binding protein), ktory odpowiada za rozpoznawanie i wigzanie fosfotyrozyny [367].
Najlepiej poznanym biatkiem jest IRS-1, ktore zawiera 21 reszt tyrozynowych [366]. Po
zwiazaniu z receptorem i fosforylacji IRS-1 taczy si¢ z biatkami posiadajacymi domeny
SH (ang. Src homology), ktére rozpoznaja miejsca zawierajace ufosforylowana tyrozyne
(SH2), albo motywy bogate w proling (SH3). Wsrod tych bialek mozna wyrdzni¢
podjednostke regulatorowa (p85) kinazy-3 fosfatydyloinozytolu (PI-3K), biatko Grb2,
Nck (PAK-1, WASP), Crk (p130cas, C3G), oraz wiele innych [3, 178, 230, 306, 324,

366, 372]. Przekazywanie sygnatu z udziatem PI-3K jest wielokierunkowe. Klasyczna
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PI-3K zbudowana jest z podjednostki regulatorowej, nazwanej p85 1 katalitycznej
(p110). Polaczenie kinazy z IR prowadzi do wzrostu poziomu PI(3,4)P, 1 PI(3.,4,5)P;
[3, 9, 56]. PI-3K oraz jej produkty reguluja z kolei funkcje niektérych kluczowych kinaz
i biatek wewnatrzkomoérkowych takich jak kinaza biatkowa C (PKC). PI-3K reguluje
rozne procesy, mi¢dzy innymi transport glukozy, proliferacje, chemotaksje czy funkcj¢
wydzielnicza komorek. Wykazano, ze w stymulacji przez insuling transportu glukozy
posredniczy PI(3,4)P,, natomiast stymulowany insuling naptyw glukozy do adipocytow
jest znoszony przez zahamowanie aktywnos$ci PI-3K w wyniku zahamowania
translokacji transporteréow glukozy Glut 4 z cytoplazmy do btony [122, 245].

Inhibicja aktywnosci kinazy PI-3 wptywa na procesy zalezne od insuliny na przyktad:
hamowanie lipolizy, aktywacja syntezy kwasow tluszczowych, czy synteza DNA [3].
Kolejnym szlakiem przesytania informacji, w ktérym posredniczy insulina jest indukcja
kaskady kinaz MAP i udzial w regulacji ekspresji genow. Uczestniczy w tym procesie
biatko adaptorowe Grb2, ktore taczac si¢ z biatkiem IRS-1 zmienia konformacje 1 taczy
si¢ z aktywatorem wymiany nukleotydow guanylowych- biatkiem SOS (ang,
Son-of-sevenless). Bialko to z kolei aktywuje poprzez stymulacj¢ wymiany GDP na
GTP biatko Ras, ktore po aktywacji stymuluje kinazg Raf, ktéra uruchamia kaskade
kinaz MAP [196, 239, 372]. Do rodziny kinaz MAP nalezy kinaza aktywowana przez
sygnaly zewnatrzkomorkowe ERK (ang. extracellulary regulated kinase), kinazy JNK,
fosforylujace N-koncowa domeng biatka c-Jun (ang. c-Jun N-terminal protein kinases)
oraz p38MAP. Aktywacja kinaz MAP wplywa na ekspresj¢ wielu genéw kodujacych
migdzy innymi czynniki transkrypcyjne np.: AP-1 (ang. activating protein-1), czy
STAT (ang. signal transducers and activators of transcription), ktére oddzialuja na
ekspresj¢ innych genow. Wida¢ wige, ze insulina wptywa posrednio czy bezposrednio
na wiele ogniw metabolizmu komoérkowego: na metabolizm kwaséw nukleinowych,
biatek, weglowodanéw, czy tluszczow. Brak insuliny w cukrzycy typu I, czy
niewrazliwo$¢ na nig charakterystyczna dla cukrzycy typu II powoduje, ze nie ma
sygnalizacji przez receptor insulinowy. Dzialanie insuliny modyfikowane jest przez
szereg czynnikow, w tym adenozyng. Wykazano, ze adenozyna w znacznym stopniu
modyfikuje dziatanie insuliny na komorki migsniowe, adipocyty oraz hepatocyty [50,

120, 214).
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2.4. Dzialanie adenozyny

Adenozyna (Ado) jest nukleozydem o duzej aktywnosci biologicznej. Swoje
dzialanie na wiele ukladow i narzadéw lacznie z naczyniowo - sercowym, moczowo-
plciowym, immunologicznym, oddechowym i nerwowym wywiera poprzez specyficzne
receptory zlokalizowane na powierzchni komorek [55].

W nerkach adenozyna jest waznym czynnikiem regulujacym ich hemodynamike
[141, 234, 238, 329, 330]. Wykazano, ze adenozyna jest mediatorem odpowiedzi TGF
oraz, ze¢ hamuje uwalnianie reniny z komoérek aparatu przykigbuszkowego [256, 271].
Wzrost poziomu adenozyny w nerkach prowadzi do zmniejszenia przeptywu moczu
oraz obnizenia wydalania elektrolitow [221].

Na obwodzie adenozyna poprzez rozszerzenie naczyn krwiono$nych zwigksza
przeptyw krwi w migé$niu sercowym, migsniach szkieletowych, moézgu 1 tkance
thuszczowej [25, 26, 71, 220]. Odgrywa réwniez wazna role¢ w tzw. procesie
warunkowania przez niedokrwienie (ang. ischemic preconditioning). Dotyczy to
ograniczenia stopnia rozmiaru uszkodzenia narzadow dotknigtych niedotlenieniem, czy
niedokrwieniem. Dziatanie takie wykazano w moézgu, sercu, watrobie, mig$niach
szkieletowych, nerkach i plucach [21, 47, 142, 160, 344].

Od wielu lat znane jest immunosupresyjne 1 przeciwzapalne dziatanie adenozyny
[58, 83]. Zwiazanie adenozyny z jej receptorami zlokalizowanymi na powierzchni
komoérek uktadu immunologicznego wplywa na prezentacj¢ antygenenu [369],
fagocytoze [305], negatywna selekcje limfocytow [296], cytolityczna aktywno$¢
limfocytow oraz proliferacje i1 aktywacj¢ komoérek [285]. Waznym aspektem regulacji
procesoOw immunologicznych przez adenozyng jest jej wptyw na produkcj¢ mediatorow
odpowiedzi immunologicznej takich jak cytokiny [31, 37, 127, 211, 264, 296, 316, 335,
338], wolne rodniki [127], oraz metabolity kwasu arachidynowego [173]. Wykazano
rowniez, ze adenozyna lub jej niemetabolizujace si¢ pochodne, gitownie ligandy
receptorow adenozynowych wplywaja na przebieg szeregu chorob o podlozu
immunologicznym, takich jak zapalenie stawow [112, 338], zapalenie nerek [283],
zapalenie blony naczyniowej oka [206], czy szoku wywolanego endotoksynami
[264, 283].

Obecne dane wskazuja na troficzna role adenozyny w mechanizmach naprawczych
moézgu po urazie i niedotlenieniu, kiedy jest ona uwalniana w duzych ilosciach po

zniszczeniu lub obumarciu komorki [348]. W warunkach stresowych podstawowa
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funkcja adenozyny jest hamowanie aktywnos$ci neurondéw przez zmniejszenie ilosci
neuroprzekaznikow pobudzajacych, co zapobiega degradacji neuronéw. Powstawanie
glukozy w astrocytach i doptyw krwi do regiondéw objetych niedotlenieniem czy
niedokrwieniem jest stymulowane przez adenozyng poprzez rozszerzenie naczyn
krwionos$nych i hamowanie agregacji ptytek krwi [75, 102, 280].

Sekrecja insuliny przez komorki beta trzystki jest hamowana przez adenozyng
[145, 330], ktora rowniez moduluje dziatanie tego hormonu. Adenozyna jest waznym
endogennym regulatorem metabolizmu tkanki tluszczowej [111]. W adipocytach
w normalnych warunkach adenozyna zwigksza transport glukozy [195, 325], jej
utlenianie 1 metabolizm indukowany insuling [315, 357]. W hepatocytach proces
glikogenolizy stymulowany jest przez ten nukleozyd na drodze aktywacji fosforylazy
glikogenu [136, 243]. Z kolei proces glukoneogenezy jest hamowany przez adenozyng
[281, 377]. W watrobie adenozyna stymuluje lipogeneze [146] i znosi hamujace
dziatanie insuliny na wyplyw glukozy z watroby [214]. W mig$niach serca [6, 177, 368]
1 adipocytach [174, 358] adenozyna zmienia indukowany insuling wychwyt glukozy.
Wykazano, ze zablokowanie recoptoroOw adenozyny lub usunigcie adenozyny
z przestrzeni pozakomorkowej poprzez dodanie deaminazy adenozyny obniza
stymulowany insulina transport glukozy [174, 177, 358, 368]. Ponadto wychwyt
glukozy niezalezny od insuliny (indukowany skurczem) jest w sercu stymulowany
przez adenozyng [6, 363]. Wczesdniejsze prace z pracowni Newsholme wskazywaly, ze
w migsniach szkieletowych adenozyna obniza stymulowany insuling transport i
metabolizm glukozy [33, 49, 85]. Pozniejsze prace nie potwierdzily jednak tych
wynikow wskazujac, ze usunigcie adenozyny lub zablokowanie receptoréw adenozyny
prowadzi w mig$niach szkieletowych do obnizenia transportu glukozy stymulowanego

insulina, jak réwniez transportu glukozy indukowanego skurczem [120, 134, 233].

2.5. Metabolizm adenozyny

Na stezenie adenozyny w plynach fizjologicznych maja wplyw procesy jej syntezy,
degradacji i transportu przez btony. Czas pottrwania adenozyny we krwi wynosi od 1 do
kilku sekund [328], a jej stezenie waha si¢ w granicach 100-300 nM [254]. W komorce
jej stezenie w normalnych warunkach miesci si¢ w przedziale 10-100 nM w zaleznosci

od typu komorki [64, 65, 173]. Zaréwno w komodrce jak 1 w przestrzeni

23



zewnatrzkomorkowej zlokalizowane sa enzymy produkujace 1 metabolizujace

adenozyng (Ryc.1).

// BEONA PLAZMATYCZNA \\

ATP > ATP
SAH l l
ADP
hydrolaza SAH l cAMP > cAMP ADP
< - 4—% l
Ino «— Ado =—— = ekto PDE
5°-NT AMP

/
ekto 5°NT
Ado
\

Ryec.1. Schematyczne przedstawienie przemian adenozyny i jej transportu z i do komorki.
AR, receptor adenozyny; T, transporter nukleozydowy; AC, cyklaza adenylanowa; Ado, adenozyna;
Ino, inozyna; ADA, deaminaza adenozyny; SAH, S-adenozylohomocysteina; PDE, fosfodiesteraza;

5’-NT, 5’-nukleotydaza. 1- parakrynne dziatanie adenozyny; 2- autokrynne dziatanie adenozyny.
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W komoérce adenozyna oprocz syntezy de novo moze powstawaé w  wyniku
defosforylacji AMP lub hydrolizy S-adenozylohomocysteiny (SAH) [63, 66, 225, 244].
Aktywnos$¢ hydrolazy SAH wykazano w wielu tkankach i typach komorek, jednak
glownym zrédlem adenozyny w komorce jest reakcja defosforylacji AMP katalizowana
przez enzym 5’-nukleotydaze¢ (5°-NT). W tkankach ssaczych opisano trzy formy
5’-nukleotydazy. We frakcji cytosolowej odkryto dwie rozpuszczalne formy
5’-nukleotydaz [66, 348], z ktorych jedna preferuje IMP jako substrat (c-N-II) a druga
AMP (c-N-1). Aktywnos¢ c-N-1 jest 15-20 razy wigksza w stosunku do AMP niz IMP
[175]. Przemiany adenozyny w komorce obejmuja fosforylacje do AMP [66],
katalizowana przez enzym kinaz¢ adenozyny (AK) oraz degradacje do inozyny przez
deaminaz¢ adenozyny (ADA) [84, 206]. Ze wzgledu na duze powinowactwo AK do
adenozyny (Km ~ 0.5 pM) enzym ten uwazany jest za kluczowy czynnik utrzymujacy

state niskie st¢zenie adenozyny w komoére w warunkach normalnych [170].

Pozakomérkowym zréodlem adenozyny sa nukleotydy uwolnione z komorek.
Zarowno ATP jak i ADP w przestrzeni zewnatrzkomorkowej sa degradowane do AMP,
ktére w reakcji katalizowanej przez ekto-5°-NT jest defosforylowane do adenozyny
(Ryc.1). Ekto-5’-NT jest najlepiej scharakteryzowanym enzymatycznym zrodltem
adenozyny (e-N). Enzym ten wykazuje duze powinowactwo do AMP o Km w zakresie
mikromolarnym [175]. Kolejnym zrédtem zewnatrzkomorkowej adenozyny jest
uwalniany z komorki cykliczny AMP. W przestrzeni pozakomérkowej cAMP moze by¢
metabolizowany do 5’-AMP przez enzym ektofosfodiesterazg, a nastgpnie do
adenozyny przez ekto-5’-nukleotydaze [16, 175]. Postuluje si¢, ze w nerce istotnym

zrodtem adenozyny jest wlasnie cAMP [147].

Stgzenie adenozyny w ptynach fizjologicznych zalezy nie tylko od aktywnosci
enzymoOw ktére metabolizuja adenozyng, ale réwniez od proceséw transportowych.
W  btonach komoérkowych znajduja si¢ réznego rodzaju bialka transportujace

nukleozydy.

1.6. Transport adenozyny.

Nukleozydy, w tym adenozyna nie moga swobodnie przenika¢ przez btony
plazmatyczne. W komorkach ssakow transport nukleozydéw odbywa si¢ w dwojaki

sposob: zgodnie z gradientem stezen, jest to transport bierny nosnikowy

25



(ang. equlibrative nucleoside transport) lub droga aktywnego symportu z jonami sodu,
gdzie nukleozydy transportowane sa niezaleznie od gradientu stgzen nukleozydu
(ang. sodium-dependent concentrative nucleoside transport) [113].

Transport Na'-niezalezny jest szeroko rozpowszechniony w komorkach ssaczych
[14]. Na podstawie wrazliwosci na nitrobenzylotioinozyn¢ (NBTI) wyr6ézniono dwa
typy Na'-niezaleznego transportu. Transport typu es (ang. equlibrative sensitive), ktory
jest hamowany przez NBTI oraz transport typu ei, ktory jest niewrazliwy na ten
inhibitor (ang. equlibrative insensitive). Dotad opisano cztery biatka transportowe
przemieszczajace nukleozydy zgodnie z gradientem stgzen oznaczone jako ENTI,
ENT2, ENT3 [14] oraz ENT4. Te biatka transportowe obecne sa w komorkach wielu
typow 1 charakteryzuja sig¢ niska selektywno$cia wobec przenoszonych czasteczek [14,
103]. Najlepiej poznane sa transportery ENT1 i ENT2.

Transportery, ktore przemieszczaja nukleozydy w symporcie z jonami Na'
transportuja nukleozydy tylko do wngtrza komodrki, maja rdzna specyficznos¢
substratowa 1 sa niewrazliwe na NBTI [110]. Ze wzgledu na specyficzno$¢ substratowa
wyrdznia sig trzy typy transportu Na'-zaleznego okre$lane jako transport typu cit (ang.
concentrative, insensitive to NBTI and accepts thymidine as a permeant), cif (ang.
concentrative, insensitive to NBTI and accepts formicin B as a permeant) oraz cib (ang.
concentrative, insensitive to NBTI and accepts a broad range as a permeant).
Nukleozydy pirymidynowe oraz w mniejszym stopniu adenozyna przemieszczane sa na
drodze transportu typu cit. System transportowy specyficznie transportujacy nukleozydy
purynowe 1 urydyneg okreslany jest jako transport typu cif. Z kolei system transportowy
przemieszczajacy ztaka sama wydajnoscia nukleozydy purynowe i pirymidynowe
okreslany jest jako trasport typu cib [42, 110]. Dotad poznano i opisano trzy biatka
transportowe przemieszczajace nukleozydy w symporcie z jonem Na'™ oznaczane jako
CNTI1, CNT2 oraz CNT3. Transporter CNT1 jest biatkiem specyficznie
przemieszczajacym nukleozydy pirymidynowe, transporter CNT2 jest specyficzny w
stosunku do nukleozydéw purynowych, a biatko CNT3 przemieszcza rownie dobrze

nukleozydy pyrimidynowe oraz purynowe [297].

1.7. Receptory adenozyny

Adenozyna na komorke dziala poprzez aktywacje specyficznych receptoréw

btonowych. Wyrdzniono dwie rodziny receptorow purynowych: P1, ktérych naturalnym
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agonista jest adenozyna (AR, ang. adenosine receptors) oraz P2, ktore rozpoznaja
gléwnie ATP. Receptory Ado na podstawie wlasciwosci farmakologicznych,
biochemicznych i struktury pierwszorz¢dowej sklonowanych receptorow podzielono na

cztery podtypy: Al, A2a, A2b i A3 [287].
Receptory Al

Receptor Al sklonowano z biblioteki cDNA réznych gatunkéw zwierzat: szczura,
myszy, psa, krowy, krélika, $wini, kurczaka i cztowieka [95]. Ludzki gen dla tego
receptora (ADORAI) zlokalizowany jest na chromosomie 1 w pozycji 1q32.1 [346].
Réznice w sekwencji aminokwasowej pomigdzy receptorem psim, szczurzym i krowim
sa mniejsze niz 10%, a migdzy ludzkim i krowim roznica ta jest nawet mniejsza
1 wynosi 5%. Obecnos$¢ tego typu receptora wykryto w centralnym uktadzie nerwowym,
ze szczegoOlnie wysokim poziomem ekspresji w korze moézgowej, hipokampie,
moézdzku, wzgoérzu wzrokowym, pniu moézgu oraz rdzeniu kreggowym [70, 294].
Transkrypt genu tego receptora wykryto rowniez w oku, plucach, jelitach, jadrach,
tkance tluszczowej, aorcie, sercu, watrobie, zotadku, a takze w nerkach i pecherzu. Przy
czym w plucach, nerkach i jelicie cienkim poziom mRNA receptora Al jest niski
[70, 294, 331]. Receptory Al charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do Ado,
a ich pobudzenie prowadzi do spadku cAMP w komorce [356]. Wsrod fizjologicznych
efektow aktywacji receptora A1 mozna wymieni¢ na przyklad: zwolnienie akcji serca
[253], zwegzenie naczyn  krwiono$nych  [253], hamowanie  uwalniania
neuroprzekaznikow [204], skurcz komorek mezangium [252], hamowanie uwalniania

reniny [229], chemotaksj¢ neutrofili [212], hamowanie lipolizy w adipocytach [194].

Receptory A2a

Receptor A2a sklonowano z biblioteki cDNA szczura, $winki morskiej, psa, myszy
i cztowieka [95]. Ludzki gen dla tego receptora (ADORA2A) znajduje si¢ na
chromosomie 22 w pozycji 22q11.23 [199]. Homologia sekwencji aminokwasowe;]
szczurzego 1 ludzkiego receptora wynosi 84% [287]. Biatko tego receptora
charakteryzuje si¢ masa czasteczkowa wynoszaca okolo 45 kDa, ktéra jest znacznie
wigksza w poréwnaniu z pozostalymi typami receptorow adenozynowych o masach
wynoszacych 36-37 kDa. Roznica ta wynika z obecnosci dluzszego konca

C-terminalnego [248]. U cztowieka najwigkszy poziom mRNA dla A2a wykazano w
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oku, migsniach szkieletowych, sercu, ptlucach, pgcherzu moczowym 1 macicy, nieco
mniej w jelicie cienkim, nerce, $ledzionie, zoladku, jadrze, skoérze i watrobie.
Wykazano, ze w ludzkich ptytkach krwi wrazliwo$¢ tego receptora na agonistg wzrasta
w wyniku dhugiego spozywania kofeiny prowadzac do zahamowania agregacji ptytek
[359]. W modzgu najwigcej receptorow A2a wystgpuje w regionach bogatych w
dopaming. Pobudzenie receptorow A2a zwiazane jest ze wzrostem cAMP w komorce
1 prowadzi do rozszerzenia naczyn krwionosnych [59, 158, 208, 249], hamuje agregacj¢
ptytek krwi [246, 376] oraz moduluje funkcje neutrofili [34, 226]. Receptor A2a jest tez
gléwnym receptorem limfocytéw, poprzez ktory adenozyna wywiera swoje

immunosupresyjne dziatanie [133].

Receptory A2b

Receptor A2b sklonowano z cDNA takich organizméw jak szczur, mysz, kurczak
oraz cztowiek [95]. U ludzi gen dla receptora A2b (ADORA2B) znajduje si¢ na
chromosomie 17 w pozycji 17p12-p11.2 [347]. Sekwencja aminokwasowa ludzkiego
receptora A2b jest w 86% homologiczna do receptora szczurzego [331]. Obecno$¢ tego
typu receptora stwierdzono w blonie plazmatycznej kazdej ze zbadanych pod tym katem
komorek, ale jego liczba jest mata i do jego pobudzenia wymagane jest wzglednie
wysokie st¢zenie adenozyny [323]. Stosunkowo wysoka ekspresjg¢ tego receptora
wykazano w jelicie $lepym, jelicie grubym, pecherzu moczowym, mniejsza w mozgu,
rdzeniu krggowym, plucu i niska w jelicie czczym, nerce, sercu, skorze, §ledzionie i
watrobie szczura [287]. Pobudzenie receptora A2b powoduje wzrost cAMP w komorce
lecz wykazano réwniez, ze w ludzkich komodrkach tucznych prowadzi do stymulacji
fosfolipazy C [88]. Udzial receptora A2b wykazano w takich procesach jak kontrola
napigcia naczyniéwki, neurosekrecja, czy aktywacja komorek tucznych [89]. Aktywacja
tego receptora wywotuje rowniez rozszerzenie naczyn krwionosnych oraz skurcz serca

[224].
Receptory A3

Ostatni, czwarty podtyp receptora adenozyny zostat odkryty dopiero w 1991 roku
[218]. Zostal sklonowany z takich organizmow jak szczur, mysz, kurczak, pies, krolik,
owca oraz czlowiek [95]. Homologia sekwencji pomigdzy szczurem a owca

1 cztowiekiem wynosi 74%. Ludzki gen dla tego receptora (ADORA3) zlokalizowany
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jest na chromosomie 1 w pozycji 1p21-p13.3 [222]. U szczura najwyzszy poziom tego
receptora wykazano w jadrach. U cztowieka najwigce) mRNA dla receptora A3 wykryto
W watrobie, mniej w aorcie, mézgu, sercu, nerkach i plucach [307]. Pobudzenie
receptora A3 prowadzi do zahamowania cyklazy adenylanowej [383]. Wykazano
rowniez, ze w komodrkach tucznych oraz w moézgu szczura aktywacja receptora A3
stymuluje fosfofolipaz¢ CP poprzez biatko Gq/11 [1, 4]. Uwaza sig, ze receptory A3
odgrywaja rol¢ w ochronie komorki przed skutkami niedokrwienia i niedotlenienia oraz
wywotuja degranulacje¢ komorek tucznych [92]. Wykazano, Zze myszy pozbawione genu
receptora A3 sa chronione przed niedotlenieniem i mioglobinuria powstata w wyniku
uszkodzenia nerek. Zablokowanie receptora A3 chroni, a aktywacja zwigksza

uszkodzenie nerek wywotane niedotlenieniem 1 mioglobinuria [181].

2.7.1. Budowa receptoréw adenozynowych

Receptory adenozynowe sa silnie konserwowana klasa biatek o do$¢ duzym stopniu
podobienstwa. Homologia pomigdzy szczurzym receptorem Al i1 A2b wynosi 45%
[331], a ludzki receptor A3 z receptorami Al, A2a, A2b wykazuje kolejno 50%, 43%
140% homologii [186]. Natomiast stopien homologii mi¢dzy receptorami A1 w r6znych
gatunkach wynosi 87%. Wysoki stopien identycznosci (93%) wykazano pomigdzy
ludzkim 1 psim receptorem A2a [248]. Wszystkie AR naleza do rodziny receptorow
sprzgzonych z biatkami G (GPCR, ang. G-protein-coupled receptors) 1 posiadaja
wspélny plan budowy. Zbudowane sa z siedmiu domen transblonowych
(ang. transmembrane TM 1-7), z ktorych kazda sktada si¢ z 21-28 hydrofobowych
aminokwasoéw tworzacych helise. Regiony te sa generalnie mocno konserwowane
w toku ewolucji. Koniec tancucha biatkowego, ktory zawiera wolna grupg aminowa
(N-terminalny koniec) znajduje si¢ na zewnatrz komorki, natomiast koniec
C-terminalny wystgpuje w obszarze cytoplazmatycznym (Ryc.2). Lancuch
aminokwasowy taczacy domeny transbtonowe formuje trzy zewnatrzkomoérkowe oraz
trzy cytoplazmatyczne petle (Ryc. 2). Najwigksze roznice w sekwencji aminokwasowej

pomigdzy receptorami Ado sa obserwowane w drugiej petli zewnatrzkomoérkowej [185].

Domeny transmembranowe tworza kieszen, do ktorej wiaze si¢ ligand. Prace
z zastosowaniem mutagenezy punktowej oraz uzycie szeregu biatek chimerycznych
pozwolity zidentyfikowa¢ reszty aminokwasowe odpowiedzialne za wiazanie agonistow

1 antagonistow do kazdego ze sklonowanych receptorow. W przypadku receptora Al
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aminokwasy determinujace wiazanie ligandu znajduja si¢ w obregbie TM1-TM3 oraz
TM6 1 TM7 [250]. Szczegdlnie wazna wydaje si¢ His278 w TM7, gdyz mutacja w tym
miejscu uniemozliwia zwiazanie liganda [247]. Zastapienie His256 w TM6 krowiego
receptora Al leucyna powoduje czterokrotny spadek powinowactwa do antagonisty bez
zmian powinowactwa do agonisty [247]. Zamiana Gly w pozycji 14 na Thr w TM1

ludzkiego receptora Al zwigksza 100-krotnie powinowactwo do agonisty [298].

przestrzen zewnatrzkomérkowa

cytoplazma

przestrzen zewnatrzkomérkowa

NH,

cytoplazma (

Ryc.2. Schemat budowy receptora Al (A) i A2a (B). Kétkiem zaznaczono miejsce glikozylacji receptora.
Cyframi I-VII zaznaczone zaznaczone sa domeny przezblonowe.
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W ludzkim receptorze Al zidentyfikowano konserwowana reszt¢ Asp55 w TM2, ktora
jest miejscem wiazania jonéw Na', regulujacych powinowactwo tego receptora do
agonisty [17]. W przypadku ludzkiego receptora A2a aminokwasy istotne w wigzaniu
ligandu znajduja si¢ w TM3, TMS5-7 oraz w drugiej petli zewnatrzkomodrkowe;j
[156, 157, 250]. Wykazano ponadto, ze lizyna 209 1 kwas glutaminowy 212
zlokalizowane w trzeciej petli cytoplazmatycznej ludzkiego receptora A2a sa niezbgdne
w oddziatywaniu receptora z biatkiem Gs [249]. Okazalo sig, ze w ludzkim receptorze
A2a treonina znajdujaca si¢ w C-koncowym ogonku w pozycji 298 jest niezbedna do

szybkiej desensytyzacji receptora indukowanej zwiazaniem ligandu [262].

Receptory czesto ulegaja glikozylacji, ktora wptywa na stabilizacj¢ konformacji
biatka receptorowego i stanowi ochrong przed proteazami. Kazdy z receptorow
adenozyny posiada miejsce konsensusowe dla glikozylacji (N-X-S/T, gdzie X to kazdy
aminokwas z wyjatkiem proliny) w obr¢bie drugiej zewnatrzkomorkowej petli [248]. W
przypadku receptora A3 poza tym miejscem (Asn 161) znaleziono dodatkowe miejsce
glikozylacji w poblizu N-konca (Asn 4), ktére wystepuje w receptorach A3 u
wszystkich przebadanych dotad gatunkéw, ale brak jest go w receptorach Al, A2a i
A2b [136]. Rodzaj przytaczonych cukrow do bialka receptorowego, a takze dlugosé
fancucha cukrowego, roznia si¢ w poszczegdlnych komorkach czy tkankach. Nakata
pokazal, ze szczurzy receptor Al =z jader ma ruchliwo$¢ elektroforetyczna
odpowiadajaca masie 41 kDa, natomiast receptor z mézgu 34 kDa. Potraktowanie
obydwu receptorow endoglikozydaza F zwigkszylo ruchliwos$¢ elektroforetyczna obu
biatek tak, ze oba migrowaty w zelu z szybkoscia odpowiadajaca biatku o masie 30 kDa

[231].

Masa receptora A2a z mozgu wotu wynosi 45 kDa, a po inkubacji z endoglikozydaza F
biatko receptora A2a migruje w zelu zszybkoscia odpowiadajaca biatku o masie

38 kDa [18].

Wszystkie receptory adenozynowe za wyjatkiem A2a zawieraja reszt¢ cysteiny w
obrgbie C-konca, bgdaca potencjalnym miejscem palmitylacji [136, 186]. Przypuszcza
sig, ze cysteina ta po palmitylacji moze by¢ zaangazowana w tworzenie czwartej
wewnatrzkomorkowej petli. Znaczenie funkcjonalne powstatej w ten sposob struktury
nie jest w tej chwili znane. Gao 1 wsp. pokazali, Ze palmitylacja receptora Al ma
niewielki wplyw na laczenie si¢ receptora z efektorem, internalizacj¢ indukowana

agonista oraz ,,down-regulation” [99].
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2.7.2. Struktura i regulacja ekspresji genow AR

Struktura genéw AR jest podobna. Cecha wspolna ludzkich genéw AR jest
pojedynczy  intron, ktory przerywa sekwencje kodujaca druga petle
zewnatrzkomorkowa [94, 250, 290]. Najlepiej poznany jest gen receptora Al, ktory
sktada si¢ z 6 eksondéw 1 5 introndow, z czego sekwencja kodujaca biatko receptora

zlokalizowana jest w eksonie 51 6 (Ryc. 3).

A

E6

E6

E3 ES Eé6

Ryec. 3. Schematyczna prezentacja organizacji ludzkiego genu receptora A1 (ADORAI).
A. Start sekwencji kodujacej biatko receptora znajduje si¢ w cksonie 5 (strzatka). Liniami
przerywanymi zaznaczono transkrypty powstate w wyniku dziatania dwoch réznych promotorow.

B. Organizacja alternatywnych transkryptéw obecnych w ludzkich tkankach.
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W analizowanych pod tym katem tkankach wykazano obecno$¢ dwoch glownych
transkryptow ADORAI (Ryc. 3B). Jeden ztych transkryptow zawiera sekwencje
kodowane przez eksony 4, 5, 6, a drugi sekwencje kodowane przez eksony 3, 5, 6 [290].
Transkrypt obejmujacy eksony 4, 5 i 6 znaleziono we wszystkich tkankach
wykazujacych ekspresj¢ receptora, podczas gdy obecnos¢ transkryptu obejmujacego
eksony 3, 5 i 6 znaleziono w takich tkankach jak: moézg, jadro i nerki, ktére
charakteryzuja si¢ duza ekspresja receptora Al. Poczatkowo sadzono, ze powstaja one
w wyniku alternatywnego skladania mRNA lecz p6zniejsze badania pokazaly, ze sa one
wynikiem dziatania dwoch promotorow zlokalizowanych w obrgbie genu receptora Al
(Ryc 4). W ludzkim genie ADORAI zidentyfikowano dwie sekwencje promotorowe
okreslane jako promotor proksymalny A i polozony ~600 pz ponizej promotor dystalny
B [291]. Cecha charakterystyczna obu promotoréw jest nietradycyjna sekwencja kasety
TATA [291, 298]. Wykazano, ze mysi promotor A w obrgbie 500 pz posiada wszystkie
elementy niezbedne do indukcji ekspresji genu Adoral. Sekwencja ta zawiera rowniez
miejsca wiagzania dla biatek GATA-4 1 Nkx2.5, ktore jako czynniki transkrypcyjne
w sposob addytywny stymuluja aktywno$¢ promotora A [298].

+1

Promotor A Promotor B +1

TTAAGA TTTAAA

GRE NFxB SRE1 SRE2 AP1

Ryc. 4. Schematyczna prezentacja otoczenia promotoréw w ludzkim genie receptora Al.

Start transkrypcji dla promotora A i B oznaczono jako +1. Oba promotory oddalone sa od siebie o okoto
600 pz. GRE, miejsce wigzania receptora kortykoidowego; NFkB, miejsce wigzania czynnika NFkB;
SRE1 i SRE2, miejsca wiazania surowiczego czynnika transkrypcyjnego SRF; AP1, miejsce wiazania
czynnika transkrypcyjnego AP1.

33



Promotor B jest mniej aktywny niz promotor A, niemniej odgrywa istotna role
w regulacji ekspresji genu receptora Al. W obrgbie promotora B wykazano istnienie
sekwencji SRE-1 1 SRE-2 (ang. serum response element) bedacych miejscem wiazania
surowiczego czynnika transkrypcyjnego SRF (ang. serum response factor), kasety
TATA, sekwencji rozpoznawanej przez czynnik transkrypcyjny AP1 oraz sekwencji
GRE (ang. glucocorticoid response element) warunkujacej wigzanie receptora
glukokortykoidowego [292]. Istnienie miejsca wiazania receptora sterydowego
w obrgbie promotora B ttumaczy wczesniej zaobserwowane zjawisko stymulacji przez
glukokortykoidy ekspresji receptora Al w linii komorkowej DDT; MF-2 wywodzacej
si¢ z mig$ni gladkich, oraz w mozgu [103, 292, 336]. Uwaza sig, ze istnienie dwoch
promotorow w genie receptora A1l umozliwia regulacj¢ ekspresji tego genu przez réozne

czynniki i determinuje poziom obu transkryptow w poszczegolnych tkankach.

Sekwencja kodujaca w genie receptora A2a, podobnie jak w genie receptora Al, jest
przedzielona intronem w miejscu kodujacym druga zewnatrzkomorkowa petle [54,
273]. W obregbie ludzkiego genu ADORA2A wykazano istnienie nieklasyczne] kasety
TATA, podczas gdy w szczurzym genie Adora2a wykazano brak tej sekwencji.
Zaréwno ludzki jak i1 szczurzy gen receptora A2a zawiera miejsca wiazania dla
czynnikow transkrypcyjnych takich jak: AP-1, NFI 1 AP4 [54, 273].
W przeanalizowanych dotad tkankach wykazano istnienie pojedynczego transkryptu
genu receptora A2a [202, 273, 331]. Regulacja ekspresji genu receptora A2a jest
stosunkowo stabo poznana. Wykazano, ze w szczurzych komoérkach PC12 w warunkach
obnizonego poziomu tlenu dochodzi do wzrostu ilosci mRNA dla receptora A2a [163].
Rowniez w komorkach SH-SY5Y wywodzacych si¢ z ludzkiego nerwiaka
niedojrzatego stymulacja kinazy biatkowej C prowadzi do wzrostu poziomu mRNA dla
A2a [274]. Nie wiadomo jednak jakie czynniki transkrypcyjne uczestnicza w obu

procesach.

Analiza sekwencji genu receptora A2b wskazuje na organizacj¢ podobna do gendéw
dla receptorow A2a i Al. W analizowanych tkankach zreguly natrafia si¢ na dwa
transkrypty genu receptora A2b o wielkosci 1,8 1 2,2 kpz [331]. Przez analogi¢ do genu
dla receptora Al mozna przypuszczaé, ze ekspresja genu receptora A2b jest

kontrolowana przez wiecej niz jeden region promotorowy.

Ogolna organizacja genu dla receptora A3 jest podobna do gendéw pozostalych

receptoréw adenozynowych [386]. W mysim genie Adora3 znaleziono trzy miejsca
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startu transkrypcji lecz jednoczesnie stwierdzono brak kasety TATA oraz CAAT.
Wykazano jednak, ze sekwencja w obrgbie 1 pz do —254 pz pelni funkcjg¢ promotora. W
regionie tym znaleziono miejsca wigzace czynnik transkrypcyjny AP1 oraz biatka
z rodziny GATA [386]. Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze wielkos$¢ 1 ilo§¢
transkryptow genu receptora A3 =zalezy od rodzaju tkanki oraz organizmu. W
szczurzych komodrkach migsni gtadkich wykryto transkrypt wielkosci 1,8 kpz, a w
komorkach tucznych transkrypt wielkosci 2,1 kpz [386]. W ludzkich tkankach
wykazano istnienie dwoch transkryptow genu ADORA3 o wielkosci 2 1 5 kpz [12].

2.7.3. Regulacja bialek receptorow adenozynowych.

Elastyczno$¢ odpowiedzi komoérkowej zapewniona jest przez wspotdziatanie
pomigdzy sygnatami, w ktorych posrednicza receptory oraz poprzez regulacj¢ dziatania
samych receptoréw [348]. Receptory sprzgzone z biatkami G (GPCR, ang. G-protein-
coupled receptor) podlegaja desensytyzacji indukowanej przez agonistg, jest to
mechanizm, ktéry konczy odpowiedz komdrkowa na stymulacj¢ przez agonist¢ endo- i
egzogennego [30, 91, 129]. Mechanizmy lezace u podstaw gwattownej desensytyzacji
angazuja czg¢sto fosforylacjg receptora przez kinazg z rodziny kinaz GRK (GRK, ang.
G-protein-coupled receptor kinases). [209, 282]. Fosforylacja receptora promuje
wiazanie arestyny, co prowadzi do dysocjacji kompleksu receptor-biatko G [35, 40, 91].
Wiele receptoréw z rodziny GPCR po dysocjacji od biatka G ulega internalizacji w
procesie zaleznym od arestyny i zachodzacym w zaglebieniach btony plazmatycznej
optaszczonych klatrynami [109]. W wyniku tego procesu ilo$¢ receptora w blonie
plazmatycznej moze znaczaco si¢ obnizyC. Internalizowany receptor we wczesnych
endosomach moze zosta¢ defosforylowany i zostaje ponownie przemieszczony do btony
plazmatycznej (proces resensytyzacji) badz podlega degradacji w lizosomach [172,
326]. Dtuzsza aktywacja agonista zwykle prowadzi do przekierowania
zinternalizowanego receptora do przedzialéw lizosomalnych z nast¢pujaca pdzniej
degradacja, chociaz niektore GPCR ulegaja temu procesowi po wzglednie krotkim
traktowaniu agonista [164, 353]. Mechanizm desensytyzacji GPCR moze réwniez
obejmowa¢ zmiang oddzialywania czasteczek uczestniczacych w przekazywaniu

sygnalu od receptora. W tym przypadku jednak mamy czg¢sto do czynienia
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z desensytyzacja heterologiczna (obejmujaca rozne receptory) poniewaz wiele molekut

stanowi wspolne ogniwa wielu réznych szlakow sygnalizacyjnych [250].

Receptory adenozynowe jako biatka nalezace do rodziny GPCR réwniez podlegaja
typowym dla tej klasy bialek procesom regulacji. Badania dotad przeprowadzone
wskazuja jednak, ze stopien odpowiedzi poszczegolnych receptoréw adenozyny na
ligacj¢ receptora oraz mechanizm desensytyzacji jest rozny. Rdznice te najwyrazniej
wida¢ w przypadku receptora Al 1 A3. Do$wiadczenia prowadzone na komorkach CHO
ze stabilng ekspresja ludzkiego receptora Al pokazaty, ze 30 minutowa ekspozycja na
agoniste nie wptywa na hamowanie aktywnosci cyklazy adenylanowej [261]. Natomiast
w przypadku komorek CHO ze stabilna ekspresja receptora A3 juz po 10 minutach
ekspozycji na agonist¢ receptora A3 obserwowano 8-krotny spadek odpowiedzi
receptora mierzonej zdolno$cia do hamowania cyklazy adenylanowej [288]. Relatywnie
wolna desensytyzacje receptora Al obserwowano réwniez w innych uktadach
doswiadczalnych. W komoérkach DDT1 MF-2 wywodzacych si¢ z komoérek migsni
gladkich $winki morskiej ty s dla desensytyzacji receptora A1 wynosi ~6-8 godz. [285].
Podobna szybko$¢ desensytyzacji receptora Al wykazano w izolowanych
kardiomiocytach kurczgcia dla ktorych tyos wynosit ~7.5 godz. [184]. Z kolei szybka
desensytyzacje receptora A3 obserwowano w szczurzych komorkach biataczkowych
RBL-2H3 gdzie juz 3 minutowa ekspozycja na agonist¢ (NECA) calkowicie znosita
zdolno$¢ tego receptora do indukcji wzrostu poziomu cytozolowego wapnia [4]. W
przypadku receptora A3 zardwno proces internalizacji jak i proces powrotu receptora do
btony plazmatycznej jest procesem szybkim. W ludzkich komorkach gwiazdziaka
powro6t internalizowanego receptora A3 do blon plazmatycznych obserwowano juz po 2
godz od usunigcia agonisty [349]. Mechanizm desensytyzacji receptora A3 polega na
fosforylacji reszt treoninowych i serynowych w C-koncowej czgéci receptora.
Fosforylacje t¢ mozna obserwowaé juz po 15 sekundach od zwiazania agonisty, a
maksimum zostaje osiagnig¢te po 4 minutach [258]. Za fosforylacj¢ ta odpowiadaja
kinazy zrodziny kinaz GRK, a nie PKA oraz PKC. Ostatnio opublikowane wyniki
wskazuja, ze w fosforylacji i desensytyzacji receptora A3 w komoérkach CHO biora
rowniez udziat kinazy MAP [350]. W przypadku receptora Al zwiazanie agonisty
rowniez wiaze si¢ z fosforylacja receptora lecz jest to proces znacznie wolniejszy oraz
fosforylacji ulegaja reszty tyrozynowe i w mniejszym stopniu serynowe [55].

Fosforylacji tej nie towarzyszy spadek zdolnosci do hamowania cyklazy adenylanowe;j
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(w czasie nastgpuje on znacznie pozniej) lecz spadek indukowanej aktywacja Al
akumulacji wapnia 1 fosfoinozytolu. Rowniez internalizacja receptora Al nastepuje
dopiero po okresie 5-12 godzin od stymulacji [135]. W doswiadczeniach na komorkach
DDTI1MF-2 wykazano, ze receptor Al jest fosforylowany zaréwno przez PKC jak i
PKA [55]. W pracach na komoérkach LLC-PK1 wywodzacych si¢ z epitelialnych
komoérek $winskiej nerki zademonstrowano, ze w internalizacji receptora Al
uczestniczy kawolina i deaminaza adenozyny, ktore tworza kompleks z receptorem

[107].

Desensytyzacja receptora A2a przebiega szybko, lecz nieco wolniej od receptora A3
[51, 227, 288]. Ekspozycja komorek CHO na agonist¢ receptora A2a (NECA)
powoduje po 30 min okolo 40% spadek odpowiedzi cyklazy adenylanowej [262].
Doswiadczenia zuzyciem rekombinowanego receptora oraz szeregu mutantow
wykazaty, ze proces szybkiej desensytyzacji receptora A2a zalezy od fosforylacji reszty
treoninowej w pozycji 298 [262]. Kinaza odpowiedzialna za ta fosforylacje jest GRK2
[106, 227].

Desensytyzacja i internalizacja receptora A2b podobnie jak w przypadku receptora A2a
jest procesem relatywnie szybkim. Znaczacy spadek zdolnosci receptora do aktywacji
cyklazy adenylanowej obserwowano w komorkach COS-7 1 komoérkach CHO po
1 godzinnej ekspozycji na agoniste¢ [275]. Miejscem fosforylacji determinujacej
internalizacj¢ receptora w szczurzym receptorze A2b jest seryna 326 lezaca w

C-terminalnej czg$ci receptora [209].

2.7.4. Szlaki przekazywania sygnalu od receptorow adenozynowych.

Szlaki przekazywania sygnatu z udzialem receptorow adenozyny generalnie
sprzgzone sa z hamowaniem lub stymulacja cyklazy adenylanowej poprzez biatka G.
Wiadomo, ze jeden receptor moze by¢ sprzgzony z wigcej niz jednym biatkiem G.
Dodatkowo jednak wykazano, ze sygnalizacja z udzialem receptorow adenozyny moze

aktywowac rowniez kinazy MAP [314] (Ryc.5).
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Ca*™ ﬁ IP; IIP3/DAG IP;/DAG
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IP;/DAG

(PLC) ﬁ

Ryc.5. Wtoérne przekazniki sygnalu generowane w komorce w odpowiedzi na stymulacje
poszczegdlnych typow receptorow adenozyny. IP;: inozytolo-1,4,5-trifosforan, DAG:

diacyloglicerol, PLC: fosfolipaza C. Strzatki przedstawiaja kierunek zmian.

Sygnalizacja poprzez receptor Al sprzgzona jest z hamowaniem cyklazy adenylanowej,
co wywotuje spadek wtornego przekaznika sygnatu, ktorym jest cAMP [193, 355].
Pobudzenie receptorow Al moze wyzwala¢ kaskade wtérnych przekaznikow
informacji, ktérej rezultatem jest aktywacja kinazy biatkowej C (PKC) oraz wzrost
wewnatrzkomorkowego wapnia [215, 270], aktywacja fosfolipazy C (PLC), fosfolipazy
A, (PLA;), zaleznych od wapnia kanatow potasowych oraz syntazy tlenku azotu (NOS).
Opisano rowniez aktywacje fosfolipazy D poprzez receptory Al w komoérkach
DDT;MF-2 [104, 105]. Wykazano, ze receptor Al ulegajacy przejsciowo ekspresji
w komoérkach COS-7 aktywuje ERK1/2 poprzez podjednostki B i y biatka Gj, [87].
Dalsze doswiadczenia w komorkach CHO wykazaty, ze aktywacja ERK1/2 przez

receptor Al jest zalezna od czasu i stgzenia agonisty [312] 1 wrazliwa na inhibitory

38



kinazy PI-3K, takie jak wortmanin i LY294002 [67]. Ponadto w szczurzych komodrkach
DDT;MF-2, wywodzacych si¢ z komoérek migsni gladkich, receptor Al sprzezony jest
z kinazami ERK1/2 oraz SAPK p38 w sposob zalezny od biatka Gi [299].

Receptor A2a zwiazany jest z biatkami Gs i za ich posrednictwem aktywuje cyklazg
adenylanowa, powodujac wzrost st¢zenia cAMP w komorce [193, 248]. Wykazano
rowniez udzial tego receptora w transmisji synaptycznej i uwalnianiu transmitera
poprzez wzmocnienie presynaptycznych kanatéow Ca®’, wlaczenie cyklazy
adenylanowej 1 aktywacj¢ cAMP-zaleznej kinazy A [161]. Prace z wuzyciem
transfekowanych stabilnie komoéorek CHO [137, 159, 312], komérek PC12 [11, 159]
oraz ludzkich komorek endotelialnych [318] pokazaly ze sygnal adenozynowy od
receptora A2a moze by¢ przekazywany, badz poprzez biatko Gas do cyklazy
adenylanowej 1 dalej przez PKA do biatka CREB, lub poprzez biatka Gjz/31 SOS do
kaskady RAS-(Raf-1)-MEK-ERK1/2. Otrzymano roéwniez przestanki do$wiadczalne
wskazujace, ze sygnal na etapie PKA moze zosta¢ takze przeniesiony na kinazy
Rac1/Cdc42 1 dalej do p38. Przypuszcza si¢ rowniez, ze kinaza Src moze mostkowac

sygnat migdzy PKA, a biatkiem Ras [314].

Receptory A2b podobnie jak A2a sprzezone sa z biatkami Gs 1 za ich
posrednictwem aktywuja cyklazg¢ adenylanowa. Dodatkowo poprzez biatka Guq/Gii
aktywuja fosfolipazg C, co prowadzi do wzrostu inozytolo(1,4,5)trifosforanu (IP;) [88,
369]. Wykazano réwniez, ze sygnalizacja poprzez ten receptor moze przebiegaé z
udziatem kinaz MAP [187, 188, 189]. Pokazano, ze aktywacja receptora A2b stymuluje
nie tylko ERK1/2 ale réwniez JNK 1 p38. W ludzkich komorkach tucznych stymulacja
tego receptora wptywa na fosforylacjg (aktywacja) ERK1/2, ktdéra osiaga maksimum po
5 min., podczas gdy p38 i INK wykazuja maksymalna fosforylacje po 1-15 min. [90].
Posredniczona przez receptor A2b aktywacja szlaku kinaz MAP ma zwiazek z sekrecja
IL-8 1 w rezultacie z aktywacja komorek tucznych [88]. Jak dotad receptor A2b jest
jedynym receptorem adenozynowym, ktory przekazuje swdj sygnal poprzez wszystkie

trzy rodziny kinaz MAPK tj. ERK1/2, p38 i JNK [90, 98, 309, 312].

Aktywacja receptora A3 prowadzi do zahamowania produkcji cAMP [383] poprzez
biatko Ggi [259]. W komorkach RBL-2H3 (linia szczurzych granulocytow
zasadochlonnych) aktywacja tego receptora indukuje zwigkszona produkcje¢ IP; oraz
zwiazany z tym wzrost stezenia Ca’” w cytoplazmie [4, 289, 343]. Ponadto

obserwowano réwniez aktywacje fosfolipazy C [, wynikiem czego byta aktywacja
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enzymoOw przeciwutleniajacych, np. dyzmutazy nadtlenkowej [203, 343]. Stymulacja
receptora A3 prowadzi rowniez do aktywacji ERKI1/2 w ludzkich ptodowych
astrocytach [235] oraz w komoérkach CHO [312]. Wykazano, ze sygnatl od receptora A3
do kinaz ERK1/2 przenoszony jest przez uwolniony dimer By, ktéry stymuluje kinaz¢
PI3K(y), ktéra z kolei aktywujac biatko Ras uruchamia kaskade Ras-Raf-1-Mek-
ERK1/2-c-fos [313].

2.8. Zaburzenia wrazliwosci tkanek cukrzycowych na adenozyne.

Komorka moze posiada¢ wiele réznych typéw AR w rozmaitych kombinacjach
ilosciowych i jakosciowych [287, 322], co moze prowadzi¢ do zmienionej wrazliwosci
tkanek na adenozyng w wielu stanach fizjologicznych i patologicznych. Zjawisko
zmniejszonej wrazliwosci niektorych tkanek 1 komorek obserwuje si¢ w cukrzycy. Dane
doswiadczalne wskazuja, ze zmiany te sa specyficzne dla danej tkanki lub rodzaju
komorki. Wykazano obnizona wrazliwo$¢ ptytek krwi na hamowanie agregacji przez
adenozyng u pacjentow z cukrzyca typu 1 [100]. Natomiast relaksacyjne dziatanie Ado
na migsnidowke naczyn trzustki u szczurow z cukrzyca indukowana podaniem
streptozotocyny (STZ) jest obnizone, podczas gdy u tych samych zwierzat wrazliwo$¢
migsnidwki aorty na ten nukleozyd jest znaczaco podwyzszona [176]. Wykazano, ze
lewe przedsionki serca szczurdw cukrzycowych charakteryzuja si¢ zwigkszona
wrazliwo$cia na Ado [117]. Wzrost wrazliwo$ci na relaksacyjne dziatanie Ado
obserwuje si¢ takze w migs$niach gladkich ciala jamistego zaréwno u ludzi jak i u
szczuroOw z cukrzyca [118]. W pismiennictwie mozna rowniez znalez¢ doniesienia
wskazujace na wielokrotny wzrost wrazliwosci na adenozyng¢ naczyn nerek [276] oraz
hipokampa [223] u szczuréw cukrzycowych. W cukrzycy dochodzi rowniez do zmiany
wrazliwosci mig$niowki klebuszkéw nerkowych na adenozyng. Wykazano, ze klebki
izolowane od szczuréw ze $rednio podwyzszonym poziomem glukozy (do 18 mM)
miaty obnizona wrazliwo$¢ na adenozyng podczas gdy klebki szczuréw z wysokim
poziomem glukozy (ponad 27 mM) charakteryzowaly si¢ wzrostem wrazliwo$ci na ten
nukleozyd [339]. W badaniach tych wykazano, ze czynnikiem determinujacym

zmieniona wrazliwo$¢ ktebkow na adenozyng byta zmiana aktywnosci receptrora Al.
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Wydaje sig, ze wiele ze zmian obserwowanych w cukrzycy wynika z zaburzen w
funkcjonowaniu receptoréw adenozynowych lub w zmianie ich ekspresji 1 dystrybucji

w komorce.

41



4. MATERIALY

Odczynniki i materiaty uzyte w doswiadczeniach byty czystosci analitycznej lub

biochemicznej 1 pochodzity z nastgpujacych firm:

Firma Odczynnik
A & A Biotechnology Fenozol
Zestaw do izolacji RNA
Zestaw DNA gel Out
Bio-Rad Laboratories akrylamid

N,N-metylenobisakryamid
TEMED (N,N,N’,N;-tetrametyloetylodiamina)

DacoCytomation Zestaw LSAB™?2

DNA Gdansk marker masowy DNA (M1)

Chemicon Przeciwciata przeciw receptorowi A2b
Epicentre chlorek magnezu

deoksyrybonukleotydy

DTT (ditiotreitol)

Master Amp PCR enhancer

odwrotna transkryptaza (MMLV-RT) wraz z buforem

polimeraza Tfl wraz z buforami

Integrated DNA Technologies (IDT) | startery do PCR

Invitrogen agaroza

Merck sacharoza

Millipore membrana poliwinylowa (PVDF)-Immobilon-P

Pointe Scientific

zestaw Glukoza-Hexo (odczynnik G)

POCh pozostate odczynniki
Promega RN-asin
Roche leupeptyna
oligo(dT)
Pefabloc S.C.
Santa Cruz Przeciwciata przeciw: B-aktynie, p14-3-3; receptorom adenozyny

A2a i A3 oraz peptydy blokujace
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Sigma-Aldrich albumina wolowa (BSA, V frakcja)

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indylo phosphate)

bromek etydyny

Coomassie Brilliant Blue G-250 i R-250

deoksycholan sodu

DEPC (dietylopirowgglan)

Glicerol

glukoza

HEPES (kwasN-2-hydroksyetylopiperazino-N-2-etano sulfonowy)
IgG kroélicze znakowane fosfatazg alkaliczng

izopropanol

IPTG (izopropylo B-D-tiogalaktozyd)

NBT (Nitro Blue Tetrazolium Chloride)

Przeciwciata przeciw receptorowi adenozyny Al i peptyd blokujacy
Pozywka DMEM

SDS (s6l sodowa siarczanu dodecylu)

Streptozotocyna (STZ)

s6l sodowa kwasu etylenodwuamino- czterooctowego (EDTA)

Tris (Tri(hydroksymetylo)aminometan)

Whatmann bibuta chromatograficzna 3mm Chr

4.1 ZWIERZETA

Doswiadczenia przeprowadzano na szczurach rasy Wistar, samcach o cigzarze
200-220 g, ktore karmione byly pasza standartowa Murigran (Wytwornia Pasz-Motycz)
1 pojone woda do woli. Po indukcji cukrzycy zwierzeta podzielono na dwie grupy:
pierwsza stanowily zwierzgta z hiperglikemia; druga - zwierzgta z hiperglikemia,
ktéorym podawano insuling (Actraphane HM, Novo-Nordisk) w dawce 10 U na 1 kg
masy ciala zwierzgcia. Trzecia grupa - to szczury, ktére nie otrzymaty STZ, tylko
vehiculum (bufor cytrynianowy) 1 traktowane byly jako grupa kontrolna.

Doswiadczenia rozpoczynano w godzinach porannych, migdzy 8.00 a 9.00.
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4.2. BUFORY I ROZTWORY

AKRYLAMIDY (30%)
29,2 g akrylamidu
0,8 g N,N -metylenobisakrylamidu
H,0 do 100 ml

BCIP
0,5 g 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate rozpuszczono w 10 ml 100%

dimetyloformamidu

BUFOR A
50 mM Tris-HCI, pH 7.2

1 mM DDT
0,2 mM Pefabloc SC

5 ul leupeptyny

BUFOR B
140 mg kwasu cytrynowego - KOH, pH 4,6
100 mg glukozy
8 mg Na,HPOg4
10,5 mg KH,PO4
H,O do objetosci 50 ml

BUFOR DO ELEKTROFOREZY TAE ( Tris- kwas octowy)
4,84 g Tris
1,142 ml 99% kwasu octowego
2ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
H,0 do objetosci 1L
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BUFOR OBCIAZAJACY DO ELEKTROFOREZY AGAROZOWEJ (BOA)
0,25% bitekit bromofenylowy
0,25% ksylen cyjanu FF

30 % glicerol w wodzie

BUFOR OBCIAZAJACY DO ELEKTROFOREZY POLIAKRYLAMIDOWEJ (BOB)
30 mM Tris-HCI pH 6,8

10% B-merkaptoetanol

2% SDS

10% glicerol

0,1% biekit bromofenolowy

BUFOR DO ALKALICZNEJ FOSFATAZY
100 mM Tris-HCI pH 9,0

100 mM NacCl
5 mM MgCl,

BUFOR DO ELEKTROTRANSFERU
5,8 g Tris
2,9 g glicyny
200 ml metanolu

cato$¢ rozpuszczano w 1 L H,O, doprowadzajac pH do 8,3

COOMASSIE BRILLIANT BLUE
0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250

40% metanol

10% kwas octowy

NBT
0,5 g biekitu tetrazoliowego rozpuszczono w 10 ml 70%

dimetyloformamidu
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ODCZYNNIK BRADFORDA na 1L

TBS

0,4 g Coomassie Brilliant G - 250
200 ml 96 % etanolu
400 ml 85 % kwasu ortofosforanowego

H,0 do objetosci 1 L

8 g NaCl

0,2 g KCl1

3 g Trisu

H,O do objetosci 1 L

pH 7,4 doprowadzone HCl
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5. METODY
5.1. Indukcja cukrzycy.

Cukrzyca u szczuréw byla wywotywana poprzez iniekcjg streptozotocyny (STZ), ktora
dziata cytotoksycznie na komorki beta trzustki, wytwarzajace insuling. W wyniku
dziatania streptozotocyny dochodzi do niecodwracalnego uszkodzenia narzadu i
zmniejszenia poziomu insuliny lub catkowitego braku tego hormonu, co prowadzi do
rozwoju cukrzycy typu I. Streptozotocyng w buforze B [mat.4.2.] podawano szczurom
w dawce 75 mg na 1 kg masy ciata zwierzecia. Z uwagi na to, iz nie u wszystkich
szczuro6w podanie STZ prowadzi do rozwoju cukrzycy konieczna jest selekcja szczuréw
dla wybrania grupy chorych zwierzat. W tym celu zwierzgtom oznaczano stgzenie

glukozy.

5.2. Oznaczanie st¢zenia glukozy we krwi.

Materiatem biologicznym, w ktérym oznaczano poziom glukozy byla surowica,
otrzymana poprzez zwirowanie krwi zylnej, pobranej przez nacigcie koniuszka ogona
szczura do probowki z fluorkiem sodowym, ktory hamuje proces glikolizy w
krwinkach. Stgzenie glukozy oznaczano metoda enzymatyczna (heksokinazowa) z
wykorzystaniem zestawu Glukoza - Hexo firmy Pointe Scientific. Metoda ta opiera sig
na wykorzystaniu reakcji katalizowanej przez heksokinaz¢ (HK) oraz dehydrogenazg

glukozo-6-fosforanowa (G-6-PDH).

HK
D-glukoza + ATP G-6-P + ADP
G-6-P + NAD" G=6PDH_ ¢ ¢ foglukanian + NADH + H'

Heksokinaza fosforyluje glukoze¢ zuzywajac czasteczke ATP. Powstajacy glukozo-6-
fosforan jest utleniany przez dehydrogenaze z jednoczesna redukcja NAD'. Powstaniu
NADH towarzyszy wzrost absorbancji przy dlugo$¢ fali 340 nm, ktory jest
proporcjonalny do stezenia glukozy w surowicy krwi. W celu pomiaru stezenia glukozy
w surowicy do probowek rozdozowywano 1 ml odczynnika G [Mat.4.] 1 5 ul badanej
surowicy. Jako kontrolg¢ stosowano odczynnik G 1 5 ul soli fizjologicznej, a wzorzec

stanowit roztwor glukozy o stgzeniu 100 mg/100 ml. Inkubacj¢ prowadzono w
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temperaturze pokojowej przez 3 minuty, nastgpnie dokonywano pomiaru absorbancji
probek w spektrofotometrze przy dlugosci fali 340 nm. Stgzenie glukozy obliczano ze
wzoru:

glukoza [mg/100 ml] = abs. probki / abs. stand x stez. stand

5.3 Izolacja tkanek szczura.

Zwierzeta dekapitowano, a badane narzady - nerki, serce i watrobg usuwano. Watrobg,
serce 1 jedna nerk¢ umieszczano natychmiast w ciektym azocie, druga nerke
umieszczong na schtodzonym na lodzie szkietku cigto i rozdzielano na kor¢ i rdzen,
nastgpnie zamrazano w cieklym azocie. Od pobrania narzadu do zamrozenia tkanki

mijato nie wigcej jak 15 minut.

5.4. I1zolacja kardiomiocytow.

Miocyty izolowane z serc szczurzych (Ryc.6) wedlug zmodyfikowanej metody
opisanej przez Lewartowskiego [201] otrzymano od mgr Marzeny Podgorskiej [Zaktad
Medycyny Molekularnej]. Czysto§¢ otrzymanych preparatow oceniano pod
mikroskopem. Zazwyczaj preparaty zawieraty 70-80% kardiomiocytéw. Izolowano z
nich RNA [Met. 5.7] do przeprowadzenia reakcji kompleksowego PCR oraz biatko do
analizy Western blot [Met. 5.15].

Ryec. 6. Izolowane z serca szczura kardiomiocyty.

48



5.5. Izolacja i hodowla kardiofibroblastow.

Pierwotna hodowle fibroblastow z serc szczurzych otrzymano od mgr Marzeny
Podgorskiej [Zaktad Medycyny Molekularnej]. Kardiofibroblasty izolowane byly
wedhug zmodyfikowanej metody opisanej przez Dubey [79] z trawieniem
enzymatycznym 1 selektywnym rozdzialem komorek. Komoérki byty hodowane w
pozywce DMEM z 5 mM glukoza 1 10% wolowa surowica ptodowa. W
doswiadczeniach, w ktorych badano wptyw glukozy i insuliny, do pozywki DMEM
dodawano rozne st¢zenia tych zwiazkéw i komoérki bylty hodowane w tych warunkach
przez 48 godzin. Zywotno$¢ komorek byla oceniana na podstawie stopnia penetracji
0,4% biekitu trypanu do komorek. Do doswiadczen uzywano preparatow zawierajacych
nie mniej niz 95% komoérek nie wybarwionych (zywych). Zdjgcie przyktadowe;j

hodowli kardiofibroblastow szczura pokazane jest na Ryc.7.

Ryec. 7. Hodowane szczurze kardiofibroblasty.

5.6. Izolacja RNA z tkanek.

Izolacj¢ calkowitego RNA wykonywano przy uzyciu zestawu RNA Prep Plus (A&A
Biotechnology) z wlasnymi modyfikacjami. Okoto 100-200 mg tkanki umieszczano w
jatlowej probowce, dodawano 1 ml fenozolu i homogenizowano przy uzyciu
homogenizatora nozykowego. Po 5-minutowej inkubacji homogenatu w lodzie,

dodawano 200 pl chloroformu, intensywnie wytrzasano i dalej inkubowano w lodzie
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przez 15 minut. Warstwe¢ wodna mieszaniny rozdzielano przez wirowanie w wirowce z
chlodzeniem przy maksymalnych obrotach (12000 obr./min.) przez 15 minut w
temperaturze 4°C. Do nowej probowki typu Eppendorf pobierano gérna (wodna)
frakcje, dodawano rownowazna ilo$¢ izopropanolu i po wymieszaniu pozostawiano w
temperaturze —20°C na 18 godzin w celu precypitacji RNA. Po tym czasie mieszaning
(okoto 800 ul) nanoszono na minikolumng ze ztlozem do izolacji RNA i wirowano przez
minute. Zwiazane na ztozu RNA przemywano dwukrotnie 800 ul i 300 pl roztworu Al,
osuszajac ztoze przez wirowanie (45 s). Osuszona kolumienke umieszczano w nowej
probowce 1 do zloza znajdujacego si¢ na dnie kolumienki dodawano 100 pl jatowe;,
wolnej od RNaz wody destylowanej. Inkubowano 3 minuty w temperaturze pokojowej 1
wirowano 40 sekund w mikrowiréwce. Znajdujace si¢ w probowce oczyszczone RNA

przechowywano w temperaturze —20°C do dalszych analiz.

5.7. Izolacja RNA z kardiomiocytow.

Osadzone przez wirowanie kardiomiocyty rozpuszczano w 5 ml fenozolu i inkubowano
w lodzie 10 minut, po czym dodawano chloroform o objgtosci 250 pl na 1 ml fenozolu,
intensywnie wytrzasano i inkubowano w lodzie 15 minut. Otrzymana zawiesing
wirowano 10 minut w 4°C przy 13000 obr/min. Do zebranej fazy wodnej dodawano
rownowazna objetos¢ izopropanolu. Po wymieszaniu préby byly inkubowane w
temperaturze -20°C 18 h. Nastgpnie RNA izolowano wedlug metody opisanej przez
Chomezynskiego/Sacchi [53]. Proby wirowano 15 minut w 4°C przy 13000 obr/min.
Usuwano supernatant, a do osadu dodawano schiodzony 70% etanol w celu
przeptukania RNA. Wirowano 10 minut w temperaturze 4°C przy 13000 obr/min,
usuwano etanol 1 suszono osad w temperaturze pokojowej. Po osuszeniu osad
rozpuszczano w 25 pl jatlowej wody destylowanej. Przygotowane w ten sposob RNA

byto przechowywane w temperaturze -20°C do dalszych analiz.

5.8. Izolacja RNA z kardiofibroblastow.
RNA z kardiofibroblastow izolowano jak podano dla kardiomiocytow [Met. 5.7].
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5.9. Pomiar st¢zenia RNA.

Stezenie oraz czystos¢ RNA oznaczano spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji
przy dlugosciach fali 260 1 280 nm. Przyjeto, Zze jednostka absorbancji (1 ODye)
odpowiada 40 pg/ml pojedynczej nici RNA [308]. Czystos¢ preparatow RNA oceniano
na podstawie wartosci stosunku ODy60/ODsgg. Przyjeto, ze preparat RNA
charakteryzujacy si¢ stosunkiem OD,60/OD2s9 W granicach 1,7-2,0 ma zadowalajaca

czystos¢.

5.10. Reakcja odwrotnej transkrypcji.

Proces odwrotnej transkrypcji umozliwia uzyskanie DNA komplementarnego (cDNA)
do RNA. Enzym odwrotna transkryptaza syntetyzuje cDNA na matrycy mRNA z
wykorzystaniem startera oligo (dT), komplementarnego do sekwencji poli(A)
znajdujacej si¢ na koncu wigkszosci eukariotycznych mRNA. Reakcj¢ przeprowadzano
w jalowej proboéwce, gdzie umieszczano 20 pl mieszaniny reakcyjnej o sktadzie:
50 mM Tris- HCL, pH 8,3; 10 mM MgCly; 75 mM KCI; 10 mM DTT; 1 mM dNTPs;
12 U Rnasinu; 14 U MMLV-RT; 0,4 pg startera oligo (dT) oraz 5 ul matrycy (RNA)
izolowanej jak opisano w metodach [5.6-5.8]. Objetos¢ mieszaniny uzupetniano woda
do 20 pl, nastgpnie probki wirowano przez 40 s w mikrowirowce i umieszczano w
termocyklerze Eppendorf. Reakcje prowadzano przez 60 min. w temp. 42°C
(przytaczanie startera i wydhizanie cDNA), a nastepnie przez 5 min. w temp. 95°C
(denaturacja hybrydu RNA - ¢cDNA). Uzyskane cDNA przechowywano przez kilka dni

w +4°C lub w -20°C do czasu dalszych do$wiadczen.

5.11. Amplifikacja transkryptu genow receptorow adenozyny.

Amplifikacja transkryptu genow receptorow adenozyny Al, A2a, A2b, A3 o dlugosci
odpowiednio 404, 420, 252, 254 par zasad z rownoczesna amplifikacja transkryptu
genu referencyjnego (B-aktyna) o dlugosci 511 par zasad prowadzono w celu
sprawdzenia zmian ilo$ci transkryptoéw dla AR. Reakcje¢ PCR przeprowadzano w
objetosci 20 ul srodowiska zawierajacego: 50 mM Tris-HCI, pH 9,0; 20 mM siarczan
amonu; 3,75 mM MgCly; 0,375 mM mieszaning nukleotydow (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP); 2 ul Master Amp PCR Enhancer; 1 U termostabilnej polimerazy DNA (Tfl);
1uM kazdego startera dla B-aktyny (Bact 1 1 Bact 2) i 1 uM kazdego startera dla AR
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(Tabela 1) oraz odpowiednia ilo§¢ matrycy (cDNA). Kazda reakcja amplifikacji
prowadzona byta rowniez w warunkach kontrolnych, gdzie zamiast matrycy dodawano
wodg. Reakcje amplifikacji przeprowadzano przy uzyciu termocyklera Eppendorf.

Profil czasowo - temperaturowy reakcji byt nastepujacy:

- wstgpna denaturacja: 95°C / 3 min.
-cykle 1-32
denaturacja: 95°C / 30 sek.
przylaczanie startera: 64°C/ 30 s dla receptora Al 1 A2a
65°C /30 s dla receptora A2b
59°C /30 s dla receptora A3
wydtuzanie: 72°C / 50 sek.
- wydtuzanie koncowe: 72°C / 10 min.
Produkty reakcji PCR byly rozdzielane elektroforetycznie, a nastgpnie analizowane

densytometrycznie za pomoca systemu Gel Doc 2000 firmy Bio - Rad.
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Tabela 1. Sekwencje starteréw uzywanych w reakcjach PCR

1:](;(1152" Nazwa startera Sekwencja
Al-1 5-CAACTTCTTCGTCTGGGTGCTGC-3’
Receptor
Al
Al-2 5’-CTTCATCGATGGGAGGCTTAGGC-3’
A2a-1 5’-CATCTTCTCCCACAGCAATCC-3’
Receptor
A2a
A2a-2 5’-GGGGCAAACTCTGAAGACCATG-¥
A2b-1 5’-GCTGCTGCCCTGTGAAGTGTC-S’
Receptor
A2b
A2b-2 5’-AAGTCCCGGTTCCTGTAGGCA-3
A3-1 5-GCTGTTGGGGTGCTGGTCATAC-5’
Receptor
A3
A3-2 5’-ATGACAACCAGGGGGATGAGGA-3’
Bact-1 5’-GAAATCGTGCGTGACATTAAG-3
B-aktyna

Bact-2

5’-GCTAGAAGCATTTGCGGTGGA-3’
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1 tgtetgetga tgtgceccage tectgeecac catgecgece tacatetegg cettccagge

61 tgcctacatt ggcatcgagg tgctcattge cttggtetet gtgeceggaa atgtactggt
121 gatttgggct gtgaaggtga accaggceact tcgegatgece accttetget tecatcgtgte
181 actggceggta getgatgtgg cegttggege cetggtcate ccactggeca tecttatcaa
241 cattgggcca cagacctact tccacacctg ccteatggtg geectgeectg tectcatect
301 cacccagagc tccattctgg ctetgetege cattgetgtg gatcgatace tccgagtcaa
361 gatccctete cggtacaaga cagtggtgac ccageggegg geggeagtgg cecatagetgg
421 ctgetggatt cteteeettg tggtaggect gacacccatg tttggetgga acaacctgag
481 tgtggtagag caagactgga gagccaacgg cagtgttggg gageeccgtga tcaagtgtga
541 gtttgagaag gttatcagca tggagtacat ggtctactte aacttctteg tetgggtgct
601 gecgecactg ctectcatgg tectcatcta cetggaggte ttetacetga teegtaagea
661 gctcaacaaa aaggtgtcag cctectecgg tgaccecccag aagtactacg ggaaggaget
721 gaagatcgcce aagtegetgg cecteatect ctteetettt geeetcaget ggetgecget
781 gcatatcttg aactgtatca ccctettctg ccccacctge cagaaacccea geattctgat
841 ctacatcgcce atcttectea cacacggceaa ctecgecatg aaccecateg tetatgectt
901 ccggatccac aagttccggg tecacctttct gaagatttgg aatgaccact tccgatgeca
961 gectaagect cecategatg aagacctcce agaggagaaa getgaggact agactctgec
1021 ttgctcegte tageccatge ccageggctc tetgttcaac teccacgtte teectgteec

1081 accctgtc

Ryec. 8. Sekwencja szczurzego cDNA receptora adenozyny Al. Poczatek (atg) i koniec (tag) sekwencji

kodujacej zaznaczono na czerwono, a miejsca przytaczenia starterow na niebiesko.
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1 ctgetgagcec tgeccaagtg tggetgetee caccatggge tecteggtgt acatcacggt

61 ggagctggee atcgetgtge tggecatect gggeaacgtg ctegtgtget gggecgtgtg
121 gatcaacagt aacctgcaga acgtcaccaa cttetttgtg gtatcgetgg cggeggcetga
181 cattgcagtg ggtgtgctcg ccatccectt cgetatcace atcagcaccg gettetgege
241 cgectgecac ggetgectcet tettegectg ttttgtectg gtectcacge agagttecat
301 ctttagecte ttggetatcg ccatcgaccg ctacatcgee atccgaatte cactccggta
361 caatggcttg gtgacaggtg tgagggcgaa gggcatcatt geaatttget gggtgctgte
421 gtttgecatt ggectgaccee cecatgetggg ctggaacaac tgecagtcaga aagacgggaa
481 ctccacgaag acctgeggeg agggecgggt gacctgtetg ttcgaggacg tggtgeccat
541 gaattacatg gtttactaca acttctttgc gttcgtgtta ctgeccctte tgetcatget
601 ggccatctac ctacggattt ttctggecgge ccggagacag ctgaagcaga tggagageca
661 gceectgeca ggggagegga ctecggtecac getgecagaag gaggtecacg ctgecaagte
721 cctggecate atcgtcggge tetttgetet gtgetggttg cegetgeaca tecatcaactg
781 tttcacctte ttctgeteca cgtgecggea cgeecctecg tggceteatgt acctggecat

841 catcectctee cacageaact cegtegtcaa ceectteate tacgectaca ggatceggga
901 gttccgecag accttccgga agatcatccg aacccacgte ctgaggegge aggaaccctt
961 ccaggcaggg ggttccagtg cctgggeect ggcagetecac ageactgagg gagageaggt
1021 tagcctecge cttaatggee acceectggg ggtatgggee aacggeagtg ccacccatte
1081 cggacggegg cccaatgget acactetggg getggggget ggagggagtg cccaaggcte
1141 tectegggat gtggagette ctacccagga gegecaggaa ggecaagage accetggect
1201 aaggggtcat ctggtccagg ctagagtagg agcttcctea tggtettcag agtttgecee
1261 ttcctgaggg aaagacattt taatattttt ggttggctgg accaatctca ctaagggaag

1321 agaaacccaa tgggc

Ryec. 9. Sekwencja szczurzego cDNA receptora adenozyny A2a. Poczatek (atg) i koniec (tga) sekwencji

kodujacej zaznaczono na czerwono, a miejsca przytaczenia starterdw na niebiesko.
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1 ggcacgageg gtetcggege tgtggecatg cetggeggea cettagegge tgtectgage

61 ccgacacaac cccggtagag gacteccegg geeeggetgg ceeggecatg cagetagaga
121 cgcaggacge getgtacgtg gegetggage tggttatcge cgegetggea gtggegggea
181 acgtgctggt gtgegetgeg gtgggagect cgagtgcttt acagaccecee accaactact
241 ttetggtgte cectggegacg geggacgtgg ctgtgggact cttcgecate cectttgeca
301 tcaccatcag cctgggctte tgcacggact ttcacagetg cctcttecte geetgcetteg
361 tgctggtgct cacacagage tccatcttta gectettgge ggtggetgte gaccggtate
421 tggccattcg cgtecegete aggtataaag gtttggteac tggaacacga gecaagaggga
481 tcatcgetgt cetetgggte cttgectttg geattggact gactecttte ctgggttega
541 acagtaaaga ccgtgccacc agcaactgea cagaacctgg ggatggcatc acgaataaga
601 gctgetgeece tgtgaagtgt ctetttgaga acgtagttce catgagetac atggtttatt
661 tcaacttctt tgggtgtgte cttcetecac tgetcateat gatggtgate tacatcaaaa

721 tcttcatggt ggectgeaag cagettcage acatggaact gatggageac tccaggacca
781 cgetgecageg ggagatccac geggecaagt cactggetat gattgtgggc atetttgete
841 tgtgttggct ccecegtgeat gecatcaact geatcacect cttecatcca geectggeca
901 aggacaagcc caaatgggtg atgaatgtgg ccatcctect gtcacacgcec aattcagttg
961 tcaatcccat tgtctatgee tacaggaacc gggacttceg ctacagtttc cacaggatca
1021 tctccagata cgttctctge cagacggaca ccaagggtgg gagegggeag geegggggac
1081 agtcaacttt cagtctgage ttgtgaccta ggctetggec tttgggagaa gaaggcttaa
1141 aataaacaat ggactggaca cagctggtga cctcactgtg gaggacaact accctetcaa
1201 gcatgtggcc cacctgecct gaacgcettge caggagtcac acaagtctgg ctcacacgta

1261 catgcaacta ggaggccctg aggctaacag atacacttag gaatctattc agetgctctt

Ryec. 10. Sekwencja szczurzego cDNA receptora adenozyny A2b. Poczatek (atg) i koniec (tga) sekwencji

kodujacej zaznaczono na czerwono, a miejsca przytaczenia starterdw na niebiesko.
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1 gaagcccetgt ctetgtetge ccagggaagt aagaacagea geactcttgg atttggetge

61 atagaactgt gtcctccagg ttatcaggag ggcagggceta agtggctgag gtctacgatce
121 ctgtcaagga ccttttctga gaaaagtcte taaaagagcea tcacaccaga aggaataage
181 aagtcatgaa ttctccggac tgttgctacc ttctaacttc tgggcagatg tetgtcaaga
241 gctaggtcca ctggeccata cacatcctge tgaagaagea acagaagttt ccagetgaag
301 cttctctgag acagcatgaa agccaacaat accacgacga gtgecttgtg gttgcaaatce
361 acctacgtca ccatggaggce tgccattggt ctetgtgetg tagtgggeaa catgetggte
421 atctgggtgg tcaagetgaa cegeactetg aggaccacca ccttetattt catcgtetee
481 ctagcactgg cagacattgce tgttggggtg ctggtcatac ccttggecat tgecgtcage
541 ctggaggtcc agatgcactt ctatgectge cttttcatgt cetgtgtgct tctggtette
601 acccatgctt ccatcatgtc cttgctggee attgetgtag accgatacct gegagtcaag
661 ctgacagtca gatatagaac ggttaccact caaagaagaa tatggctatt cctgggecte
721 tgctggetag tgtectttet ggtgggactg acceccatgt ttggctggaa tagaaaagtg
781 accttagagc tctctcaaaa cagcetceacce ctetecatgee actteegttt cgtggtecgge
841 ttggattaca tggtcttctt cagcttcatc acctggatee tecatcceect ggttgteatg
901 tgcatcatct atctggacat cttctacatc atccgaaaca aactcagtca gaatctgact
961 ggcttcagag agacgegtge attttacggt cgggagttca agaccgcetaa gtecctgttt
1021 ctggttetet tettgtttge cttgtgetgg ctgectttgt ccatcatcaa ttttgtttee
1081 tactttaatg tgaagatacc agagattgca atgtgectgg geatcetgtt gteccatgeg
1141 aactccatga tgaaccctat tgtctacgee tgcaaaaata aaaaagttca aagaaaccac
1201 tttgtgatcc tcagagcettg caggcetetgt cagacctegg attetttgga ctcaaacctt
1261 gaacagacta ctgagtagtt accatgacag ataaagagcc agctcattta ccttcacagt

1321 tcgcatcggt aaacactata aggacttaac agccattctt gettacttce actgcagtgg

Ryec. 11. Sekwencja szczurzego cDNA receptora adenozyny A3. Poczatek (atg) i koniec (tag) sekwencji

kodujacej zaznaczono na czerwono, a miejsca przytaczenia starterdw na niebiesko.
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5.12. Elektroforeza kwasow nukleinowych na zelu agarozowym.

Produkty reakcji PCR rozdzielano -elektroforetycznie na 2% zelu agarozowym
zawierajacym bromek etydyny o st¢zeniu 1 pg/ml w buforze TAE [Mat. 4.2.]. DNA
zawieszano w buforze obciazajacym o objgtosci 20 ul [Mat. 4.2.] 1 wprowadzano do
studzienek w zelu. Elektroforezg prowadzono przy napigciu 4 V/cm odleglo$ci migdzy

elektrodami. Rozdzialy DNA analizowano w §wietle UV.

5.13. Ocena wzglednej ilosci transkryptu badanego genu.

Rozdzielone elektroforetycznie p