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Objasnienia stosowanych skrotow i symboli

ATP - adenozyno-5'-trifosforan

CaR - calcium receptor - receptor wapniowy

CDX - cyklodekstryna

NPS 2143 - chlorowodorek 1,1 - dimetylo-2-(2-naftylo)-etyloaminy

NPS R-568 - N-(3-[2-chlorofenylo]propylo)-(R)- a-metylo-3- metoksybenzylamina
PLC - phospholipase C - fosfolipaza ¢

PTH - parathormone - parathormon



Streszczenie

Cukrzyca jest schorzeniem spolecznym, stanowi zbidér chordb metabolicznych,
charakteryzujacych si¢ hiperglikemig wywotang defektem wydzielania lub dziatania insuliny.
Przyczynia si¢ do powstania zmian patologicznych szczegdlnie w naczyniach krwiono$nych

wielu narzagdow wewnetrznych, takich jak nerki, serce a takze narzad wzroku.

Znany jest mechanizm sekrecji insuliny, ktory warunkuje utrzymanie prawidiowych
poziomdw glukozy w organizmie. Gdy stezenie glukozy w jelicie cienkim przekroczy 30 mM,
glukoza zostaje przetransportowana do komorek [ trzustki. Transport obywa si¢ za
posrednictwem transportera GLUT2, ktéry umozliwia transport ulatwiony, zgodnie z
gradientem stezen. We wnetrzu komorek trzustki glukoza podlega przemianom, ktorych
produktem jest ATP. Wzrost stezenia ATP powoduje zamykanie kanatu potasowego czego
konsekwencja jest wzrost stezenia jonéw potasowych we wngtrzu komorki i w efekcie
depolaryzacja btony. Depolaryzacja powoduje otwarcie zaleznego od napigcia kanalu
wapniowego typu L, powodujac naptyw jonéw wapnia do komorki. Wzrost st¢zenia jonow
wapnia indukuje uwolnienie zawarto$ci pecherzykdéw magazynujacych insuling na drodze

egzocytozy.

Receptor wapniowy (CaR), wykryty po raz pierwszy na powierzchni komorek
przytarczyc, nalezy do rodziny receptorow sprzezonych z biatkiem G, aktywujacym
fosfolipaze C i poprzez wptyw na sekrecje parathormonu reguluje st¢zenie wapnia w osoczu.
CaR wystepuje rowniez na powierzchni komorek innych narzadéw niezwigzanych z regulacja
Ca?" w osoczu, takich jak np. komorki B wysp trzustkowych. Badania in vitro na mysich
komorkach trzustki linii C57BL/6 wykazaty, ze zwigzek R-467 - kalcymimetyk powodujacy
aktywacje receptora wapniowego, zwigksza uwalnianie insuliny z komoérek stymulowanych
glukoza. Jak dotychczas powyzZsza obserwacja nie zostata potwierdzona badaniami in vivo. Do
tej pory nie badano réwniez ani w warunkach in vitro ani in vivo wptywu hamowania

aktywnos$ci CaR na poziom glukozy we krwi i sekrecj¢ insuliny.

Powstato zatem pytanie czy réwniez w warunkach in vivo CaR bedzie posredniczyl w
mechanizmie sekrecji insuliny i w ten sposéb wptywat na st¢zenie glukozy oraz insuliny we

krwi?



Celem przeprowadzonych doswiadczen bylo zbadanie wptywu agonisty CaR,
kalcymimetyka R-568, oraz antagonisty tego receptora, kalcylityka NPS 2143, na poziom

glukozy i Ca** we krwi oraz insuliny w osoczu u szczuréw.

Dos$wiadczenia prowadzono na szczurach Wistar, glodzonych przez 14 godzin przed
eksperymentem, ktére znieczulano inaktyng ip. w dawce 100 mg/kg m.c.. Znieczulonym
zwierzetom przeprowadzono tracheotomi¢ aby zapewni¢ swobodne oddychanie, nastepnie
wprowadzono dren polietylenowy do zyly, ktérym podawano ptyn infuzyjny oraz

kalcymimetyk/kalcylityk/vehiculum.

Za pomocg drenu wprowadzonego do tetnicy pobierano probki krwi do oznaczen.

Wprowadzono roéwniez dren do pecherza moczowego w celu umozliwienia swobodnego

wyptywu moczu.

W doswiadczeniach z uzyciem kalcymimetyka R-568 zwierzgta podzielono na dwie
gléwne grupy. Zwierzeta z pierwszej grupy nie byly obcigzone glukoza. W drugiej grupie
szczurom podawano dootrzewnowo roztwor glukozy w dawce 1g/kg m.c. W kazdej z tych grup
wydzielono podgrupy: badang i kontrolng. Szczury z grupy badanej otrzymywaty jednorazowo
dozylnie R-568, rozpuszczany w 15% cyklodekstrynie, w dawce Img/kg m.c.. Grupa kontrolna
otrzymata 15% roztwor cyklodekstryny. Szczury obcigzone glukoza dodatkowo otrzymywaty
dootrzewnowo roztwor glukozy w dawce lg/kg m.c.. Grupa kontrolna otrzymywata
dootrzewnowo sél fizjologiczng. Pomiaréw glukozy i Ca** dokonywano przed podaniem
kalcymimetyka i iniekcja glukozy oraz w 20, 60, 120, 180 minucie po jej podaniu. Probki krwi

do oznaczen insuliny byly pobierane przed oraz w 20,120 i 180 minucie po iniekcji glukozy.

W doswiadczeniach z uzyciem kalcylityka NPS 2143 zwierzeta podzielono na dwie
grupy: badang 1 kontrolng. Szczury z grupy badanej otrzymywaty jednorazowo dozylnie NPS
2143, rozpuszczany w 15% cyklodekstrynie, w dawce 2mg/kg m.c.. Grupa kontrolna otrzymata
15% roztwor cyklodekstryny. Pomiaréw glukozy i Ca?" dokonywano 10 minut przed podaniem
kalcylityka oraz w 60, 120, 180 1 210 min po podaniu NPS 2143. Probki krwi do oznaczen

insuliny byly pobierane w tym samym czasie, z wyjatkiem 60 minuty.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w warunkach in vivo zmiany aktywnoS$ci receptora
wapniowego moga wptywac na poziom glukozy we krwi 1 sekrecje insuliny. Przedstawione
wyniki do§wiadczen wykazaty po raz pierwszy, ze w warunkach in vivo aktywacja CaR za

pomoca kalcymimetyka R-568 zmniejsza stezenie glukozy we krwi oraz zwigksza wydzielanie



insuliny u szczuro6w. Natomiast hamowanie aktywnosci CaR za pomocg kalcylityka NPS 2143,

prowadzi do wzrostu st¢zenia glukozy we krwi oraz obniza sekrecje¢ insuliny u szczurdéw.



Abstract

Diabetes is a social disease; it is a set of metabolic diseases characterized by
hyperglycemia caused by a defect in insulin secretion or action. It contributes to the formation
of pathological changes, especially in the blood vessels of many internal organs, such as the
kidneys, heart, and also the organ of vision.

The mechanism of insulin secretion is known, which determines the maintenance of
normal glucose levels in the body. When the glucose concentration in the small intestine
exceeds 30 mM, glucose is transported to pancreatic B cells. Transport takes place via the
GLUT2 transporter, which allows easier transport according to a concentration gradient. In the
interior of pancreatic cells, glucose undergoes a transformation, the product of which is ATP.
The increase in ATP concentration causes the potassium channel to close, resulting in an
increase in potassium ions inside the cell and, as a result, membrane depolarization.
Depolarization opens the voltage-dependent L-type calcium channel, causing calcium to flow
into the cell. An increase in the concentration of calcium ions induces the release of insulin
storage vesicles by exocytosis.

The calcium receptor (CaR), first detected on the surface of parathyroid cells, belongs
to the family of G-protein coupled receptors that activate phospholipase C and regulates plasma
calcium levels by affecting the secretion of parathyroid
hormone. CaR also occurs on the surface of cells of other organs unrelated to plasma Ca?*
regulation, such as B-cells of the pancreas. In vitro studies on murine pancreatic cells of the
C57BL / 6 line have shown that compound R-467 - calcimimetic causing calcium receptor
activation, increases insulin release from glucose-stimulated cells. So far, the above observation
has not been confirmed by in vivo tests. To date, the effects of CaR inhibition on blood glucose
levels and insulin secretion have not been studied in vitro or in vivo.

Therefore, the question arose whether also in vivo CaR will mediate the mechanism of
insulin secretion and thus affect the concentration of glucose and insulin in the blood?
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The purpose of the experiments was to investigate the effect of the CaR agonist,
calcimetimetics R-568, and the receptor antagonist, NPS 2143 calcillitics, on blood glucose and
Ca?* levels, and plasma insulin in rats. The experiments were carried out on Wistar rats, fasted
for 14 hours before the experiment, which were anesthetized with inactine i.p. at a dose of 100
mg/kg bw. Anesthetized animals were subjected to tracheotomy to ensure free breathing; then,
a polyethylene drain was introduced into the vein, which was given infusion fluid and
calcimimetics / calcilitic / vehicle. Blood samples were taken for determination using a drainage
tube inserted into the artery. A bladder drain was also introduced to allow the free flow of urine.

In experiments using calcimetimetics R-568, animals were divided into two main
groups. The animals in the first group were not loaded with glucose. In the second group, rats
were given intraperitoneal glucose solution at a dose of 1g/kg. There were subgroups in each
of these groups: study and control. The rats in the study group received R-568 intravenously
once, dissolved in 15% cyclodextrin, at a dose of 1mg/kg bw. The control group received a 15%
solution of cyclodextrin. The glucose-laden rats additionally received intraperitoneal glucose
solution at a dose of 1g/kg bw. The control group received physiological saline intraperitoneally
in the same volume. Glucose and Ca?* measurements were taken before calcimimetics and
glucose injection, and at 20, 60, 120, 180 minutes after its administration. Blood samples for
insulin determination were taken before and at 20,120 and 180 minutes after glucose injection.

In experiments using NPS 2143 calcilitics, the animals were divided into two groups:
NPS2143 and control. The rats in the study group received NPS 2143 intravenously once,
dissolved in 15% cyclodextrin, at a dose of 2mg / kg bw. The control group received a 15%
solution of cyclodextrin. Glucose and Ca?** measurements were taken 10 minutes before
calcilitic administration and 60, 120, 180 and 210 min after NPS 2143 administration. Blood
samples for insulin determination were taken at the same time except for 60 minutes.

The results obtained indicate that in vivo changes in calcium receptor activity may
affect blood glucose levels and insulin secretion. The presented experimental results showed
for the first time that in vivo activation of CaR with calcimetimetics R-568 reduces blood
glucose and increases insulin secretion in rats. In contrast, inhibition of CaR activity with NPS

2143 calcilitics leads to an increase in blood glucose and decreases insulin secretion in rats.
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1. Wstep

1.1. Cukrzyca

Cukrzyca jest choroba metaboliczng charakteryzujaca si¢ wystgpowaniem
hiperglikemii spowodowanej defektem wydzielania lub dziatania insuliny. Choroba ta stanowi
powazny problem spoteczny, epidemiologiczny i ekonomiczny wsrdd ludzi na calym §wiecie
[1]. Przewlekta hiperglikemia moze prowadzi¢ do niewydolno$ci lub uszkodzenia wielu

narzadow w szczegolnosci serca, naczyn krwionosnych, nerek i oczu [2,3].
Wyro6znia si¢ 2 gtowne typy cukrzycy: cukrzyce typu I oraz cukrzyce typu Il.

Cukrzyca typu I charakteryzuje si¢ niszczeniem, odpowiadajacych za produkcje
insuliny, komorek B trzustki na skutek procesu immunologicznego lub idiopatycznego.
Prowadzi do utraty zdolno$ci organizmu do wydzielania insuliny. Osoby chore na cukrzyce
tego typu leczone sg poprzez podskorne podawanie insuliny [4]. Etiologia cukrzycy typu I nie
jest do konca znana. Zaklada si¢, Zze jest ona skutkiem wspdlnej zaleznoSci czynnikow

genetycznych i sSrodowiskowych [5].

Cukrzyca typu Il spowodowana jest zaburzeniami wydzielania i dziatania docelowego
insuliny. W poczatkowym stadium choroby dominuje insulinoopornos¢, ktéra poczatkowo
kompensowana jest wigkszym wydzielaniem insuliny. W koncowym stadium choroby
dochodzi jednak do hipoinsulinemii spowodowanej wyczerpaniem mozliwo$ci wydzielniczych
komorek B trzustki. W etiopatogenezie kluczowa role odgrywaja dwa zjawiska: oddziatywanie
pomiedzy czynnikami Srodowiskowymi a czynnikami genetycznymi [6] oraz obwodowa
insulinooporno$¢ i réznie nat¢zone uposledzanie wydzielania insuliny [7]. Czynnikami
srodowiskowymi, ktoére odpowiadaja za gwattowne zwigkszenie zachorowalnosci na cukrzyce

typu Il sa:

- otylos¢ [8] przede wszystkim wiscelarna. Trzewna tkanka tluszczowa odpowiada za
zwigkszong produkcje wolnych kwasow ttuszczowych, co prowadzi do zwigkszenia oksydacji
thuszczow w watrobie 1 migéniach. Skutkuje to zmniejszeniem aktywnosci heksokinazy, a tym

samym hamowaniem metabolizmu glukozy [9],

- nadci$nienie tetnicze [10],

- mata aktywno$¢ fizyczna [11],
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- zespot policystycznych jajnikow [12],

- przebyta cukrzyca cigzowa [13].

1.2.  Mechanizm sekrecji insuliny

Insulina to hormon peptydowy, wytwarzany w komorkach [ trzustki, bioracy udziat w
metabolizmie weglowodanow ale takze biatek i thuszczy. Sekrecja insuliny uzalezniona jest od
stezenia glukozy we krwi. Ta zalezno$¢ zapobiega zarowno hipo jak i hiperglikemii w
organizmie [14]. U zdrowego cztowieka, po 30 minutach od doustnego przyjecia 75 g glukozy,
nastepuje wzrost stezenia insuliny we krwi z podstawowego poziomu 20 - 30 pmol/L do 250 -

300 pmol/L [15].

Znany jest mechanizm sekrecji insuliny, ktéry warunkuje utrzymanie prawidtowych
poziomow glukozy w organizmie. Gdy stezenie glukozy w jelicie cienkim przekroczy 30 mM,
glukoza zostaje przetransportowana do komorek P trzustki. Komorki B trzustki nie posiadaja
receptorow blonowych, ktéore wigza glukoze. Transport do komoérki obywa sie za
posrednictwem transportera GLUT2, ktory umozliwia transport ufatwiony, zgodnie z
gradientem st¢zen glukozy [16]. W komorce glukoza ulega procesowi fosforylacji, przy
pomocy glukokinazy przeksztalcana jest do glukozo - 6 - fosforanu. Proces ten przeciwdziata
wyrownywaniu  si¢  stezen glukozy miedzy przestrzenia pozakomodrkowa 1
wewnatrzkomérkowa oraz pozwala na nieprzerwany transport glukozy do komorki. Nastepnie
glukoza transportowana jest do mitochondrium, gdzie podlega szeregowi przemian w cyklu
Krebsa oraz tancuchu oddechowym [17]. We wnetrzu komorek trzustki glukoza podlega
przemianom, ktorych produktem jest adenozyno-5'-trifosforan (ATP). Wzrost stezenia ATP
powoduje zamknigcie kanalu potasowego czego konsekwencja jest wzrost stezenia jonow
potasowych we wnetrzu komorki 1 w efekcie depolaryzacja blony. Depolaryzacja powoduje
otwarcie zaleznego od napig¢cia kanatu wapniowego typu L, w nastepstwie powodujac naptyw
jonow wapnia do komorki. Powstaly w tym procesie wzrost jonow wapnia w komorce indukuje

uwolnienie zawartos$ci pecherzykow magazynujacych insuling na drodze egzocytozy [18].

Wzrost stezenia Ca?" w cytozolu komoérki moze by¢ takze wynikiem uwolnienia jonow
wapnia pochodzacych z  zasoboéw  wewnatrzkomorkowych, np.:  reticulum
endoplazmatycznego. Proces taki moze by¢ efektem aktywacji receptorow na powierzchni

komorek B trzustki, zwigzanych z biatkiem G, takich jak np. receptor wapniowy (Rys. 1) [19].
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Rys. 1. Schemat proceséw wewngtrzkomoérkowych zaangazowanych w mechanizm sekrecji
insuliny przez komorki p trzustki [19].
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1.3. Receptor wapniowy

1.3.1. Charakterystyka receptora wapniowego

Dos$wiadczenia z zastosowaniem metod biologii molekularnej potwierdzity istnienie
receptora wapniowego (CaR). Dzi¢ki poznaniu mRNA dla CaR poznano jego budowe. Biatko
receptora nalezy do III klasy podrodziny biatek G. Zbudowane jest z trzech domen
strukturalnych, tj. duzej, zewnatrzkomoérkowej, N-koncowej, ztozonej z 613 reszt
aminokwasowych - wigzacej wapn i inne ligandy, blonowej, skladajacej si¢ z 250 reszt
aminokwasowych i podzielonej na 7 segmentdow oraz C-koncowego regionu

wewnatrzkomorkowego, sktadajacego si¢ z 222 reszt aminokwasowych [20].

CaR zlokalizowany na powierzchni komorek przytarczyc, wrazliwy na zmiany stezenia
jonow wapnia we krwi, petni kluczowg role w regulacji parathormonu [21,22]. Podwyzszone
stezenie Ca®" we krwi wptywa na aktywacje receptora CaR, ktéry potaczony jest z fosfolipaza
C (PLC). Aktywacja PLC prowadzi do uwolnienia jondéw wapnia z magazynow
wewnatrzkomorkowych poprzez szlaki metaboliczne diacyloglicerolu oraz bisfosforanu
fosfatydyloinozytolu. Rezultatem jest zwigkszenie stezenia wewnatrzkomérkowego Ca®" i

zahamowanie wydzielania parathormonu przez komorki przytarczyc [23].

W komoérkach nerek wynikiem aktywacji receptoréw wapniowych jest zmniejszona

reabsorpcja jonéw wapnia, sodu, magnezu oraz wody [24].
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1.3.2. Regulacja aktywnosSci receptora wapniowego

Aktywnos$¢ receptora wapniowego moze by¢ zwigkszana przez jego agonistow -

kalcymimetyki lub hamowana poprzez antagonistow CaR - kalcylityki [25].

1.3.2.1. Kalcymimetyki

Kalcymimetyki sa zwigzkami, ktore nasladujg dziatanie jondw wapnia na CaR.
Aktywujg one ten receptor na skutek czego doprowadzaja do obnizenia sekrecji parathormonu
przez komorki przytarczyc. Sa grupa substancji, ktore obnizajg stezenie wapnia we Krwi.
Kalcymimetyki typu 1 dzialaja na CaR tak jak podwyzszone st¢zenie wapnia
zewnatrzkomorkowego, agonistycznie, nasladujac efekt dziatania podwyzszonego stezenia
zewnatrzkomoérkowego Ca®* [22].

Dalsze badania doprowadzily do wykrycia kalcymimetykow typu II. Ten typ
kalcymimetykéw powoduje zmian¢ konformacji domeny pozakomodrkowej receptora
wapniowego i prowadzi do obnizenia progu wrazliwosci CaR na jony wapnia obecne na
zewnatrz komoérki. Tak wigc, taka allosteryczna modulacja CaR zwigksza wrazliwosc¢ receptora
na wapn zewnatrzkomorkowy. W rezultacie efektywniej hamuje on syntezg i wydzielanie
parathormonu przez komorki przytarczyc, zmniejszajac tym samym stezenie wapnia we krwi
[26]. Obecnie, kalcymimetyki jako leki stosowane sg w leczeniu pierwotnej nadczynnos$ci
przytarczyc oraz wtornej nadczynno$ci przytarczyc, ktéra rozwija si¢ np. w przebiegu
przewleklej niewydolnosci nerek [27]. W obu tych zaburzeniach mamy do czynienia z
podwyzszong sekrecja PTH oraz skutkami tej nadmiernej sekrecji. Preparatami
kalcymimetykow stosowanymi w praktyce klinicznej, obnizajacymi st¢zenie PTH, sa

Cinacalcet oraz Mimpara [28, 29].
W pracach badawczych natomiast, najczgsciej stosowane kalcymimetyki to:

NPS - R568 i NPS R - 467 [30].
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1.3.2.2. Kalcylityki

Kalcylityki sa to substancje dzialajgce na receptor wapniowy przeciwstawnie do
kalcymimetykow. Odpowiadaja za hamowanie aktywnosci CaR, co w przypadku komorek
przytarczyc, prowadzi do zwigkszenia sekrecji PTH 1 w nastepstwie do podwyzszenia stgzenia
wapnia we krwi. Najczesciej uzywanym w badaniach kalcylitykiem jest NPS 2143, ktory dziata
jako selektywny antagonista receptora wapniowego (CaR) [31]. Kalcylityk ten dziata
specyficznie w stosunku do receptora wapniowego, gdyz nie hamuje on odpowiedzi innych

receptoréw, GABA-ergicznych i metabotropowych [32].

Wiasciwosci hamowania aktywnosci CaR przez kalcylityki potwierdzone zostaty w
wielu publikacjach. W doswiadczeniach przeprowadzonych in vitro przy uzyciu technik
biologii molekularnej, NPS2143 hamowat, zalezny od zewnatrzkomérkowego poziomu Ca?*,
wzrost st¢zenia jondw wapnia wewnatrz komorek linii HEK 293 - wykazujacych ekspresje
ludzkiego, przytarczycznego receptora wapniowego. W badaniach tych zaobserwowano
rowniez, ze NPS 2143 stymulowat sekrecje PTH przez wotowe komorki przytarczyc i znosit
dziatanie kalcymimetyka NPS R-467 [32].

Odkrycie 1 poznanie mechanizmu dzialania kalcylitykow dawalo nadziej¢ na
zahamowanie i leczenie osteoporozy [33,34]. Choroba ta charakteryzuje si¢ zaburzonym
metabolizmem kosci co prowadzi do utraty masy kostnej. W ciagu ostatnich lat pojawito si¢
sporo prac, ktore wykazywaly, ze pulsacyjne, podskorne podanie niewielkich dawek
egzogennego PTH lub fragmentu 1-34 PTH ma wtasciwos$ci anaboliczne i stymuluje procesy
prowadzace do kosciotworzenia [35,36]. Preparatem PTH posiadajacym wilasciwosci
anaboliczne, obecnie stosowanym w terapii osteoporozy jest Preparat Forteo - Teriparatide i

Abaloparatide, do podawania podskoérnego codziennie [37].
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1.3.3. Wystepowanie receptora wapniowego

Receptor wapniowy (CaR) zostal po raz pierwszy wykryty na powierzchni komorek

przytarczyc, ktore poprzez sekrecje parathormonu regulujg stezenie wapnia w osoczu [20,21].

Dalsze badania wykazatly, ze CaR wystepuje rowniez na powierzchni innych komorek,
ktore nie sa bezposrednio zaangazowane w regulacje poziomu Ca®" we krwi, takich jak np;
fibroblasty [38], komorki nerwowe [39], ludzkie komorki $srodbtonka aorty [40], komorki
przewodu piersiowego [41], komorki nabtonkowe soczewki [42] a takze komorki B trzustki
[43].

1.3.4. Hipoteza udzialu receptora wapniowego w mechanizmach sekrecji
insuliny

Metabolizm glukozy przez komorki B wysp trzustkowych doprowadza do naptywu
jondéw wapnia zewnatrzkomoérkowego do tych komorek. Konsekwencja tego procesu Wzrost
stezenia Ca?* w ich wnetrzu oraz aktywacja znajdujacych sie w blonie pecherzykow

magazynujacych insuling i sekrecj¢ uwolnionej insuliny do krwi [18].

Do wzrostu stezenia Ca?* w cytozolu komérki, moze takze doprowadzi¢ uwolnienie
wapnia z zasobow wewnatrzkomorkowych, np.: z reticulum endoplazmatycznego w wyniku
aktywacji receptorow na powierzchni komorek B trzustki, zwigzanych z biatkiem G, takich jak

np. receptor wapniowy [44].

Powstato wiec pytanie czy receptor wapniowy obecny na powierzchni komorek 3

trzustki moze posredniczy¢ w procesie wydzielania insuliny?
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1.3.4.1. Doswiadczenia wykonane na komorkach

Hipoteza ta w czeSci zostata potwierdzona w eksperymentach in vitro przy uzyciu
agonistow receptora CaR R-568 i R-467, ktore stymulowaly wydzielanie insuliny przez

komorki B wysp trzustki [45].

Badania in vitro na mysich komorkach trzustki linii C57BL/6 wykazaly, ze
kalcymimetyk R-467 zwigksza uwalnianie insuliny z komorek stymulowanych glukozg [46].
Jak dotychczas powyzsza informacja nie zostata potwierdzona badaniami in vivo. Nie badano

tez wplywu hamowania receptora wapniowego na poziom glukozy i insuliny we krwi.

Kolejne eksperymenty in vitro przeprowadzone na ludzkich komoérkach wysp
Langerhansa oraz linii komérek MIN6 wydzielajacych inuling wykazaly, ze aktywacja CaR za
pomoca kalcymimetyka R 568, przy jednoczesnym stymulowaniu komorek glukoza,
powodowata wyrazng odpowiedz wydzielania insuliny zaréwno przez ludzkie komorki wysp
trzustkowych jak i linii MING [47].

Wyniki tych eksperymentéw pokazaty, ze aktywacja CaR znajdujacego si¢ na
powierzchni izolowanych komorek beta trzustki zwigksza sekrecj¢ insuliny przez te komorki
[47]. Jednakze, jak do tej pory, nie badano czy w warunkach in vivo, a wiec w warunkach
naturalnie istniejacych, efekt ten bedzie zachowany.

Powstato zatem kolejne pytanie, czy rowniez w warunkach in vivo, CaR moze
posredniczy¢ w mechanizmie sekrecji insuliny 1 w ten sposob wptywac na stezenie glukozy we
krwi? Co wigcej, do tej pory nie znany jest wptyw hamowania CaR ani w warunkach in vitro

ani in vivo na sekrecje insuliny i poziom glukozy we krwi.
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2. Cel pracy

Celem przeprowadzonych doswiadczen byto zbadanie wptywu aktywacji receptora
wapniowego za pomocg agonisty CaR, kalcymimetyka R-568, oraz hamowania aktywnoS$ci
tego receptora za pomocg antagonisty, kalcylityka NPS 2143, na poziom glukozy i Ca?* we

krwi oraz insuliny w osoczu u szczurdw.
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3. Materialy i metody

3.1. Procedura przygotowania szczura

Doswiadczenia zostaly przeprowadzone na samcach szczuréw szczepu Wistar,
wazacych 250-280g. Zwierzgta pochodzity z Trojmiejskiej Akademickiej Zwierzetarni
Dos$wiadczalnej - Centrum Badawczo-Ustugowe. Szczury przebywaty w klimatyzowanym
pomieszczeniu o stalej temperaturze 20°C, wilgotnosci powietrza 70% i dwunastogodzinnym
o$wietleniem, bez dostepu §wiatta dziennego. Zwierzgta miaty staty dostep do pokarmu i wody.
Zwierzeta byty karmione komercyjng pasza dla gryzoni Labofeed-B, Warszawa, Polska.

Zgode¢ na przeprowadzenie doswiadczen uzyskano od Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzetach w Gdansku - Uchwata Nr 50/2015 .

Na 14 godzin przed rozpoczeciem doswiadczenia szczury byly glodzone, tzn.

przenoszone do klatek ze stalym dostepem do wody, lecz bez pokarmu.

W dniu do$wiadczenia zwierzeta znieczulano dootrzewnowo inaktyng (Inactin hydrate
C-1ll SIGMA) w dawce 100mg/kg masy ciata. Znieczulone szczury przenoszono na stot
utrzymujacy stata temperaturg¢ 37°C. Nastepnie wykonywano tracheotomi¢ umozliwiajaca
zwierzeciu swobodne oddychanie. W dalszej kolejnosci, do zyty szyjnej, wprowadzano dren
polietylenowy, przez ktéory podawano plyn infuzyjny oraz substancje badane w dawkach
jednorazowych. Ptyn infuzyjny stanowit 0,9% roztwér NaCl (Baxter) z dodatkiem heparyny
(Heparinum natricum, Warszawskie Zaktady Farmaceutyczne Polfa) w stezeniu 1/U/mL ptynu
infuzyjnego. Podawano go za pomocg pomp infuzyjnych: Orion Model M361 i KDS Scientific
z predkoscig 1,2 mL/h. Miato to na celu powstrzymanie powstawania zakrzepow w ukladzie
krwiono$nym i wyrdwnanie ewentualnej hipowolemii.

Kolejnym etapem doswiadczenia  bylo izolowanie tetnicy szyjnej, do ktorej
wprowadzano dren polietylenowy umozliwiajacy pobranie krwi do oznaczen.
Ostatni etap polegat na wykonaniu nacigcia powlok 1 migsni brzusznych, wypreparowaniu
pecherza moczowego i umieszczeniu w nim drenu umozliwiajacego swobodne wyptywanie
moczu do probowek typu Eppendorf. Po zakonczeniu etapu przygotowawczego wszystkie

grupy zwierzat przez kolejne 30 minut otrzymywaty ptyn infuzyjny - okres wyréwnawczy.
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3.2.  Odczynniki

Do doswiadczen uzyto nastepujacych odczynnikow:
Do znieczulenia zwierzat uzyto Inactin hydrate CIlI, Sigma, St. Louis, MO, USA;,

Do przygotowania ptynu infuzyjnego uzyto: 0,9% roztworu NaCl (Baxter) i heparyny

(Heparinum natricum, Warszawskie Zaktady Farmaceutyczne Polfa)

NPS2143 i R-568 uzyte do doswiadczen zakupiono w Tocris Bioscience, Bristol, Wielka

Brytania.

Oznaczen stezen insuliny dokonywano z 10-25 pul osocza przy uzyciu  testow
immunoenzymatycznych ELISA: ultrasensitive Rat Insulin ELISA oraz DRG Insulin (Rat)
ELISA (DRG International, Inc., Springfield, NJ, USA).

Pozostate odczynniki pochodzity z Sigma - Aldrich, Poznan, Polska.

3.3. Aparatura

Pomiaréw glukozy dokonywano uzywajgc glukometru ACCU-CHECK Active, model:
GC ACCU-CHEK, Roche, Mannheim, Germany. Stezenie Ca** we krwi mierzono za pomoca

analizatora Roche 9180 Electrolyte Analyser, Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Niemcy.

Ptyn infuzyjny podawano za pomoca pomp infuzyjnych: Orion Model M361 i KDS Scientific
z predkosciag 1,2 mL/h.

3.4. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna wynikow zostata wykonana za pomocg testu t-Studenta dla wynikow

niesparowanych w programie Primer. Wartos$¢ p<0.05 uznawano za istotng statystycznie.
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4. Grupy doswiadczalne

Do$wiadczenia zostaty przeprowadzone na szesciu grupach zwierzat:
Grupa 1: R -568 (n=4)
Grupa 2: kontrola (n=4)

Po 30 minutach okresu wyréwnawczego szczury z grupy badanej otrzymywatly
jednorazowo dozylnie R-568, rozpuszczony w 15% cyklodekstrynie, w dawce 1mg/kg m.c..
Grupa kontrolna otrzymata 15% roztwoér cyklodekstryny. 30 minut po podaniu kalcymimetyka
lub vehiculum zwierzetom z obu grup podawano dootrzewnowo roztwor soli fizjologicznej.
Pomiar6éw stezenia glukozy i Ca?* dokonywano przed podaniem kalcymimetyka i iniekcjg soli
fizjologicznej oraz w 20, 60, 120, 180 minucie po jej podaniu. Krew do oznaczania poziomu
wapnia zjonizowanego pobierano do specjalnych kapilar z heparyna litowg. Probki krwi do
oznaczen insuliny byty pobierane przed podaniem kalcymimetyka oraz w 20,120 i 180 minucie

po iniekcji soli fizjologicznej. Schemat doswiadczenia przedstawiono na Rys. nr 2.

PLYN INFUZYINY

R-S68 lub i
vehiculum iy SOl fizjologiczna 0.9% ip
okres
wyréwnawczy
g -—— - - - — - —_ =
-60 -30 o 20 60 120 180

e Pobranie krwi do oznaczen

Rys. 2. Schemat przeprowadzonych doswiadczen z podaniem kalcymimetyka R-568 lub vehiculum
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Grupa 3: R- 568, z obcigzeniem glukozg (n=11)
Grupa 4: kontrola z obcigzeniem glukozg (n=11)

W obu grupach zwierzat obcigzonych glukoza protokot postgpowania, pomiary i
oznaczenia byly prowadzone identycznie jak z grupach 1 i 2. Jedynie w czasie 0, zamiast soli

fizjologicznej, podawano szczurom dootrzewnowo roztwor glukozy w dawce 1g/kg/ m.c..

Schemat do$wiadczenia przedstawiono na Rys. nr 3.

PEYM INFUZYINY

R-568 lub
vehiculum v  Elukozaip
akres
Wy rdwnaweny
- - - - wr w >

=60 -30 o 20

-y
i
B

o Pobranie krwi do oznaczen

Rys. 3. Schemat do$wiadczen z podaniem kalcymimetyka R-568 lub vehiculum z obciazeniem glukoza

Grupa 5: NPS 2143 (n=7)
Grupa 6: kontrola (n=9)

W grupie zwierzat, ktorej podawano NPS 2143, po 30 minutowym okresie
wyrownawczym, Szczurom podawano jednorazowo dozylnie NPS 2143, rozpuszczony w 15%
cyklodekstrynie, w dawce 2mg/kg m.c.. Grupa kontrolna otrzymata 15% roztwor
cyklodekstryny. Czas podania kalcylityka oznaczono w schemacie eksperymentu jako czas 0.
Pomiaréw stezenia glukozy i Ca?* dokonywano 10 minut przed podaniem kalcylityka oraz w
60, 120, 180 1 210 min po podaniu NPS 2143. Probki krwi do oznaczen insuliny byty pobierane

w tym samym czasie, z wyjatkiem 60 minuty.
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Schemat doswiadczenia przedstawiono na Rys. nr 4.

PEYM INFUZYINY

MPS 2143 lub
vehiculum iv

okres
wyrdownawezy
- - - - - - - -
-40 -10 o 20 &0 120 180 210

& Pobranie krwi deo oznaczen

Rys. 4. Schemat doswiadczen z podaniem kalcylityka NPS 2143 lub vehiculum
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5. Wyniki

5.1. Wplyw podania R-568 na ste¢zenie glukozy, insuliny oraz Ca®" u
SZCZUrow

Wyjsciowe poziomy glukozy we krwi u szczuréw uzytych do doswiadczen wynosity
84+1.51 80 +1.8 mg/dL , odpowiednio w grupie kontrolnej i grupie R-568.

Wplyw podania kalcymimetyka R-568 na stezenie glukozy u szczuréw pokazano na
Wykresie nr 1. Zmiany stezenia glukozy zostaty przedstawione jako A glukozy, czyli réznica
stezen miedzy kolejnymi pomiarami glukozy podczas eksperymentu a poziomem glukozy w
czasie 0, tuz przed dootrzewnowym podaniem soli fizjologicznej. Po podaniu R-568 nie

zaobserwowano zmian w stezeniu glukozy w porownaniu do grupy kontrolnej.

—a—Kontrola —«—R-568
80 -

NaCl0.9% ip
70 -

R-568 or

vehiculum iv
60

50 -
40 -

30 -

A glukozy [mg/dL]

20 4

10 4

-30 0 20 60 120 180

czas [min]
Wykres 1. Wplyw podania i.v. R-568 na poziom glukozy w osoczu szczuréow. Zmiany stezenia glukozy sa
przedstawione w postaci A glukozy, obliczonej z rdznicy stezen kolejnych pomiaréw glukozy podczas

eksperymentu a poziomem glukozy w czasie 0, tuz przed dootrzewnowym podaniem soli fizjologicznej. Grupa
kontrola n=4, grupa badana n=4; analiza statystyczna zostata wykonana za pomocg testu t-Studenta.

Po podaniu R-568 réwniez nie zaobserwowano zmian w poziomie insuliny. Wyniki tych

doswiadczen przedstawione sa na Wykresie nr 2.
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-a- Kontrola —e—R-568
25 -

R-568 or
3 | vehiculum iv

NaCl 0.9% ip
L5 - I

insulina [pug/dL]

- T
- e
-
-~

120 180

czas [min]

Wykres 2. Wplyw podania i.v. R-568 na poziom insuliny w osoczu szczurow. Zmiany stezenia glukozy sa
przedstawione w postaci A glukozy, obliczonej z réznicy stezen kolejnych pomiarow glukozy podczas
eksperymentu a poziomem glukozy w czasie 0, tuz przed dootrzewnowym podaniem soli fizjologicznej. Grupa
kontrola n=4, grupa badana n=4; analiza statystyczna zostata wykonana za pomocg testu t-Studenta.
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W Tabeli nr 1 przedstawiono wyniki pomiaru stezenia Ca?" we krwi u szczuréw. 20 minut
po podaniu R-568 zaobserwowano znaczacy spadek stezenia Ca?* w poréwnaniu z grupa
kontrolng jak i okresem poczatkowym. Efekt ten utrzymywat si¢ do konca trwania

eksperymentu.

Tabela 1. Wptyw podania R-568 na poziom Ca?* we krwi szczuréw

Ca?* [mmol/L]
Kontrola(n=4) R-568 (n=4)
Czas [min]
-30 1.35+0.02 1.3620.01
15% CDX R-568 1mg/kg m.c. i.v.

0 50l fizjologiczna ip
20 1.3940.02*# 1.09+0.04*#
120 1.3940.02*# 1.29+0.02*#
180 1.3840.02*# 1.31+0.02#

*p<0.05 vs okres kontrolny; #p<0.05 vs grupa kontrolna; n- liczba zwierzat. Analiza statystyczna zostata
wykonana za pomoca testu t-Studenta.

5.2. Wplyw podania R-568 na stezenie glukozy, insuliny oraz Ca? u
szczurow obcigzonych glukoza

U szczurdéw obcigzonych glukoza poczatkowe stgzenia glukozy wynosity 96+3,5 i 93+2,8
mg / dL, odpowiednio w grupie kontrolnej i grupie R-568. Wartosci te nie ulegty istotnym

zmianom po 30 minach po podaniu kalcymimetyka R-568 i wynosity 90+2,6 vs. 88+2,1 mg/dL.

Wpltyw podania kalcymimetyka R-568 na stezenie glukozy u szczurow obcigzonych
glukoza pokazano na Wykresie nr 3. Zmiany stezenia glukozy zostaty przedstawiona jako A
glukozy, czyli roznica stezen miedzy kolejnymi pomiarami glukozy podczas eksperymentu a

poziomem glukozy w czasie 0, tuz przed dootrzewnowym podaniem roztworu glukozy.

20 minut po dootrzewnowym podaniu glukozy jej poziom w obu grupach, kontrolnej i R-
568 wzrost podobnie. Wyrazny spadek stezenia glukozy w grupie R-658 zaobserwowano w 60
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A glukozy [mg/dL]

minucie eksperymentu w poréwnaniu z grupg kontrolng. Jednak réznice istotne statystycznie

migdzy tymi grupami odnotowano dopiero w 180 minucie eksperymentu.

120 - —i—Kontrola —+—R-568

vehiculum 1v
100 -
80 A

60 A
&
40 -
20 A
a L
-30 0 20 80 120 180
czas [min]

Wykres 3. Wplyw podania i.v. R-568 na stezenie glukozy w osoczu szczurow obcigzonych glukoza. Zmiany
stezenia glukozy, A glukozy zostala przedstawiona jako rdéznica stezen kolejnych pomiarow glukozy podczas
eksperymentu a poziomem glukozy w czasie 0, tuz przed dootrzewnowym podaniem roztworu glukozy. Grupa
kontrola n=11, grupa badana n=11. *p<0,01, vs grupa kontrolna;#p,0,001vs. czas 20 min; &p<0,001 vs. czas 0;
analiza statystyczna zostata wykonana za pomocg testu t-Studenta.

W grupie badanej u zwierzat obcigzonych glukoza kalcymimetyk R-568 obniza

stezenie glukozy w 120 1 180 min eksperymentu w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Stezenie insuliny wzrosto po 20 minutach od momentu podania glukozy ip. (czas 0 min).
Natomiast w 120 i 180 minucie eksperymentu zaobserwowano spadek poziomu insuliny
zarowno w grupie kontrolnej jak 1 R-568. Jednakze u szczuréw w grupie R-568 obcigZzonych
glukoza poziom insuliny byt istotnie wyzszy w poréwnaniu z grupg kontrolng szczurdéw

obcigzonych glukoza po 20, 120 i 180 minutach eksperymentu (Wykres 4).
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insulina [pug/dL]

—a—Kontrola —e—R-568
2,5 - #i#

L
R-568 or

vehiculum iv

2
Glucose ip
1,5 - ‘

Q0,5 -

n L ] ] ] ]
-30 1] 20 120 180

czas [min]
Wykres 4. Wplyw podania i.v. R-568 stezenie insuliny w osoczu szczuréow obciazonych glukozg. Grupa kontrolna

n=4, grupa badana n=4; *p<0,05,**p<0,008 vs. grupa kontrolna; #p<0,04, ##p<0,007, ##p<0,001 vs. czas 0; analiza
statystyczna zostata wykonana za pomoca testu t-Studenta.

Podanie R-568 zwicksza stgzenie insuliny w 20, 120 i 180 min eksperymentu w

porownaniu z grupg kontrolng.

Wpltyw podania zwierzetom R-568 obcigzonym glukoza na st¢zenie jonéw wapnia
przedstawia Tabela 2. U szczurow obcigzonych glukoza 20 minut po podaniu R-568
zaobserwowano znaczny spadek Ca** w poréwnaniu z grupa kontrolng jak i okresem

poczatkowym. Efekt ten trwat do konca trwania eksperymentu.

R-568 obniza stezenie Ca?* we krwi z 1.39+0.02 [mmol/L] w okresie kontrolnym do
1.27+0.01 [mmo/L] w 180 min eksperymentu. W grupie kontrolnej st¢zenie to pozostawato na

niezmiennym poziomie podczas trwania catego eksperymentu.
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Tabela 2. Efekt podania R-568 na poziom Ca?* we krwi szczuréw obcigzonych glukoza

Ca? [mmol/L]

Kontrola (n=6) R-568 (n=8)
Czas [min]
-30 1.37+0.02 1.39+0.02
15% CDXi.v. R-568 1mg/kg m.c. i.v.
0 Glukoza 1g/kg m.c. ip
20 1.39+0.01*# 1.22+0.03*#
120 1.39+0.01*# 1.25+0.01*#
180 1.37+0.01*# 1.27+0.01*#

*p<0.05 vs okres kontrolny; #p<0.05 vs grupa kontrolna; n- liczba zwierzat. Analiza statystyczna zostata
wykonana za pomoca testu t-Studenta.
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A glukozy [mg/dL]

5.3. Wplyw podania NPS2143 na stezenie glukozy, insuliny i Ca2+u
szczurow

Wplyw podania kalcylityka NPS2143 na stezenie glukozy u szczuréw przedstawiono na
Wykresie nr 5. Zmiany stezenia glukozy zostaly przedstawiona jako A glukozy, czyli réznica
stezen miedzy kolejnymi pomiarami glukozy podczas eksperymentu a poziomem glukozy w

czasie 0.

Jak wynika, z ponizszych oznaczen, podanie szczurom NPS 2143 istotnie zwigksza stgzenie

glukozy w 180 i 210 min eksperymentu w poréwnaniu z grupa kontrolna.

-k -Kontrola = MNPS2143

BO -

70 - MP5 2143 ar
vehiculum

B0 -

50 -

-10 o &0 120 180 210
czas [min]

Wykres 5. Wplyw podania i.v. NPS 2143 na stezenie glukozy we krwi szczurow Zmiany stezenia glukozy
A glukozy zostata przedstawiona jako roznica stezen kolejnych pomiaréw glukozy podczas eksperymentu a
poziomem glukozy w czasie 0 przed podaniem roztworu NPS2143 lub vehiculum. Grupa kontrolna n=7, grupa
badana n=9; *p<0,02, **p<0,03, ***p<0,001 vs. grupa kontrolna; $p<0,003, $$p<0,01 vs. czas 0; analiza
statystyczna zostata wykonana za pomoca testu t-Studenta.
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insulina [pug/dL]

Zestawione na Wykresie 6 wyniki pomiaru insuliny wskazuja, ze podanie szczurom
jednorazowej dawki NPS 2143 obniza stezenie insuliny w 180 i 210 min eksperymentu w

poréwnaniu z grupg kontrolng zwierzat.

-a- Kontrola —=—NP52143

2,5 -
MNPS2143 or
vehiculum iv
7
1,5 4
1 4
. I
0.5 N =i R
* P
#
n [l i i i i
-10 0 120 180 210
czas [min]

Wykres 6. Wplyw podania i.v. NPS 2143 na stezenie insuliny w osoczu szczuréw. Grupa kontrolna n=4,
grupa badana n= 4, *p<0,05, **p<0,002 vs. grupa kontrolna, #p<0,04 vs. czas poczatkowy, analiza statystyczna

zostata wykonana za pomocg testu t-Studenta.

33



W Tabeli ponizej zestawiono wyniki pomiaréw stezenia Ca>* w grupie zwierzat, ktore
otrzymaty NPS 2143. Kalcylityk podwyzsza stezenie Ca®* we Krwi z wartosci 1.44 £ 0.01 w
okresie kontrolnym do 1.52 £0.02 mmol/L w koncowym okresie doswiadczenia. W grupie

kontrolnej warto$ci Ca?* we krwi pozostawaly niezmienione przez caty czas eksperymentu.

Tabela 3. Wptyw podania NPS 2143 na stezenie Ca?" we krwi u szczurow

Ca? [mmol/L]

Kontrola(n=5) NPS 2143 (n=5)
Czas [min]
-10 1.3610.01 1.4410.01#
0 15% CDXi.v. NPS 2143 2mg/kg m.c. i.v.
60 1.3610.01 1.54+0.01*#
180 1.3740.01 1.54+0.02*#
210 1.360.02 1.52+0.02*#

*p<0.05 vs okres kontrolny; #p<0.05 vs grupa kontrolna; n- liczba zwierzat. Analiza statystyczna zostata
wykonana za pomoca testu t-Studenta.
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6. Dyskusja

Prezentowane w mojej dysertacji wyniki wykazaty po raz pierwszy, ze w warunkach in
Vivo zmiany aktywnoS$ci receptora wapniowego wptywaja na poziom glukozy i insuliny we
krwi u szczurow. Aktywacja CaR za pomoca kalcymimetyka R-568 zmniejsza st¢zenie glukozy
we krwi czemu towarzyszy zwigkszone wydzielanie insuliny u szczuréw. Wykazano ponadto,
ze hamowanie aktywnos$ci CaR za pomoca kalcylityka NPS 2143, zwi¢ksza st¢zenie glukozy

we krwi oraz powoduje spadek stezenia insuliny w 0S0Czu u szczurow.

Zgodnie z dotychczasowym stanem wiedzy w wyniku metabolizmu glukozy w
komorkach wzrasta stosunek ATP/ADP, zamykaja si¢ zalezne od ATP kanaly potasowe
doprowadzajac do depolaryzacji blony komérkowej. W efekcie depolaryzacji dochodzi do
zwickszonego naptywu Ca?* poprzez otwarcie, zaleznych od napigcia, kanatéw wapniowych.

Wzrost stezenia jonow Ca?* W cytozolu komérki prowadzi do wydzielania insuliny.

Wzrost stezenia wewnatrzkomorkowego Ca?" moze by¢ rowniez efektem uwalniania
Ca?" z reticulum endoplazmatycznego poprzez receptory powierzchniowe zwigzane z
aktywacja  enzymu fosfolipazy C (PLC) i dalej, aktywacje szlakow metabolicznych via
diacylglicerol i inozytolotrojfosforany. Opisany proces moze byé spowodowany stymulacja
CaR, ktdorego obecnos¢ potwierdzono na powierzchni f komorek trzustki [45, 48]. W zgodzie
z takg hipoteza pozostaja przeprowadzone wczesniej eksperymenty in vitro wykonane na
mysich komorkach B trzustki, C57BL, ktore wykazaty, Zze aktywacja CaR znajdujacego si¢ na
powierzchni tych komorek, za pomocg R-467, zwigksza sekrecje insuliny [46]. Ponadto,
aktywacja CaR przez innego agoniste, R-568, réwniez powodowala wzrost sekrecji tego

hormonu przez ludzkie komorki wysp Langerhansa [47].

Powstalo zatem pytanie czy opisany wyzej wzrost sekrecji insuliny, wywotany
aktywacja CaR, przez komorki B trzustki, wyizolowane ze swojego naturalnego $rodowiska,
bedzie wystepowal rowniez na modelu catego organizmu, w warunkach in vivo, najbardziej
zblizonych do fizjologicznych? Co wigcej, czy hamowanie aktywnosci CaR w warunkach in
vivo wywota efekt przeciwny, czyli bedzie zmniejszato sekrecje insuliny. Tym bardziej, Ze ten
rodzaj zalezno$ci nie byt dotychczas badany ani w warunkach ,,in vivo” ani "in vitro”. W
przeprowadzonych do$wiadczeniach obok zmian st¢zenia insuliny we krwi $ledzono rowniez

zmiany poziomu glukozy.
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Eksperymenty in vivo przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar, ktore w celu
uzyskania stabilnego, bazowego poziomu glukozy i insuliny, przed eksperymentem gtodzono.
Stanowi to powszechng procedure w badaniach in vivo na myszach i szczurach [49,50].

Poniewaz z badan in vitro, ktore przeprowadzono na mysich komodrkach B trzustki,
wynikalo, iz aktywacja CaR zwigksza sekrecje insuliny tylko w komorkach wczesniej
eksponowanych na podwyzszone stgzenie glukozy [46], w moich do$wiadczeniach, wpltyw
aktywacji receptora w warunkach ,,in vivo” badalam u szczuréw obcigzonych wczesniej
dootrzewnowym podaniem glukozy. Wybor dootrzewnowego sposobu podania glukozy,
ogélniec przyjety jako prostszy, podyktowany byt dobrostanem zwierzat. Podanie
dootrzewnowe stanowi mniej stresujgca i mniej obciazajaca procedurg niz podanie doustne, za
pomoca zglebnika [50,51].

U szczurow obcigzonych glukoza, ktorym podano R-568 zaobserwowano istotny wzrost
stezenia insuliny w osoczu w poroOwnaniu z obcigzong glukoza grupg kontrolng. Ponadto,
zaobserwowano znaczacy spadek poziomu glukozy we krwi w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Co ciekawe, takiego efektu nie odnotowano u zwierzat nieobciagzonych glukoza, ktorym
rowniez podano R- 568. Uzyskane wyniki moga sugerowaé, ze w warunkach in vivo
mechanizm odpowiedzialny za zwigkszenie wydzielania insuliny, w cze$ci, w ktorej

posredniczy CaR, staje si¢ aktywny tylko w obecnos$ci podwyzszonego stezenia glukozy.

W przeprowadzonych przeze mnie eksperymentach aktywacja CaR, doprowadzata do
spadku poziomu glukozy we krwi i wzrostu stezenia insuliny w osoczu. Dlatego tez
spodziewatam si¢, iz zahamowanie aktywnosci CaR wywota przeciwstawny efekt. |
rzeczywiscie, W odpowiedzi na podanie NPS2143, antagonisty CaR, poczawszy od 60 min
zaobserwowano znaczacy wzrost stezenia glukozy w poréwnaniu z grupa kontrolna,
Rownoczesnie zaobserwowano spadek poziomu insuliny w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Najwiekszy spadek odnotowano w 180 minucie eksperymentu. Uzyskane wyniki
eksperymentow pozostajg w zgodzie z wynikami badan przeprowadzonych na ludzkiej linii
komorek srodbtonka, ktore wykazaly, ze poziom biatka CaR zostal zahamowany w obecnos$ci
NPS2143 [52].

Przedstawione w dysertacji wyniki wspieraja hipotez¢ udzialu CaR w mechanizmie
sekrecji insuliny poprzez PLC-zalezne zmiany stezenia Ca®" wewnatrz komorek przytarczyc.
Niemniej jednak, poniewaz aktywno$é CaR jest zwiazana z regulacja stezenia Ca®* we krwi
[20, 22] nie mozna wykluczy¢, ze zmiany stgzenia tego jonu we krwi moga wptywac per se na

sekrecje insuliny [20,22]. Dotychczas opublikowane wyniki eksperymentow, wykonane w
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naszym laboratorium [53-55] jak i doniesienia innych autorow [22, 26, 56] wskazuja, ze
podawanie R-568, w dawkach podobnych do zastosowanych w niniejszej pracy, obnizaja
poziom wapnia, podczas gdy podanie NPS2143 powoduje zwigkszenie poziomu wapnia we
krwi w zakresie warto$ci fizjologicznych. W przeprowadzonych w tej pracy eksperymentach
podawano zwierzetom stosowane we wezesniejszych pracach modyfikatory aktywnosci CaR,
R-568 oraz NPS2143, i uzyskano oczekiwanie zmiany wartosci Ca?* we krwi, co potwierdzito
zasadno$¢ zastosowanych dawek tych zwigzkéw. Ponadto, wyniki badan in vitro
przeprowadzonych na ludzkich komorkach wysp trzustkowych wykazaty, ze ekspozycja tych
komoérek na wzrostajace stezenia Ca®* (0,2-1,2 mM) nie miata wptywu na sekrecje insuliny
[47]. Stad wydaje sie, iz zmiany sekrecji insuliny w odpowiedzi na fizjologiczne wahania
poziomu Ca?* s3 mato prawdopodobne.

PodsumowujaCc w niniejszych eksperymentach wykazatam, iz aktywacja CaR w
warunkach in vivo za pomocg R-568 zwicksza poziom insuliny w osoczu i zmniejsza poziom
glukozy we krwi u szczurow. Ponadto odwrotny efekt, zwigkszenie poziomu glukozy we krwi
oraz zmniegjszenie poziomu insuliny w osoczu zaobserwowano po zahamowaniu aktywnosci
CaR poprzez podanie kalcylityka - NPS2143.

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, iz aktywnos$¢ receptora wapniowego moze

mie¢ wptyw na mechanizmy posredniczace w sekrecji insuliny.
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. Whnioski

Prezentowane wyniki wskazujg, ze w warunkach in vivo zmiany aktywnosci receptora
wapniowego moga bra¢ udzial w mechanizmach posredniczacych w sekrecji insuliny.
Przedstawione wyniki doswiadczen wykazaly po raz pierwszy, ze aktywacja CaR za
pomoca kalcymimetyka R-568 zwigksza wydzielanie insuliny i zmniejsza stezenie
glukozy u szczurdw.

Natomiast hamowanie aktywno$ci CaR za pomocg kalcylityka NPS 2143, obniza
sekrecje insuliny i zwigksza stezenie glukozy we krwi u szczurdéw, co réwniez

wykazano po raz pierwszy.
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