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Streszczenie 

P2X7 to jonotropowy receptor nukleotydowy, stymulowany przez zewnątrzkomórkowe 

ATP, który działa jako kanał przepuszczalny dla kationów. Receptor ten może również 

tworzyć duży por błonowy, którego powstanie powoduje śmierć komórki. Receptor P2X7 

kontroluje wiele fizjologicznych i patologicznych procesów komórkowych, a jego 

podwyższona ekspresja jest często związana z progresją nowotworu. Ponieważ 

nukleotydy są ważnymi cząsteczkami sygnalizacyjnymi w ośrodkowym układzie 

nerwowym, P2X7 odgrywa również ważną, ale niejednoznaczną rolę w biologii glejaka. 

Celem niniejszych badań było zbadanie ekspresji i funkcji receptora P2X7 w trzech 

liniach komórkowych glejaków ludzi (U-138, U-251, LN-229) oraz jednej linii 

komórkowej glejaka szczura (C6). Pomimo iż transkrypy i białko receptora P2X7 były 

wykrywane we wszystkich wymienionych wyżej liniach, zaobserwowano znaczące 

różnice ich ilości w zależności od linii komórkowej. W linii komórkowej U-138 receptor 

wydawał się być nieaktywny, podczas gdy w komórkach linii U-251 oraz w komórkach 

linii C6 jego aktywacja powodowała pojawienie się sygnału wapniowego i tworzenie 

pora w błonie komórkowej. Pomimo tworzenia pora komórkowego, żywotność badanych 

komórek po podaniu specyficznego agonisty P2X7 – BzATP – nie uległa zmianie w 

przypadku linii U-138 i U-251. Co więcej, w linii C6 zaobserwowano zwiększenie 

intensywności metabolizmu komórkowego czemu towarzyszył wzrost ilości białek 

CD133, HSPA1, HSPA5, a także fosforylacji kinaz wpływających na postęp cyklu 

komórkowego: Akt oraz p38 MAPK. Wykazano również, że aktywacja receptora P2X7 

promowała adhezję komórek, depolaryzację mitochondriów i nadprodukcję reaktywnych 

form tlenu w komórkach linii C6 w warunkach in vitro.  

Zbadano też, wpływ receptora P2X7, na wzrost guzów glejaka C6 w warunkach in vivo. 

Wyniki, uzyskane w tych badaniach potwierdziły dane otrzymane in vitro. Podawanie 

zwierzętom inhibitora P2X7 – BBG – skutecznie hamowało rozwój guzów 

nowotworowych C6, zmniejszało uwalnianie ATP oraz wywierało hamujący wpływ na 

szlaki sygnałowe, sprzyjające przeżywaniu komórek nowotworowych. Zanotowano 

obniżenie ilości białek, które są związane z promowaniem agresywnego fenotypu 

nowotworu (CD133, HSPA1, HSPA5, Akt, p38 MAPK, NOS-2) oraz białek związanych 

z przejściem epitelialno-mezenchymalnym (N-kadheryna, wimentyna, β-katenina). 

Wykazano, że receptor P2X7 może być zaangażowany w kształtowanie mikrośrodowiska 

guza glejaka poprzez modulację odpowiedzi immunologicznej oraz regulację ekspresji 

markerów stanu zapalnego. 
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Przedstawione wyniki znacząco poszerzają wiedzę na temat roli receptora 

nukleotydowego P2X7 w rozwoju glejaka. Po raz pierwszy usystematyzowano wyniki 

wskazujące na promujący wpływ receptora na podziały komórek glejaka in vitro i 

jednocześnie pokazano korelację ze wzrostem guzów nowotworowych in vivo. Co więcej, 

zostały zbadane wewnątrzkomórkowe ścieżki sygnałowe, które pozwoliły wytłumaczyć 

molekularne mechanizmy działania receptora P2X7 w komórkach glejaka oraz wpływ 

tego receptora na odpowiedź układu odpornościowego w trakcie rozwoju nowotworu. 
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Abstract 

P2X7 is an ionotropic nucleotide receptor that acts as a cation permeable channel upon 

ATP stimulation. This receptor can also form a large transmembrane pore or transmit an 

ATP-dependent signal without creating a channel at all. P2X7 receptors control many 

physiological and pathological cellular processes, and their increased expression is often 

associated with tumor progression. Since nucleotides are important signaling molecules 

in the central nervous system, P2X7 also plays an important but ambiguous role in 

glioblastoma biology. Therefore, our research aimed to investigate the expression and 

function of the P2X7 receptor in three human glioblastoma cell lines (U-138, U-251, LN-

229) and in one rat glioma cell line (C6). Although the receptor mRNA and protein were 

detected in all the studied cells, we found profound differences in their level. In U-138 

human cell line, the receptor seemed to be inactive, while in U-251 human and C6 rat cell 

line its activation resulted in calcium influx and large pore formation. The viability of 

studied cells upon the administration of specific P2X7 agonist – BzATP – was not affected 

for U-138 and U-251, whereas for C6 cells a stimulatory effect was observed. This 

process is accompanied by an increase of prosurvival proteins expression (CD133, 

HSPA1, HSPA5) as well as an increase in phosphorylation of kinases influencing the 

progress of the cell cycle (Akt and p38 MAPK). It was also shown that P2X7 activation 

promoted cell adhesion, mitochondria depolarization, and overproduction of reactive 

oxygen species in C6 cells in vitro. 

The effect of the P2X7 receptor on the growth of C6 glioma tumors in vivo was also 

investigated. These results are in the line with the majority of the data obtained in vitro. 

The administration of BBG, a P2X7 inhibitor, effectively inhibited growth of the tumor 

mass and tumor development, reduced the amount of ATP with a simultaneous decrease 

of cancer-associated pro-survival protein expression. A decreased level of negative 

prognostic cancer markers (CD133, HSPA1, HSPA5, Akt, p38 MAPK, NOS-2) and 

proteins related to the epithelial-mesenchymal transition (N-cadherin, vimentin, β-catenin) 

were noted. It has also been shown that the P2X7 receptor may be involved in shaping 

the glioblastoma tumor microenvironment by modulating the immune response and 

regulating the level of inflammatory markers. 

These data bring some new insight into P2X7 influence on the biology of glioma. For the 

first time, the results showing the receptor-promoting effect on the proliferation of glioma 

cells in vitro were shown in correlation with the growth of neoplastic tumors in vivo. 

Moreover, the cell signaling pathways were investigated to elucidate the molecular 
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mechanisms activated by P2X7 receptor in glioblastoma cells as well as the receptor 

engagement in shaping of glioma tumor microenvironment through modulation of 

inflammation marker profile. 
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

 

ADP - adenozyno-5’-difosforan 

AMP - adenozyno-5’-monofosforan 

ATP - adenozyno-5’-trifosforan 

ATPγS - adenozyno 5-(γ-tio) trójfosforan 

BBG – ang. Brilliant Blue G – błękit brylatnowy 

BCNU - karmustyna 

BSA - ang. bovine serum albumin - albumina z surowicy bydlęcej 

BzATP -  2’,3’-O-(4-benzoylo-benzoyl)adenozyno 5’-trójfosforan  

cAMP - ang. cyclic adenosine monophosphate - cykliczny adenozyno-3′,5′

monofosforan 

CARD - ang. caspase activation and recruitment domains – domena przyłączająca i 

aktywująca kaspazy 

DAG – ang. diacylglycerol - 1,2-diacyloglicerol 

DMEM - ang. Dulbecco's modified eagle medium - pożywka hodowlana 

EDTA - ang. ethylenediaminetetraacetic acid - kwas wersenowy  

EGF – ang. epidermal growth factor – czynnik wzrostu naskórka 

FBS - ang. fetal bovine serum - surowica płodowa bydlęca 

EGFR - ang. epidermal growth factor receptor - receptor nabłonkowego czynnika 

wzrostu 

EMT – ang. epithelial-mesenchymal transition – przejście epitelialno - mezenchymalne 

GPCR – ang. G-protein-coupled receptors – receptory sprzężone z białkiem G 

GTP – guanozyno-5’-trifosforan 

HIF-1 - ang. hypoxia-inducible factor 1 – czynnik indukowany hipoksją 1 

HRP - ang. horseradish peroxidase - peroksydaza chrzanowa 

HSP – ang. heat shock proteins – białka szoku cieplnego 

IP3 - 1,4,5-trisfosforan inozytolu 

IP3R - ang. inositol trisphosphate receptor – receptor inozytolotrójfosforanu 

LBP - ang. lipopolysaccharide binding protein – białko wiążące lipopolisacharyd 

LPS – lipopolisacharyd 

MAPK - ang. mitogen-activated protein kinase - kinazy aktywowane mitogenami 

MCP-1 - ang. monocyte chemotactic protein 1 - białko chemotaktyczne monocytów 1 

MIP-1 - ang. macrophage inflammatory protein 1 – białko zapalne makrofagów 1 
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miRNA – ang. microRNA – mikroRNA 

NF- κβ - ang. nuclear factor kappa B - jądrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B 

oxATP - ang. oxidized ATP – nadjodan ATP 

PAMP – ang. pathogen-associated molecular patterns – wzorce molekularne związane 

z patogenami 

PBS - ang. phosphate buffer saline - sól fizjologiczna buforowana fosforanami 

PIP2 - ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate - bisfosforan fosfatydyloinozytolu 

PKC - ang. protein kinase C – kinaza białkowa C 

PLC β - ang. phospholipase C – fosfolipaza C 

PLD - ang. phospholipase D – fosfolipaza D 

PPADS - kwas (fosforan pirydoksalu-6-azofenylo-2’,4’-disulfonowy)  

ROS – ang. reactive oxygen species – reaktywne formy tlenu 

SOCE - ang. store operated calcium entry – pojemnościowy napływ wapnia 

SDS - ang. sodium dodecyl sulfate - sól sodowa siarczanu dodecylu 

siRNA – ang. small interfering RNA – małe interferujące RNA 

RT-PCR - ang. reverse transcription polymerase chain reaction - 

reakcja łańcuchowa polimerazy z odwrotną transkryptazą 

TBS - ang. Tris buffer saline - sól fizjologiczna buforowana Tris   

TBS-T - ang. Tris buffer saline with Triton X-100 - sól fizjologiczna buforowana Tris z   

detergentem Triton X-100   

TLR4 - ang. toll-like receptor 4 – receptor toll podobny 4 

TMZ – temozlomid 

TNF-R1 - ang. tumor necrosis factor receptor 1 – receptor czynnika martwicy 

nowotworu 

Tris - ang. Tris(hydroxymethyl)aminomethane - Tris(hydroksymetylo)aminometan 

TGF-β - ang. transforming growth factor β – transformujący czynnik wzrostu β 

UTP - urydyno-5′-trifosforan 

VEGF – ang. vascular endothelial growth factor - czynnik wzrostu śródbłonka 

naczyniowego 

WB – Western Blot 
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1.1 ATP jako jedna z ważniejszych cząsteczek w historii życia 

ATP jest najbardziej rozpowszechnioną cząsteczką stanowiącą źródło energii chemicznej 

w procesach metabolicznych. Nukleotyd ten znajdziemy we wszystkich komórkach 

zwierząt, roślin oraz mikroorganizmów. Jest stale produkowany i zużywany w większości 

procesów komórkowych, poczynając od syntezy innych nukleotydów przez syntezę 

kwasów nukleinowych po transport substancji do i z wnętrza komórki oraz generowanie 

siły mechanicznej. Cząsteczki ATP zużywane są również tam, gdzie reakcje syntezy 

chemicznej wymagają wkładu energii lub gdzie procesy regulacyjne wymagają 

nieodwracalności termodynamicznej reakcji im towarzyszących. Szacunkowo ludzki 

organizm w ciągu doby zużywa tyle ATP, ile waży. Stężenie ATP wewnątrz komórki jest 

wypadkową procesów syntezy nowych cząsteczek ATP oraz jego hydrolizy i stężenie tego 

nukleotydu jest silnie związane z aktywnością metaboliczną komórki. Zwykle w 

komórkach ssaków wartość ta wynosi około od 3-5 mM (Jones, 1986; Gorman i wsp., 

2007), i jest o wiele rzędów wielkości większa niż w przestrzeni międzykomórkowej, 

gdzie wynosi 1-10 nM (Giuliani i wsp., 2019). 

Aby w pełni zrozumieć kluczową rolę ATP w rozwoju życia na ziemi należy się cofnąć 

do początków ewolucji procesów energetycznych i przekazywania informacji z 

wykorzystaniem kodu genetycznego. To właśnie w tych procesach kluczową rolę 

odgrywały pierwsze nukleotydy. Nieorganiczne fosforany były podstawowymi 

związkami budulcowymi w rozwoju życia na ziemi. Pochodzenie tych związków na 

ziemi jest zagadkowe, jedną z postulowanych teorii jest pozaziemskie pochodzenie 

fosforanów na przykład z meteorytów uderzających w powierzchnię ziemi na wczesnym 

etapie rozwoju planety (Bryant i wsp., 2013). Bez tych związków niemożliwe byłoby 

powstanie istniejących do dziś i pełniących kluczową funkcję w przekazywaniu 

informacji genetycznej RNA i DNA. Wraz z rozwojem życia podstawowe formy 

przekazywania informacji zmieniały się, na początku występowały tylko długie, 

samoreplikujące się łańcuchy RNA, w których nukleotydy pełniły głównie budulcową 

rolę. Jednak, gdy pojawiły się pierwsze prymitywne komórki, a główną rolę nośnika kodu 

genetycznego przejęło DNA, nukleotydy zaczęły pełnić rolę energetyczną (Bada, 2004). 

Na przestrzeni wieków wyłoniły się tylko dwie cząsteczki energetyczne – GTP - 

występujące tylko w niektórych rodzajach reakcji, oraz ATP – powszechnie występujące 

w prawie każdej reakcji zachodzącej w organizmie żywym. Powszechność ATP w 

organizmach żywych może być związane z większą energią swobodną hydrolizy niż GTP, 
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co spowodowało spopularyzowanie tej cząsteczki w się pierwszych organizmów 

prokariotycznych (Denton, 2009; Bazil i wsp., 2010). Pomimo dużych zalet 

wykorzystania ATP jako nośnika energii, cząsteczka ta posiada poważną wadę. Nie jest 

możliwe przeprowadzanie reakcji z wykorzystaniem ATP w środowisku o dużym, 

stężeniu jonów wapnia. Wynika to z właściwości chemicznych tej cząsteczki. Wapń łączy 

się z ATP powodując powstanie nierozpuszczalnych soli, niemożliwych do 

wykorzystania przez organizmy żywe. Spowodowało to problem, gdy na ziemi, w 

praoceanie znacząco podniosło się stężenie jonów wapnia (Kazmierczak i wsp., 2013). 

Wtedy organizmy żywe u których ATP pełniło kluczową role energetyczną musiały 

wytworzyć system błon, ochraniających wnętrze komórki przez niekorzystnym 

środowiskiem oraz system skomplikowanych białek na powierzchni tych błon, które 

miały utrzymywać niskie stężenie jonów wapnia wewnątrz komórki poprzez aktywne 

wypompowywanie z wykorzystaniem ATP.  Podsumowując ATP jest potrzebne do 

utrzymania stałego stężenia jonów wapnia w komórce, aby ATP mogło być w nim 

swobodnie produkowane i hydrolizowane. Ta zależność sprawiła, że ATP i wolne jony 

wapnia stały się jednymi z najbardziej podstawowych cząsteczek sygnałowych, już we 

wczesnych stadiach ewolucji organizmów żywych (Berridge i wsp., 2003; Clapham, 

2007). 

 

1.2 Receptory nukleotydowe  

Pierwsze wzmianki o tym, że ATP oprócz funkcji energetycznej, może pełnić funkcję 

neurotransmitera pojawiły się w roku 1972. Burnstock w swoich badaniach wskazał, że 

jelita oraz pęcherz świnki morskiej, poddane działaniu zewnątrzkomórkowego ATP 

skurczą się w sposób niezależny od znanych neurotransmiterów. Początkowo do idei 

sygnalizacji nukleotydowej świat naukowy odnosił się sceptycznie. Wynikało to z 

wcześniejszych badań skoncentrowanych głównie na wewnątrzkomórkowych procesach 

związanych z funkcjami energetycznymi ATP (Gillespie 1934; Lippman 1941; Meyerhof 

1951; Lo i wsp., 1968). Niechęć środowisk wynikała również z wyników pomiarów 

stężenia ATP w środowisku zewnątrzkomórkowym (1-10 nM na zewnątrz komórki, 3-

5mM w cytoplazmie) oraz wielkością i ładunkiem cząsteczki, które nie pozwalają 

swobodnie przenikać przez błonę komórkową (Chaudry 1982). W 1976 roku Burnstock 

na podstawie badań farmakologicznych zdefiniował białka, które uczestniczyły w 

odpowiedzi komórki na zewnątrzkomórkowe ATP i nazwał je receptorami 



16 

 

purynergicznymi. W toku dalszych badań farmakologicznych i molekularnych podzielił 

receptory nukleotydowe na dwie grupy. P1 stymulowane przez adenozynę oraz P2 

stymulowane przez ATP i ADP. Dalsze badania przeprowadzone w pracowni Burnstocka 

doprowadziły do podziału rodziny P2 na receptory metabotrobowe - P2Y oraz 

jonotropowe - P2X (Burnstock i Kennedy 1985; Burnstock i Alexei 2012) (Rycina 1.1). 

Co więcej badania konwersji nukleotydów po podaniu ich do środowiska 

zewnątrzkomórkowego, spowodowały odkrycie na powierzchni błony enzymów 

hydrolizujących nukleotydy i obraz sygnalizacji nukleotydowej stał się bardziej pełny i 

zróżnicowany (Ziganshin i wsp., 1994; Lazarowski i wsp., 2000) .  

 Rodzina P1 

Rodzina P1 grupuje receptory stymulowane przez adenozynę. Są to receptory 

metabotropowe, czyli takie, których pobudzenie zewnątrzkomórkowe powoduje inicjacje 

reakcji metabolicznych w cytoplazmie (Schmidt i wsp., 2007). Należą one do różnorodnej 

Rycina 1.1. Schematyczne przedstawienie sygnalizacji nukleotydowej w komórce żywej. Na ATP, ADP i 

UTP odpowiadają receptory z rodziny P2, natomiast na adenozynę receptory z rodziny P1. Stężenie 

nukleotydów w środowisku zewnątrzkomórkowym regulowane jest przez ektonukleazy, które hydrolizują 

nukleotydy z bardziej złożonych na prostsze oraz kinazę adenozynową, która z prostych nukleotydów 

tworzy bardziej złożone. (zmodyfikowano według https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-

ben/activities-and-collaborations). 

https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and-collaborations
https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and-collaborations
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grupy receptorów sprzężonych z białkami G (GPCR: G-protein coupled receptors). 

Receptory te zbudowane są z siedmiu domen transbłonowych. Domeny transbłonowe 

mają budowę α-helisy i składają się z 20-25 reszt hydrofobowych aminokwasów. 

Miejscem wiązania się liganda są domeny tworzące  tzw. „kieszeń”, zanurzone w błonie 

komórkowej. Połączenia między domenami stanowią trzy pętle zewnątrzkomórkowe i 

trzy cytoplazmatyczne różnej wielkości. Koniec aminowy białka receptorowego 

umieszony jest po stronie zewnętrznej komórki i może ulegać licznym modyfikacjom 

potranslacyjnym. Koniec karboksylowy zlokalizowany jest po stronie 

wewnątrzkomórkowej i zawiera sekwencje aminokwasowe, które mogą ulegać 

fosforylacji. Białka G wiążą się z receptorem pod stronie wewnątrzkomórkowej, w 

obrębie trzeciej pętli. Receptory z rodziny P1 możemy podzielić na cztery podtypy: A1, 

A2A, A2B, A3. Homologia pomiędzy poszczególnymi podtypami wynosi około 50% 

(Fredholm 2000).  Receptor A1 wiąże się z białkami Gi/0, natomiast receptor A2A z 

białkiem Gs. Aktywacja receptora A1 powoduje zmniejszenie aktywności cyklazy 

adenylowej i stymuluje aktywność fosfolipazy C poprzez która następuje zwiększenie 

stężenia jonów wapnia w cytoplazmie (Schulte i Fredholm 2000; Schulte i Fredholm 

2003). Aktywacja receptora A2A, zwiększa aktywność cyklazy adenylowej i aktywuje 

ścieżki sygnałowe związane z kinazami MAP (Baraldi i wsp., 2008; Chen i wsp., 2013). 

Receptor A2B łączy się z białkami GsGq/11, a receptor A3 z białkami GiGq/11. Aktywacja 

A2A zwiększa aktywność cyklazy adenylowej, stymuluje aktywność fosfolipazy C oraz 

aktywuje kinazy MAP (Bader i wsp., 2017; Sun i Huang 2016). Stymulowanie receptora 

A3 zmniejsza aktywność cyklazy adenylowej, aktywuje fosfolipazę C przez co, tak jak w 

przypadku receptora A1, zwiększa stężenie jonów wapnia w komórce. Tak jak wszystkie 

wyżej wymienione receptory, A3 może stymulować aktywność kinaz MAP (Borea i wsp., 

2015, Fishman i wsp., 2002). Receptory A1 i A2A mogą zostać podbudzone przez niskie 

stężenie adenozyny, natomiast aktywacja receptorów A2B i A3 jest związana z 

występowaniem wysokich stężeń adenozyny w środowisku zewnątrzkomórkowym 

(Borea i wsp., 2018). Receptory z rodziny P1 jest szeroko rozpowszechnione w 

organizmach żywych i pełnią ważną rolę w utrzymywaniu homeostazy oraz w stanach 

patologicznych. 
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 Rodzina P2 

Rodzina receptorów P2 grupuje dwie zupełnie różne podrodziny receptorów 

nukleotydowych: metabotrobowe receptory P2Y oraz receptory P2X pełniące rolę 

kanałów jonowych. Zaklasyfikowanie tych podrodzin receptorów do wspólnej rodziny 

P2 jest związane z historycznym podziałem, opartym na cechach farmakologicznym, a 

nie mechanizmie działania, którego wówczas nie znano. Pod względem ligandów, które 

je aktywują receptory P2X i P2Y są podobne. Natomiast pod względem mechanizmu 

działania receptory P2Y i P2X są zupełnie różne.  

1.2.2.1 Receptory P2Y 

Rodzina P2Y grupuje receptory metabotrobowe aktywowane przez zewnątrzkomórkowe 

pochodne ATP i UTP. Pod względem budowy molekularnej i mechanizmów 

przekaźnictwa wewnątrzkomórkowego sygnału wykazują podobieństwo do receptorów 

adenozywonych P1.   

Rodzina receptorów P2Y to jedna z najliczniejszych grup receptorów nukleotydowych. 

Do tej pory odkryto aż 8 różnych wariantów tych białek: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, 

P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14 (von Kügelgen, i Hoffmann 2016). W rodzinie tej 

występują również tak zwane receptory sieroce – receptory zbliżone sekwencja do danej 

rodziny, ale bez znanego liganda (Murakami i wsp., 2008). Przykładem takiego receptora 

był receptor P2Y14 (Abbracchio i wsp., 2003). Jest to najbardziej zróżnicowana grupa 

receptorów nukleotydowych różnica w sekwnecji pomiędzy poszczególnymi typami 

wynosi od 21% do 57%. 

Receptory te zbudowane są z 7 domen transbłonowych, miejsce wiązania się ligandu 

znajduje się w utworzonej przez domeny TM3, TM6 i TM7 „kieszeni” w błonie 

komórkowej. Powinowactwo nukleotydów do tego regionu związane jest z dodatnio 

naładowanymi aminokwasami, które wykazują oddziaływania elektrostatyczne z 

resztami fosforanowymi w nukleotydach. Za przekazywanie sygnałów do wnętrza 

komórki odpowiadają trójpodjednostkowe (α,β,γ) białka G. Podjednostka α posiada 

domenę wiążącą GTP oraz pełni rolę GTPazy, czyli może przeprowadzić hydrolizę GTP 

do GDP. Gdy do podjednostki α przyłączone jest GDP, to jest ona związana z pozostałymi 

białkami kompleksu (β,γ) i pozostaje w formie nieaktywnej, przyłączonej do receptora. 

Jednak gdy do receptora zwiąże się agonista, następuje zmiana konformacyjna receptora 

i białka G. Powoduje to uwolnienie GDP, a następnie przyłączanie GTP do podjednostki 
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α. Tak zmieniona podjednostka α odłącza się od kompleksu białek β i γ i aktywuje 

kaskadę sygnalizacyjnych procesów w komórce. Aktywność białka G utrzymuje się tak 

długo jak do podjednostki przyłączone jest GTP. Gdy w wyniku hydrolizy GTP powstaje 

GDP wszystkie trzy podjednostki łączą się w nieaktywne białko G, przyłączone do 

receptora (Aittaleb i wsp., 2010; Barańska, 2014). 

Zgodnie z drzewem filogenetycznym stworzonym na podstawie różnic w sekwencjach 

genów, receptory P2Y możemy podzielić na dwie grupy. Do pierwszej należą receptory 

P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, a do drugiej P2Y12, P2Y13, P2Y14 (Schöneberg i 

wsp., 2007; Barańska i wsp., 2014). Receptory pierwszej grupy są związanie z białkami 

Gq/11. Ich stymulacja powoduje przekazanie sygnału przez białko Gq i aktywację 

fosfolipazy C typu beta (PLCβ). Aktywacja tego enzymy prowadzi do hydrolizy 

zamieszczonego w błonie komórkowej fosfatydyloinozytolo-(4,5)-bifosforanu (PIP2). W 

wyniku hydrolizy powstają dwa wtórne przekaźniki informacji: trisfosforan inozytolu 

(IP3) i 1,2-diacyloglicerol (DAG) (Wypych i Barańska, 2020). Rozpuszczalny w wodzie 

IP3 dyfunduje z błony plazmatycznej do cytoplazmy, a następnie przyłącza się do 

receptorów trifosforanu inozytolu (IP3R) na powierzchni siateczki śródplazmatycznej. 

Receptory te pełnią role kanałów jonowych, które mogą spowodować uwolnienie jonów 

wapnia z siateczki śródplazmatycznej, w efekcie czego dochodzi do podwyższenia 

stężenia wapnia w cytoplazmie, a następnie, w wyniku spadku stężenia jonów wapnia w 

siateczce śródplazmatycznej, dochodzi do otwarcia niezależnych od napięcia kanałów 

wapniowych w błonie komórkowej (Berridge 1993; Taylor i Thorn 2001). Proces ten 

powoduje zwiększenie stężenia wolnych jonów wapnia w komórce poprzez napływ 

jonów z przestrzeni międzykomórkowej. Ten proces wtórnego napływu wapnia z 

przestrzeni zewnątrzkomórkowej, następujący po opróżnieniu zasobów wapnia w 

siateczce śródplazmatycznej nosi nazwę pojemnościowego napływu wapnia (w języku 

angielskim przyjęła się nazwa SOCE – Store Operated Calcium Entry) (Hogan i Rao, 

2016). Drugi z wtórnych przekaźników, powstałych w wyniku aktywności PLCβ, DAG 

pozostaje w błonie komórkowej i aktywuje kinazę białkową C (PKC). Aktywna PKC 

może wywierać hamujący efekt na sam receptor oraz na PLC, hamując hydrolizę PIP2 i 

zmniejszając siłę sygnału wapniowego. Dodatkowo aktywacją PKC prowadzi do 

zwiększenia aktywności fosfolipazy D (PLD) oraz szlaku kinaz MAP (Wypych i 

Barańska, 2020). Podsumowując aktywacja receptorów P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, 

P2Y11 prowadzi do mobilizacji jonów wapnia w komórce. Trzeba jednak pamiętać, że 

receptory GPCR nie wykazują stuprocentowej specyficzności co do wiązanych 
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podjednostek α białek G i tak w przypadku receptora P2Y11 może nastąpić alternatywna 

aktywacja związana z połączeniem się białkiem Gs, która prowadzi do zwiększenia 

aktywności cyklazy adenylowej, a w konsekwencji do podwyższenia stężenia cAMP w 

komórce (Kennedy, 2017). Powinowactwo białek G, może również zostać zmienione po 

wejściu receptorów P2Y w kompleks z innymi białkami błonowymi. Przykładem jest 

kompleks integryny αvβ5 z receptorem P2Y2, w tych warunkach receptor może 

oddziaływać z białkiem G0, aktywując transdukcję sygnału przez białko Rac 1. Co więcej 

zmiana konformacyjna receptora P2Y2, poprzez integrynę αvβ5, powoduje transdukcję 

sygnału poprzez białko G12 oraz kinazę ROCK (Kłopocka i wsp., 2013). 

Należące do drugiej grupy, receptory P2Y12, P2Y13 i P2Y14, zmniejszają stężenie 

cAMP w komórce poprzez zahamowanie aktywności cyklazy adenylanowej. W 

receptorach tych transdukcja sygnału do wnętrza komórki odbywa się za pośrednictwem 

białka Gi/0. 

 

 Rodzina P2X 

Receptory z rodziny P2X to białka zupełnie niespokrewnione z receptorami P2Y. 

Receptory P2X są nieselektywnymi kanałami jonowymi, które otwierają się po 

stymulacji ATP lub innymi syntetycznymi agonistami (North, 2016), powodując 

przepływ prądu jonowego i depolaryzację błony komórkowej. Takie receptory nazywamy 

receptorami jonotropowymi. Receptory te nie są monomerami. Aby receptor mógł 

prawidłowo pełnić swoją funkcję musi powstać wielocząsteczkowy, oligomeryczny 

kompleks białkowy, który tworzy kanał jonowy w błonie komórkowej. Receptory te 

mogą być zarówno homo- jak i heterooligomerami. Funkcjonalny receptor P2X składa 

się zwykle z trzech podjednostek  z których powstaje kanał jonowy (Ralevic i Burnstock, 

1998). Podjednostka receptora P2X składa się z dwóch regionów transbłonowych (TM1 

i TM2), wewnątrzkomórkowych końców – karboksylowego i  aminowego oraz 

zewnątrzkomórkowej pętli, która może podlegać wielu modyfikacjom potraslacyjnym. 

Domena transbłonowa TM1 jest zaangażowana w regulację przewodnictwa przez kanał 

natomiast domena TM2 bierze kluczowy udział w formowaniu kanału jonowego (Khakh 

i wsp., 2001). W zewnątrzkomórkowej pętli zlokalizowane są miejsca wiązania ATP oraz 

antagonistów i allosterycznych regulatorów (Ennion i wsp., 2000; Rassendren i wsp., 

2000; Garcia-Guzman i wsp., 1997; Clarke i wsp., 2000). Do tej pory odkryto siedem 

genów kodujących podjednostki receptorów z rodziny P2X. Oznaczono je numerami od 
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1 do 7 (North 2002). Podobieństwo pomiędzy białkami z tej rodziny wynosi od 30 do 50 

procent w zależności od receptora (Rycina 1.2). Receptory rodziny P2X są szeroko 

rozpowszechnione w liniach komórkowych oraz tkankach organizmów ssaków 

(Burnstock i Knight 2004; Burnstock, 2007). 

 

1.3 Receptor P2X7 

Na tle rodziny P2X wyróżnia się szczególny receptor – P2X7. Pierwsze doniesienia o tym 

receptorze datuje się na rok 1980 gdy Cockcroft i Gomperts zaobserwowali zwiększone 

wydzielanie histaminy przez komórki tuczne szczura po stymulacji dużymi stężeniami 

zewnątrzkomórkowego ATP. W roku 1986 Gordon na podstawie danych z analiz 

farmakokinetycznych wysunął teorie istnienia nowego receptora P2Z, który może być 

aktywowany niskimi dawkami syntetycznych agonistów lub wysokimi stężeniami ATP, 

w porównaniu do innych receptorów nukleotydowych. Dodatkowo stymulacja receptora 

P2Z powodowała masywną depolaryzację błony oraz powstanie w błonie komórkowej 

pora przepuszczalnego dla cząsteczek wielkości powyżej 900 kDa (Coutinho-Silva i wsp., 

Rycina 1.2. Kladogram pokrewieństwa receptorów z rodziny P2X, w postaci drzewa filogenetycznego. 

Procentowe wartości przedstawiają stopień podobieństwa w łańcuchach aminokwasowych pomiędzy 

poszczególnymi receptorami. Skróty oznaczają kolejno: h –białko receptora człowieka, r –białko receptora 

szczura, m –białko receptora myszy, gp – białko receptora kawii domowej, c –białko receptora kury. 

(Zmodyfikowano wg. North i Surprenant, 2000) 
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1996; Ferrari i wsp., 1996). Identyfikacja nowego receptora nastąpiła w roku 1998, kiedy 

grupa badawcza Surprenant przeprowadziła udane klonowanie szczurzego genu 

kodującego P2X7 i wprowadzenie go do komórek ludzkich komórek HEK293. Od 

ukazania się powyższej pracy rozpoczęły się badania tego typu receptora w kolejnych 

gatunkach zwierząt. Receptor zaklasyfikowano do rodziny P2X. 

 Struktura genu kodującego P2X7 

Gen kodujący receptor P2X7 powszechnie występuje  u ssaków (Donnelly-Roberts i wsp., 

2009). Gen kodujący receptor P2X7 człowieka (hP2X7) zlokalizowany jest na 

chromosomie 12 w locus q24. Gen ten zbudowany jest z 53733 par zasad, na które składa 

się 13 eksonów (Buell i wsp., 1998). Te 13 eksonów może tworzyć 9 różnych wariantów 

składania genu różniących się długością powstającego mRNA oraz strukturą kodowanego 

białka (zostaną one omówione w dalszej części pracy). Gen P2X7 jest szeroko 

rozpowszechniony wśród innych modelowych gatunków zwierząt laboratoryjnych: 

gryzoni (szczur, mysz, kawia domowa), płazów (żaba szponiasta) oraz naczelnych 

(makak królewski). Gen kodujący receptor P2X7 myszy zlokalizowany jest na 

chromosomie 5 w locus 62.5 cM . Struktura genu receptora u myszy wykazuje 81% 

podobieństwa do genu człowieka kodującego ten receptor (Chessell i wsp., 1998). Gen 

kodujący białko P2X7 szczura zlokalizowany jest na chromosomie 12 w locus q16 i 

wykazuje 80% homologii do genu człowieka (Surprenant i wsp., 1996). Gen P2X7 u 

wszystkich do tej pory zbadanych gatunków zbudowany jest z 13 eksonów. Regulacja 

transkrypcji genu P2X7 może się odbywać z udziałem promotorów i wzmacniaczy 

transkrypcji, microRNA oraz długiego kodującego RNA (Long Coding RNA).  

Do tej pory zbadano strukturę promotorów człowieka i myszy. Region promotorowy genu 

P2X7 człowieka jest zlokalizowany pomiędzy nukleotydami –158 do +38 otaczających 

region rozpoczęcia transkrypcji (Zhou i wsp., 2009). Dodatkowo transkrypcja genu P2X7 

człowieka może być regulowana przez nieznane wzmacniacze transkrypcji w miejscach 

+222 - +323 oraz +401 - +573 poprzez hipermetylacje cytozyny (Zhou i wsp., 2009). 

Region promotorowy genu kodującego receptor P2X7 myszy zlokalizowano pomiędzy 

nukleotydami –249 do +17 otaczającymi miejsce startu transkrypcji (García-Huerta i 

wsp., 2012). Dodatkowo w genie myszy zidentyfikowano wzmacniacze trnskrypcji 

odpowiadające na pobudzenie przez kwas retoinodiowy (Witamina A) (Hashimoto-Hill i 

wsp., 2017; Heiss i wsp., 2008). Co ciekawe w badaniach nad receptorem P2X7 

człowieka zaobserwowano efekt zupełnie odwrotny. Podanie kwasu retoinodiowego 
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powodowało obniżenie ilości receptora P2X7 w komórkach pochodzenia neuronalnego u 

człowieka (Orellano i wsp., 2010; Wu i wsp., 2009). 

Poziom mRNA receptora P2X7 może być również skutecznie regulowany przez 

cząsteczki miRNA (microRNA). Cząsteczka miR-186 może obniżyć poziom transkryptu 

P2X7 w komórkach podocytów w nerkach (Sha i wsp., 2015). U myszy cząsteczka miR-

150 obniża z kolei ilość receptora P2X7 w nabłonku płuc regulując jednocześnie poziom 

wydzielania surfaktantów przez te komórki (Weng  i wsp. 2012). Co więcej cząsteczka 

miR-150 może wpływać kardioprotekcyjnie na kardiomiocyty w mysim modelu 

niedokrwienia serca (Tang i wsp., 2015), działając poprzez regulację apoptozy 

uszkodzonych komórek. Regulacja ilości P2X7 przez cząsteczki microRNA jest możliwa 

również w komórkach nowotworowych. Cząsteczki miR-150, miR-186, miR-21 

obniżające poziom transkryptu P2X7 są nadprodukowane w nowotworach piersi, szyjki 

macicy, pęcherza moczowego i płuc (Zhou i wsp., 2008; Huang i wsp., 2013; Boldrini i 

wsp., 2015).   

Ostatnią znaną możliwością regulacji poziomu transkrypcji genu P2X7 jest regulacja 

poprzez długie niekodujące RNA (long-noncoding RNA, lncRNA). Krótkie interferujące 

RNA komplementarne do lncRNA NONRATT021972 obniża ilość receptora P2X7 w 

wielu patologicznych stanach takich jak ból neuropatyczny (Liu i wsp., 2016), 

niedotlenienie mięśnia sercowego (Tu i wsp., 2016; Zou i wsp., 2016), oraz w stresie 

metabolicznym (Li i wsp., 2016; Xu i wsp., 2016). siRNA komplementarne do lncRNA 

uc.48+ obniża ilość receptora P2X7 w neuronach szczurów chorujących na cukrzyce (Wu 

i wsp., 2016).  

 Struktura białkowa receptora P2X7  

Funkcjonalny receptor P2X7, tak jak wszystkie receptory z rodziny P2X, zbudowany jest 

przynajmniej z trzech podjednostek kodowanych przez gen P2RX7 (Rycina 1.3). 

Podjednostka receptora P2X7 zbudowana jest z 595 aminokwasów. W strukturze 

podjednostki można wyróżnić dwie domeny transbłonowe, pętlę zewnątrzkomórkową 

(która zawiera miejsca wiązania się ATP) oraz wewnątrzkomórkowe końce - aminowy i 

karboksylowy. Koniec aminowy reguluje przepływ jonów wapnia przez kanał jonowy 

oraz odpowiada za aktywację kinaz sygnałowych (Amstrup i Novak, 2003; Liang i wsp., 

2015). Koniec karboksylowy w receptorze P2X7 jest zdecydowanie dłuższy niż w innych 

receptorach z rodziny P2X. Postuluje się część ta jest odpowiedzialna za oligomeryzację 

oraz tworzenie się pora błonowego (Smart i wsp., 2003; Costa-Junior i wsp., 2011). Co 
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więcej na końcu karboksylowym znajduje się również miejsce wiązania dla 

lipopolisacharydu, co świadczy o ważnej roli tego receptora w regulacji procesów 

zapalnych (Denlinger i wsp., 2001; Leiva-Salcedo i wsp., 2011). Dodatkowo koniec 

karboksylowy zawiera domeny mogące oddziaływać z innymi białkami (Surprenant i 

wsp., 1996). 

 Modyfikacje potranslacyjne receptora P2X7 

Białko receptora P2X7 może ulegać wielu modyfikacjom potranslacynym, takich jak N-

glikozylacja, palmitylacja, fosforylacja/defosforylacja oraz ADP-rybozylacja.  

Na końcu karboksylowym receptora znajduje się kilka domniemanych miejsc, w których 

może zachodzić fosforylacja (Y382-384). Badania zmian fosforylacji tego regionu w 

komórkach mikrogleju człowieka wykazały znaczącą rolę tego receptora w regulacji bólu 

oraz tolerancji na opioidy (Leduc-Pessah i wsp., 2017). Interesującym faktem jest to, że 

modyfikacja ta nie wpływała w żaden sposób na zdolność przepuszczania jonów przez 

kanał receptora P2X7. Karboksylowy koniec receptora P2X7 może również ulegać 

palmitylacji. Modyfikacja ta jest powiązana z interakcjami między receptorem a błoną 

komórkową. Ukierunkowana mutageneza miejsca palmitylacji wpływała na obecność 

receptora w błonie komórkowej. Komórki ze zmutowanym wariantem receptora P2X7, 

 

Rycina 1.3. Struktura funkcjonalnego trimeru P2X7. A, C Receptor P2X7 w stanie niepobudzonym z 

zamkniętym kanałem jonowym. B i D Receptor P2X7 pobudzony przez zewnątrzkomórkowe ATP z 

otwartym kanałem jonowym (Zmodyfikowano wg. Wei 2016). 
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niezdolnym do palmitylacji, miały obniżoną ilość tego receptora w błonie komórkowej, 

natomiast dużą ilość w retikulum endoplazamatycznym (Gonnord i wsp., 2009).  

Rejonem które ulega N-glikozylacji jest z kolei pętla zewnątrzkomórkowa. Znajduje się 

tam pięć miejsc, które mogą ulegać tej modyfikacji: N187, N202, N213, N241, N284. 

Schemat glikozylacji może różnić się w zależności od rodzaju tkanki (Lenertz i wsp., 

2010). N-glikozylacja oprócz wpływu na poziom receptora w komórkach, powoduje 

również zmiany w transdukcji sygnału wewnątrz komórki. Ukierunkowana mutageneza 

w miejscu N187 powodowała zablokowanie modyfikacji tego miejsca, a w rezultacie 

zmniejszoną aktywność receptora P2X7 (Di Virgilio i wsp., 2018).  

Ostania znaną modyfikacja postranslacyjną, jaką może być poddany receptor P2X7 jest 

ADP-rybozylacja. Modyfikacja ta powoduje alternatywną aktywację P2X7 poprzez 

imitowanie przyłączenia ATP w miejsce aktywne. Enzymy ART2.1 oraz ART2.2 

rybozyluja receptor P2X7 w pozycji R125, w hipotetycznym miejscu wiązania się ATP, 

co powoduje jego trwałą aktywację oraz zmniejszenie powinowactwa do 

zewnątrzkomórkowego ATP (Adriouch i wsp., 2001; Adriouch i wsp., 2008). 

Modyfikacja ta została zaobserwowana tylko u gryzoni, gdyż w tkankach człowieka nie 

występują enzymy ART2.1 i ART2.2 potrzebne do przeprowadzenia tego procesu (Haag 

i wsp., 1994). 

 Warianty składania białka P2X7 

Do tej pory zidentyfikowano 9 wariantów składania genów kodujących ludzki receptor 

P2X7 (Rycina 1.4). Gen tworzący pełną i prawidłowo zbudowaną podjednostkę receptora 

oznaczono symbolem P2X7A, natomiast kolejne warianty, wynikające z alternatywnego 

składania, nazwano kolejnymi literami alfabetu od B do J. Przeprowadzone badania 

wykazały jednak, że tylko 3 spośród skróconych wariantów białka mogą tworzyć 

podjednostki receptora. Są to kolejno: P2X7B, P2X7H i P2X7J (Feng i wsp., 2006; 

Adinolfi i wsp., 2010; Giuliani i wsp., 2014). Izoforma P2X7B charakteryzuje się, w 

porównaniu do izoformy P2X7A, krótkim fragmentem karboksylowym. Izoforma ta, o 

długości 364 aminokwasów, tworzy funkcjonalny kanał jonowy, który z powodu 

skróconego fragmentu karboksylowego nie może uformować funkcjonalnego pora w 

błonie komórkowej, a długotrwała stymulacja P2X7B, nie prowadzi do śmierci komórek. 

Co więcej, obecność tej izoformy może powodować intensyfikację proliferacji poprzez 

stymulację czynnika transkrypcyjnego NFAT1 przez jony wapnia (Adinolfi i wsp., 2010). 

Kolejna izoforma - P2XH o długości 274 aminokwasów, tworzy niefunkcjonalny kanał 
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jonowy (Cheewatrakoolpong i wsp., 2005). Ostatni z wykrytych na poziomie białka 

izofrom recetora to izoforma P2X7J. Zbudowana jest z 258 aminokwasów i potrafi 

tworzyć, razem z izoformą P2X7A, niefunkcjonalne heterotrimery. Taki heterotrimer 

zwiększał oporność komórek nowotworu szyjki macicy na zewnątrzkomórkowe ATP, nie 

powodując śmierci komórkowej (Feng i wsp., 2006). 

U gryzoni wykryto cztery warianty składania dla genu kodującego podjednostkę P2X7 

(P2X7B, P2X7C, P2X7D, P2X7K). Izoformy P2X7B i P2X7D potrafią tworzyć 

heterodimery z izoformą P2X7A, zmniejszając aktywność tak zbudowanego receptora 

P2X7. Izoforma P2X7K zbudowana jest z 592 aminokwasów, która gdy utworzy receptor 

P2X7 charakteryzuje się większym powinowactwem do ATP niż receptor zbudowany z 

podjednostek izoformy P2X7A (Schwarz i wsp., 2012). 

 

 Aktywacja receptora P2X7 

Receptor P2X7 tak jak wszystkie receptory tej grupy aktywuje się po stymulacji 

zewnątrzkomórkowym ATP.  Jednak w porównaniu do innych receptorów P2X, stężenie 

liganda musi być wyższe, około od 50 µM do 2,5 mM. Stężenie efektywnie aktywujące 

receptor jest różne w zależności od gatunku organizmu, z którego pochodzi (Surprenant 

Rycina 1.4. Graficzne przedstawienie możliwych wariantów alternatywnego składania receptora P2X7 

(zmodyfikowano wg. Andrejew i wsp., 2020). 
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i wsp., 1996; Rassendren i wsp., 1997; Bradley i wsp., 2011; Roman i wsp., 2009; Fonfira 

i wsp., 2008). 

Receptor P2X7 może być również aktywowany przez syntetyczne analogi ATP, takie jak 

2(3)-O-(4-benzoylbenzoyl) ATP (BzATP) oraz adenozyno 5-(γ-tio) trójfosforan (ATPγS). 

BzATP wykazuje około 10 razy większe powinowactwo do receptora P2X7, niż ATP. 

Wyjątkiem jest receptor P2X7 pochodzący z komórek kawii domowej (Fonfira i wsp., 

2008), w tym przypadku BzATP aktywował receptor P2X7 nieznacznie silniej niż ATP. 

ATPγS aktywuje P2X7 pochodzący z myszy, szczura, psa i człowieka jednak poziom 

aktywacji jest znacząco słabszy w porównaniu do BzATP i ATP (Donnelly-Roberts i wsp., 

2009; Spildrejorde i wsp., 2014) (Tabela 1.1). 

Ciekawą i odmienną ścieżką aktywacji P2X7 jest jego stymulacja zależna od 

lipopolisacharydów z bakterii gram-ujemnych (LPS). Wprowadzenie do wnętrza 

komórki konstruktu genetycznego, powodującego produkcję LPS-u w cytoplazmie 

stymuluje kaspazę 11, która aktywuję, poprzez cięcie, kanał panneksynę-1. Powoduje to 

zwiększone uwalnianie ATP do środowiska zewnątrzkomórkowego i aktywację  P2X7 

(Yang i wsp., 2015). Co więcej postuluje się, że LPS może wpływać na zwiększenie 

czułości receptora P2X7 na zewnątrzkomórkowe ATP, poprzez przyłączenie do domeny 

wiążącej LPS w tymże receptorze i zmiany konformacyjne (Denlinger i wsp., 2001).  

Istnieją doniesienia wskazujące na pozytywną rolę katelicydyn w regulacji aktywności 

receptora P2X7. Należący do tej rodziny antybakteryjny peptyd LL-37 aktywował 

receptor P2X7, powodując dojrzewanie i uwolnienie IL-1β (Elssner i wsp., 2004). 

Badania przeprowadzone przez inne grupy badawcze, wskazują jednak, że LL-37 nie 

Tabela 1.1. Zestawienie aktywności agonistów receptora P2X7 w zależności od gatunku, oraz stosowanego 

agonisty. EC50 onzacza medialne stężenie efektywne wyrażone w mikromolach (Na postawie Bartlett i wsp., 

2014) . 
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aktywuje receptora P2X7 bezpośrednio, tylko działa jako czynnik zwiększający czułość 

na ATP (Pochet i wsp., 2006; Tomasing i wsp., 2008), poprzez modulację allosteryczną. 

W podobny sposób mogą regulować aktywność P2X7, liczne substancje takie jak: tenidap 

(Sanz i wsp., 1998),  polimyksyna B (Ferrari i wsp., 2004), klemastyna (Nörenberg i wsp., 

2011), iwermetyna (Nörenberg i wsp., 2012) oraz ginsenozydy (Helliwell i wsp., 2015). 

 

 Zahamowanie aktywności receptora P2X7 

W trakcie intensywnych badań nad receptorem P2X7 odkryto wiele związków 

chemicznych, mogących hamować jego aktywność (Tabela 1.2). Każdy z tych 

antagonistów różni się powinowactwem do receptora, mechanizmem działania oraz 

specyficznością gatunkową. 

Pierwsze generacje inhibitorów P2X7 były silnie niespecyficzne, oprócz zahamowania 

aktywności, P2X7 blokowały również inne receptory z rodziny P2 (Gever i wsp., 2006). 

Przykładem takich inhibitorów jest PPADS (Lambrecht i wsp., 1992; Valera i wsp., 1994) 

i suramina (Urbanek i wsp., 1990) które, blokowały również inne receptory z rodziny: 

P2X, P2Y oraz P1. Zdecydowanie bardziej specyficznym inhibitorem P2X7 pierwszej 

generacji było oxATP (Murgia i wsp., 1993), które przyłącza się w nieodwracalny sposób 

do receptora P2X7. Jednak dalsze badania wykazały, że nie jest to idealny antagonista. 

Oprócz nieodwracalnej inhibicji spowodowanej przez kowalencyjne zmiany struktury 

białkowej, oxATP może również hamować aktywność receptorów P2X2 oraz P2X3 

(Evans i wsp., 1995). 

Jednym z najbardziej rozpowszechnionych w użyciu inhibitorów P2X7 pierwszej 

generacji, jest Błękit brylantowy G (BBG) (Soltoff i wsp., 1989; Jiang i wsp., 2000). 

Inhibitor ten wykazuje największe powinowactwo do szczurzego receptora P2X7, 

blokując go przy nanomolarnych stężeniach. Jest to stosunkowo tani i nietoksyczny 

inhibitor, jednak należy wspomnieć, że nie jest pozbawiony wad. BBG może hamować 

aktywność innych receptorów P2X takich jak: P2X1, P2X2, P2X3 oraz P2X4 (Jiang i 

wsp., 2000). Co więcej istnieją doniesienia o inhibicji paneksyny-1 przez BBG (Qiu i 
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Dahl, 2009; Dahl i wsp., 2013). Warto też wspomnieć, że BBG jest barwnikiem, co w 

niektórych zastosowaniach może powodować problemy. 

Wraz z rozwojem nowych metod przesiewowych oraz poznaniu dokładnej struktury 

białkowej receptora P2X7, pojawiły się inhibitory drugiej generacji. Ich pojawienie się 

było wynikiem zainteresowania przemysłu farmaceutycznego, które było skutkiem 

stwierdzenia ważnej rola receptora P2X7 w regulacji stanu zapalnego (Virgillio i wsp., 

2017) i bólu neuropatycznego (Zhang i wsp., 2020) . Inhibitory P2X7 pierwszej generacji, 

były głównie, oparte na badaniach in vitro i jak się okazało, często nie nadawały się do 

zastosowania in vivo. Było to spowodowane szybką degradacją inhibitora po podaniu do 

organizmu zwierzęcia oraz słabymi właściwościami farmakokinetycznymi (Bartlett i 

wsp., 2014). Inhibitory nowej generacji charakteryzują się zwiększoną efektywnością, w 

stosunku do pierwszej generacji oraz większą biodostępnością w układzie in vivo (Nelson 

i wsp., 2006; Michel i wsp., 2007; Broom i wsp., 2008; Honore i wsp., 2009; Letavic i 

wsp., 2013; Pupovac i wsp., 2013). 

Alternatywą dla inhibitorów w postaci małych cząsteczek chemicznych są monoklonalne 

przeciwciała oraz nanociała skierowane przeciwko receptorowi P2X7. Podanie 

Tabela 1.2. Zestawienie efektywności antagonistów receptora P2X7 w zależności od gatunku, oraz 

stosowanego antagonisty. Cztery pierwsze od lewej to inhibitory pierwszej generacji, cztery następne to 

inhibitory drugiej generacji. IC50 oznacza medialne stężenie inhibitora wyrażone w mikromolach (na 

postawie Bartlett i wsp., 2014). 
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przeciwciała anty-P2X7 zmniejszało stan zapalny w mysim modelu wrzodziejącego 

zapalenia jelit (Kurashima i wsp., 2012). Zastosowanie nanociał skierowanych przeciwko 

P2X7 zmniejszało z kolei kontaktowy wyprysk alergiczny w mysim modelu in vivo 

(Danquah i wsp., 2016). Przeciwciała anty-P2X7 mogą się również łączyć z krótkimi lub 

niefunkcjonalnymi izoformami receptora (Barden i wsp., 2003). Zastosowanie 

przeciwciała anty-P2X7 zmniejszało aktywność receptora P2X7 w komórkach mysiego 

czerniaka B16, powodując redukcję wielkości guza (Gilbert i wsp., 2017).   

Na inhibicję receptora P2X7 może wpływać również zewnątrzkomórkowe stężenie jonów. 

Wysokie stężenie jonów magnezu Mg2+ obniża intensywność sygnału wapniowego po 

stymulacji przez ATP, w komórkach szczurzych i ludzkich (Rassendren i wsp., 1997). 

Dalsze badania tego fenomenu wykazały wpływ innych jonów, takich jak wapń, cynk, 

miedź, na aktywność P2X7. Znaczący wpływ na aktywność miało też stężenie jonów 

wodorowych (pH) (Virginio i wsp., 1997). 

 

1.4 Funkcje i fizjologia receptora P2X7 w komórkach prawidłowych 

 Regulacja wydzielania interleukiny do środowiska zewnątrzkomórkowego 

Jedną z najbardziej intensywnie badanych, molekularnych funkcji receptora P2X7 jest 

udział w rozwoju stanów zapalnych, a dokładniej formowaniu inflamasomu NLPR3, a 

następnie w dojrzewaniu i uwalnianiu interleukiny 1β do środowiska zewnętrznego przez 

makrofagi oraz inne komórki układu odpornościowego (Gudipaty i wsp., 2003; He i wsp., 

2013). Wydzielanie interleukiny do środowiska zewnątrzkomórkowego odbywa się 

dwuetapowo. W pierwszym etapie następuje synteza pro-interleukiny 1β oraz składników 

inflamasomu NLPR3 przez stymulację czynnika transkrypcyjnego NF-κβ. Czynnik ten 

aktywuje się gdy komórka zostanie poddana działaniu specyficznych wzorców 

molekularnych związanych z patogenami (PAMP). Przykładem takiego wzorca jest LPS, 

który łącząc z białkiem wiążącym LPS (LBP) oraz białkiem CD14, tworzy kompleksy 

aktywujące czwarty receptor toll podobny (TLR4). W drugim etapie następuje składanie 

inflamasomu, aktywacja kaspazy 1 oraz uwolnienie i dojrzewanie interleukiny 1β. 

Zewnątrzkomórkowe ATP aktywuje, znajdujący się na zewnętrznej błonie komórek 

układu odpornościowego receptor P2X7, który działając jako nieselektywny kanał 

jonowy powoduje wniknięcie, zgodnie z gradientem stężeń, jonów wapnia (Ca2+) oraz 

sodu (Na+) do wnętrza komórki. Jednocześnie zgodnie z gradientem stężeń, z komórki 

uwalniają się jony potasu (K+) i to zjawisko jest kluczowe w produkcji interleukiny 1β 
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(Perregaux i wsp., 1998; Muñoz-Planillo i wsp., 2013). Nagły spadek stężenia  potasu w 

komórce powoduje aktywację kaspazy 1 (Kahlenberg i Dubyak, 2004). Do 

nadprodukowanego w pierwszym etapie, białka NLPR3, przyłącza się cząsteczka 

adaptorowa ASC, która posiada  domenę rekrutującą kaspazy (CARD). Domena ta 

umożliwia wzmożoną  aktywację kaspazy 1 poprzez cięcie pro-kaspazy. Aktywna 

kaspaza prowadzi proteolityczne cięcie niedojrzałej formy IL-1β z formy o masie 35 kDa 

do formy aktywnej o masie 18 kDa (Gross i wsp., 2011). Tak zmieniona cytokina zostaje 

uwolniona na zewnątrz komórki, powodując indukcje stanu zapalnego.  

Interleukina 1β jest jedną z najlepiej zbadanych interleukin prozapalnych, bierze czynny 

udział w obronie komórki przed patogenami oraz w wielu chorobach metabolicznych, 

autoimmunologicznych oraz nowotworowych (Dinarello 1994; Macarthur i wsp., 2004; 

Dinarello, 2018). Proces ten następuje po stymulacji różnymi alarminami. 

Doświadczenia z myszami pozbawionymi genu kodującego receptor P2X7, wykazały 

jego kluczową rolę w formowaniu inflamasomu NLPR3 (Solle i wsp., 2001). Myszy te 

wykazywały obniżoną ilość produkowanej IL-1β oraz IL-6 po stymulacji przez ATP, co 

może świadczyć o roli receptora P2X7 w odpowiedzi prozapalnej. 

 

 Rola receptora P2X7 w innych drogach prozapalnych 

Receptor P2X7 jest zaangażowany w wydzielanie do środowiska zewnątrzkomórkowego 

prostaglandyn. W mysich makrofagach stymulacja receptora P2X7 powoduje 

wydzielenie prostaglandyny E2, tromboksany B2 oraz leukotreiny B4 (Barbera-Cremades 

i wsp., 2012). Aktywowany P2X7 może wpływać również na hydrolizę kwasu 

arachidonowego, który jest substratem dla syntezy cyklooksygenazy, prostaglandyny E2, 

które pełnią ważna rolę w stanie zapalnym, gorączce i bólu (El Ouaaliti i wsp., 2012). Co 

więcej aktywację P2X7 obserwuje się w uszkodzonych tkankach, w których rozpoczyna 

się naciek zapalny. Stymulowanie przez zewnątrzkomórkowe ATP, mysich komórek 

Kupffera indukowało nekrotyczną śmierć tych komórek oraz uwolnienie dużych ilości 

prostaglandyny E2 oraz IL-1β (Toki i wsp., 2009). Powyższe badania wskazują na P2X7 

jako ciekawy cel w leczeniu stanu zapalnego, który mógłby być alternatywą dla 

inhibitorów cyklooksygenazy (Barbera-Cremades i wsp., 2012). 
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 Stymulacja wytwarzania reaktywnych form tlenu oraz azotu 

Reaktywne formy tlenu są stałym elementem sygnalizacyjnym w komórce żywej. 

Enzymy łańcucha oddechowego, występującego w każdej aktywnie metabolizującej 

komórce, prowadząc fosforylację oksydacyjną, wytwarzają duże ilości reaktywnych form 

tlenu oraz azotu (Hoffman i Brookes, 2009), redukowanych przez systemy anty-

oksydacyjne (Bae i wsp., 2011). Reaktywne formy tlenu produkowane przez makrofagi i 

mikroglej pełnią rolę ochronną przed inwazją drobnoustrojów. 

W wielu stanach patologicznych takich jak nowotwory czy choroby metaboliczne poziom 

wolnych rodników jest zdecydowanie wyższy niż w komórkach prawidłowych (Liou i 

Storz, 2010; Alfadda i Sallam, 2012; Galadari i wsp., 2014). Sygnalizacja nukleotydowa 

może stymulować produkcję reaktywnych form tlenu. Receptor P2X7 w komórkach 

mikrogleju i makrofagów wpływał na fosforylację oksydazy NADPH, powodując 

zwiększenie produkcji reaktywnych form tlenu. Molekularny mechanizm tej aktywacji 

jest niejasny, z danych literaturowych wiadomo jednak, że oksydazy NADPH mogą być 

aktywowane przez wiele ścieżek związanych z sygnalizacją wapniową na przykład: przez 

kinazę białkową C, kinazy aktywowane mitogenami p38 i ERK1/2 oraz kinazę 3-

fosfoatydyloinozytolu (Guerra i wsp., 2007; Martel-Gallegos i wsp., 2009). 

Zaobserwowano, że ciągła stymulacja receptora P2X7 przez niskie stężenia ATP nie 

powoduje śmierci komórkowej, a zwiększa polaryzację błony mitochondrialnej poprzez 

podniesione stężenie wolnych jonów wapnia w cytoplazmie, a co za tym idzie również w 

mitochondriach. Wapń ten wpływał na fosforylację oksydacyjną, która stymulowała 

metabolizm komórkowy oraz wpływała na przeżywalność komórek w warunkach 

pozbawienia glukozy (Adinolfi i wsp., 2005; Amoroso i wsp., 2012). 

 Tworzenie pora komórkowego 

Wyjątkową właściwością receptora P2X7, odróżniająco go od innych receptorów z 

rodziny P2X jest jego dualistyczna natura. Oprócz nieselektywnego kanału kationowego, 

aktywowany P2X7 może, indukować powstanie błonowego pora, którego otwarcie, 

prowadzi do wnikania dużych cząsteczek (powyżej 900 kDa) oraz śmierci komórki 

(Surprenant i wsp., 1996; Rassendren i wsp., 1997). Wraz z długotrwałą stymulacją 

agonistami P2X7 zwiększa się przenikanie do wnętrza komórki organicznych kationów, 

np. N-metyl-D-glukaminy (Jiang i wsp., 2005), która jest zdecydowanie większa niż jony 

wapnia, potasu czy sodu. Czas tworzenia się pora jest różny i zależy od wielu czynników 
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takich jak: rodzaj linii komórkowej, wariant składania białka tworzącego receptor P2X7 

oraz agonista jakim jest stymulowany. 

Do tej pory przedstawiono dwa potencjalne mechanizmy tworzenia się pora 

komórkowego po stymulacji receptora P2X7. Pierwszy związany jest z białkiem, które 

wchodzi bezpośrednio w interakcję z receptorem P2X7 – Panneksyną-1. Istnieje wiele 

dowodów wskazujących na kluczową rolę tego białka w formowaniu pora komórkowego 

(Suadicani i wsp., 2012; Monif i wsp., 2009;). Eksperymenty z użyciem małego 

interferującego RNA, komplementarnego do genu kodującego Paneksynę-1 wykazały, że 

obniżenie ilości tego białka w liniach komórkowych THP-1, 1321 N1 i J774 znacząco 

hamowało wnikanie dużych fluorescencyjnych cząsteczek po stymulacji receptora P2X7 

(Pelegrin i Surprenant 2006; Locovei i wsp., 2007; Iglesias i wsp., 2009). Co więcej 

wiarygodność tej teorii potwierdzają eksperymenty z wykorzystaniem techniki 

koimmunoprecyptiacji, w których wykazano bezpośrednią interakcję receptora P2X7 z 

Panneksyną-1 (Li i wsp., 2011; Poornima i wsp., 2012).  

Doświadczenia z wykorzystaniem mysich makrofagów z usuniętym genem kodującym 

Panneksynę-1, sugerują istnienie innych mechanizmów. Komórki te pomimo braku 

Panneksyny-1 nie wykazywały zmniejszenia efektywności wnikania barwników do 

wnętrza komórki (Qu i wsp., 2011; Lemaire i wsp., 2011). 

Co więcej, w komórkach HEK293 ze stałą, zwiększoną ilością receptora P2X7 

zaobserwowano wnikanie tylko kationowych barwników takich jak Yo-Pro-1 oraz 

bromku etydyny. W mysich makrofagach zaobserwowano wnikanie barwników 

kationowych poprzez por, natomiast barwniki anionowe wnikały poprzez dyfuzję 

(Schachter i wsp., 2008; Cankurtaran-Sayar 2009).  

 Wpływ aktywacji  receptora P2X7 na reorganizację błony komórkowej  

Receptor P2X7 jest jednym z wielu białek zaangażowanych w reorganizację struktury 

błony komórkowej. Mechanizm tych zmian jest słabo poznany, jednak stymulacja 

niektórych rodzajów komórek zewnątrzkomórkowym ATP powoduje powstanie licznych 

pęcherzyków i wybrzuszeń w błonie komórkowej w krótkim czasie od podania agonisty 

(MacKenzie i wsp., 2001). Postuluje się że białkami odpowiedzialnymi za zmiany w 

błonie komórkowej jest kinaza ROCK I (Morelli i wsp., 2003), białko szoku cieplnego 

HSP90, które jest negatywnym regulatorem powstawania zmian w błonie komórkowej 

(Adinolfi i wsp., 2003), oraz białko EMP2 (Wilson i wsp., 2002). EMP2 wchodzi 

bezpośrednio w interakcję z końcem karboksylowym receptora P2X7, co może 
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wskazywać na powiązanie pomiędzy zmianami struktury błony komórkowej, a 

powstawaniem pora komórkowego po stymulacji receptora P2X7. Powstawanie 

pęcherzyków w błonie komórkowej nie jest związane tylko ze stresem komórkowym. 

Receptor P2X7 jest również zaangażowany w reorganizację błony komórkowej w 

komórkach leukocytów, w celu migracji przez naczynia krwionośne oraz macierz 

pozakomórkową (Qu i wsp., 2009). Co więcej, pojawienie się pęcherzyków w błonie 

komórkowej, po stymulacji receptora P2X7, jest pierwszym krokiem w powstawaniu 

pęcherzyków zewnątrzkomórkowych (Qu i wsp., 2009). 

 Regulacja śmierci komórkowej 

Jako że na końcu karboksylowym receptora P2X7 znajduje się domena podobna do 

domeny śmierci w receptorze czynnika martwicy nowotworów (TNF-R1), która jest 

zaangażowana w indukcję apoptozy, nie jest zaskakujące, że receptor ten bierze udział w 

regulacji śmierci komórkowej (Zanovello i wsp., 1990, Chow i wsp., 1997; Denlinger i 

wsp., 2001). Początkowo myślano, że aktywacja tego receptora prowadzi głównie do 

śmierci nekrotycznej (Virgilio i wsp., 1989). Jednak dalsze badania wykazały, że P2X7 

jest zaangażowany w inne rodzaje śmierci komórkowej. W literaturze możemy spotkać 

informacje o indukcji: pyroptozy (Yang i wsp., 2015), nekroptozy (Dubyak, 2012) oraz 

autofagii (Young i wsp., 2015). Istnieją nawet udokumentowane przypadki na 

występowanie charakterystycznych markerów różnych rodzajów śmierci komórkowej w 

obrębie jednej komórki. W mysich limfocytach stymulowanych przez ATP, najpierw 

zaobserwowano obkurczenie się komórek co jest charakterystyczne dla śmierci 

apoptotycznej, by po kilku minutach, traktowane komórki się rozpadły jak podczas 

śmierci nekrotycznej (Taylor i wsp., 2008). 

Zdolność do aktywacji śmierci komórkowej jest zależna od wariantu składania receptora. 

Aktywacja wariantu receptora P2X7B nie powoduje śmierci komórkowej w 

transfekowanych komórkach HEK293 (Adinolfi i wsp., 2010). 

Receptor P2X7 w znacznej większości nie powoduje indukcji śmierci apoptotycznej. 

Najczęstszym rodzajem śmieci komórkowej jest w przypadku aktywacji receptora P2X7 

nekroza. Co więcej aktywacja receptora nie zawsze prowadzi do jakiejkolwiek śmierci 

komórkowej. Zależy to od rodzaju komórek oraz izoformy receptora (Virgilio i wsp., 

2017). 
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 Stymulacja podziałów komórkowych 

Jak wspomniano we wcześniejszym podrozdziale, przez długi czas receptor P2X7 był 

uznany jako czynnik prowadzący do śmieci komórkowej (Virgilio i wsp., 2017). Jednak 

intensywne badania na różnych liniach komórkowych oraz z kolejnymi wariantami 

składania receptora wykazały, że receptor ten może pełnić zupełnie inną role. Pierwsze 

doświadczenia z limfocytami transfekowanymi przejściowo genem receptora P2X7 

wykazały zwiększoną proliferację tych komórek po stymulacji przez ATP (Baricordi i 

wsp., 1999). W komórkach limfocytów T aktywacja receptora P2X7 stymulowała 

autokrynne wydzielanie ATP do środowiska oraz interleukiny drugiej. IL-2 stymulowała 

aktywację czynników transkrypcyjnych w limfocytach T co w efekcie zwiększało ich 

intensywność proliferacji w myszach szczepu BBALB/c (Yip i wsp., 2009). Badania nad 

alternatywnymi wariantami składania receptora wykazały, że pozbawiona fragmentu z 

końca karboksylowego, krótsza izoforma P2X7B może wpływać na zwiększenie 

intensywności proliferacji (Adinolfi i wsp., 2005; Adinolfi i wsp., 2010). Eksperymenty 

przeprowadzone z komórkami mikrogleju wykazały znacząca role receptora P2X7 w 

stymulacji proliferacji. Zahamowanie aktywności P2X7 przez inhibitory lub 

wyprowadzanie linii komórkowej ze zmutowanym wariantem receptora (G345Y) 

obniżały w znaczącym stopniu intensywność proliferacji mikrogleju (Bianco i wsp., 2006; 

Monif i wsp., 2009; Monif i wsp., 2010). 

 

1.5 Receptor P2X7 w komórkach nowotworowych 

Receptor P2X7, jest równie powszechny w komórkach nowotworowych jak i w 

komórkach somatycznych. Stres związany z hipoksją wewnątrz guza oraz śmierć 

komórek nowotworowych na skutek chemioterapii lub radioterapii (Martins i wsp., 2009; 

Lecciso i wsp., 2017) mogą wpływać na zwiększone uwalnianie ATP do środowiska. 

Dodatkowo, obecność specyficznych białek takich jak transportery SLC29A1, SLC29A2 

oraz transportery nukleozydów SLC28A1-A3 mogą znacząco wpływać na zwiększone 

stężenie ATP w środowisku guza (Gray i wsp., 2004; Young i wsp., 2013). Obserwowany 

efekt zwiększonego stężenia zewnątrzkomórkowych nukleotydów zależy jednak od 

rodzaju tkanki z jakiej pochodzi nowotwór. Dlatego należy nieco bardziej szczegółowo 

opisać jak różna może być odpowiedź receptora P2X7 w zależności od kontekstu 

tkankowego. 
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 P2X7 w nowotworze prostaty 

Rozwijający się nowotwór prostaty w porównaniu do tkanki prawidłowej charakteryzuje 

się wysoką ekspresją mRNA kodującego receptor P2X7 (Ravenna i wsp., 2009). W 

badaniach przeprowadzonych metodami immunohistochemicznymi, z wykorzystaniem 

fragmentów pooperacyjnych guzów prostaty ze 116 różnych przypadków, wykazano 

wysoką ilość receptora P2X7 (Slater i wsp., 2004a.). Co więcej wysoka ilość tego białka 

była skorelowana z wysoką ekspresją antygenu gruczołu krokowego, który jest znanym i 

powszechnie używanym markerem złośliwości nowotworów prostaty (Slater i wsp., 

2005). Doniesienia te wskazują, że ilość receptora P2X7 mogłaby być wykorzystywana 

jako negatywny czynnik prognostyczny w rozwoju tego typu nowotworów. Zauważono 

również, że poziom receptora P2X7 koreluje z poziomem receptorów wspierających 

podziały komórkowe takich jak: receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (EGFR) oraz 

receptor estrogenowy alfa (ERα), co może wskazywać na znaczącą role P2X7 w 

sprzyjaniu powstawania bardziej złośliwego charakteru guza (Ravenna i wsp., 2009). 

Również funkcjonalne badania in vitro z wykorzystaniem linii komórkowych raka 

prostaty wykazały zwiększoną agresywność i inwazyjność tych linii po stymulacji 

receptora P2X7 przez zewnątrzkomórkowe ATP (Ghalali i wsp., 2014; Qiu i wsp., 2014). 

 Receptor P2X7 w nowotworach kości 

Wysoka ilość receptora P2X7 została wykryta w wielu typach nowotworów układu 

kostnego. W kostniakomięsakach, mięsaku Ewinga i włókniaku chrzęstnośluzowatym 

wykryto podwyższoną ilość receptora P2X7 w porównaniu do tkanek niezmienionych 

nowotworowo (Gartland i ws., 2001, Alqallaf i wsp., 2009; Liu i wsp., 2010). Linie 

komórkowe pochodzące z układu kostnego charakteryzują się dużą różnorodnością 

izoform receptora P2X7. Komórki linii SaOs-2 wykazują ekspresje funkcjonalnego  

receptora P2X7, zdolnego do tworzenia pora w błonie komórkowej. Stymulacja ATP i 

BzATP powoduje zwiększoną śmierć komórkową (Gartland i ws., 2001). Z kolei w linii 

HOS, podanie do medium hodowlanego zewnątrzkomórkowego ATP nie powodowało 

śmierci komórkowej, tylko zwiększało intensywność podziałów komórkowych (Liu i 

wsp., 2010)).  
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 P2X7 w nowotworach skóry 

Immunodetekcja białka receptora P2X7 w biopsyjnym materiale tkankowym 

pochodzącym od pacjentów  chorujących na nowotwory skóry wykazały podwyższoną 

ilość tego receptora, w porównaniu do tkanek prawidłowych. Podwyższoną syntezę tego 

receptora zaobserwowano również w komórkach prawidłowych keratynocytów 

otaczających guz (Slater i wsp., 2003; White i wsp., 2005). Zarówno w liniach 

komórkowych pochodzenia zwierzęcego jak i pochodzących od człowieka, można 

odnaleźć podwyższoną ilość receptora P2X7. W spontanicznym, mysim czerniaku B16 

poziom syntezy receptora P2X7, może wpływać na przeżywalność komórek nowotworu 

po radioterapii. Zastosowanie kombinacji radioterapii i inhibitorów receptora P2X7 

znacząco wpływało na zwiększoną wydajność leczenia (Tanamachi i wsp., 2017). W 

badaniach przeprowadzonych w innej grupie badawczej, już samo podanie inhibitorów 

receptora P2X7 znacząco hamowało rozwój guzów nowotworowych pochodzących z 

mysiego czerniaka B16 (Adinolfi i wsp., 2012). Co ciekawe w czerniaku B16 występuje, 

prawdopodobnie izoforma A receptora P2X7, gdyż stymulacja przez 

zewnątrzkomórkowe ATP, powoduje powstanie komórkowego pora, jednak nie wpływa 

on znacząco na śmierć komórkową (Tanamachi i wsp., 2017). Badania komórek 

czerniaka człowieka, zawartych w macierzy NCI-60 wykazały, że podwyższona 

ekspresja mRNA kodującego receptor P2X7, jest charakterystyczna cechą wspólną dla 

wszystkich komórek czerniaków (Shankavaram i wsp., 2009; Reinhold i wsp., 2012). Co 

więcej, zarówno w linii ludzkiego czerniaka A375, tak jak w mysiej linii B16, głównym 

wariantem receptora P2X7 jest ta zdolna do tworzenia pora w błonie komórkowej (White 

i wsp., 2005).  

 P2X7 w nowotworach trzustki 

Zwiększona ekspresja mRNA kodującego receptor P2X7 została wykryta u pacjentów z 

przewlekłym zapaleniem trzustki oraz nowotworem trzustki (Kunzli i wsp., 2007). Białko 

receptora P2X7 również jest wykrywane w liniach komórkowych pochodzących z 

nowotworów trzustki (Giannuzzo i wsp., 2015). Doświadczenia z wykorzystaniem linii 

komórkowych raka trzustki człowieka wykazały różnorodność obecnych w nich izoform 

receptora P2X7. W badanych liniach mogły występować razem, pełna izoforma - P2X7 

A oraz izoforma skrócona - P2X7 B. Komórki traktowane zewnątrzkomórkowym ATP 

miały obniżony indeks mitotyczny oraz zwiększone pobieranie jodku propidyny co 

świadczy o otwarciu komórkowego pora i wprowadzeniu komórek na drogę śmierci 
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komórkowej (Giannuzzo i wsp., 2015). Pomimo tych jednoznacznych wyników, komórki 

te charakteryzowały się zwiększoną ruchliwością i inwazyjnością. Ta sama grupa 

badawcza wykazała wpływ receptora P2X7 na inwazyjność tych komórek in vivo, w 

ortotopowym modelu raka trzustki (Giannuzzo i wsp., 2016). Podanie inhibitora 

receptora P2X7 znacząco zmniejszało objętość guza oraz redukowało związane z 

nowotworem zmiany fibrotyczne trzustki. 

 Receptor P2X7 w raku piersi 

Rola receptora P2X7 w nowotworach piersi jest dużo bardziej złożona niż przypadki 

opisane powyżej i pełna niejasności. Część badaczy wskazuje na zmniejszoną syntezę 

P2X7 w gruczolakoraku zrazikowym oraz gruczolakoraku przewodowym w porównaniu 

do tkanek prawidłowych (Li i wsp., 2009). Co więcej badania z wykorzystaniem 

cząsteczek mikro RNA (miR-150), regulujących syntezę białka P2X7 wykazały, że takie 

obniżenie poziomu receptora P2X7 może wpływać pozytywnie na rozwój nowotworów 

piersi. Linie komórkowe inkubowane z cząsteczkami miR-150, wykazywały zwiększoną 

agresywność i inwazyjność, wraz z obniżeniem poziomu białka P2X7. Te same wyniki 

uzyskano w doświadczeniach in vivo, podanie inhibitorów miR-150, zwiększało syntezę 

białka P2X7, a przez to zmniejszały agresywność guzów w ortotopowym modelu raka 

piersi (Huang i wsp., 2013). W kontrze stoją badania przeprowadzone przez Tan w roku 

2015, w których wykazano zwiększoną produkcję białka P2X7 w komórkach 

nowotworowych, w porównaniu do komórek prawidłowych. Co więcej doświadczenia z 

wykorzystaniem małego interferującego RNA, wykazały że zahamowanie syntezy 

receptora może wpływać negatywnie na proliferację komórek linii MCF-7. Oprócz tego 

obniżenie poziomu P2X7 inicjowało apoptozę w tej linii. W tych badaniach wykazano 

również dodatnią korelację pomiędzy ilością receptora P2X7, a ilością receptora 

estrogenów (Tan i wsp., 2015). Rozbieżność w badaniach poziomu receptora P2X7 w 

tkankach prawidłowych i nowotworowych może być związana z wariantami tego białka. 

Zastosowanie przeciwciała wykrywającego koniec karboksylowy białka nie wykryje 

wariantów skróconych receptora. Badania z wykorzystaniem przeciwciała 

wykrywającego fragment zewnątrzkomórkowy, wykazały zwiększony poziom receptora 

P2X7, w porównaniu do tkanek prawidłowych (Slater i wsp., 2004b). Powyższe 

przykłady pokazują jak bardzo skomplikowane mogą być układy receptorów w 

komórkach nowotworowych i jak bardzo podczas badań należy używać metod 
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wykrywających możliwe alternatywne warianty składania transkyptów kodujących 

receptor P2X7. 

Poziom receptora P2X7 w nowotworze piersi może być również powiązany z 

niekorzystnymi warunkami środowiskowymi występującymi w guzie. Warunki 

obniżonego poziomu tlenu wpływały na zwiększenie syntezy mRNA i białka receptora 

P2X7 (Tafani i wsp., 2010).  

 Receptor P2X7 w nowotworach układu pokarmowego 

W prawidłowym, niezmienionym patologicznie żołądku poziom syntezy receptora P2X7 

utrzymuje się na niskim poziomie. Wraz z pojawieniem się zmian nowotworowych 

poziom tego białka rośnie. Co więcej poziom syntezy P2X7 jest skorelowany ze stadium 

rozwoju nowotworu. Im bardziej złośliwy guz na późniejszym poziomie rozwoju, tym 

większy jest poziom receptora P2X7. Powyższe wyniki sugerują, że receptor P2X7 może 

być nowym czynnikiem prognostycznym dla określenia złośliwości nowotworu żołądka 

oraz szacowanego czasu przeżycia chorego (Calik i wsp., 2020). 

Bardziej skomplikowana ekspresja występuje w nowotworach jelita grubego. Analiza 

fragmentów pooperacyjnych pochodzących z 97 pacjentów chorujących na nowotwór 

jelita grubego wykazała zróżnicowany poziom syntezy receptora P2X7 w porównaniu do 

tkanek prawidłowych. Co więcej pacjenci z wysokim poziomem receptora P2X7 żyli 

zdecydowanie krócej w porównaniu do pacjentów z niskim poziomem syntezy receptora 

P2X7 (Zhang i wsp., 2019). W nowotworach jelita grubego wykryto różne warianty 

receptora P2X7, te funkcjonalne tworzące por komórkowy oraz krótsze, pozbawione tej 

funkcji (Barden i wsp., 2014). Podobny wzór ekspresji receptora P2X7 występuje w 

liniach komórkowych. Linie HT-29 oraz Colo-205 charakteryzują się występowaniem 

krótszych izoform receptora P2X7, pozbawionych możliwości tworzenia pora 

komórkowego (Barden i wsp., 2009), natomiast linie HCT8, Caco-2 oraz MCA38 

charakteryzują się występowaniem pełnej formy receptora P2X7 tworzącą por 

komórkowy (Coutinho-Silva i wsp., 2005; Künzli i wsp., 2011; Bian i wsp., 2013). 

 P2X7 w nowotworach płuc 

Transkrypty kodujące receptor P2X7 znaleziono u 26 pacjentów chorujących na 

niedrobnokomórkowego raka płuca. Co ciekawe w tych samych badaniach u pacjentów 

z przewlekłą obturacyjną chorobą płuc nie wykryto żadnych transkryptów P2X7, co może 

wskazywać na związek tego receptora z nowotworzeniem. Co więcej największa 
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ekspresja mRNA kodującego P2X7 występowała w przerzutujących komórkach 

nowotworowych (Schmid i wsp., 2015). Receptor P2X7 występuje również w liniach 

nowotworowych niedrobnokomórkowego raka płuca A549, PC-9 oraz H-292 (Takai i 

wsp., 2012; Takai i wsp., 2014), a nie występuje zupełnie w komórkach prawidłowych 

oskrzeli Beas-2B (Takai i wsp., 2014). W komórkach linii H-292 obniżenie poziomu 

receptora P2X7, zmniejszało powodowaną przez transformujący czynnik wzrostu beta 

(TGF-β) przebudowę cytoszkieletu aktynowego i migrację (Takai i wsp., 2014).  

 P2X7 w nowotworach krwi 

P2X7 jest również szeroko rozpowszechniony w różnych rodzajach białaczek, jednak 

brakuje jednolitego wzorca funkcji tego receptora. W komórkach ostrej erytroleukemi 

myszy (MEL), receptor P2X7 charakteryzuje się tworzeniem funkcjonalnego pora 

komórkowego, który prowadzi do śmierci (Constantinescu i wsp., 2010). Poziom 

receptora P2X7 jest również podwyższony w białaczkach dziecięcych (Chong i wsp., 

2009). P2X7 wykrywano również u pacjentów chorych na ostrą białaczkę 

mieloblastyczną oraz ostrą białaczkę limfoblastyczną (Zhang i wsp., 2004). Co więcej 

podwyższony poziom receptora P2X7 w komórkach pobranych od chorych na ostrą 

białaczkę mieloblastyczną korelował z krótszym czasem przeżycia pacjentów. Receptor 

P2X7 został wykryty również w komórkach przewlekłej białaczki limfatycznej. W tej 

chorobie poziom receptora P2X7 był skorelowany z nasileniem choroby (Adinolfi i wsp., 

2002). Inne badania dotyczące przewlekłej białaczki limfatycznej wykazały 

występowanie dwóch wariantów receptora P2X7 w tych komórkach. Obok pełnego 

receptora tworzącego por komórkowy, komórki te charakteryzowały się występowaniem 

formy skróconej receptora P2X7, nietworzącego pora komórkowego (Gu i wsp., 2000). 

 P2X7 w raku szyjki macicy 

W raku płaskonabłonkowym szyjki macicy, badanie metodą immunodetekcji wariantów 

receptora P2X7 nietworzących pora komórkowego, wykazało podwyższony poziom tego 

białka w porównaniu do tkanek prawidłowych (Barden i wsp., 2014). Co więcej badania 

innej grupy badawczej wykazały obniżony poziom pełnej długości wariantu receptora 

P2X7, przy czym poziom obniżenia korelował ze stopniem rozwoju nowotworu (Li i wsp., 

2007). Istnieją również doniesienia wskazujące na występowanie różnych izoform 

receptora P2X7 jednocześnie w komórkach raka szyjki macicy, gdzie alternatywny 
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wariant składania receptora P2XJ może tworzyć niefunkcjonalne triremy z wariantem 

P2X7A (Feng i wsp., 2006). 

 P2X7 w raku jajnika 

Immunodetekcja poziomu receptora P2X7 wykazała wysoki poziom tego receptora u 

pacjentek z rakiem jajnika oraz u zdrowych dawców tkanek. Poziom receptora w 

tkankach zdrowych i zmienionych chorobowo nie różnił się znacząco. Co ciekawe, w 

tych samych badaniach, linie komórkowe pochodzące od pacjentek z nowotworem 

jajnika SKOV-3 oraz CAOV-3 wykazywały podwyższony poziom receptora oraz 

zwiększona intensywność proliferacji po stymulacji receptora P2X7 przez ATP i BzATP 

(Vázquez‐Cuevas i wsp., 2014). Badania innej grupy badawczej wykazały, że w materiale 

biopsyjnym, pochodzącym od pacjentek chorujących na raka jajnika występują 

równocześnie: wariant receptora P2X7 tworzący por komórkowy oraz krótsze warianty 

nie posiadające tej zdolności (Gilbert i wsp., 2019). 

 P2X7 w neuroblastomie 

Badania z wykorzystaniem guzów pochodzących od pacjentów chorujących na 

neuroblastomę wykazano wysoki poziom syntezy białka P2X7, niezależnie od stopnia 

zaawansowania choroby. Dostępne komercyjnie linie komórkowe również 

charakteryzują się występowaniem białka P2X7 (Raffaghello i wsp., 2006). Co więcej 

stymulacja komórek neuroblastomy przez zewnątrzkomórkowe ATP, nie powodowała 

śmierci komórkowej, lecz intensyfikację podziałów komórkowych oraz zwiększone 

wydzielanie substancji P. Może to sugerować, że w komórkach neuroblastomy znajduje 

się krótszy wariant receptora P2X7, który nie powoduje śmierci komórkowej poprzez 

tworzenie pora w błonie (Raffaghello i wsp., 2006). Badania innej grupy badawczej 

wykazały silną ekspresję mRNA kodującego receptor P2X7 w próbkach pochodzących 

od 131 pacjentów chorujących na neuroblastomę (Amoroso i wsp., 2015). Wykazano 

również, że istnieje korelacja pomiędzy wysoką ekspresją genu kodującego P2X7, a 

czasem przeżycia pacjentów. Badania z wykorzystaniem komórek linii ACN wykazały, 

że obniżenie poziomu receptora P2X7 z wykorzystaniem małego interferującego mRNA, 

zmniejszało fosforylację kinazy AKT (in vivo i in vitro) oraz poziom unaczynienia guzach 

nowotworowych in vivo (Amoroso i wsp., 2015). 

 



42 

 

 P2X7 w glejaku wielopostaciowym 

Glejak wielopostaciowy jest najczęstszym i najbardziej złośliwym nowotworem 

pierwotnym mózgu u dorosłych. Guzy te charakteryzują się największym stopniem 

złośliwości, częstymi nawrotami choroby, gwałtownym rozrostem oraz niszczeniem 

przylegających do guza tkanek. Średnia długość życia człowieka, u którego 

zdiagnozowano glejaka wielopostaciowego wynosi od kilku miesięcy do dwóch lat po 

postawieniu diagnozy (Kleihues i wsp., 2002; Wen i Kesari, 2008). Wysoka śmiertelność 

wynika nie tylko ze złośliwości guza, ale również trudnego leczenia i diagnostyki. Jako 

że stosowane leki muszą przenikać barierę krew-mózg by dotrzeć do ogniska choroby, 

chemioterapia jest ograniczona do kilku chemoterapeutyków podawanych doustnie np. 

Temozlolomidu (Bush i wsp., 2017). Również radioterapia nie zawsze odnosi pozytywne 

skutki. Wynika to z występującej u pacjentów różnej oporności na promieniowanie 

jonizujące oraz z silnie hipoksyjnego charakteru glejaka wielopostaciowego, który 

utrudnia działanie radioterapii (Amberger-Murphy, 2009). Najczęściej stosowaną 

strategią leczenia, która zapewnia najdłuższy czas wolny od choroby oraz poprawę życia 

pacjenta, jest chirurgiczne usunięcie guza wraz z otaczającymi go tkankami (Gliński i 

wsp., 2006). Jednakże z powodu skłonności do tworzenia komórkowych nacieków 

całkowite usuniecie guza jest niemal niemożliwe, a pozostawione resztki guza powodują 

w niedługim czasie wznowienie choroby.  

Receptor P2X7 jest, obok innych receptorów nukleotydowych, szeroko 

rozpowszechniony we wszystkich komórkach tworzących tkankę mózgową (Collo i wsp., 

1997; Duan i Neary, 2006; Yu i wsp., 2008; Jimenez-Mateos i wsp., 2019). Nic więc 

dziwnego, że receptor ten jest również zaangażowany w wiele stanów patologicznych w 

mózgu, w tym i w glejaku wielopostaciowym. Receptor P2X7 występuje w niemal 

wszystkich modelach komórkowych glejaka wielopostaciowego jednak jego rola w 

rozwoju tej choroby jest niejasna. Analiza poziomu białka oraz ekspresji genu kodującego 

P2X7 wykazała obniżony poziom receptora P2X7 w glejaku, w porównaniu do 

prawidłowego mózgu. Ten fenomen autorzy tłumaczyli metylacją genu kodującego P2X7 

(Liu i wsp., 2017). 

W badaniach z wykorzystaniem mysiej linii glejaka wielopostaciowego GL261 

wykazano rolę tego receptora w zwiększeniu podatności na śmierć komórkową oraz w 

zmniejszaniu oporności na radioterapię. Obniżenie ilości receptora P2X7 

wykorzystaniem małego interferującego RNA, nie zmniejszało wielkości guzów w 
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modelu in vivo. Jednak guzy z obniżoną ilością tego receptora, były istotnie mniej podatne 

na radioterapię (Gehring i wsp., 2015). Podobne wyniki wskazujące na pozytywną rolę 

receptora P2X7 na stymulację śmierci komórkowej w warunkach in vitro wykazała 

Tamajusuku. Komórki mysiego glejaka GL261, stymulowane przez zewnątrzkomórkowe 

ATP, ginęły poprzez nekrozę (Tamajusuku i wsp., 2010). Co więcej w komórkach tej linii, 

receptor P2X7 jest prawdopodobnie funkcjonalny i jego aktywacja powoduje powstanie 

sygnału wapniowego oraz pora komórkowego prowadzącego do śmierci komórki. 

Badania przeprowadzone przez grupę Stronga, wykazały wzrost sygnału wapniowego po 

stymulacji przez zewnątrzkomórkowe ATP. Przeprowadzenie stymulacji receptora w 

pożywce z obniżoną zawartością jonów wapnia zmniejszało znacząco ilość 

odpowiadających komórek, co więcej dodanie inhibitora receptora P2X7 – oxATP 

również obniżało ilość odpowiadających komórek (Strong i wsp., 2018). Zatem w 

przypadku mysiego modelu glejaka GL261, receptor P2X7 pełni rolę receptora 

regulującego śmierć komórkową i stymulacja przez zewnątrzkomórkowe ATP może 

wzmacniać działanie przeciwnowotworowe w terapii. 

Zdecydowanie więcej niejasności co do funkcji receptora P2X7, występuje w szczurzych  

w komórkach glejaka wielopostaciowego. Badania z wykorzystaniem apyrazy, enzymu 

hydrolizującego ATP, wykazały że podanie jej w okolice wszczepionego guza glejaka C6 

zmniejszało jego objętość. Co więcej skutki  inhibicji guza była zbliżona do efektów 

uzyskanych w grupie zwierząt leczonych temozolomidem (Morrone i wsp., 2006). 

Niejasna pozostaje za to funkcjonalność receptora P2X7 w komórkach glejaka C6 w 

warunkach in vitro. Część badaczy uważa że sygnał wapniowy pojawiający się po 

podaniu ATP lub BzATP pochodzi ze stymulacji receptora P2X7 oraz, że stymulacja tego 

receptora wpływa na zwiększoną agresywność komórek glejaka C6 oraz na ekspresję 

tego receptora (Wei i wsp., 2008). Również badania przeprowadzone w naszej grupie 

badawczej wykazały pojawienie się sygnału wapniowego po stymulacji przez BzATP, 

oraz zwiększoną intensywność proliferacji, bez śladów śmierci komórkowej (Matysniak 

i wsp., 2020). Z drugiej strony badania z sygnału wapniowego w glejaku C6 wykazały 

również możliwość stymulacji receptora P2Y2 przez BzATP oraz brak powstawania 

komórkowego pora po stymulacji receptora P2X7 (Supłat-Wypych i wsp., 2010). Inne 

grupy badawcze wskazują kanał jonowy TRPM7 jako źródło sygnału wapniowego po 

podaniu BzATP w komórkach glejaka C6 (Nörenberg i wsp., 2016). Należy jednak 

zauważyć że do tej pory nie wykonano żadnych badań z użyciem małego interferującego 
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RNA lub innych metod inżynierii genetycznej, która mogłaby pomóc zbadać aktywność 

P2X7 w tych komórkach, w warunkach in vitro. 

Badania in vivo z wykorzystaniem szczurzego glejaka C6 wskazują na jednoznaczną i 

znacząca rolę receptora P2X7 w regulowaniu agresywności guza. Podawanie szczurom z 

wprowadzonym glejakiem C6, inhibitora tego receptora (BBG), zmniejszało znacząco 

rozmiar guzów oraz ilość naciekającego mikrogleju na guz (Ryu i wsp., 2011). Co więcej 

wykazano również wpływ receptora P2X7 na wydzielanie białka zapalnego makrofagów 

(MIP-1α), które może sprzyjać rekrutacji mikrogleju i wspieraniu agresywności glejaka 

C6 (Fang i wsp., 2011). W literaturze pojawiło się jednak również doniesienie o 

hamującym wpływie receptora P2X7 na rozwój glejaka C6. W badaniach 

przeprowadzonych przez Fang i współpracowników wykazano że inhibicja receptora 

P2X7 zwiększa rozmiar guza oraz powoduje zwiększenie ekspresji receptora P2Y2, 

czynnika indukowanego przez hipoksję (HIF-1α) oraz czynnika wzrostu śródbłonka 

naczyniowego (VEGF).  

Podobnie skomplikowana jest ekspresja i funkcja receptora P2X7 w komórkach glejaków 

człowieka. Receptor P2X7 występuje w prawie wszystkich badanych liniach glejaka 

wielopostaciowego (Ji i wsp., 2018; Bergamin i wsp., 2019; Matysniak i wsp., 2020) oraz 

tkankach pochodzących od pacjentów (Ziberi i wsp., 2020). Jednak funkcjonalność tego 

receptora różni się w zależności od linii komórkowej. Wszystkie grupy badawcze 

pracujące nad tym zagadnieniem jednoznacznie wskazują na brak śmierci komórkowej w 

hodowlach ludzkich glejaków (Ji i wsp., 2018; Bergamin i wsp., 2019; Matysniak i wsp., 

2020). Jednak na tym spójność wyników miedzy grupami się kończy. Ji i 

współpracownicy wykazali że stymulacja receptora P2X7 przez agonistę – BzATP 

wpływa pozytywnie na proliferację komórek ludzkich glejaków. Jednak badania innych 

grup nie potwierdzają tych doniesień (Bergamin i wsp., 2019; Matysniak i wsp., 2020). 

Zahamowanie aktywności receptora P2X7 wpływało na wielkość guzów w modelu in 

vivo ludzkiego glejaka U-138 (Bergamin i wsp., 2019). Również w modelu ludzkiego 

glejaka U-251 zablokowanie aktywności receptora P2X7 wpływało hamująco na 

proliferację komórek oraz wydzielanie czynnika stymulującego tworzenie kolonii 

granulocytów i makrofagów (GM-CSF). Co więcej inhibicja wzrostu komórek na skutek 

podania inhibitora P2X7 dawała taki sam rezultat w hamowaniu proliferacji jak 

traktowanie komórek temozlolomidem (Drill i wsp., 2020; Kan i wsp., 2020). 

Zewnątrzkomórkowe ATP może również wpływać na rozwój sferoidów in vitro oraz na 

populację komórek macierzystych glejaka. ATP podane do pożywki hodowlanej obniżało 
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poziom markerów komórek macierzystych oraz zmniejszało wielkość sferoidów ludzkich 

glejaków in vitro (Ledur i wsp., 2012). Jednak badania z wykorzystaniem komórek 

macierzystych glejaków, wyizolowanych od pacjentów wykazały stymulująca rolę 

receptora P2X7 na rozwój komórek macierzystych oraz na obecność markerów przejścia 

epitelialno mezenchymalnego (EMT), które wpływają na zwiększoną migrację komórek 

(Ziberi i wsp., 2020). Co więcej w pracy tej po raz pierwszy wykazano istnienie różnych 

wariantów alternatywnego składania receptora P2X7. 

Istnieją również doniesienia o hamującym wpływie receptora P2X7 na ludzkiego glejaka 

M059J, wrażliwego na radioterapię. Napromienienie komórek wpływało na zwiększoną 

syntezę receptora P2X7 w tych komórkach, oraz zwiększało liczbę komórek 

wchodzących na drogę śmierci komórkowej  (Gehring i wsp., 2012). 

Reasumując, z badań nad rolą receptora P2X7 wyłania się niejednorodny obraz. Receptor 

ten wydaje się być zaangażowany w wiele funkcji komórkowych, jednak aby w pełni 

zrozumieć jaka jest jego rola w glejaku wielopostaciowym, potrzebne jest więcej 

dogłębnych badań, które wskażą molekularne interakcje receptora i mechanizmy 

działania na konkretne ścieżki przekazywania sygnałów w komórce. 
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 ZAŁOŻENIA I CELE PRACY  
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Receptor P2X7 jest jednym z najintensywniej badanych receptorów nukleotydowych z 

rodziny P2X. Receptor ten jest szeroko rozpowszechniony w komórkach różnych 

gatunków oraz bierze udział w wielu ważnych fizjologicznych procesach takich jak: 

wydzielanie interleukin, regulacja stanu zapalnego, indukcja bólu, indukcji śmierci 

komórkowej. Istnieją również doniesienia o regulującym wpływie receptora P2X7 na 

rozwój i wzrost takich nowotworów jak: rak prostaty, rak szyjki macicy, rak płuc oraz 

neuroblastomy. Jednak w przypadku glejaka wielopostaciowego rola receptora P2X7 jest 

wciąż słabo poznana. 

Wcześniejsze badania przeprowadzone w Instytucie Biologii Doświadczalnej im. M. 

Nenckiego wykazały, że receptor P2X7 w komórkach glejaka C6 szczura jest 

niefunkcjonalny, a obserwowany sygnał wapniowy pochodzi z stymulacji receptora P2Y2 

przez syntetycznego agonistę BzATP. Jednak wyniki te stoją w pewniej kontrze do badań 

uzyskanych w modelu in vivo przez inne grupy badawcze.  

Celem niniejszej pracy było zbadanie roli receptora P2X7 w komórkach szczurzego i 

ludzkiego glejaka wielopostaciowego w modelu in vitro i in vivo.  

 

Zamierzony cel realizowano poprzez wykonywanie zadań badawczych: 

- Analiza ekspresji genów kodujących receptory nukleotydowe z rodziny P2 w glejakach 

wielopostaciowych 

- Analiza funkcjonalności receptora P2X7 oraz jego wpływu na fenotyp komórek 

glejaków wielopostaciowych 

- Analiza sygnału wapniowego w komórkach szczurzego glejaka C6 po obniżeniu 

ekspresji receptora z wykorzystaniem małego interferującego RNA oraz zmian w 

ścieżkach sygnałowych in vitro 

- Analiza mechanizmu agresywności szczurzego glejaka C6 w modelu in vivo 

- Analiza ścieżek sygnałowych zaangażowanych w zwiększoną przeżywalność komórek 

glejaka wielopostaciowego 

- Analiza wpływu receptora P2X7 na mikrośrodowisko guza 
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3.1 Hodowla komórkowa 

Linie komórkowe pochodzące z człowieka: U-87 (ECAC), U-251 (ECAC), U-138 

(DSMZ) oraz linię komórkową szczura C6 (ATCC) hodowano w inkubatorze (Thermo 

Scientific Heraeus) w temperaturze 37°C oraz atmosferze zawierającej 5% CO2 oraz 95% 

wilgotności względnej. 

Linie komórkowe hodowano na pożywce DMEM o wysokiej zawartości glukozy (4,5 

g/L) (Lonza) suplementowanej bydlęcą surowicą płodową (Gibco) w końcowym stężeniu 

10%. Komórki hodowano na naczyniach hodowlanych z zmodyfikowanego plastiku, 

przystosowanego do hodowli komórkowych (Sarsted). 

Morfologię i zagęszczenie hodowanych komórek rutynowo oceniano z wykorzystaniem 

mikroskopu odwróconego (Nikon) wyposażonego w kontrast fazowy. Gdy hodowane 

komórki osiągnęły 80% zagęszczenia były pasażowane w celu uniknięcia niekorzystnych 

zmian w parametrach linii komórkowej. 

W celu oderwania komórek od podłoża hodowlanego wykorzystywano roztwór 0,05 % 

trypsyny z 0,02 % EDTA (Gibco). Z naczynia hodowlanego usuwano starą pożywkę 

hodowlaną, a następnie przepłukiwano komórki roztworem trypsyny z EDTA. Następnie 

komórki poddawano trawieniu struktur adhezyjnych w 3 ml trypsyny przez 3 minuty w 

inkubatorze, w temperaturze 37°C. Po oderwaniu się komórek od podłoża, natychmiast 

neutralizowano trypsynę poprzez podanie nadmiaru pożywki hodowlanej zwierającej 10% 

surowicy płodowej bydlęcej.  

Liczbę komórek oraz ich żywotność oceniano z wykorzystaniem licznika komórek 

TC20™ Automated Cell Counter (Biorad) po barwieniu błękitem trypanu (Biorad). 

Hodowane linie komórkowe były rutynowo sprawdzane na obecność bakterii z rodziny 

Mycoplasma sp. z wykorzystaniem komercyjnego zestawu PCR Mycoplasma Detection 

Kit (Applied Biological Materials) zgodnie z instrukcją podaną przez producenta. 

 Krioprezerwacja i ponowne wprowadzanie komórek do hodowli 

Świeżo zakupione linie były hodowane do osiągnięcia odpowiedniego poziomu 

zagęszczenia (około 80%), a następnie były przenoszone do banku komórkowego w celu 

zmniejszenia niekorzystnych zmian w fenotypie linii komórkowej w wyniku długotrwałej 

hodowli. Komórki hodowanych linii glejaka wielopostaciowego odrywano od podłoża z 

wykorzystaniem trypsyny. Następnie trypsynę neutralizowano trzykrotnym nadmiarem 

kompletnej pożywki wzrostowej. Zawiesinę komórek następnie wirowano przez dwie 
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minuty z prędkością 500 x g, usuwano pożywkę z nad osadu a ten zawieszano w 

mieszaninie kompletnej pożywki hodowlanej (20%), płodowej surowicy bydlęcej (70%) 

i DMSO (10%). Zawiesinę komórek przenoszono do probówki odpornej na działanie 

niskich temperatur (Sarsted) i wstępnie schładzano w temperaturze -20°C przez około 2h. 

Tak przygotowane komórki przenoszono do -80°C na 24 h. Po tym czasie przenoszono je 

do banku komórkowego, gdzie w oparach ciekłego azotu można je było długotrwale 

przechowywać w temperaturze -196°C. 

W celu ponownego wprowadzenia komórek do hodowli, komórki wyjmowano z banku i 

szybko ogrzewano w łaźni wodnej do temperatury 37°C. Gdy zawartość krioprobówki 

się rozmroziła, medium z komórkami przenoszono do 8 ml pożywki hodowlanej 

zawierającej 10% bydlęcej surowicy płodowej w celu jak największego rozcieńczenia 

DMSO. Następnie zawiesinę komórek wirowano przez dwie minuty z prędkością 500 x 

g i hodowano według procedury opisanej powyżej. 

 Obniżenie ilości białka receptora P2X7 z wykorzystaniem krótkiego interfe-

rującego RNA 

Przed procedura komórki były wysiewane w liczbie 1x105 na płytkę o średnicy 3,5 cm. 

Następnie inkubowano je przez 24 h w pożywce bez płodowej surowicy bydlęcej, 

zastąpionej przez suplement N2 z dodatkiem 10 ng/ml naskórkowego czynnika wzrostu 

(EGF). Po tym czasie komórki inkubowano przez 72 godziny mieszaniną siRNA z 

czynnikiem transfekcyjnym TRANSit-X2 (Mirus Bio, USA). Jako kontrolę 

wykorzystano siRNA niekomplementarne do genów znajdujących się w komórkach 

ssaczych. Po 72 godzinach inkubacji pożywkę zmieniano na nie zawierającą siRNA i 

inkubowano przez 24 godziny. Obniżenie ilości receptora P2X7 sprawdzano metodą 

hybrydyzacji białek Western Blot. Komórki w których potwierdzono obniżenie ilości 

receptora wykorzystywano do dalszych eksperymentów. Po 72 godzinach inkubacji 

komórek glejaka C6 z czynnikiem tansfekcyjnym i siRNA, zaobserwowano około 50% 

obniżenie ilości wykrywanego białka P2X7 w porównaniu do komórek transfekowanych 
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niewyciszającym, kontrolnym siRNA (Rycina 3.1). Ten stopień obniżenia ilości 

wykrywanego P2X7 został uznany za satysfakcjonujący do dalszych eksperymentów. 

3.2 Metody pracy z kwasami nukleinowymi 

 Izolacja totalnego RNA z komórek 

W celu izolacji totalnego RNA z materiału komórkowego i tkankowego wykorzystano 

komercyjny zestaw GeneMATRIX Universal RNA  Purification  Kit  (EURx). Komórki 

wysiewano na szalkę o średnicy 6 cm w ilości 1x106 i hodowano je do momentu aż 

konfluencja komórek osiągnęła około 80% powierzchni szalki. Następnie komórki 

dwukrotnie płukano PBS i izolowano z nich RNA zgodnie z zaleceniami producenta 

zestawu. Do usunięcia zanieczyszczenia genomowym DNA wykorzystano trawienie 

deoksyrybonukleazą I (EURx). Po izolacji RNA zawieszano w sterylnej wodzie wolnej 

od rybonukleaz (Eurx) i wykonywano metodą spektrofotometryczną pomiar stężenia oraz 

jakości wyizolowanego RNA. W tym celu z wykorzystaniem spektrofotometru Cary 60 

UV-Vis (Agilent Technologies) mierzono absorbancję próbki, używając światła o 

długości fali 260 nm i 280 nm. Czystość próbki określano na podstawie współczynnika 

A260/A280, gdy współczynnik ten był równy bądź wyższy 2, próbkę uznawano za czystą i 

przeprowadzano dalsze procedury. 

 Przygotowanie biblioteki cDNA 

Do syntezy cDNA wykorzystano 1 µg wyizolowanego totalnego RNA oraz zestawu do 

odwrotnej transkrypcji smART First Strand cDNA Synthesis kit (EURx), zgodnie z 

zaleceniami producenta. Mieszanina reakcyjna (20 µl) składała się z: 1 µg RNA, 200 ng 

starterów, 100 µM dNTP Mix, 25 U inhibitora RNAazy, oraz 200 U polimerazy smART, 

Rycina 3.1. Reprezentatywny Western Blot, przedstawiający ilość białka P2X7 po 72 godzinach od 

transfekcji komórek małym interferującym RNA, komplementarnym do receptora P2X7. 
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całość mieszaniny dopełniała woda wolna od RNAz do objętości 20 µl. Jako startery dla 

reakcji odwrotnej transkrypcji użyto losowych heksamerów DNA. 

Reakcja odwrotnej transkrypcji przeprowadzana była w termocyklerze MJ Mini Thermal 

Cycler (Bio-Rad) z wykorzystaniem następującego protokołu: inkubacja przez 10 minut 

w temperaturze 25°C, a następnie przez 50 minut w temperaturze 50°C. Po zakończeniu 

reakcji otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze 4°C. 

 Reakcja PCR i elektroforetyczny rozdział produktów 

Przygotowaną w powyższym procesie bibliotekę cDNA wykorzystywano w reakcji PCR, 

mającej na celu wykryć transkrypty receptorów z rodziny P2. Do reakcji wykorzystywano 

2 µl uzyskanego cDNA. Do inicjacji reakcji PCR korzystano z syntetycznych 

oligonukleotydów (Genomed) komplementarnych do sekwencji z genów kodujących 

receptory z rodziny P2X oraz rodziny P2Y (Tabela 3.1). Mieszanina reakcyjna (20 µl) 

składała się z następujących odczynników: bufor reakcyjny, 2.5 mM MgCl2, 200 µM 

dNTP Mix, 0,5 µM starterów i 1U polimerazy Gold Taq Polymerase (Syngen Biotech). 

Reakcja PCR przeprowadzana była w termocyklerze MJ Mini Thermal Cycler (Bio-Rad) 

z wykorzystaniem następującego protokołu: wstępna denaturacja 95°C przez 5 minut, 

następnie 45 cykli: denaturacji w 95°C przez minutę, hybrydyzacja w 55-60°C przez 

minutę, elongacja DNA w 72°C przez minutę. Ostatni cykl elongacji DNA był dłuższy - 

trwał 10 minut. Produkty reakcji PCR były rozdzielane i oczyszczane z wykorzystaniem 

elektroforezy w żelu agarozowym. Rozdział następował w 1,5% żelu agarozowym 

przygotowanym w buforze TBE (89 mM Tris, 89 mM H3BO3). Do wizualizacji DNA 

wykorzystano nietoksyczny barwnik wiążący się z DNA – SERVA DNA Stain G (SERVA 

Electrophoresis GmbH). Żele były wizualizowane z wykorzystaniem urządzenia G: Box 

Chemi HR16 BioImaging System (Syngene). 
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3.3 Metody pracy z białkami 

 Przygotowanie lizatów komórkowych oraz homogenatów tkankowych 

W celu uzyskania lizatów z hodowli komórkowej glejaków, komórki wysiewano na 

płytkę 3,5 cm w liczbie 1x106 komórek. Gdy komórki przykleiły się do podłoża, pożywkę 

zmieniano na DMEM z suplementem N2 oraz 10 ng/ml EFG. Po 24 godzinach komórki 

traktowano 100 µM BzATP, natomiast komórki kontrolne inkubowano w pożywce 

Tabela 3.1. Lista syntetycznych oligonukleotydów komplementarnych do sekwencji genów kodujących 

receptory z rodziny P2. W tabeli przedstawiono również przewidywanie długości produktów reakcji PCR. 



54 

 

DMEM bez dodatku BzATP. Po 24 godzinach hodowli, komórki płukano dwukrotnie w 

PBS o temperaturze 4°C w celu usunięcia pożywki hodowlanej. Następnie komórki 

zawieszano w 100 µl buforu RIPA zawierającym: 50 nM Tris-HCl, 150 nM NaCl, 0,5% 

deoksycholanu sodu, 0,1% SDS, 1% detergentu Nonidet P-40; 50 mM NaF oraz 

mieszanki inhibitorów proteaz (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche) i fosfataz 

(PhosSTOP™, Roche). Komórki zeskrobywano z podłoża i przenoszono do buforu. 

Następnie tak otrzymaną mieszaninę przenoszono do probówek i inkubowano na lodzie 

przez około 20 minut, mieszając próbkę co 5 minut. Po inkubacji lizaty komórkowe 

wirowano (12000 x g) przez 20 minut w temperaturze 4°C, a nadsącz przenoszono do 

świeżych probówek.  W otrzymanych lizatach oznaczano stężenie białka. Następnie 

lizaty zawieszano w 5x stężonym buforze Laemmliego (0,25 M Tris-HCl pH 6,8, 40% 

glicerol, 4% SDS, 4% β-merkaptoetanol, 0,0125% błękit bromofenolowy) w stosunku 

objętościowym 4 części lizatu do 1 części buforu tak aby otrzymać próbki o określonym 

stężeniu. 

Jako, że guzy nowotworowe były traktowane BBG, który jest barwnikiem silnie 

wiążącym się z białkami i barwił homogenat z guzów na niebiesko, nie było możliwości 

wykonania spektrofotometrycznego pomiaru stężenia białka w próbkach. Dlatego guzy 

nowotworowe były homogenizowane w dziesięciu objętościach buforu do homogenizacji 

(50 mM Tris-HCl pH 8, 0,5% Triton-X100, 150 mM NaCl, 5% glicerol, inhibitor proteaz 

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail i fosfataz PhosSTOP™), względem masy tkanki. 

Dezintegrację guzów wykonano na homogenizatorze nożowym (Polytron). Noże przed 

rozpoczęciem homogenizacji były schładzane do temperatury około -20°C, a cała 

procedura dezintegracji tkanki była przeprowadzana na lodzie. Na koniec, otrzymane 

homogenaty zawieszano w 5x stężonym buforze Laemmliego w stosunku objętościowym 

4 części homogenatu do 1 części buforu. 

 Oznaczenie stężenia białka w lizatach komórkowych 

W celu oznaczenia stężenia białka w lizatach wykorzystywano metodę Bardforda z 

wykorzystaniem odczynnika Protein Assay (Biorad), zgodnie z zaleceniami producenta. 

Pomiar absorbancji próbek wykonywano przy długości fali 595 nm z wykorzystaniem 

czytnika płytek Sunrise (Tecan). Stężenie białka w lizatach określano względem krzywej 

wzorcowej, wyznaczonej za pomocą roztworów BSA o znanym stężeniu. Każdy pomiar 

białka wykonano w dwóch powtórzeniach technicznych.  
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 Elektroforetyczny rozdział białek w żelu poliakrylamidowym 

W celu rozdzielenia białek w zależności od masy, przeprowadzono elektroforezę w żelu 

poliakrylamidowym. Lizaty komórkowe rozdzielano z wykorzystaniem żelu 

zagęszczającego oraz 8% żelu rozdzielającego. Homogenaty pochodzące z guzów 

nowotworowych rozdzielano na komercyjnych żelach gradientowych (gradient od 4% do 

15%), firmy Biorad. W celu denaturacji struktur białkowych wyższego rzędu, przed 

nałożeniem próbek na żele, lizaty oraz homogenaty inkubowano przez 5 minut w 

temperaturze 100°C. Na żel w przypadku lizatów komórkowych nakładano 35 µg białka, 

natomiast w przypadku homogenatów z guzów nowotworowych nakładano po 5 µl 

próbki. W celu identyfikacji wielkości białek, oprócz próbek, do żelu wprowadzono 

jeszcze wzorzec masy cząsteczkowej Perfect Tricolor Protein Ladder (Eurx) 

Elektroforezę wykonano w aparacie Mini-PROTEAN Tertra Cell (BioRad) w buforze o 

do elektroforezy (25 mM Tris-HCl, 192 mM glicyny, 0,1% SDS). Elektroforezę 

przeprowadzano przy napięciu 80 V do momentu ukazania się wszystkich wartości 

markera masy.  

 

 Immunodetekcja białek na membranie nitrocelulozowej (Western Blotting) 

Po przeprowadzonej elektroforezie, wykonywano transfer białek na membranę 

nitrocelulozową o porach 0,45 µM. Półsuchy transfer przeprowadzano z wykorzystaniem 

systemu do transferu Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad). Czas transferu 

wynosił 10 minut przy natężeniu prądu 1,5 A. W celu sprawdzenia poprawności 

wykonanego transferu membranę barwiono roztworem Ponceau S (Sigma), skanowano, 

a następnie płukano w buforze o składzie 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,2% Triton 

X-100, pH 7,4 (TTBS) do pełnego odbarwienia czerwonego zabarwienia. Błonę 

nitrocelulozową inkubowano przez około godzinę w temperaturze pokojowej w TTBS z 

dodatkiem 5% odtłuszczonego mleka lub 5% albuminy z bydlęcej surowicy (BSA).  Po 

zablokowaniu miejsc mogących niespecyficznie wiązać przeciwciała, błony 

nitrocelulozowe inkubowano z przeciwciałami I-rzędowymi w temperaturze 4°C (Tabela 

3.2), przez około 16 godzin. Następnie membrany płukano trzykrotnie, w buforze TTBS 

w celu odpłukania nieprzyłączonych przeciwciał pierwszorzędowych i inkubowano z 

przeciwciałem, II-rzędowym sprzężonym z enzymem – peroksydazą chrzanową (HRP) 

przez około godzinę (Tabela 3.3). Po inkubacji membranę płukano trzykrotnie w buforze 

TTBS i inkubowano przez 2 minuty w roztworze substratów do chemiluminescencji 
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(Pierce™ ECL Western Blotting Substrate, Thermofisher). Reakcję świetlną HRP z 

substratem wizualizowano z wykorzystaniem kliszy fotograficznej (Fuji film, 

Carestream). 

 

Tabela 3.2. Lista przeciwciał pierwszorzędowych zastosowanych w immunodetekcji metodą Western Blot 
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3.4 Pomiar sygnału wapniowego po stymulacji receptora P2X7 

Komórki w liczbie 1 x 104 były wysiewane na prostokątnym, sterylnym szkiełku 

nakrywkowym. Następnie po 24 godzinach od wysiania do komórek podawano roztwór 

sondy Fura 2 AM w pożywce bez surowicy i inkubowano przez około godzinę w 

warunkach standardowych. Po inkubacji komórki przepłukiwano dwukrotnie buforem o 

składzie: 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 0.5 mM Na2HPO4, 25 mM HEPES, 130 mM NaCl, 

1 mM pirogronianu, 5 mM D-glukozy, and 0.1 mM CaCl2 i o pH 7.4. Następnie szkiełka 

z wysianymi komórkami przenoszono do kwarcowej kuwety w buforze z wysoką 

zawartością wapnia (2 mM CaCl2) i wkładano do komory pomiarowej 

spektrofluorymetru RF5001PC. Podczas pomiaru mierzona była intensywność 

fluorescencji o długości fali 510 nm po wzbudzeniu falami o długości 340 nm i 380 nm. 

 

3.5 Detekcja komórkowego pora – analiza wnikania jodku propidyny 

Komórki wysiewano na szalkę 3,5 cm w liczbie 1x103. Gdy komórki zaadherowały do 

podłoża, zmieniano pożywkę hodowlaną z DMEM zawierającej 10% surowicy płodowej 

bydlęcej, na DMEM suplementowany N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po około 24 godzinach 

inkubacji w pożywce bez surowicy, komórki odrywano od podłoża i płukano dwukrotnie 

w PBS. Po przepłukaniu komórki ponownie liczono i do doświadczenia zawieszano 

1x103 komórek w czystej pożywce hodowlanej DMEM. Tak przygotowane komórki 

traktowano mieszaniną 100 µM BzATP i 1 mg/ml jodku propidyny (Sigma) przez 15 

minut w temperaturze pokojowej. Następnie komórki płukano w PBS i lizowano w 100 

µl wody dejonizowanej w celu zniszczenia ciągłości błony komórkowej i uwolnienia 

Tabela 3.3. Lista przeciwciał drugorzędowych sprzężonych z HRP zastosowanych w metodzie Western Blot. 
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wchłoniętego jodku propidyny. Fluorescencję próbki mierzono z wykorzystaniem 

czytnika płytek Infinite M1000 PRO (Tecan Trading AG) (wzbudzenie 488 nm, emisja 

617 nm). 

 

3.6 Wyznaczenie tempa podziałów komórkowych po obniżeniu ilości 

receptora P2X7 

Komórki glejaka C6, transfekowano małym interferencyjnym RNA komplementarnym 

do genu P2X7, a następnie, po potwierdzeniu obniżenia poziomu białka, wysiewano na 

płytkę 96 dołkową w liczbie 1x104 na dołek. Następnie po przyklejeniu się komórek do 

podłoża inkubowano w pożywce hodowlanej suplementowanej N2 oraz 10 ng/ml EGF 

kolejno przez 24, 48, 72 godziny. Przy każdym punkcie czasowym wykonywano test 

aktywności metabolicznej MTS (Promega) w celu określenia liczby aktywnych 

metabolicznie komórek. Test wykonywano zgodnie z instrukcją producenta. Absorbancję 

fali światła o długości 490 nm mierzono z wykorzystaniem czytnika płytek Sunrise 

(Tecan Trading AG). 

 

3.7 Analiza adhezji komórkowej do macierzy zewnątrzkomórkowej 

Przed rozpoczęciem testu, pojedyncze dołki na płytce 96 dołkowej, pokrywano 

roztworem kolagenu I (50 μg/ml), kolagenu IV (50 μg/ml) oraz fibronektyny (10 μg/ml) 

i inkubowano w temperaturze 4°C przez 24 godziny. Po tym czasie z płytek usuwano 

roztwory z zawierające składniki macierzy zewnątrzkomórkowej i płukano dwukrotnie 

PBS. Tak przygotowane płytki suszono w komorze laminarnej przez około godzinę. Po 

wyschnięciu wysiewano na nie komórki glejaka C6 w liczbie 1x104 na dołek. Przed 

wysianiem, komórki dobrze mieszano oraz przepuszczano przez igłę o rozmiarze 24 G w 

celu uzyskania zawiesiny pojedynczych komórek. Komórki zlepione w agregaty mogłyby 

zafałszować wynik. Następnie komórki wysiewano i inkubowano z 100 µM BzATP, 100 

nM BBG lub mieszaniną 100 µM BzATP i 100 nM BBG. Komórki inkubowano przez 

około 20 minut, a następnie płytkę płukano dwukrotnie PBS w celu usunięcia komórek, 

które nie przyczepiły się do podłoża. Komórki, które zostały na płytce utrwalano poprzez 

inkubację w metanolu o temperaturze -20C przez 20 minut. Następnie komórki barwiono 

0,1% roztworem fioletu krystalicznego przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po 

wybarwieniu utrwalonych komórek, płukano je trzykrotnie w wodzie, w celu odpłukania 
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nadmiaru barwnika i suszono przez godzinę w temperaturze pokojowej. Po wyschnięciu 

zabarwione komórki rozpuszczano w 100µl 10% kwasu octowego i mierzono poziom 

absorbancji roztworu dla fali o długości 570 nm z wykorzystaniem czytnika płytek 

Sunrise (Tecan Trading AG). 

 

3.8 Pomiar aktywności metabolicznej komórek glejaka C6 po inkuba-

cji z lekami stosowanymi w terapii przeciwnowotworowej 

Komórki glejaka C6 wysiewano na płytkę 96 dołków w liczbie 1x104 na dołek. Następnie, 

gdy komórki się przykleiły do podłoża, zmieniano pożywkę hodowlana na wzbogaconą 

suplementem N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach komórki traktowano 200 µM 

karmustyny oraz takiego samego stężenia karmustyny i 100 µM BzATP przez 24h. Po 

tym czasie ilość aktywnych metabolicznie komórek mierzono z wykorzystaniem testu 

MTS (Promega) zgodnie z zaleceniami producenta. Absorbancję fali światła o długości 

490 nm mierzono z wykorzystaniem czytnika płytek Sunrise (Tecan Trading AG). 

 

3.9 Pomiar aktywności metabolicznej komórek z wykorzystaniem te-

stu MTS 

Komórki wysiewano na płytkę 96 dołków w liczbie 1x104
 na dołek dla komórek glejaka 

szczura C6 i 1x103 dla komórek glejaków człowieka U-251 i U-138. Gdy komórki 

przykleiły się do podłoża pożywkę hodowlaną zmieniano z zawierającej 10% płodowej 

surowicy bydlęcej na pożywkę zawierającą suplement N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po około 

24 godzinach inkubacji komórki traktowano 100 µM BzATP, mieszaniną 100 µM BzATP 

i 100 nM BBG, oraz samym 100 nM BBG przez 24 godziny. Po tym czasie wykonywano 

test aktywności metabolicznej MTS (Promega) zgodnie z zalecaniami producenta. 

Poziom absorbancji fali światła długości 490 nm mierzono z wykorzystaniem czytnika 

płytek Sunrise (Tecan Trading AG). 

 

3.10 Analiza przeżywalności komórek glejaków po traktowaniu lekami 

cytostatycznymi 

Komórki wysiewano na płytkę 96 dołków w liczbie 1x104 na dołek dla komórek glejaka 

szczura C6 i 1x103 dla komórek glejaków człowieka U-251, U-138 i LN-229. Następnie, 



60 

 

gdy komórki się przykleiły do podłoża, zmieniano pożywkę hodowlana na wzbogaconą 

suplementem N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach komórki traktowano 200 µM 

karmustyny lub 600 µM temozolomidu oraz takiego samego stężenia karmustyny i 

temozolomidu z 100 nM BBG lub 2 µM Kn-62 przez 24h. Po tym czasie pożywkę 

usuwano, a pozostałe na płytce komórki utrwalano zimnym metanolem przez 20 minut w 

temperaturze -20°C. Następnie usuwano metanol, a płytkę suszono przez około godzinę 

w temperaturze pokojowej. Utrwalone komórki barwiono 0,1% roztworem fioletu 

krystalicznego przez 10 minut. Następnie barwnik usuwano, a komórki płukano 

trzykrotnie w wodzie z kranu w celu usunięcia nadmiaru barwnika. Po wyschnięciu 

wybarwione komórki rozpuszczano w 100 µl kwasu octowego o stężeniu 10%, aż do 

pełnego rozpuszczenia, następnie mierzono absorbancję fali światła o długości 570 nm z 

wykorzystaniem czytnika płytek Sunrise (Tecan Trading AG). 

 

3.11 Analiza śmiertelności komórek przez uwalnianie dehydrogenazy 

mleczanowej (LDH) 

Komórki glejaków człowieka (U-251 i U-138) wysiewano w liczbie 1x103 na dołek, na 

płytkę 96 dołkową. Komórki glejaka szczura C6 wysiewano w liczbie 1x104 na dołek 

płytki 96 dołkowej. Po przyklejeniu się komórek do podłoża, zmieniano pożywkę 

hodowlaną ze standardowego DMEM z 10% na DMEM z suplementem N2 i 10 ng/ml 

EGF i inkubowano przez 24 godziny. Po tym czasie komórki glejaków traktowano 100 

µM BzATP przez 24 godziny. Poziom uwolnionej dehydrogenazy mleczanowej w 

pożywce hodowlanej, świadczącej o śmierci komórek mierzono z wykorzystaniem 

zestawu CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity  Assay  kit  (Promega), zgodnie z 

zaleceniami producenta. Absorbancję przy długości fali 490 nm, mierzono z 

wykorzystaniem czytnika płytek Sunrise (Tecan Trading AG). 

 

3.12 Barwienie mitochondriów z wykorzystaniem sondy Mitotracker 

CMX Ros 

Komórki w ilości 1 x 104 były wysiewane na okrągłym, sterylnym szkiełku 

nakrywkowym. Następnie po przyczepieniu się komórek do podłoża zmieniano na 

pożywkę bez bydlęcej surowicy płodowej z dodatkiem suplementem N2 i 10 ng EGF. Po 

24 godzinach inkubacji w pożywce bez surowicy komórki traktowano 100 µM BzATP 
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przez godzinę. Następnie szkiełka z komórkami płukano dwukrotnie i inkubowano w 500 

nM roztworze roboczym sondy MitoTracker Red CMXRos (ThermoFisher Scientific) 

przez pół godziny. Po wybarwieniu komórki płukano dwukrotnie w PBS w celu 

wypłukania nieprzyłączonego barwnika. Tak przygotowane komórki obrazowano z 

wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780. 

 

3.13 Analizy cytometryczne 

 Detekcja komórek apoptotycznych - test łączenia aneksyny V i wnikania 

jodku propidyny 

Komórki glejaków były wysiewane w liczbie 5x103 komórek na dołek płytki 

sześciodołkowej. Po przyklejeniu się komórek do podłoża, komórki inkubowano przez 

24 godziny w pożywce hodowlanej pozbawionej surowicy z dodatkiem suplementu N2 

oraz 10 ng/ml EGF. Następnie do hodowli komórek dodawano na 24 godziny 100 µM 

roztwór BzATP. Jako kontrolę pozytywną, mającą zbadać poprawność wykonanego 

doświadczenia wykorzystano komórki linii Jurkat, które charakteryzują się łatwym 

wchodzeniem na drogę apoptotycznej śmierci komórkowej. W celu wywołania takiej 

śmierci traktowano komórki przez 30 sekund promieniowaniem UV-C. Po inkubacji 

komórki były trypsynizowane w celu oderwania od podłoża hodowlanego i płukane w 

PBS. Następnie zostały przeniesione do próbówek i znakowane z wykorzystaniem jodku 

propidyny oraz anneksyny V sprzężonej z FITC, zgodnie z zaleceniami producenta 

zestawu (Sigma-Aldrich). Po zakończeniu inkubacji, komórki były dwukrotnie płukane 

w PBS, w celu usunięcia niezwiązanych barwników. Tak przygotowane komórki były 

liczone przy użyciu cytometru Guava® easyCyte (analiza w kanałach Green dla aneksyny 

i Yellow dla jodku propidyny). 

 

 Analiza wytwarzania wolnych rodników z wykorzystaniem sondy DCF-DA 

Komórki wysiewano na płytkę sześciodołkową w liczbie 1x105 na dołek. Po przyklejeniu 

się komórek do podłoża pożywkę zmieniano na pożywkę bezsurowiczą wzbogaconą 

suplementem N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach od wysiania komórki traktowano 

100 µM roztworem BzATP przez godzinę. Następnie komórki odklejano od podłoża z 

wykorzystaniem trypsyny i inkubowano przez pół godziny w 10 µM roztworze sondy 

DCF-DA w pożywce DMEM pozbawionej czerwieni fenolowej. Po inkubacji zawiesinę 
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komórek wirowano przez 2 minuty 500 x g, a następnie po usunięciu pożywki znad 

komórek płukano dwukrotnie w PBS. Następnie komórki zawieszano w 200 ul buforu i 

otrzymaną mieszaninę przenoszono na płytkę 96 dołkową. Analizę cytometryczną 

wykonywano z wykorzystaniem cytometru kapilarnego Guava easyCyte. Fluorescencja 

sondy DCF-DA była wzbudzana laserem 488 nm, emisja była odczytywana w kanale 

Green. Podczas analizy zbierano sygnał z minimum 1x104
 komórek. 

 Analiza potencjału błony mitochondrialnej z wykorzystaniem sondy JC-1 

Komórki wysiewano na płytkę sześciodołkową w liczbie 1x105 na dołek. Po przyklejeniu 

się komórek do podłoża pożywkę zmieniano na pożywkę pozbawioną surowicy, z 

dodatkiem suplementu N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach od wysiania komórki 

traktowano 100 µM roztworem BzATP, przez godzinę. Następnie komórki odklejano od 

podłoża i inkubowano przez 15 minut w 1 µM roztworze sondy JC-1 w pożywce DMEM 

pozbawionej czerwieni fenolowej w temperaturze 37°C. Po inkubacji zawiesinę komórek 

wirowano przez 2 minuty w 500 x g, a następnie po usunięciu pożywki znad komórek 

płukano dwukrotnie w PBS. Następnie komórki zawieszano w 200 ul buforu i 

przenoszono na płytkę 96 dołkową. Analizę cytometryczną wykonywano z 

wykorzystaniem cytometru kapilarnego Guava easyCyte. Fluorescencyjna sonda JC-1 

była wzbudzana laserem 488 nm, emisja była odczytywana w kanale Green oraz Yellow. 

Podczas analizy zbierano przynajmniej 1x104
 komórek. Aktywność błony 

mitochondrialnej mierzono poprzez wyliczenie stosunku sygnału w kanale czerwonym 

(Yellow) do zielonego (Green). 

 

3.14 Oznaczanie stężenia uwolnionego ATP w pożywce oraz w guzie 

nowotworowym 

W celu pomiaru stężenia ATP w pożywce hodowlanej i homogenatach z guzów 

nowotworowych wykorzystywano komercyjny zestaw ENLITEN ATP Assay System 

Bioluminescence Detection Kit for ATP Mesurments (Promega). Zestaw ten wykrywa 

ATP poprzez wykorzystanie reakcji emisji światła o długości fali 560 nm przez lucyferynę 

podczas reakcji utleniania, katalizowanej przez lucyferazę, która wymaga hydrolizy ATP. 

W celu zbadania stężenia zewnątrzkomórkowego ATP wydzielanego do pożywki 

hodowlanej komórki linii C6 w liczbie 1x105 wysiewano na szalkę o średnicy 3,5 cm. 

Gdy komórki przykleiły się do podłoża pożywkę hodowlaną zmieniano na DMEM z 
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dodatkiem suplementu N2 i 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach inkubacji do pożywki 

dodawano 100 µM BzATP lub kombinację 100 µM BzATP z 100 nM BBG lub tylko 100 

nM BBG. Po następnych 24 godzinach inkubacji, zbierano pożywkę hodowlana do 

analizy. Przed rozpoczęciem pomiaru próbki wirowano przez 10 minut w 500 x g by 

usunąć martwe komórki z pożywki. Martwe komórki mogłyby rozpraszać lub pochłaniać 

światło i zaburzyć pomiar. Do pożywki dodawano następnie taka samą objętość 4% 

kwasu trichlorooctowego (TCA) w celu denaturacji białek. Do otrzymanego roztworu 

dodawano 0,42% błękitu bromofenolowy w celu wskazania poziomu pH w roztworze, a 

następnie miareczkowano roztworem 1M Tris o pH 10 aż do neutralizacji roztworu. 

Następnie próbki dokładnie mieszano i wirowano przez 20 minut w temperaturze 4°C z 

prędkością 12000 x g. Nadsącz rozcieńczano 100 razy i mierzono ilość ATP z 

wykorzystaniem komercyjnego zestawu ENLITEN ATP Assay System Bioluminescence 

Detection Kit for ATP Mesurments (Promega) według zaleceń producenta. Intensywność 

luminescencji mierzona była z wykorzystaniem czytnika płytek Infinite M1000 PRO 

(Tecan).  

Guzy nowotworowe były homogenizowane w buforze (25 mM Tris-HCl; 150 mM KCl; 

2 mM EDTA; 0.1% EDTA; 10 mM KH2PO4; 0.1 mM MgCl2; pH 7.4) w stosunku 

masowym 1 do 9, na homogenizatorze nożowym (Polytron) na lodzie. Następnie za 

pomocą 4% kwasu trichlorooctowego wytrącono białka w homogenacie. Następnie, tak 

jak przy pomiarze stężenia ATP w pożywce, próbkę neutralizowano 1M Tris o pH 10 i 

wirowano przez 20 minut w temperaturze 4°C z prędkością 12000 x g. Tak przygotowany 

nadsącz rozcieńczano 100 razy i mierzono ilość ATP z wykorzystaniem komercyjnego 

zestawu ENLITEN ATP Assay System Bioluminescence Detection Kit for ATP 

Mesurments (Promega) według zaleceń producenta. Intensywność lumnescencji 

mierzona była z wykorzystaniem czytnika płytek Infinite M1000 PRO (Tecan).  

3.15 Doświadczenia in vivo 

 Wprowadzanie podskórne guzów nowotworowych oraz dawkowanie inhibi-

tora receptora P2X7 – BBG 

Trzymiesięczne samce myszy szczepu C57/BL6J hodowane były w standardowych 

warunkach w Instytucie Biologii Komórki, Narodowej Ukraińskiej Akademii Nauk we 

Lwowie. Zgodę na przeprowadzenie doświadczeń wydała Lokalna Komisja Etyczna przy 

Instytucie Biologii Komórki, Narodowej Ukraińskiej Akademii Nauk we Lwowie. 
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W celu zaindukowania rozwoju guzów nowotworowych wykonano podskórne 

wszczepienie 1x106 komórek glejaka C6, zawieszonych w 100 µl Matrigelu (Corning) w 

prawy bok myszy. Gdy guzy osiągnęły około 100 mm3 (10 dnia od zaszczepienia guzów), 

myszy podzielono na grupy, tak aby średnia wielkość guzów w grupie kontrolnej i 

traktowanej miała taką samą wartość przed rozpoczęciem podawania inhibitora. 

Zwierzętom w grupie kontrolnej podawano PBS, natomiast zwierzętom w grupie badanej 

podawano co 48 godzin inhibitor receptora P2X7 – BBG, w dawce 100 mg/kg masy ciała. 

W trakcie eksperymentu przeprowadzono 4 podania tak, że skumulowana dawka 

inhibitora wynosiła 400 mg/kg masy ciała myszy.  

Po zakończeniu podań myszy poddano eutanazji poprzez dyslokację kręgów szyjnych 

poprzedzoną narkozą w izofluranie. Guzy zostały wyizolowane podczas sekcji i zważone. 

Dodatkowo w celu wykorzystania w innych procedurach pobrano również krew 

obwodową, poprzez punkcję z serca. 

 

 Izolacja surowicy mysiej 

Pobrana podczas sekcji myszy krew była przenoszona do probówki i inkubowana przez 

30 minut w temperaturze 37̊C w celu wytworzenia skrzepu. Następnie krew wirowano 

przez 10 minut w temperaturze 4°C, przy 2000 x g aby usunąć skrzep. Po wirowaniu 

nadsącz (surowica) była przenoszona do nowych probówek i przechowywana w -80°C. 

 

 Pomiar stężenia glutationu całkowitego oraz jego utlenionej formy w guzach 

Do określenia całkowitego stężenia glutationu oraz stężenia jego utlenionej formy 

wykorzystano komercyjny zestaw Glutathione Colorimetric Detection Kit (Invitrogene). 

Fragmenty guzów o masie 10 mg były dezintegrowane z wykorzystaniem 

homogenizatora nożowego (Polytron) w 100 µl PBS, na lodzie. Do tak pozyskanych 

próbek dodawano 250 µl 1,5% TCA i inkubowano przez 10 minut, także na lodzie, a 

następnie wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C przy 12000 x g. Mieszaninę 

reakcyjną wykonywano zgodnie z instrukcją producenta zestawu. Absorbancję fali 

światła o długości 405 nm mierzono z wykorzystaniem czytnika płytek Infinite M1000 

PRO plate reader (Tecan Traiding AG). Stosunek gluationu całkowitego (GSH)  do 

glutatnionu utlenionego (GSSG) został obliczony według następującego wzoru: 

stosunek GSH/GSSGkontrola = (2 x gssgkontrola/(gshkontrola + (2 x gssgkontrola))) × 100% 
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stosunek GSH/GSSGtraktowane = (2 x gssgtraktowane/(gshtraktowane+(2 x gssgtraktowane))) × 

100% 

 

 Pomiar aktywności dysmutazy ponadtlenkowej 

Pomiar aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) został wykonany z 

wykorzystaniem komercyjnego zestawu Superoxide Dismutase (SOD) Activity Assay Kit 

(BioVision). Fragmenty guzów o masie 10 mg były homogenizowane na lodzie w buforze 

(0.1 M Tris-HCl, pH 7,4, 0,5% Triton X-100, 10 mM DTT, 0,1 mg/ml PMSF) z 

wykorzystaniem homogenizatora nożowego (Polytron). Następnie próbki były wirowane 

przez 10 minut w temperaturze 4°C przy 12000 x g. Pomiar aktywności SOD  wykonano 

poprzez pomiar absorbancji fali świetlnej o długości 450 nm z wykorzystaniem czytnika 

pyłek Infinite M1000 PRO plate reader (Tecan Traiding AG). Aktywność SOD została 

wyliczona na podstawie następującego wzoru: 

aktywność SOD (%) = ((kontrola1 – kontrola3) – (próba badana – kontrola2)/(kontrola1 – 

kontrola3)) x 100% 

 

 Oznaczanie aktywności metaloproteinazy 2 w guzie 

Świeżo izolowane guzy nowotworowe glejaka C6 zostały zdezintegrowane tak jak w przy 

procedurze Western Blot w nieredukującym buforze (125 mM Tris-HCl, 4% SDS, 20% 

glicerolu, 0,01% błękitu bromofenolowego) w celu zachowania aktywności 

metaloproteinaz. Następnie tkankę dezintegrowano z wykorzystaniem homogenizatora 

nożowego (Polytron). Po wytworzeniu homogenatu rozdzielano białka w 7,5% żelu 

akrylamidowym zawierającym 10% SDS oraz 4 mg/ml żelatyny. Elektroforeza 

przebiegała w obecności markera wielkości białek (EURx). Po zakończeniu elektroforezy 

żel był dwukrotnie płukany w buforze (50 mM Tris-HCl, 5 mM CaCl2, 1 μM ZnCl2, 2.5% 

Triton X-100, pH 7.5). Następnie żel inkubowano przez noc w temperaturze 37°C w 

buforze zapewniającym aktywność enzymów proteolitycznych (50 mM Tris-HCl, 5 mM 

CaCl2, 1 µM ZnCl2, 1% Triton X-100, pH 7.5). Po inkubacji żel był barwiony roztworem 

Coomasie Brilliatn Blue G przez około 15 minut. Aktywna metaloproteinaza w miejscu 

działania zostawiała obszary pozbawione żelatyny, których barwnik nie barwił. Następnie 

żel skanowano, a aktywność metaloproteinazy wyliczano poprzez stosunek 

intensywności prążka niedojrzałej do formy aktywnej. 
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 Immunofluorescencyjna detekcja receptora P2X7 w guzie 

Wyizolowane guzy nowotworowe były natychmiast utrwalane w 4% paraformaldehydzie 

(PFA) (Santa Cruz Biotechnology) w 4°C przez 24 godziny. Następnie utrwalone tkanki 

były inkubowane przez noc w 30% roztworze sacharozy i mrożone w izopentanie 

schłodzonym w oparach ciekłego azotu. Zamrożone guzy były krojone z wykorzystaniem 

kriostatu Leica CM 1950 (Leica Biosystems) na skrawki o grubości 20 µm. Następnie 

otrzymane skrawki były utrwalane z wykorzystaniem 4% PFA w temperaturze 4°C przez 

10 minut. Następnie, przeprowadzono permabilizację tkanki z wykorzystaniem 

detergentu. W tym celu skrawki inkubowano w PBS zawierającym 0,05% Triton X-100 

(PBS-T) przez 30 minut. Następnie blokowano miejsca niespecyficznego wiązania białek 

z wykorzystaniem roztworu 5% końskiego serum w PBS-T przez godzinę. Po inkubacji 

z serum, skrawki płukano trzykrotnie w PBS-T i inkubowano przez noc z przeciwciałem 

Anty-P2X7 w 4°C (rozcieńczenia przeciwciał w Tabeli 4). Następnego dnia skrawki 

inkubowano z przeciwciałem drugorzędowym przeciw IgG królika, sprzężonym z 

barwnikiem fluorescyjnym AlexaFluor 488 przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. 

Po znakowaniu preparaty zamykano z wykorzystaniem mieszanki do zamykania 

preparatów Vectashield mounting medium z DAPI (Vector Laboratories). Preparaty 

wizualizowano z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780 z 

obiektywem olejowym planapochromatycznym o powiększeniu 63x, o aperurze 

numerycznej 1.4. 

 

 Barwienia histopatologiczne guza hematoksyliną i eozyną 

Do przeprowadzenia analizy histopatologicznej guzy nowotworowe były utrwalane w 4% 

PFA przez 24 godziny w 4̊C (Santa Cruz Biotechnology), a następnie przeprowadzone 

przez standardowy szereg alkoholowy i parafinowy w celu odwodnienia tkanki i 

uformowania bloczków. Otrzymane bloczki parafinowe krojono na skrawki grubości 2 

µm z wykorzystaniem mikrotomu Leica HistoCore (Leica Biosystems). Tak 

przygotowane skrawki przenoszono na szkiełko podstawowe i barwiono 

hematoksylina/eozyną według standardowej procedury (Feldman i Wolfe, 2014). 
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 Analiza markerów powierzchniowych komórek guza z wykorzystaniem cy-

tometrii przepływowej 

Guzy nowotworowe były izolowane i inkubowane w roztworze kolagenazy w pożywce 

hodowlanej DMEM (2 mg/ml) w 37°C, przez około godzinę, a następnie dezintegrowane 

z wykorzystaniem urządzenia gentleMACS™ Dissociator (Miltenyi Biotec), które 

pozwala na rozdzielenie tkanek, bez uszkodzenia komórek. Zawiesina komórek była 

płukana dwa razy w buforze PBS w celu opłukania kolagenazy. Następnie komórki 

inkubowano przez pół godziny w PBS zawierającym 1% BSA w celu zablokowania 

epitopów, do których mogłyby niespecyficznie przyłączać się przeciwciała. Następnie 

komórki płukano trzykrotnie w PBS i inkubowano z przeciwciałami Anty-CD68 i Anty-

FOXP3+ sprzężonymi z fluorochromami (patrz tabela 3.4) rozpuszczonymi w 1% 

roztworze BSA w PBS, według zaleceń producenta. W celu wyeliminowania 

niespecyficznych sygnałów, zastosowano kontrole izotypowe, odpowiednie dla każdego 

z wykorzystanych przeciwciał (Tabela 3.4). Po inkubacji próbki były płukane trzykrotnie 

w PBS i analizowane z wykorzystaniem cytometru Guava® easyCyte 8HT Benchtop 

Flow Cytometer (Merck Millipore). 

 

Tabela 3.4 Lista przeciwciał stosowanych w immunofluorescencji oraz cytometrii przepływowej 
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 Analiza cytokin prozapalnych z wykorzystaniem macierzy typu dot-blot 

W celu zbadania cytokin wydzielanych do surowicy oraz w mikrośrodowisku guza 

nowotworowego, wykorzystano komercyjne zestawy macierzy typu dot-blot. W celu 

oznaczenia cytokin w surowicy, rozcieńczano ją w zawartym w zestawie buforze do lizy 

w stosunku objętościowym 1 do 1000.  

W celu analizy cytokin w mikrośrodowisku guza, guzy homogenizowano w 

dostarczonym przez producenta zestawu, buforze do lizy suplementowanym inhibitorem 

preoteaz cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Następnie inkubację próbek 

oraz wizualizację danych wykonano zgodnie z zaleceniami producenta zestawu. Wykryte 

sygnały pochodzące od białek były wizualizowane na kliszy fotograficznej, które były 

następnie skanowane i analizowane za pomocą dodatku do programu Imagej - Protein 

Array Analyzer Plug-In stworzonym przez Gilles Carpentier. 

 

3.16 Analiza statystyczna 

Wyniki przedstawione w pracy to średnie arytmetyczne wartości uzyskanych z pojedyn-

czych powtórzeń biologicznych lub średnie powtórzeń biologicznych znormalizowane do 

kontroli. Dodatkowo na wykresach zaznaczono wąsy odchyleń standardowych. Analiza 

statystyczna została wykonana na surowych danych z wykorzystaniem programu Sigma-

Plot 12.3 (Systat Software Inc). W celu określenia istotności statystycznej pomiędzy gru-

pami kontrolnymi i traktowanymi stosowano sparowany Test-T lub jednoczynnikową 

ANOVA dla powtórzeń z testem typu post-hoc Bonferroniego lub Duncana. Normalność 

rozkładu sprawdzano z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilka lub Levene’a. Wynik uzna-

wano za istotny statystycznie, gdy p < 0,05. Na wykresach stosowano następujące ozna-

czenia przedziałów istotności: p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***). Do analizy i opra-

cowania wyników wykorzystano programy: Microsoft Excel,  ImageJ, GIMP  oraz Zeiss 

ZEN Software. 
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4.1 Analiza ekspresji transkryptów receptorów z rodziny P2X w ko-

mórkach glejaka wielopostaciowego 

Aby możliwe było przeprowadzenie badań roli receptora P2X7 w glejaku 

wielopostaciowym, należało zbadać występowanie receptorów nukleotydowych z 

rodziny P2X w tych komórkach. Było to konieczne gdyż wszystkie te receptory 

odpowiadają na zewnątrzkomórkowe ATP. Aby nie powodować pobudzenia wielu 

receptorów na raz, należało wybrac jak najbardziej specyficznego agonistę. Do detekcji 

ekspresji genów receptorów z rodziny P2X wykorzystano technikę reakcji łańcuchowej 

polimerazy z odwrotną transkrypcją. Przeanalizowano ekspresję wszystkich genów 

recetporów z rodziny P2X. W badaniu tym pominięto linie C6, gdyż w danych 

Rycina 4.1. Receptory z rodziny P2X w liniach komórkowych glejaków wielopostaciowych. Białymi 

strzałkami oznaczono specyficzny produkt reakcji PCR. Skrótem M oznaczono molekularny wzór masy, 

symbole oznaczają kolejno X1 – P2X1, X2 – P2X2, X3 – P2X3, X4 – P2X4, X5 – P2X5, X6 – P2X6, X7 

– P2X7. Wizualizacja receptora P2X2 odbyła się osobno na innym żelu, ponieważ zostały wypełnione 

wszystkie studzienki. Rycina przedstawia reprezentatywny żel z trzech powtórzeń biologicznych. 
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literaturowych można znaleźć informacje o ekspresji genów receptorów z rodziny P2X 

w tej linii komórkowej (Braganhol i wsp., 2009). W badanych liniach komórkowych 

ludzkich glejaków wielopostaciowych U-87, U-251, U-138, wyktyto obecność mRNA 

wszystkich receptorów z rodziny P2X (Rycina 4.1). 

 

4.2 Analiza ekspresji transkryptów receptorów z rodziny P2Y w 

komórkach glejaka wielopstaciowego 

Jako że na zewnątrzkomórkowe ATP odpowidają również receptory z rodziny P2Y, 

należało w zbadanych liniach wykryć obecność receptorów należących do tej rodziny. 

Tak jak poprzednio w badaniu tym pominięto linię C6, gdyż w danych literaturowych 

można znaleźć informacje o ekspresji genów receptorów z rodziny P2Y (Braganhol i wsp., 

2009). Linie ludzkich glejaków wykazywały różnice w obecności mRNA receptorów z 

rodziny P2Y. 

W linii U-87 wykryto transkrypty recetorów P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11 oraz P2Y12. W 

linii U-251 wykryto trnskrypty dla receptorów P2Y1, P2Y2, P2Y4 oraz P2Y12. 

Natomiast w linii komórkowej U-138 wykryto transkrypty dla receptorów P2Y1, P2Y2, 

P2Y6 oraz P2Y12 (Rycina 4.2). 

 

Rycina 4.2. Receptory z rodziny P2Y w liniach komórkowych glejaków wielopostaciowych. Białymi 

strzałkami oznaczono specyficzny produkt reakcji PCR. Skrótem M oznaczono molekularny wzór masy, 

symbole oznaczają kolejno Y1 – P2Y1, Y2 – P2Y2, Y4 – P2Y4, Y6 – P2Y6, Y11 - P2Y11, Y12 – P2Y12. 

Rycina przedstawia reprezentatywny żel z trzech powtórzeń biologicznych. 
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4.3 Analiza obecności białka receptora P2X7 w komórkach gelejaka 

wielopstaciowego 

Po wykryciu transkryptów receptora P2X7 w komórkach glejaka wielopstaciowoego, 

przerowadzono analizę Western Blot w celu zbadania korelacji pomiędzy ilością 

transkrytpów, a ilością białka w komórkach. 

We wszystkich badanych komórkach gelajaka wielopstaciowego wykryto białko 

receptora P2X7 (Rycina 4.3). Ilość znajdowanego białka zależała od linii komórkowej. 

Najwięcej receptora P2X7 wykryto w lizatach z glejaka C6 szczura. Dużą ilością 

receptora charakteryzowała się również linia U-87. Ilość białka receptora P2X7 była 

znacząco niższa w komórkach linii U-251 i U-138. Linią o najmniejszej ilości 

wykrywanego białka P2X7 była linia U-251. 

 

4.4 Analiza sygnału wapniowego po pobudzeniu komórek glejaków 

przez syntetycznego agonistę P2X7 (BzATP)  

Następnym krokiem po wykryciu białka receptora P2X7, było sprawdzenie 

funkcjonalności tego receptora. W tym celu komórki glejaka wielopostaciowego 

stymulowano syntetycznym agonistą receptora P2X7 – BzATP. Intensywność 

odpowiedzi wapniowej, która odpowiada stężeniu wolnych jonów wapnia w cytoplazmie, 

mierzono przy użyciu fluorescencyjnej sondy wapniowej Fura-2 (Rycina 4.4). 

Rycina 4.3. Ilość białka receptora P2X7 w różnych liniach ludzkich glejaków wielopostaciowych (U-251, 

U-138) oraz szczurzego glejaka C6. Na rycinie przedstawiono reprezentatywny wynik z 3 niezależnych 

powtórzeń biologicznych. 



73 

 

Najintensywniejszy sygnał wapniowy obserwowany był w komórkach glejaka C6 

szczura, komórki te również odpowiadały za każdym razem na stymulację. Znacząco 

słabszy sygnał wapniowy wykazywały komórki ludzkiego glejaka U-251. Co więcej, 

komórki nie zawsze odpowiadały na pobudzenie. Natomiast linia U-138 nigdy nie 

wykazywała odpowiedzi wapniowej po stymulacji przez BzATP. 

 

4.5 Analiza formowania pora komórkowego 

Po wykryciu receptora P2X7 w komórkach glejaka wielopostaciowego należało, oprócz 

wykrycia obecności sygnału wapniowego, zbadać możliwość formowania komórkowego 

pora, przez który do wnętrza komórki mogą wnikać duże cząsteczki takie jak jodek 

propidyny. Wnikanie jodku propidyny po stymulacji przez BzATP zaobserwowano tylko 

w dwóch liniach komórkowych: glejaku szczura C6 i glejaku człowieka U-251 (Rycina 

4.5). Pomiary na linii U-138 nie wykazywały wnikania jodku propidyny po stymulacji 

BzATP. Należy jednak dodać, że w przypadku linii komórkowych C6 i U-251 

efektywność wnikania była bardzo niska i wynosiła odpowiednio 24% oraz 12%. 

Otrzymane różnice były istotne statystycznie. 

 

 

Rycina 4.4. Analiza intensywności sygnału wapniowego, po stymulacji receptora P2X7, komórkach ludzkich 

glejaków wielopostaciowych (U-251, U-138) oraz szczurzego glejaka C6. Czarna strzałka w górnej części 

wykresu wskazuje na czas rozpoczęcia stymulacji, poprzez dodanie agonisty receptora – BzATP. Szare linie 

przedstawiają pojedyncze powtórzenia biologiczne, czarna linia pokazuje uśredniony poziom sygnału z 

trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. 
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4.6 Badanie śmierci komórkowej po stymulacji receptora P2X7 

Według danych literaturowych, aktywacja receptora P2X7 może prowadzić do śmierci 

komórki poprzez masywny napływ wapnia do cytoplazmy lub poprzez otwarcie dużego 

pora komórkowego. Jako że w dwóch liniach obserwowano zwiększone wnikanie jodku 

propidyny do wnętrza komórki, należało zbadać wpływ aktywacji P2X7 na 

występowanie śmierci komórkowej. W tym celu przeprowadzono dwa niezależne testy 

wykrywające komórki wprowadzone na drogę apoptotycznej i nekrotycznej śmierci 

komórkowej.  

Pierwsza analiza, to cytometryczne oznaczenie apoptotycznych/nekrotycznych komórek 

z wykorzystaniem aneksyny piątej (marker apoptozy) oraz jodku propidyny w celu 

detekcji komórek nekrotycznych. Jako kontrolę pozytywną, mającą sprawdzić, czy test 

został wykonany poprawnie, wykorzystano komórki ludzkiej białaczki z dużych 

ziarnistych limfocytów T, linię Jurkat. Komórki te wykazują się wysoką czułością na 

szkodliwe czynniki środowiskowe, które aktywują proapoptoczyczne ścieżki śmierci 

komórkowej. Aby wprowadzić komórki kontrolne w stan apoptozy, komórki Jurakt były 

traktowane przez 30 sekund promieniowaniem UV-C.  

Po wykonaniu kontroli pozytywnej na komórkach linii Jurkat przeprowadzono badania 

na liniach glejaka wielopostaciowego (Rycina 4.6). W żadnej z badanych linii glejaka nie 

zaobserwowano zwiększonych populacji komórek pozytywnie wybarwionych aneksyną 

Rycina 4.5. Analiza napływu jodku propidyny do wnętrza komórki poprzez błonowy por w komórkach linii 

glejaków ludzi (U-251  i U-138) oraz glejaka szczura C6. Wykres przedstawia uśrednioną wartość z czterech 

niezależnych powtórzeń biologicznych. Istotność statystyczną wyliczono testem t-Studenta. Wynik 

uznawano za istotny statystycznie gdy p < 0,05 (*). 
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piątą. Nie wykryto również komórek wybarwionych jodkiem propidyny co świadczy o 

braku apoptozy w każdej badanej linii. 
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Rycina 4.6. Analiza cytometryczna śmierci komórkowej z wykorzystaniem zestawu wykrywającego 

aneksynę V i jodek propidyny. A) Reprezentatywne wykresy przedstawiające wybarwione populacje. 

Komórki linii Jurkat, traktowane przez 30 sekund promieniowaniem UV-C to kontrola pozytywna 

przedstawiająca komórki w trakcie apoptotycznej śmierci. Wykresy C6, U-251 i U-138 przedstawiają 

populacje komórek traktowanych agonistą receptora P2X7 – BzATP. B) Tabela przedstawiająca uśrednione 

wartości liczbowe z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. Istotność statystyczną względem 

komórek żywych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post 

hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p < 0,05 wzg. % komórek żywych (*). 
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W celu wykluczenia gwałtownej śmieci komórkowej polegającej na rozpadzie komórki, 

takich jak nekroza i pyroptoza przeprowadzono dodatkowo test aktywności 

dehydrogenazy mleczanowej uwalnianej do pożywki hodowlanej. Jako kontrolę 

pozytywną, potwierdzającą prawidłowe działanie zestawu, wykorzystano wyizolowaną z 

krowiego serca dehydrogenzę mleczanową. W komórkach linii glejaka 

wielopostaciowego nie zaobserwowano zwiększonej aktywności tego enzymu po 

stymulacji BzATP, co świadczy o braku śmierci komórkowej opartej na gwałtownym 

rozpadzie komórek (Rycina 4.7). Podsumowując przeprowadzone na dwóch niezależnie 

działających testach badania wykazały brak apoptotycznej i nekrotycznej śmierci 

komórkowej w liniach glejaka wielopostaciowego po stymulacji receptora P2X7.  
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Rycina 4.7. Aktywność uwalnianej dehydrogenazy mleczanowej po 24 godzinach stymulacji receptora 

P2X7. Jako kontrolę pozytywną wykorzystano czystą dehydrogenazę mleczanową wyizolowaną z serca 

wołowego. W żadnych z badanych linii glejaków  nie wykryto podwyższonego uwalniania dehydrogenazy 

do pożywki hodowlanej. Wykres przedstawia dane z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. 

Istotność statystyczną względem komórek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej 

analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy 

p < 0,05 wzg. Kontrola (*). 
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4.7 Wpływ receptora P2X7 na morfologię komórek glejaka wielopo-

staciowego 

Jako że aktywacja receptora P2X7 może prowadzić do zmiany w organizacji szkieletu 

aktynowego oraz do powstawania pęcherzyków na powierzchni błony komórkowej, 

zbadano morfologię komórek po stymulacji przez BzATP. Dwudziestoczterogodzinna 

stymulacja przez BzATP nie wpływała w znaczący sposób na morfologię badanych 

komórek glejaka wielopostaciowego (Rycina 4.8). 

 

4.8 Wpływ receptora P2X7 na aktywność metaboliczną komórek gle-

jaka wielopostaciowego 

Po stwierdzeniu braku śmierci komórkowej po stymulacji receptora P2X7 postanowiono, 

zbadać wpływ tego receptora na aktywność metaboliczną komórek. W tym celu 

wykonano test MTS, który polega na przetwarzaniu przez żywe i aktywne metabolicznie 

komórki bezbarwnego substratu do barwnego formazanu. Linie glejaka 

wielopostaciowego ludzi nie wykazywały statystycznie istotnego wzrostu aktywności 

metabolicznej po stymulacji receptora P2X7. Również podanie specyficznego inhibitora 

BBG nie powodowało istotnie statystycznego obniżenia aktywności metabolicznej 

komórek (Rycina 4.9).  

Rycina 4.8. Reprezentatywny obraz zmian morfologicznych w komórkach glejaków ludzi (U-251 i U-138) 

oraz glejaku C6 szczura po 24 godzinach stymulacji przez 100 µM BzATP. Stymulacja receptora P2X7 nie 

wpływa na zmiany morfologiczne komórek glejaków. 
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Jedyną linią, która odpowiadała zwiększeniem aktywności metabolicznej była linia 

glejaka szczura C6. Podanie BzATP, w sposób istotny statystycznie, zwiększało o 38% 

aktywność metaboliczną w tych komórkach. Co więcej, podanie antagonisty całkowicie 

kompensowało podanie agonisty, powodując obniżenie aktywności metabolicznej do 

poziomu kontroli. Podanie samego inhibitora nie obniżało w znaczący sposób aktywności 

metabolicznej komórek glejaka C6 (Rycina 4.9). 

 

4.9 Wpływ receptora P2X7 na intensywność podziałów komórek gle-

jaka C6 

Po potwierdzeniu wpływu aktywacji receptora P2X7 na aktywność metaboliczną glejaka 

szczura C6 należało potwierdzić czy obserwowany efekt jest związany tylko z rosnącą 

aktywnością metaboliczną, czy aktywacja receptora P2X7 jest związaną z 

przyspieszonymi podziałami komórek. W tym celu przeprowadzono test, który polegał 

na zliczaniu intensywności wybarwionych jąder komórkowych przez fluorescencyjny 

barwnik Hoechst 33342. Jako że Hoechst 33342 jest barwnikiem fluorescencyjnym, który 

działa po wzbudzeniu światłem, a specyficzny inhibitor BBG może absorbować fale 

świetlne zastosowano inny inhibitor – Kn62. W komórkach traktowanych BzATP przez 

24 godziny zaobserwowano podwyższenie intensywności fluorescencji o 20%, co może 

Rycina 4.9. Aktywność metaboliczna komórek glejaków ludzi (U-251, U-138) oraz glejaka szczura C6, po 

podaniu agonistów i antagonistów receptora P2X7. Wykres przedstawia dane z trzech niezależnych 

powtórzeń biologicznych. Istotność statystyczną względem komórek kontrolnych obliczono z 

wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Bonferroniego. Wynik 

uznawano za statystycznie istotny gdy p < 0,05 wzg. Kontrola (*). 
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świadczyć o większej liczbie jąder komórkowych – czyli intensyfikacji podziału 

komórek. Współtraktowanie BzATP i Kn62 obniżało intensywność fluorescencji do 

poziomu kontrolnego (Rycina 4.10). 

 

4.10 Wpływ receptora P2X7 na przeżywalność komórek glejaka C6 

podczas inkubacji z lekami cytostatycznymi 

Po potwierdzeniu możliwego wpływu receptora P2X7 na aktywność metaboliczna i 

proliferację komórek glejaka C6, logicznym wydało się zbadanie wpływu tego receptora 

na efekt inkubacji komórek linii C6 z lekami o działaniu cytostatycznym. W 

przeprowadzonym badaniu wykazano, że komórki glejaka C6 są wrażliwe na traktowanie 

karmustyną (BCNU), która powoduje spadek aktywności metabolicznej o około 85% w 

porównaniu do komórek kontrolnych. Współinkubacja z agonistą receptora P2X7 

osłabiała działanie karmustyny powodujac zmniejszenie spadku aktywności 

metabolicznej do 72% w porównaniu do kontroli. Wszystkie otrzymane wyniki były 

istotne statystycznie (Rycina 4.11). 

 

 

 

 

 

Rycina 4.10. Intensywność podziału komórek glejaka szczura C6 po 24 godzinach stymulacji receptora 

P2X7. Wykres przedstawia dane z dwóch niezależnych powtórzeń biologicznych. 
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Oprócz stymulacji receptora P2X7, przeprowadzono również współinkubację z 

inhibitorem receptora P2X7 – BBG, karmustyną oraz temozolomidem przez 24 godziny. 

Jako że test MTS, mierzy aktywność metaboliczną komórek, która w przypadku 

stosowania leków cytostatycznych może się zmieniać bez zmiany liczby komórek, 

postanowiono zmierzyć liczbę komórek przez barwienie fioletem krystalicznym.  

Traktowanie komórek glejaka C6 karmustyną powodowało obniżenie liczby 

wybarwionych komórek w stosunku do kontroli o 12%. Otrzymany wynik nie był istotny 

statystycznie. Współinkubacja komórek z BCNU oraz inhibitorem receptora P2X7 – 

BBG zwiększała efektywność karmustyny i obniżała liczbę wybarwionych komórek o 

29% w stosunku do kontroli, oraz o 17% w stosunku do traktowania samą karmustyną. 

Otrzymane różnice były istotne statystycznie. Również temozolomid obniżał liczbę 

wybarwionych komórek w stosunku do kontroli o 40%, jednak otrzymana różnica nie 

była istotna statystycznie. Współinkubacja temozolomidu z BBG, zwiększała 

efektywność przeciwnowotworową temozolomidu o 55% w porównaniu do kontroli oraz 

o 15% w porównaniu do komórek traktowanych samym lekiem. Otrzymane wyniki były 

istotne statystycznie. Co ciekawe traktowanie samym BBG również obniżało liczbę 

Rycina 4.11. Aktywność metaboliczna komórek glejaka C6 szczura po 24 godzinach inkubacji z 

karmustyną (200μM) oraz z agonistą receptora P2X7 (100μM). Wykres przedstawia dane z trzech 

niezależnych powtórzeń biologicznych. Istotność statystyczną obliczono z wykorzystaniem 

jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Duncana. Wynik uznawano za 

statystycznie istotny gdy p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***). 
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wybarwionych komórek, o 17% w porównaniu do kontroli. Otrzymany wynik był istotny 

statystycznie (Rycina 4.12). 

4.11 Wpływ receptora P2X7 na efektywność leków cytostatycznych w 

komórkach glejaka wielopostaciowego człowieka 

Zwiększenie efektywności leków przeciwnowotworowych po współinkubacji z 

inhibitorem receptora P2X7, w komórkach glejaka C6, sprawiło, że postanowiono 

przeprowadzić analogiczne badania z wykorzystaniem linii komórkowych ludzkich 

glejaków wielopostaciowych – LN-229, U-251 oraz U-138. Jako inhibitor zastosowano 

Kn-62, bardziej specyficzny dla ludzkiego wariantu receptora P2X7 niż BBG. Tak jak w 

przypadku badań na linii C6, test metaboliczny MTS, zastąpiono barwieniem komórek 

fioletem krystalicznym. W linii komórkowej LN-229 traktowanie komórek karmustyną 

obniżało liczbę wybarwionych komórek o 15% w porównaniu do komórek kontrolnych. 

Otrzymana różnica nie była istotna statystycznie. Współinkubacja karmustyny z 

inhibitorem Kn-62 obniżała liczbę wybarwionych komórek o 46% w porównaniu do 

kontroli  oraz o 29% w porównaniu do  komórek traktowanych samą karmustyną. Oba 

wyniki były istotne statystycznie. Traktowanie komórek linii LN-229 temozolomidem 

Rycina 4.12. Przeżywalność komórek glejaka C6 po 24 godzinach traktowania lekami cytostatycznymi – 

karmustyną (200μM), temozolomidem (600 μM) oraz kombinacjami z inhibitorem receptora P2X7 – BBG 

(100 nM). Wykres przedstawia dane skumulowane z sześciu, niezależnych powtórzeń biologicznych. 

Istotność statystyczną względem wszystkich grup obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy 

wariancji ANOVA z testem post hoc Duncana. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p < 0,05 (*), 

p < 0,01 (**), p < 0,001 (***). 
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obniżało ilość wybarwionych komórek o 40% w porównaniu do komórek kontrolnych, 

jednak otrzymany wynik nie był istotny statystycznie. Traktowanie komórek mieszaniną 

cytostatyku z inhibitorem receptora P2X7 – Kn-62 zwiększało efektywność terapii 

temozolomidem. Było to kolejno 71% w porównaniu do kontroli oraz o 31% w 

porównaniu do komórek traktowanych samym temozolomidem, różnice te były istotne 

statystycznie. Traktowanie komórek linii LN-229, samym inhibitorem receptora P2X7, 

obniżało liczbę komórek wybarwionych komórek o 41% w porównaniu do komórek 

kontrolnych. Otrzymany wynik był istotny statystycznie. 

Podobne wyniki otrzymano w testach z wykorzystaniem linii glejaka U-251. Traktowanie 

komórek karmustyną obniżało liczbę wybarwionych komórek o 5% w porównaniu do 

komórek kontrolnych. Efektywność karmustyny została zwiększona przez 

współinkubację z Kn-62 o 34% w porównaniu do kontroli oraz o 37% w porównaniu do 

komórek traktowanych samą karmustyną. Otrzymane różnice były istotne statystycznie. 

Traktowanie komórek linii U-251 powodowało obniżenie liczby wybarwionych komórek 

o 42% w porównaniu do komórek kontrolnych, jednak otrzymany wynik nie był istotny 

statystycznie. Kombinacja cytostatyku z inhibitorem zwiększała efektywność terapii 

temozolomidem o 55% w porównaniu do kontroli oraz o 13% w porównaniu do komórek 

traktowanych samym temozolomidem. Różnica pomiędzy kombinacją a kontrolą była 

istotna statystycznie. Również sam inhibitor wywoływał istotne statystycznie obniżenie 

liczby wybarwionych komórek o 30% w porównaniu do kontroli. 

W linii U-138, traktowanie komórek karmustyną powodowało, nieistotne statystycznie, 

obniżenie wybarwionych komórek o 1% w porównaniu do kontroli. Użycie kombinacji 

karmustyny i inhibitora P2X7 powodowało, nieistotne statystycznie, obniżenie liczby 

wybarwionych komórek o 16% w porównaniu do kontroli oraz o 15% w porównaniu do 

komórek traktowanych samą karmustyną. Traktowanie temozolomidem powodowało 

obniżenie tej liczby o 7% w porównaniu do kontroli, które nie również nie było istotne 

statystycznie. Współinkubacja temozolomidu z inhibitorem receptora P2X7, zwiększała 

efektywność przeciwnowotworową o 13% w porównaniu do kontroli oraz o 6% w 

porównaniu do komórek traktowanych samym temozolomidem. Traktowanie komórek 

samym inhibitorem receptora P2X7, obniżało liczbę wybarwionych komórek o 11% w 

porównaniu do kontroli, jednak otrzymany wynik nie był istotny statystycznie (Rycina 

4.13). 
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Rycina 4.13. Przeżywalność komórek ludzkich glejaków LN-229, U-251 oraz U-138 po 24 godzinach 

traktowania lekami cytostatycznymi – karmustyną (200 μM), temozolomidem (600 μM) oraz 

kombinacjami z inhibitorem receptora P2X7 – Kn-62 (2 μM). Wykresy przedstawiają dane skumulowane 

z sześciu, niezależnych powtórzeń biologicznych. Istotność statystyczną względem wszystkich grup 

obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Duncana. 

Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***). 
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4.12 Wpływ receptora P2X7 na aktywacje białek opiekuńczych oraz 

ścieżek sygnałowych wpływających pozytywnie na proliferację 

Po wykazaniu zwiększonej przeżywalności komórek glejaka C6 po traktowaniu lekiem o 

charakterze cytostatycznym, należało sprawdzić co może powodować zwiększoną 

przeżywalność. W tym celu w pierwszej kolejności zbadano wpływ aktywacji receptora 

P2X7 na białka, które chronią komórki nowotworowe przed śmiercią komórkową. 

Stymulacja komórek szczurzego glejaka C6 agonistą receptora P2X7 przez 24 godziny, 

powodowała zwiększenie ilości wykrywanych białek opiekuńczych HSPA1 oraz HSPA5. 

Dodatkowo aktywacją receptora P2X7 wpływała na wykrywanie zwiększonej ilości 

markera nowotworowych komórek macierzystych – CD133 (Rycina 4.14). 

Dodatkowo zbadano wpływ stymulacji receptora P2X7 na fosforylację kinazy AKT oraz 

p38 MAPK, które mogą w glejaku wielopostaciowym wpływać na częstotliwość 

podziałów komórkowych oraz modulować odpowiedź na toksyczne leki 

przeciwnowotworowe. Badania wykazały, że 24 godziny stymulacji komórek glejaka C6 

100 µM BzATP powoduje zwiększoną fosforylację białka p38 należącego do kinaz 

MAPK oraz zwiększoną fosforylację białka kinazy AKT. Aktywacja P2X7 nie miała 

znaczącego wpływu na ilość całkowitego białka AKT (Rycina 4.15). 

 

 

 

 

Rycina 4.14. Analiza Western Blot ilości białek szoku cieplnego (HSPA1 i HSPA5) oraz markera 

nowotoworowych komórek macierzystych (CD133) po 24 godzinach stymulacji receptora P2X7. Rycina 

przedstawia reprezentatywne wyniki z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. 
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4.13 Wydzielanie zewnątrzkomórkowego ATP po stymulacji receptora 

P2X7 

W literaturze występują doniesienia o możliwym stymulowaniu uwalniania ATP do 

środowiska zewnątrzkomórkowego przez aktywowany receptor P2X7. Dlatego tak 

ważne było zbadanie czy w linii glejaka C6 występuje taki sam mechanizm, mogący 

powodować aktywację innych receptorów nukleotydowych. W badanej linii C6, 24 

godzinna  stymulacja receptora powodowała statystycznie istotne zwiększenie stężenia  

ATP wydzielanego do pożywki o około 85% w porównaniu do grupy kontrolnej.  

Współinkubacja agonisty z antagonistą znosiła ten efekt do 15% w porównaniu do 

komórek kontrolnych i znosiła jego istotność statystyczną. Podanie samego antagonisty 

obniżało stężenie zewnątrzkomórkowego ATP o 26% w porównaniu do komórek 

kontrolnych. Efekt ten nie był istotny statystycznie (Rycina 4.16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 4.15. Analiza Western Blot fosforylacji kinaz z rodziny AKT i MAPK po 24 godzinach stymulacji 

receptora P2X7. Rycina przedstawia reprezentatywne wyniki z trzech niezależnych powtórzeń 

biologicznych. 
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4.14 Wpływ obniżenia ilości białka P2X7 na sygnał wapniowy po sty-

mulacji BzATP 

Po obniżeniu ilości receptora P2X7 w komórkach glejaka C6 przeprowadzono pomiar 

sygnału wapniowego, po stymulacji przez BzATP. Z danych literaturowych wiadomo, że 

BzATP oprócz receptora P2X7 może stymulować P2X5 oraz P2Y2 i P2Y11, dlatego 

należało zbadać, czy doszło do obniżenia sygnału wapniowego wraz z obniżeniem ilości 

P2X7. W komórkach z obniżoną ilością P2X7 sygnał wapniowy obserwowany po 

pobudzeniu przez BzATP, był o około połowę niższy niż w komórkach kontrolnych 

(Rycina 4.17). Obniżenie intensywności sygnału wapniowego korelowało z obniżoną 

Rycina 4.16. Intensywność wydzielania ATP do pożywki hodowlanej, po modulowaniu aktywności  

receptora P2X7. Wykres przedstawia dane z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. Istotność 

statystyczną względem komórek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy 

wariancji ANOVA dla powtórzonych pomiarów z testem post hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za 

statystycznie istotny gdy p < 0,05 (**); p< 0,01 (**) wzg. Kontroli. 
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ilością białka. Dlatego można wnioskować, że sygnał wapniowy może pochodzić od 

receptora P2X7, a nie innych receptorów z rodziny P2.  

 

4.15 Wpływ obniżenia ilości receptora P2X7 na proliferację długoter-

minową komórek glejaka C6 

Wcześniejsze eksperymenty z wykorzystaniem testu metabolicznego MTS oraz 

fluorescencyjnego barwnika Hoechst 33342 wykazały zwiększony potencjał do 

podziałów komórek glejaka C6, po stymulacji przez agonistę receptora P2X7 – BzATP. 

Jednak, aby jednoznacznie potwierdzić czy receptor P2X7 jest zaangażowany w 

proliferację glejaka C6 należało przeprowadzić test proliferacji długoterminowej. Aby 

uniknąć korzystania z agonistów i antagonistów, wykorzystano obniżenie ilości receptora 

P2X7 z wykorzystaniem małego interferującego RNA. Obniżenie wykrywanego białka 

Rycina 4.17. Analiza sygnału wapniowego po obniżeniu ilości receptora P2X7 w komórkach  glejaka 

szczura C6. Czarna strzałka w górnej części wykresu wskazuje na czas podania BzATP. Szare linie 

przedstawiają pojedyncze powtórzenia biologiczne, czarna linia pokazuje uśredniony poziom sygnału z 

trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. 
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receptora P2X7, spowodowało zahamowanie podziałów we wszystkich badanych 

punktach czasowych. Po 24 godzinach, komórki dzieliły się wolniej o około 50% w 

porównaniu do kontroli, taki sam poziom obniżenia podziałów komórkowych 

występował po 48 godzinach. Po 72 godzinach od rozpoczęcia eksperymentu 

intensywność proliferacji w komórkach z obniżoną ilością receptora P2X7 był niższy o 

33% niż w kontroli i tylko ten punkt czasowy wykazywał istotność statystyczną (Rycina 

4.18). 

 

4.16 Wpływ receptora P2X7 na adherentność komórek glejaka do wy-

branych składników macierzy zewnątrzkomórkowej 

Jako że zwiększona adhezja komórek do składników macierzy zewnątrzkomórkowej, 

może wpływać pozytywnie na zwiększoną migrację oraz sygnalizację komórkową przez 

integryny, zbadano wpływ aktywacji receptora P2X7 na przyleganie komórek glejaka C6 

do podłoża. Do testu wybrano 3 najczęściej występujące w organizmie składniki 

macierzy zewnątrzkomórkowej: kolagen 1, 4 oraz fibronektynę. Stymulacja receptora 

P2X7 powodowała istotny statystycznie wzrost przylegania komórek glejaka C6 do 

kolagenu 1 o 80% w porównaniu do komórek kontrolnych. Efekt ten mógł zostać 

Rycina 4.18. Proliferacja długoterminowa komórek po obniżeniu ekspresji białka P2X7. Wykres przedstawia 

dane z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. Istotność statystyczną względem komórek 

traktowanych kontrolnym siRNA obliczano z wykorzystaniem testu t-Studenta. Wynik uznawano za 

statystycznie istotny gdy p < 0,05 (**) wzg. Kontrolne siRNA 
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zmniejszony do około 40% przez podanie inhibitora P2X7 – BBG. Sam BBG obniżał 

ilość przyklejonych komórek o 20% względem kontroli, jednak ten wynik nie był istotny 

statystycznie. Stymulacja P2X7 powodowała również statystycznie istotne zwiększenie 

przylegania komórek do kolagenu IV. Efekt agonisty ten został zredukowany przez 

współinkubację z inhibitorem receptora P2X7 – BBG. W przypadku przylegania do 

fibronektyny, stymulacja P2X7 powodowała zwiększone przyleganie do podłoża, jednak 

efekt ten nie był istotny statystycznie. Współtraktowanie z inhibitorem obniżało ten 

wzrost o połowę. Inkubacja z samym inhibitorem obniżała adhezję o 40% względem 

kontroli, jednak efekt ten nie był istotny statystycznie (Rycina 4.19a). Zbadano również 

wpływ obniżenia ilości P2X7 z wykorzystaniem małego interferującego RNA, na 

przyleganie komórek do składników macierzy (Rycina 4.19b). Obniżenie ilości receptora 

P2X7 spowodowało obniżenie adhezyjności komórek glejaka C6 do składników 

macierzy zewnątrzkomórkowej.  Statystycznie istotne różnice wykazano w adhezji do 

kolagenu I oraz kolagenu IV. Obniżenie ilości P2X7 niwelowało również adhezję do 

fibronektyny, jednak różnica ta nie była istotna statystycznie. 
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Rycina 4.19. Adhezja komórek glejaka C6 do składników macierzy zewnątrzkomórkowej. A) Wpływ 

modulowania aktywności receptora P2X7 na adhezję do kolagenu I, kolagenu II i fibronektyny. Wykres 

przedstawia dane z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. Istotność statystyczną względem 

komórek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA dla 

powtórzonych pomiarów z testem post hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p 

< 0,05 (*); p< 0,01 (**) wzg. Kontrola. B) Wpływ obniżenia syntezy receptora P2X7 przez małe 

interferujące RNA na adhezję do kolagenu I, kolagenu II i fibronektyny.. Wykres przedstawia dane z trzech 

niezależnych powtórzeń biologicznych. Istotność statystyczną względem komórek kontrolnych obliczono 

z wykorzystaniem sparowanego testu t-Studenta. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p< 0,05 (*) 

wzg. Kontrola. 

 



92 

 

4.17 Wpływ receptora P2X7 na wytwarzanie wolnych rodników tleno-

wych  

Wnikający do komórek wapń w małym stężeniu może wpływać na metabolizm 

komórkowy stymulująco. Natomiast masywny napływ jonów wapnia może działać na 

metabolizm hamująco poprzez depolaryzacje błony mitochondrialnej i wprowadzenie 

komórek na drogę śmierci komórkowej. Jako że we wcześniejszych doświadczeniach 

udowodniono występowanie sygnału wapniowego po stymulacji receptora P2X7 

przeprowadzono pomiar wytwarzania wolnych rodników z wykorzystaniem sondy DCF-

DA, która mierzy zdolność utleniającą środowiska.  Komórki traktowane przez godzinę 

100 µM BzATP wykazywały o 50% większą intensywność fluorescencji niż komórki 

kontrolne. Wynik ten był istotny statystycznie. Inkubacja agonisty z antagonistą P2X7 – 

Kn62 znosiła efekt stymulacji przez BzATP.  Traktowanie samym inhibitorem P2X7 – 

Kn62 obniżało intensywność fluorescencji o 10% (Rycina 4.20a). 

Jako że wcześniejsze badania wskazały na możliwość wydzielina zewnątrzkomórkowego 

ATP po stymulacji receptora P2X7, które mogłoby aktywować inne receptory z rodziny 

P2, przeprowadzono doświadczenia z wykorzystaniem małego interferującego RNA. 

Komórki, z obniżoną ilością receptora P2X7, ulegały indukcji o 40% słabszej w 

porównaniu do komórek kontrolnych, wynik ten był istotny statystycznie (Rycina 4.20b). 
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Rycina 4.20. Intensywność wytwarzania wolnych rodników tlenowych w komórkach glejaka C6. A) 

Intensywność wytwarzania wolnych rodników po modulowaniu aktywności  receptora P2X7. Wykres 

przedstawia dane z trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. Istotność statystyczną względem 

komórek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA dla 

powtórzonych pomiarów z testem post hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy 

p< 0,01 (**) wzg. Kontrola. B) Intensywność wytwarzania rodników po obniżeniu syntezy receptora P2X7 

przez małe interferujące RNA. Istotność statystyczną względem komórek kontrolnych obliczono z 

wykorzystaniem sparowanego testu t-Studenta. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p< 0,01 (**) 

wzg. Kontrola. 
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4.18 Wpływ receptora P2X7 na polaryzację mitochondriów 

Jako że wcześniejsze badania wykazały wpływ receptora P2X7 na wytwarzanie wolnych 

rodników w komórkach glejaka C6, w następnym kroku należało zbadać czy efekt ten 

jest powiązany ze zmianami w strukturze oraz funkcjonowaniu mitochondrionu. W 

pierwszej kolejności przy użyciu fluorescencyjnej sondy MitotrackerCMX Ros zbadano 

strukturę oraz liczbę mitochondriów. Ta sonda fluorescencyjna łączy się tylko z 

aktywnymi metabolicznie mitochondriami. Przeprowadzona z wykorzystaniem 

mikroskopii konfokalnej analiza wykazała brak istotnych różnic w ilości oraz strukturze 

mitochondriów. Jednak mitochondria w komórkach glejaka C6 traktowane BzATP 

wykazywały obniżoną intensywność fluorescencji co mogło świadczyć o obniżonej 

polaryzacji błony w obrębie mitochondriów (Rycina 4.21).  

W celu dokładniejszego zbadania polaryzacji mitochondriów wykorzystano 

dokładniejszą ratiometryczną sondę JC-1 oraz cytometr przepływowy. Sonda ta łączy się 

do mitochondriów i gdy błona mitochondrialna jest nieuszkodzona barwnik tworzy 

agregaty wykrywalne w czerwonym kanale, natomiast gdy błona mitochondrialna jest 

uszkodzona, agregaty barwnika nie tworzą się, a monomery wykrywalne są w zielonym 

kanale fluorescencji. Stosunek intensywności świecenia na kanale czerwonym do 

intensywności na kanale zielonym jest proporcjonalny do potencjału błony i nie zależy 

od stężenia sondy. Stymulacja receptora P2X7 wypływała na obniżenie polaryzacji błony 

mitochondrialnej w komórkach glejaka C6 o około 60% w porównaniu do komórek 

kontrolnych. Zmiana ta była istotna statystycznie. Współinkubacja antagonisty wraz z 

Rycina 4.21. Reprezentatywny obraz mitochondriów glejaka C6 barwionych sondą MitotrackerCMX Ros. 

Po lewej przedstawiono komórki kontrolne, po prawej komórki stymulowane przez godzinę 100 µM 

BzATP. 
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agonistą receptora P2X7 zmniejszała ten efekt do poziomu  25% i różnica ta nie była 

istotna statystycznie. Sam inhibitor obniżał polaryzację mitochondriów o 8% w 

porównaniu do komórek kontrolnych, jednak ten wynik również nie był istotny 

statystycznie (Rycina 4.22a). Jako że BzATP może pobudzać inne receptory z rodziny P2 

należało, sprawdzić czy obserwowany efekt jest związany z pobudzeniem P2X7 czy 

może z aktywacją innego receptora lub aktywacją parakrynną przez opisany już wyrzut 

ATP. W tym celu obniżono ilość receptora P2X7 z wykorzystaniem małego 

interferującego RNA i na tak zmienionych komórkach ponownie zbadano wpływ BzATP 

na polaryzację mitochondriów. Komórki z obniżoną ilością receptora P2X7 

charakteryzowały się mitochondriami o wyższej o 32% polaryzacji, w porównaniu do 

komórek kontrolnych, co było proporcjonalne do obniżonej przez siRNA ilości receptora. 

Otrzymany wynik był istotny statystycznie (Rycina 4.22b). 
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Rycina 4.22. Potencjał mitochondrialny w komórkach glejaka C6. A) Polaryzacja mitochondriów po 

modulowaniu aktywności  receptora P2X7. Wykres przedstawia dane z trzech niezależnych powtórzeń 

biologicznych. Istotność statystyczną względem komórek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem 

jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA dla powtórzonych pomiarów z testem post hoc 

Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy; p< 0,01 (**) vs. Kontrola. B) Polaryzacja 

mitochondriów po obniżeniu syntezy receptora P2X7 przez małe interferujące RNA. Istotność statystyczną 

względem komórek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem sparowanego testu t-Studenta. Wynik 

uznawano za statystycznie istotny gdy p< 0,01 (**) vs. Kontrola. 
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4.19 Wpływ receptora P2X7 na rozwój glejaka C6 in vivo 

Skumulowana dawka 400 mg BBG na kilogram masy ciała myszy skutecznie obniżała 

masy guzów glejaka C6. Guzy ze zwierząt traktowanych inhibitorem miały zmniejszoną 

masę o około 57%, w porównaniu do guzów ze zwierząt traktowanych PBS. Różnica ta 

była istotna statystycznie. Co więcej u zwierząt, którym podawano inhibitor nie 

znaleziono przerzutów nowotworowych do innych tkanek, a guzy były zwarte. Zwierzęta 

kontrolne traktowane PBS miały zwiększoną ilość odległych przerzutów, a guzy były 

zbudowane z kilku pomniejszych (Rycina 4.23). 

 

4.20 Wpływ BBG na syntezę białka P2X7 w guzach nowotworowych 

Po zakończeniu podawania zwierzętom inhibitora P2X7 i izolacji guza, w pierwszej 

kolejności zbadano wpływ podawanego BBG na ekspresję receptora P2X7. W guzach 

zwierząt traktowanych BBG zaobserwowano obniżoną immunodetekcję białka P2X7 w 

skrawkach mrożonych (Rycina 4.24a). Dodatkowo badania z wykorzystaniem 

hybrydyzacji Western Blot wykazały obniżoną ekspresję receptora P2X7 w guzach 

zwierząt poddanych działaniu BBG (Rycina 4.24b). 

  

Rycina 4.23. Wpływ zahamowania aktywności receptora P2X7 na rozwój glejaka C6 szczura. A) Masy 

guzów zwierząt kontrolnych (PBS) oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 (BBG). Punkty na 

wykresie przedstawiają masy pojedynczych guzów. Na wykresie przedstawiono uśrednioną masę z 10 

guzów kontrolnych oraz 10 guzów traktowanych BBG. Istotność statystyczna została wyliczona z 

wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmianę uznawano za istotną statystycznie gdy p < 0,001 (*). B) 

Reprezentatywny przykład guzów kontrolnych (PBS) oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 

(BBG). 
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4.21 Analiza aktywności metaloproteinazy 2 w guzach nowotworowych 

Obniżona ilość przerzutów guzów nowotworowych u zwierząt traktowanych inhibitorem 

receptora P2X7 sugerowała  obniżoną aktywność metaloproteinaz. Enzymy te regulują 

istotne i pożądane procesy takie jak: neurogeneza, tworzenie się nowych naczyń 

krwionośnych lub umożliwiają przenikanie makrofagom przez ściany naczyń 

krwionośnych. Jednak w przypadku nowotworów ich aktywność jest niepożądana, 

Rycina 4.24. Detekcja receptora P2X7 w guzach kontrolnych oraz traktowanych BBG. A) Immunodetekcja 

receptora P2X7 w skrawkach mrożonych. Kolor zielony to receptor P2X7, kolorem niebieskim wybarwiono 

jądra komórkowe z wykorzystaniem barwnika DAPI. B) Analiza Western Blot ilości białka P2X7 w 

homogenatach z guzów nowotworowych. Na grupę kontrolną (PBS) oraz badaną (BBG) przypadają 4 

niezależne powtórzenia biologiczne. C) Analiza densytometryczna ilości białka P2X7 znormalizowanej 

względem β-tubuliny. 
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ponieważ sprzyja w powstawaniu przerzutów komórek nowotworowych. W niniejszych 

badaniach przeprowadzono oznaczenie aktywności metaloproteinazy 2 (MMP-2) z 

wykorzystaniem techniki zymografii żelatynowej. Mataloproteinaza ta, charakteryzuje 

się występowaniem dwóch form: nieaktywnej w warunkach in vivo formy pełnej długości 

oraz skróconej proteolitycznie formy aktywnej, która w organizmie żywym pełni swe 

funkcje. 

Przeprowadzone badania wykazały obniżoną o około 68% aktywność metaloproteinazy 

2 w guzach pochodzących ze zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7  w 

porównaniu do zwierząt traktowanych PBS. Otrzymany wynik był istotny statystycznie 

(Rycina 4.25). 

 

 

Rycina 4.25. Aktywność metaloproteinazy 2 w guzach glejka C6. A) Zymogram przedstawiający 

aktywność metaloproteiznazy 2 w guzach glejaka C6. Górny prążek przedstawia proformę MMP-2, prążek 

poniżej to cięta forma, aktywna MMP-2. Skrótem M oznaczono molekularny znacznik mas. Na grupę 

kontrolną (PBS) oraz badaną (BBG) przypadają 4 niezależne powtórzenia biologiczne. B) Wykres 

przedstawiający uśrednioną wartość stosunku formy aktywnej metaloproteinazy do formy nieaktywnej. 

Istotność statystyczna została wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmianę uznawano za istotną 

statystycznie gdy p < 0,05 (*). 
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4.22 Wpływ receptora P2X7 na białka adhezyjne w guzach glejaka C6 

Guzy nowotworowe u zwierząt, którym podawano inhibitor, charakteryzowały się 

zmniejszoną liczbą przerzutów oraz miały bardziej spójną strukturę. Obserwacje te wraz 

z badaniami in vitro wskazują na wpływ receptora P2X7 na adhezję do macierzy 

zewnątrzkomórkowej. Zbadano również rolę tego receptora w regulowaniu produkcji 

białek zaangażowanych w adhezję komórka-komórka. W guzach zwierząt, traktowanych 

BBG, zaobserwowano obniżoną ilość β-kateniny, N-kadheryny oraz wimentyny, znanych 

markerów przejścia epitelialno-mezenchymalnego. Jednocześnie zaobserwowano 

znaczny wzrost koneksyny 43, która jest jednym z białek tworzących połączenia ścisłe 

(Rycina 4.26). 

 

4.23 Analiza histopatologiczna guzów glejaka C6 implantowanych do 

myszy 

Podczas przeprowadzania analizy histopatologicznej z wykorzystaniem barwienia 

hematoksyliną i eozyną wykazano następujące zmiany. Guzy pochodzące ze zwierząt, 

które były traktowane inhibitorem receptora P2X7 – BBG, wykazywały zmniejszony 

stopień zmian nekrotycznych w porównaniu do guzów pozyskanych ze zwierząt 

kontrolnych, traktowanych PBS. Nekroza w guzach kontrolnych była rozlana, zajmująca 

duży obszar centrum guza, natomiast w guzach, poddawanych terapii, nekroza 

Rycina 4.26. Analiza Western Blot wpływu zahamowania aktywności receptora P2X7 na białka 

zaangażowane w przejściu epitelialno-mezenchymalnym oraz adhezji komórka - komórka w guzach 

glejaka C6. Na grupę kontrolną (PBS) oraz badaną (BBG) przypadają 4 niezależne powtórzenia 

biologiczne. 
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ograniczała się do pojedynczych komórek.  Co więcej w guzach zwierząt traktowanych 

inhibitorem receptora P2X7 nie zaobserwowano pseudopalisad komórkowych. W guzach 

zwierząt traktowanych BBG zaobserwowano również zwiększoną ilość drożnych naczyń 

krwionośnych charakteryzujących się dużym światłem (Rycina 4.27). 

4.24 Badanie rodzajów śmierci komórkowej w guzach glejaka C6 po 

inhibicji receptora P2X7 

Zmniejszenie masy guzów glejaka C6, traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – BBG, 

wskazywała na obniżenie tempa podziałów komórkowych wewnątrz guza lub na 

zwiększoną śmiertelność komórek guza. W celu weryfikacji, czy podanie BBG zwiększa 

śmiertelność komórek guza zbadano markery apoptotycznej śmierci komórkowej oraz 

markery śmierci w wyniku procesu autofagii. W celu weryfikacji występowania apoptozy 

zbadano ilość aktywnej kaspazy 3. W guzach zwierząt kontrolnych, traktowanych PBS, 

zaobserwowano wysoką ilość aktywnej kaspazy 3 w porównaniu do guzów zwierząt 

traktowanych inhibitorem P2X7 – BBG. W guzach tych sygnał pochodzący z aktywnej 

kaspazy 3 był niewykrywalny. W celu weryfikacji autofagii zbadano dwa markery 

autofagii LC3-I, LC3-II oraz ATG16. W guzach zwierząt, traktowanych inhibitorem 

receptora P2X7 – BBG, zaobserwowano zwiększony stosunek izoformy białka LC3-II do 

LC3-I, w porównaniu do guzów zwierząt kontrolnych traktowanych PBS. To samo tyczy 

się drugiego markera autofagii ATG16, w guzach zwierząt traktowanych BBG 

Rycina 4.27. Reprezentatywny obraz guzów po barwieniu histopatologicznym z wykorzystaniem barwienia 

hematosylina i eozyna. Guzy kontrolne, traktowane PBS, charakteryzują się rozległą nekrozą w centrum 

guza oraz dużą ilością pseudopalisad (zaznaczone strzałkami). W guzach, traktowanych inhibitorem P2X7 

– BBG, zaobserwaono nekrozę pojedyńczych komórek oraz brak pseudopalisad komórkowych. Co więcej 

w guzach traktowanych BBG, można zaobserwować drożne naczynia krwionośne (zaznaczone 

czerwonymi gwiazdkami). 
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zaobserwowano podwyższoną ilość tego białka w porównaniu do guzów traktowanych 

PBS (Rycina 4.28). 

 

4.25 Analiza ilości białek szoku cieplnego w guzach glejaka C6 

W guzach glejaka C6 zbadano, ilość białek szoku cieplnego przy użyciu  techniki Western 

Blotting. Białka szoku cieplnego to jedne z najbardziej konserwatywnych ewolucyjnie 

białek występujących w organizmach żywych. Sekwencje aminokwasowe różnią się 

tylko o kilka procent w porównaniu do białek pochodzących z różnych gatunków. 

Zadaniem tych białek jest utrzymanie homeostazy i prawidłowe składanie białek 

uszkodzonych przez czynniki środowiskowe, a w komórkach nowotworowych one 

wpływać negatywnie na efektywność terapii przeciwnowotworowej. W przedstawionych 

Rycina 4.28. Analiza markerów apoptozy i autofagii metodą Western Blotting. A) Analiza Western Blot 

markerów apoptozy – ciętej kaspazy 3 oraz autofagii LC3II, LC3I, ATG16. Jako białko referencyjne 

wykorzystano β-tubulinę. B) Analiza denstytograficzna stosunku białka LC3-II do LC3-I oraz białka 

ATG16, znormalizowanego względem barwienia białek na błonie nitrocelulozowej przez barwnik 

znakujący białka - ponceau red. 
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badaniach przeprowadzono detekcję trzech białek szoku cieplnego HSPA1, HSPA5 oraz 

HSP90. W guzach zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – BBG 

zaobserwowano obniżenie ilości białka szoku cieplnego HSPA1 w porównaniu do guzów 

pochodzących ze zwierząt kontrolnych, traktowanych PBS. Zahamowanie aktywności 

receptora P2X7 wpływało również na ilość wykrywanego białka HSPA5, BBG obniżał 

ilość tego białka w porównaniu do guzów kontrolnych. Podobnie z ilością białka HSP90, 

podawanie zwierzętom inhibitora BBG obniżało ilość tego białka w porównaniu do 

guzów kontrolnych (Rycina 4.29). 

 

Rycina 4.29. Analiza białek szoku cieplnego w guzach glejaka C6 z wykorzystaniem techniki Western Blott. 

A) Ilość białka HSPA1 w guzach zwierząt kontrolnych oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – 

BBG. Poniżej destytogram przedstawiający ilość białka HSPA1 obliczony względem β-Tubuliny. B) Ilość 

białka HSPA5 w guzach zwierząt kontrolnych oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 - BBG. 

Poniżej destytogram przedstawiający ilość białka HSPA5 obliczony względem β-Tubuliny. C) Ilość białka 

HSP90 w guzach zwierząt kontrolnych oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 –  BBG. Poniżej 

destytogram przedstawiający ilość białka HSP90 obliczony względem β-Tubuliny. 
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4.26 Wpływ zahamowania aktywności receptora P2X7 na fosforylację 

kinaz p38 oraz AKT w guzach glejaka C6 

Badania przeprowadzone in vitro, z wykorzystaniem linii komórkowych, wykazały, że 

receptor P2X7 może wpływać na fosforylację, a przez to na aktywność kinaz p-p38 i 

AKT. Dlatego przeprowadzono analizę Western Blot, aktywności tych kinaz w guzach 

nowotworowych in vivo. W guzach zwierząt traktowanych BBG stosunek 

ufosforylowanej formy białka p38 do formy całkowitej tego białka był niższy niż w 

przypadku guzów zwierząt kontrolnych, traktowanych PBS. W przypadku kinazy AKT, 

również, zahamowanie aktywności receptora P2X7 obniżało stosunek ufosforylowanego 

białka AKT w stosunku do formy całkowitej tego białka (Rycina 4.30). 

 

Rycina 4.30. Poziom fosforylacji kinaz p38 i AKT, w guzach kontrolnych traktowanych PBS, oraz guzach 

traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – BBG z wykorzystaniem techniki Western Blot. A) Ilość całkowitej 

formy białka p38 oraz ufosforylowanej formy p38 w guzach kontrolnych oraz traktowanych inhibitorem 

receptora P2X7 –  BBG. Poniżej destytogram przedstawiający stosunek ufosforylowanej formy p38 do formy 

całkwoitej. B) Ilość całkowitej formy białka AKT oraz ufosforylowanej formy AKT w guzach kontrolnych oraz 

traktowanych inhibitorem receptora P2X7 –  BBG. Poniżej destytogram przedstawiający stosunek 

ufosforylowanej formy AKT do formy całkwoitej 
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4.27 Wpływ receptora P2X7 na ilość wykrywanego markera nowotwo-

rowych komórek macierzystych CD133  

Białko CD133, zwane inaczej promininą-1, to glikoproteina występująca na powierzchni 

komórek. Jej funkcja nie jest dokładnie znana, jednak dane w literaturze świadczą o 

zwiększonej ekspresji tego białka w nowotworowych komórkach macierzystych. Obok 

nestyny i SOX2 jest jednym z najczęściej wykorzystywanym białkiem do izolacji 

komórek macierzystych.  

W guzach zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – BBG zaobserwowano 

obniżenie o 60% ilości białka CD133 w porównaniu do guzów zwierząt kontrolnych 

traktowanych PBS (Rycina 4.31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 4.31. Analiza Western Blot ilości białka CD133 w kontrolnych  guzach nowotworowych 

traktowanych PBS oraz inhibitorem receptora P2X7 –  BBG. Poniżej analiza densytometryczna ilości 

białka CD133 znormalizowana względem β-tubuliny. 
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4.28 Wpływ receptora P2X7 na produkcję cytokin prozapalnych w su-

rowicy 

Według niektórych doniesień BBG może wpływać na aktywność stanu zapalnego. 

Dlatego zbadano ilość cytokin prozapalnych w grupie zwierząt kontrolnych, 

traktowanych PBS oraz grupie eksperymentalnej, traktowanej BBG. W surowicy 

zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – BBG wykryto podwyższoną ilość 

cytokin prozapalnych. Wykryto zwiększoną produkcje interleukin: Il-2 (o 49%), Il-7 (o 

30%) oraz Il-17 (70%) w surowicy zwierząt traktowanych BBG. Zaobserwowano 

również wzrost ilości białka chemoatrakcji limfocytów B (BLC) o 28% w porównaniu 

do zwierząt kontrolnych, traktowanych PBS. Zaobserwowano również wzrost ilości 

białka TCA-3 (30%) oraz MIP-1α (110%) w guzach traktowanych BBG. Zahamowanie 

aktywności receptora P2X7 powodowało również wzrost ilości prozapalnych białek 

takich jak: Eotaksyny-2 (23%), SDF-1 (53%), TNF-α (47%) oraz IFN-γ (22%). W 

surowicy zwierząt traktowanych BBG wykryto również podwyższoną ilość inhibitora 

metaloproteinaz TIMP-1 o 29% względem zwierząt traktowanych PBS (Rycina 4.32). 

Wszystkie przedstawione wyniki wykazywały istotność statystyczną. 

Rycina 4.32. Analiza ilości cytokin prozapalnych w surowicy zwierząt traktowanych inhibitorem receptora 

P2X7 - BBG. Na wykresie przedstawiono analizę densytograficzną intensywności sygnału luminescencji 

badanych białek, znormalizowanych względem zwierząt kontrolnych. Na wykresie przedstawiono tylko 

istotne statystycznie zmiany poziomu cytokin. Przedstawiony wykres zestawia cztery powtórzenia 

biologiczne. Na wykresie przedstawiono zmiany, które w teście T-Studenta  osiągnęły p < 0,05. 

 



107 

 

 

 

4.29 Wpływ receptora P2X7 na produkcję cytokin prozapalnych w gu-

zie nowotworowym 

Oprócz surowicy zwierząt traktowanych agonistą receptora P2X7 – BBG zbadano 

również ilość cytokin prozapalnych w guzach nowotworowych. W guzach z obniżoną 

aktywnością receptora P2X7 zaobserwowano obniżenie ilości białka b7-2/cd87 o około 

51% względem kontroli. Również w guzach traktowanych BBG obserwowano obniżoną 

ilość I-CAM1 o 19%. Inhibicja aktywności receptora P2X7 również wpływała na ilość 

cytokin prozapalnych takich jak MCP-1 (obniżenie poziomu o 45%) oraz RAGE 

(obniżenie o 72%). Wykryto również obniżenie ilość inhibitora metaloproteinaz TIMP-1 

o 59% względem kontroli (Rycina 4.33). Wszystkie przedstawione wyniki wykazywały 

istotność statystyczną. 

 

Rycina 4.33. Analiza ilości cytokin prozapalnych w guzach zwierząt traktowanych inhibitorem receptora 

P2X7 - BBG. Na wykresie przedstawiono analizę densytograficzną intensywności sygnału luminescencji 

badanych białek, znormalizowanych względem zwierząt kontrolnych. Na wykresie przedstawiono tylko 

istotne statystycznie zmiany ilości cytokin. Przedstawiony wykres zestawia wartości z czterech powtórzeń 

biologicznych. Na wykresie przedstawiono zmiany, które w teście T-Studenta  osiągnęły p < 0,05. 
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4.30 Wpływ P2X7 na ilość indukowalnej syntazy tlenku azotu w gu-

zach nowotworowych 

Po otrzymaniu wyników, wskazujących na zaangażowanie receptora P2X7 w regulację 

odpowiedzi układu immunologicznego w guzach nowotworowych i surowicy, zbadano 

wpływ tego receptora na ilość indukowalnej syntazy tlenku azotu. Syntaza ta była 

wykrywalna we wszystkich guzach glejaka C6. Jednak w guzach traktowanych 

inhibitorem receptora P2X7 – BBG, ilość tego białka była znacznie obniżona w 

porównaniu do guzów kontrolnych, traktowanych PBS (Rycina 4.34). 

 

 

4.31 Wpływ aktywności receptora P2X7 na frakcję komórek FOXP3 

pozytywnych w guzie nowotworowym 

FOXP3 jest czynnikiem transkrypcyjnym występującym w komórkach nowotworowych 

oraz komórkach układu immunologicznego, którego ekspresja powoduje zahamowanie 

odpowiedzi układu odpornościowego, poprzez zmniejszenie populacji limfocytów T. 

Dzieje się tak ponieważ limfocyty T regulatorowe wydzielają cytokiny 

immunosupresyjne i adenozynę do środowiska zewnątrzkomórkowego oraz posiadają 

hamujące antygeny powierzchniowe. Jako że guzy glejaka wielopostaciowego 

charakteryzują się różnego rodzaju defektami odpowiedzi immunologicznej, logicznym 

wydawało się zbadanie czy aktywność receptora P2X7 może kształtować odpowiedź 

immunologiczną poprzez zmianę ilości komórek FOXP3 pozytywnych w środowisku 

guza. Przeprowadzona analiza cytometryczna wykazała, że w guzach zwierząt 

kontrolnych, traktowanych PBS, odsetek komórek FOXP3 pozytywnych wynosił około 

44%. Natomiast w guzach zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – BBG, 

zaobserwowano istotne statystycznie obniżenie do 1% komórek FOXP3 pozytywnych 

(Rycina 4.35). 

Rycina 4.34 Analiza Western Blot ilośći indukowalnej syntazy tlenku azotu w kontrolnych guzach 

nowotworowych traktowanych PBS oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – BBG. 
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4.32 Wpływ inhibicji receptora P2X7 na frakcję komórek CD68 pozy-

tywnych 

Zbadano również frakcję komórek CD68 pozytywnych w guzach nowotworowych. 

Marker CD68 lokalizuje się na powierzchni komórek układu odpornościowego – 

makrofagów przez co po liczbie komórek CD68 pozytywnych możemy określić liczbę 

makrofagów powiązanych z guzem. We wszystkich guzach wykryto komórki CD68 

pozytywne. W guzach zwierząt kontrolnych traktowanych PBS, wykryto 84% komórek 

CD68 pozytywnych. W guzach zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – 

BBG, frakcja wykrytych komórek zmniejszyła się do 31%. Otrzymana różnica, pomiędzy 

guzami kontrolnymi, a traktowanym BBG była istotna statystycznie na poziomie p<0,01 

(Rycina 4.36).  

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 4.35. Wpływ zahamowania receptora aktywności P2X7, na ilość komórek FOXP3 pozytywnych w 

guzach kontrolnych, traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7 - BBG. Istotność 

statystyczna została wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmianę uznawano za istotną 

statystycznie gdy, p  < 0,01 (**). 
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4.33 Wpływ obniżenia aktywności receptora P2X7 na zawartość ATP 

w guzie nowotworowym 

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem linii komórkowych glejaka C6 wykazały 

wpływ aktywności receptora P2X7 na ilość ATP, wydzielanego do pożywki hodowlanej. 

Wynik otrzymany z kultury in vitro spowodował chęć sprawdzenia czy receptor P2X7 

może stymulować zwiększone wydzielanie ATP w guzie nowotworowym, a przez to 

pozytywne sprzężenie zwrotne. ATP było wykrywane zarówno w guzach zwierząt 

kontrolnych traktowanych PBS jak i guzach zwierząt traktowanych inhibitorem receptora 

P2X7 – BBG. Jednak stężenie ATP w guzach z zahamowanym receptorem było niższe o 

75% w porównaniu do guzów kontrolnych. Otrzymany wynik był istotny statystycznie 

na poziomie p<0,01 (Rycina 4.37).   

Rycina 4.36. Wpływ zahamowania receptora aktywności receptora P2X7, na frakcję komórek CD68 

pozytywnych w guzach kontrolnych, traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7 

- BBG. Istotność statystyczna została wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmianę uznawano 

za istotną statystycznie gdy p  < 0,01 (**). 
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4.34 Wpływ receptora P2X7 na równowagę oksydoredukcyjną w guzie 

– pomiar utlenionego glutationu oraz aktywności dysmutazy po-

nadtlenkowej 

W celu zbadania czy receptor P2X7 może wpływać na gospodarkę wolnorodnikową 

wewnątrz guza przeprowadzono pomiar ilości glutationu całkowitego oraz glutationu 

utlenionego. Glutation pełni rolę związku redukującego wolne rodniki w komórkach 

żywych. Przez pomiar stosunku glutationu utlenionego do całkowitego  można pośrednio 

określić intensywność wytwarzania wolnych rodników w tkance. W kontrolnych guzach 

nowotworowych, zwierząt traktowanych PBS, stosunek glutationu utlenionego do 

całkowitego wynosił 75%. Guzy zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7 

wykazywały niższy stosunek glutationów na poziomie 62%. Różnica pomiędzy grupą 

kontrolą, a traktowaną była istotna statystycznie na poziomie p<0,01 (Rycina 4.38).  

Rycina 4.37. Wpływ zahamowania aktywności receptora P2X7 na steżenie ATP w guzach kontrolnych, 

traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7 - BBG. Istotność statystyczna została 

wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmianę uznawano za istotną statystycznie gdy, p  < 0,01 

(**). 
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Oprócz utleniania glutationu, zbadano również aktywność dysmutazy ponadtlenkowej 

(SOD) w guzach zwierząt kontrolnych oraz traktowanych BBG. Dysmutaza 

ponadtlenkowa to enzym z grupy oksydoreduktaz, który katalizuje dysmutację 

anionorodnika ponadtlenkowego, będącego jednym z ubocznych produktów aktywności 

mitochondrialnej. W guzach zwierząt kontrolnych aktywność dysmutazy ponadtlenkowej 

wynosiła 95% i była wyższa niż w guzach zwierząt traktowanych BBG, w których 

aktywność wynosiła 88%. Otrzymana, niewielka różnica, była istotna statystycznie na 

poziomie p<0,01 (Rycina 4.39). 

  

 

 

Rycina 4.38. Wpływ zahamowania aktywności receptora P2X7, na stosunek glutationu utlenionego i 

całkowitego, w guzach kontrolnych, traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7 - 

BBG. Istotność statystyczna została wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Za istotną statystycznie 

zmianę uznawano gdy p  < 0,01 (**). 

Rycina 4.39. Wpływ zahamowania receptora aktywności receptora P2X7 na aktywność dysmutazy 

ponadtlenkowej w guzach kontrolnych, traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7 - 

BBG. Istotność statystyczna została wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Za istotną statystycznie 

zmianę uznawano gdy p  < 0,01 (**). 
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Receptor P2X7 jest kationowym kanałem jonowym otwieranym przez 

zewnątrzkomórkowe ATP. Aktywowany, prowadzi do napływu jonów wapnia do 

cytoplazmy komórki. Długa stymulacja receptora może prowadzić do otwarcia wielkiego 

pora w błonie komórkowej i w rezultacie do śmierci komórki. Białko receptora jest 

rozpowszechnione w wielu typach komórek, zarówno prawidłowych jak i 

nowotworowych, jednak jego rola w komórkach zmienionych nowotworowo jest 

niejednoznaczna. Istnieje szereg doniesień mówiących o pozytywnym wpływie na rozwój 

nowotworów oraz równie liczne, stawiające tezę przeciwną, o hamowaniu rozwoju 

nowotworów przez aktywność tego receptora. 

 

5.1 Analiza ekspresji genów kodujących receptory nukleotydowe w 

komórkach glejaka wielopostaciowego 

Ekspresja receptorów nukleotydowych była analizowana przez wielu badaczy w 

komórkach prawidłowych  i nowotworowych. Jednak najmniej danych o ekspresji 

receptorów z rodziny P2 pochodziło z komórek glejaka wielopostaciowego. Dlatego w 

pierwszej kolejności zbadano ekspresję receptorów z rodziny P2X oraz P2Y w ludzkich 

liniach komórkowych glejaka wielopostaciowego. Przeprowadzone badania wykazały 

obecność wszystkich transkryptów receptorów z rodziny P2X w ludzkich liniach. Co 

więcej w badanych liniach zaobserwowano również transkrypty receptorów z rodziny 

P2Y. Do momentu rozpoczęcia badań, zawartych w tej pracy, informacje na temat 

ekspresji receptorów nukleotydowych w glejaku wielopostaciowym były 

fragmentaryczne, zaś w literaturze można było znaleźć głównie informacje o ekspresji 

tych receptorów w modelach zwierzęcych glejaków (Sabała i wsp., 2001; Krzemiński i 

wsp., 2007; Wei i wsp., 2008; Tamajusuku i wsp., 2008), a dane z komórek ludzkich 

ograniczały się tylko do pojedynczych linii takich jak U-251 oraz M059J (Braganhol i 

wsp., 2015; Gehring i wsp., 2015).  

W komórkach ssaków występuje duża liczba receptorów nukleotydowych, 

odpowiadających na te same ligandy i wywołująca różne odpowiedzi fizjologiczne. Taka 

sytuacja rodzi problemy w badaniach z wykorzystaniem agonistów i antagonistów. 

Zewnątrzkomórkowe ATP pobudza wszystkie receptory z rodziny P2X, a bogactwo 

ektonukleaz na powierzchni błony komórkowej powoduje rozkład tego nukleotydu do 

ADP i AMP, które mogą pobudzać kolejne receptory. Równie trudne jest wykorzystanie 
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syntetycznych agonistów i antagonistów receptorów z rodziny P2. Wynika to z niskiej 

selektywności oraz słabej dostępności handlowej inhibitorów bardziej specyficznych. Do 

części receptorów z rodziny P2X używano tych samych agonistów w różnych stężeniach 

(North i Jarvis, 2013). W literaturze możemy również znaleźć doniesienia o interakcjach 

agonistów receptorów z rodziny P2X, z receptorami z rodziny P2Y (Supłat-Wypych i 

wsp., 2010).  

Podsumowując, ludzkie linie glejaka wielopostaciowego są bogate w receptory z rodziny 

P2, dlatego planując badania z wykorzystaniem tych linii należy starannie wybierać 

związki pobudzające i hamujące każdy z badanych receptorów lub przeprowadzić 

obniżenie ekspresji genu kodującego dany receptor, aby badać efekty pochodzące tylko 

od tego jednego receptora. 

 

5.2 Ekspresja i funkcjonalność receptora P2X7 w ludzkich liniach 

glejaka wielopostaciowego 

We wszystkich badanych liniach wykryto transkrypty oraz białko receptora P2X7, jednak 

ich ilość różniła się, w zależności od badanej linii. Najwięcej białka P2X7 wykrywano w 

komórkach U-87, a najmniej w linii U-251, jednak ilość tego białka była zawsze znacząco 

niższa niż w modelowej linii glejaka szczura C6. Podobne porównanie poziomu ekspresji 

można znaleźć w literaturze. Linia mysiego glejaka GL261 charakteryzowała się większą 

syntezą białka P2X7 niż linia ludzkiego glejaka M059J (Gehring i wsp., 2015). Co więcej 

analiza danych pochodzących z macierzy, zawarta w pracy Matyśniak i wsp., 2021, 

wykazywała obniżoną ekspresję genów kodujących receptor P2X7 w glejaku IV stopnia, 

w porównaniu do tkanek normalnych oraz guzów I, II i III stopnia. To znaczące obniżenie 

ekspresji genu kodującego P2X7, w porównaniu do prawidłowych tkanek lub guzów o 

niższym stopniu złośliwości można tłumaczyć hipermetylacją genów kodujących 

receptor P2X7 w ludzkich glejakach IV stopnia (Liu i wsp., 2017). Jedyną ludzka linią 

wyłamującą się z tego schematu jest linia U-87. Jednak badania przeprowadzone przez 

Allena i jego grupę badawczą, z której pochodzi ta linia, wykazały prawdopodobną 

pomyłkową, zamianę linii podczas deponowania jej w banku komórkowym. Aby 

potwierdzić, że w przedstawionych badaniach użyto innej linii komórkowej, 

przeprowadzono sekwencjonowanie charakterystycznych genów mitochondrialnego 

DNA według Allen i wsp., 2016 i potwierdzono tę hipotezę. Badania zawarte w pracy 

Matyśniak i wsp., 2020, wykazały, że linia U-87 różni się znacznie od innych linii 
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glejaków i została wyeliminowana z dalszych badań. To nieznane pochodzenie linii może 

również tłumaczyć różnicę w ilości wykrywanego białka P2X7, gdyż podwyższona ilość 

transkryptów receptora P2X7 jest charakterystyczna dla astrocytomy II lub III stopnia na 

co wskazuje analiza macierzy wykonanej z wykorzystaniem danych od pacjentów 

(Matyśniak i wsp., 2021). 

Po zbadaniu intensywności syntezy receptora P2X7 w wymienionych wyżej liniach 

glejaka wielopostaciowego przeprowadzono badania mające na celu opisanie 

funkcjonalność tego receptora. W pierwszej kolejności zbadano wpływ stymulacji 

syntetycznym agonistą receptora P2X7 – BzATP na pojawienie się sygnału wapniowego 

w komórkach szczurzego glejaka C6 oraz ludzkich linii U-251 i U-138. Intensywności 

sygnału wapniowego w badanych liniach były różne, jednak nie można znaleźć 

systematycznej zależności pomiędzy ilością receptora P2X7, a sygnałem wapniowym 

wywoływanym przez pobudzenie tego receptora. Najsilniejszą odpowiedź wapniową 

obserwowano w linii C6, a najsłabszą w linii U-138. Co ciekawe linią o najniższej ilości 

białka P2X7 była linia U-251, w której obserwowano nierówny sygnał wapniowy. 

Podobne wyniki uzyskała grupa badawcza Drill’a. W linii U-251 zaobserwowali sygnał 

wapniowy po stymulacji BzATP. Sygnał ten mógł zostać obniżony przez selektywny 

inhibitor AZ10606120, co może świadczyć o pochodzeniu tego sygnału ze stymulacji 

P2X7. Różnice w intensywności sygnału wapniowego, wstępujące pomiędzy liniami U-

251 i U-138, mogą świadczyć o wstępowaniu alternatywnych wariantów składania w 

genach kodujących P2X7. Badania prowadzone równolegle przez inne grupy badawcze, 

wykazały, że w komórkach linii U-138 występuje tylko jeden wariant składania - P2X7B 

(Bergamin i wsp., 2019), który może charakteryzować się słabszą aktywnością kanału niż 

wariant P2X7A. Co więcej w tej samej grupie badawczej przeprowadzono eksperyment 

polegający na wprowadzeniu do linii U-138 genu kodującego receptor P2X7A co 

spowodowało przywrócenie sygnału wapniowego w komórkach tej linii. Sygnał 

wapniowy pojawiający się w linii szczurzego glejaka C6 również był obiektem 

intensywnej dyskusji pomiędzy grupami badawczymi. Część badaczy postulowała, że 

sygnał wapniowy po podaniu BzATP pochodzi od receptora P2X7 (Wei i wsp., 2008), 

natomiast inni postulowali, że obserwowany sygnał pochodzi od stymulacji receptora 

P2Y2 (Supłat-Wypych i wsp., 2010) lub od innego kanału jonowego nie należącego do 

rodziny receptorów nukleotydowych (Nörenberg i wsp., 2016). Jednak w żadnej z tych 

prac nie wykorzystano metod inżynierii genetycznej do obniżenia ilości białka P2X7 i 

zbadania czy sygnał ten rzeczywiście pochodzi od kanału. Tego typu eksperyment jest 
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kluczowy w celu określenia funkcjonalności tego receptora i został wykonany podczas 

tworzenia tej pracy. Dyskusja tych wyników została zawarta w kolejnych rozdziałach. 

Oprócz aktywności kanałowej w komórkach glejaków, zbadano również tworzenie przez 

białko receptora P2X7 pora w błonie, umożliwiającego przenikanie dużych cząsteczek 

barwników, takich jak jodek propidyny. Przeprowadzone badania wykazały zwiększone 

wnikanie jodku propidyny  po stymulacji receptora P2X7 w dwóch liniach komórkowych: 

glejaku C6 szczura oraz ludzkim glejaku U-251. W linii U-138 nie zaobserwowano 

żadnej różnicy we wnikaniu barwnika. Zdolność do tworzenia pora w glejaku szczura C6 

była ponownie przedmiotem dyskusji pomiędzy grupami badawczymi. Jedna z nich 

postulowała, że w komórkach glejaka C6 tworzy się por (Wei i wsp., 2008), w drugiej 

grupie natomiast nie zaobserwowano tworzenia się masywnego pora i zwiększenia ilości 

przenikania jodku propidyny w tych komórkach (Supłat-Wypych i wsp., 2010). Należy 

jednak zauważyć, że do weryfikacji wnikania jodku propidyny zastosowano różne 

metody badawcze. W grupie Wei była to metoda spektrofotometryczna polegająca na lizie 

komórek po stymulacji przez BzATP i pomiarze intensywności fluorescencji 

uwolnionych barwników, natomiast metoda zastosowana w pracy Supłat-Wypych to 

zliczanie komórek do których wniknął jodek propidyny. W celu wyeliminowania tych 

różnic w niniejszej pracy postanowiono przeprowadzić taki sam pomiar wnikania jodku 

propidyny jak w pracy Wei. Otrzymane wyniki wykazały wnikanie jodku propidyny do 

komórek glejaka C6, jednak różnice w intensywności fluorescencji były zdecydowanie 

niższe niż u Wei przy użyciu takich samych stężeń agonista receptora. W pracy Wei 

wykazano wzrost intensywności fluorescencji o 100% po stymulacji BzATP, w 

przeciwieństwie do wyników otrzymanych w niniejszej pracy, gdzie wzrost 

intensywności fluorescencji wynosił 20%, w porównaniu do kontroli. Otrzymane wyniki 

wskazują, że bardziej prawdopodobny jest wynik obserwowany w pracy Supłat-Wypych, 

gdzie pojawienie się komórkowego pora obserwowano tylko w pojedynczych komórkach. 

Zwiększona intensywność pobierania jodku propidyny została zaobserwowana również 

w linii U-251. Wynik ten był niższy niż w przydatku komórek szczurzego glejaka C6, 

lecz wyższy niż w komórkach ludzkiego glejaka U-138. W piśmiennictwie możemy 

znaleźć informacje o formowaniu pora komórkowego w liniach glejaka U-251 i U-138, 

jednak zawarte tam wyniki nie umożliwiają porównania pomiędzy tymi liniami (Gehring 

i wsp., 2012). Zupełny brak pobierania jodku propidyny po stymulacji receptora P2X7 

był obserwowany w ludzkiej linii U-138. Wynik ten, tak jak w przypadku sygnału 

wapniowego, może zostać wyjaśniony wstępowaniem alternatywnych wariantów 
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składania. W linii U-138, Bergamin, wykryła w tej linii izoformę receptora P2X7B, 

charakteryzującą się słabszą odpowiedzią wapniową oraz zahamowaniem zdolności do 

tworzenia pora komórkowego. Wiąże się ona ze skróceniem produkowanego białka o 

fragment karboksylowy, który w powszechnej opinii odpowiada za tworzenie pora 

komórkowego (Feng i wsp., 2006; Adinolfi i wsp., 2010). Powoduje to upośledzenie 

funkcji tworzenia tej struktury (Cheewatrakoolpong i wsp., 2005), co hamuje 

proapoptotyczny charakter tego receptora. Alternatywny wariant składania P2X7J, który 

koduje niefunkcjonalny receptor P2X7, może również powodować niewrażliwość 

komórek na ATP. Co więcej wariant tego receptora może wchodzić w interakcję z innymi 

wariantami składania receptorów np., P2X7A, powodując powstanie niefunkcjonalnej 

formy heterooligomeru (Feng i wsp., 2006). 

Podsumowując, w dwóch badanych liniach zaobserwowano tworzenie komórkowego 

pora po stymulacji receptora P2X7, należy jednak zauważyć, że intensywność wnikania 

jodku propidyny jest znacząco niższa, niż w przypadku innych komórek z aktywnym 

P2X7 (Suh i wsp., 2001; Supłat-Wypych 2010; Young i wsp., 2012). 

 

5.3 Wpływ aktywacji receptora P2X7 na śmierć komórek glejaków 

Po wykryciu zwiększonego pobierania jodku propidyny w komórkach szczurzego glejaka 

C6 oraz ludzkiego glejaka U-251, przeprowadzono analizę zmian morfologicznych 

komórek oraz typów występujących śmierci komórkowych. Aktywacja receptora P2X7 

nie wpływała na morfologiczne zmiany komórek żadnego z badanych glejaków. Gdyby 

stymulowane komórki zostały wprowadzone na którąś z dróg śmierci komórkowej 

powinny pojawić się pęcherzyki świadczące o rozpoczęciu procesu apoptozy (Verhoef i 

wsp., 2003; Mackenzie i wsp., 2005). Jako że zmiana morfologii nie jest dobrym 

wyznacznikiem indukcji śmierci komórkowej przeprowadzono dwa kolejne, niezależne 

testy: wykrywanie dehydrogenazy mleczanowej uwolnionej do pożywki hodowlanej oraz 

cytometryczny test na apoptozę wykorzystujący przyłączanie znakowanej aneksyny V do 

komórek apoptotycznych. Przeprowadzone testy nie wykazały żadnych zmian w liczbie 

żywych komórek. Długotrwała stymulacja receptora P2X7 nie powodowała śmierci 

komórkowej. W literaturze można znaleźć dane o zwiększonej śmierci komórkowej po 

stymulacji receptora P2X7 tylko dla mysiej linii glejaka GL261 oraz ludzkiej linii M059J 

(Tamajusuku i wsp., 2010; Gehring i wsp., 2012). Zdecydowanie większa liczba badań, 

przeprowadzonych na innych liniach komórkowych nowotworów, wskazuje na brak 
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występowania śmierci komórkowej po stymulacji receptora P2X7 (Morrone i wsp., 2005; 

Bergamin i wsp., 2019). Brak objawów śmierci komórkowej po stymulacji receptora 

P2X7 może być tłumaczony występowaniem alternatywnych wariantów składania genu 

kodującego ten receptor co zostało już wspomniane wcześniej, podczas omawiania 

powstawania pora komórkowego.  

 

5.4 Wpływ aktywacji receptora P2X7 na intensywność podziałów ko-

mórek glejaka wielopostaciowego 

Jako że w badanych liniach komórkowych nie wykryto żadnego rodzaju śmierci 

komórkowej, postanowiono zbadać czy aktywacja receptora P2X7 może wpływać na 

zwiększoną intensywność podziałów w badanych liniach. Istnieje wiele doniesień 

wskazujących na rolę tego receptora jako czynnika stymulującego podziały komórkowe 

w niektórych nowotworach (Choi i wsp., 2018; Cicko i wsp., 2019; Park i wsp., 2019). 

Jednak w komórkach glejaka wielopostaciowego występuje wiele niejasności. Badania 

przedstawione w niniejszej pracy wykazały zwiększoną proliferację tylko w linii 

szczurzego glejaka C6, natomiast w przypadku ludzkich glejaków, nie zaobserwowano 

żadnej istotnej statystycznie różnicy w intensywności podziałów po aktywacji receptora 

P2X7. W ludzkiej linii U-251 zaobserwowano niestatystyczne obniżenie aktywności 

metabolicznej po podaniu BBG. Podobne wyniki można odnaleźć w dostępnej literaturze. 

Inhibicja receptora P2X7, powodowała nieistotne statystycznie obniżenie aktywności 

metabolicznej receptora P2X7, a dopiero zastosowanie inhibitora nowej generacji, 

AZ10606120, obniżyło intensywność proliferacji komórek w sposób istotny statystycznie 

(Kan i wsp., 2020). Dane literaturowe wskazują również na podobny schemat odpowiedzi 

linii U-138: stymulacja nie wpływała na zwiększoną proliferację, jednak podanie 

inhibitora ludzkiego receptora P2X7 – A740003, obniżało intensywność proliferacji 

komórek, jednak otrzymany wynik był nieistotny statystycznie. W opozycji do wyników 

przedstawionych w powyższych źródłach oraz niniejszej pracy, stoją wyniki uzyskane w 

grupie badawczej Ji. W opublikowanej pracy pokazują znaczący wpływ aktywności 

receptora P2X7 na proliferację komórek. Co więcej pokazują również, że BBG może 

skutecznie obniżyć częstotliwość podziałów w linii U-251 (Ji i wsp., 2018).  

Rozbieżności w przedstawionych wynikach można wytłumaczyć zastosowaniem linii U-

251 pochodzącej z innego banku komórkowego.  
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Zwiększona i istotna statystycznie aktywność metaboliczna w linii szczurzego glejaka C6, 

spowodowała zwiększone zainteresowanie tym modelem w niniejszej pracy. W pierwszej 

kolejności potwierdzono zwiększoną intensywność podziałów innym testem niż MTS, 

który jest testem aktywności metabolicznej i nie zawsze podwyższony sygnał musi 

oznaczać zwiększoną liczbę komórek (Liu i wsp., 1997). Do potwierdzenia zwiększonej 

proliferacji wykorzystano barwienie jąder komórkowych sondą Hoechst 33342, a 

następnie zliczenie intensywności fluorescencji z wykorzystaniem czytnika płytek. 

Przeprowadzone badanie potwierdziło, że aktywacja receptora P2X7 może powodować 

intensyfikację podziałów komórkowych. Otrzymane wyniki jasno wskazują, że podanie 

komórkom glejaka C6 syntetycznego agonisty receptora P2X7 - BzATP, może wpływać 

na proliferację. Jednakże istnieją doniesienia literaturowe, wskazujące na stymulację 

innych receptorów przez BzATP, np.  P2Y2 (Supłat-Wypych i wsp., 2010). Dlatego aby 

uzyskać informację czy efekt zintensyfikowania podziałów komórkowych pochodzi od 

P2X7, przeprowadzono doświadczenia z małym interferującym RNA, skierowanym 

przeciwko receptorowi P2X7. Obniżenie ilości P2X7 w komórkach glejaka C6 znacząco 

wpływało na proliferację długoterminową, co sugeruje wpływ receptora P2X7 na 

intensyfikację podziałów komórkowych. Podsumowując, przedstawione w niniejszej 

pracy badania oraz dane zawarte w  literaturze świadczą o stymulacji proliferacji komórek 

C6 po aktywacji receptora P2X7.  

 

5.5 Wpływ aktywności receptora P2X7 na przeżywalność komórek 

glejaka wielopostaciowego po traktowaniu lekami cytostatycz-

nymi 

Przeprowadzone badania, które wykazały zwiększoną proliferację komórek glejaka C6, 

spowodowały zainteresowanie wpływem aktywacji lub zahamowania receptora P2X7 na 

przeżywalność komórek podczas terapii opartej na lekach cytostatycznych takich jak 

karmustyna (BCNU) oraz temozolomid, nacelowanymi na intensywnie dzielące się 

komórki (Friedman i wsp., 2000; Xiao i wsp., 2020). Przeprowadzone badania z 

wykorzystaniem linii glejaka C6 wykazały stymulujący wpływ BzATP na aktywność 

metaboliczną komórek po traktowaniu karmustyną. Co więcej zahamowanie receptora 

P2X7 w komórkach szczurzego glejaka C6, przez inhibitor BBG powodowało obniżoną 

przeżywalność komórek po traktowaniu przez leki cytostatyczne, takie jak karmustyna 

oraz temozolomid. Wspólna inkubacja z antagonistą P2X7 oraz cytostatykiem była 
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efektywniejsza, niż w przypadku zastosowania samego cytostatyku. W literaturze 

możemy znaleźć dużo doniesień o wyzwalaniu do środowiska guza 

zewnątrzkomórkowego ATP w trakcie terapii przeciwnowotworowej (Martins i wsp., 

2009; Kojima i wsp., 2017). Uwolnione do środowiska guza ATP działa jako alarminy, 

które stymulują aktywność różnych receptorów, w tym receptorów nukleotydowych 

(Krysko i wsp., 2013). W badaniach z wykorzystaniem linii mysiego glejaka GL261 

wykazano pozytywny wpływ aktywności receptora P2X7 na terapię z wykorzystaniem 

radioterapii. Guzy z obniżoną ilością receptora P2X7 słabiej odpowiadały na radioterapię, 

natomiast te z normalną ilością tego receptora były leczone w sposób efektywniejszy. 

Taką samą odpowiedź zaobserwowano w ludzkiej linii glejaka M059J, aktywny receptor 

P2X7 wpływał na zwiększoną efektywność radioterapii (Gehring i wsp., 2015). Należy 

jednak zauważyć, że długotrwała stymulacja receptora P2X7 w liniach GL261 oraz 

M059J, powoduje zwiększoną śmiertelność komórek poprzez otwarcie pora 

komórkowego. W liniach komórkowych badanych w niniejszej pracy zaobserwowaliśmy 

tworzenie się pora komórkowego i zwiększony pobór jodku propidyny, jednak nie 

powodowało to śmierci komórkowej. Dlatego możliwość formowania pora przez receptor 

P2X7 może być czynnikiem predykcyjnym w odpowiedzi komórek glejaka na 

radioterapię. 

W odniesieniu do wpływu aktywacji receptora P2X7 na skuteczność chemioterapii dane 

literaturowe są fragmentaryczne, do tej pory porównywano tylko efektywność 

cytostatyków, takich jak temozolomid i inhibitorów receptora P2X7 (Kan i wsp., 2020). 

Badania przeprowadzone przez grupę Kan’a wykazały, że inhibitory receptora P2X7 

nowej generacji mogą być skuteczniejsze w hamowaniu podziałów komórek glejaka 

wielopostaciowego, niż standardowo stosowany w terapii temozolomid. W niniejszej 

pracy, oprócz badań na linii glejaka szczura C6, przeprowadzono również badania z 

wykorzystaniem ludzkich linii LN-229, U-251 oraz U-138. Jako inhibitor zastosowano 

KN-62 o silnym powinowactwie do ludzkiego wariantu P2X7. Przeprowadzone badania 

wykazały znaczący spadek liczby komórek po traktowaniu kombinacją leku 

cytostatycznego oraz inhibitora P2X7, w porównaniu do komórek kontrolnych, oraz 

traktowanych samym cytostatykiem. Co ciekawe linia U-138, która nie uruchamiała 

sygnału wapniowego po stymulacji receptora P2X7 ani nie wykazywała objawów 

powstawania pora błonowego, wykazywała tendencję do zwiększania ilości 

umierających komórek, jednak nie była to zmiana istotna statystycznie. Może to 

wskazywać na fakt, że receptor w tych komórkach, jest niefunkcjonalny lub jest go za 
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mało, aby mieć znaczący wpływ na przeżywalność tych komórek.  Jak już wspomniano 

wcześniej, chemioterapia wpływa na zwiększone wydzielanie ATP do środowiska 

zewnątrzkomórkowego, co może powodować stymulację receptorów nukleotydowych, 

w tym receptora P2X7. Co więcej istnieją doniesienia, wskazujące na znaczącą rolę 

samego receptora P2X7 w wydzielaniu ATP w wyniku jego aktywacji (Suadicani i wsp., 

2006; Amoroso i wsp., 2016). Może to powodować powstanie dodatniego sprzężenia 

zwrotnego, które może aktywować proprzeżyciowe ścieżki sygnałowe w glejakach, 

traktowanych cytostatykami. Dlatego zablokowanie receptora P2X7 może korzystnie 

wpływać na zmniejszoną intensywność podziałów oraz przeżywalność komórek glejaka. 

W celu weryfikacji tego zagadnienia, zbadano ścieżki sygnałowe, zwiększające 

przeżywalność komórek  glejaka C6. W pierwszej kolejności zbadano ilości białek szoku 

cieplnego. Stymulacja przez BzATP wywołała znaczący wzrost wykrywanej ilości białka 

HSPA1 oraz HSPA5. Białka szoku cieplnego to białka opiekuńcze pełniące rolę w 

zwiększonej przeżywalności komórek w odpowiedzi na stres proteotoksyczny. 

Doniesienia literaturowe wskazują na znaczącą rolę białek z tej rodziny na zwiększenie 

złośliwości glejaka wielopostaciowego (Iglesia i wsp., 2019). W komórkach glejaka C6, 

HSPA1 wpływało na zmniejszenie agregacji białka GAPDH, po stresie oksydacyjnym 

wywołanym przez chemoterapeutyki (Lazarev i wsp., 2016). Inne badania 

przeprowadzone z wykorzystaniem linii szczurzego glejaka wykazały znaczący wpływ 

białka HSPA1 na oporność tych komórek na działanie doksorubicyny (Lazarev i wsp., 

2018). Powyższe dane literaturowe, wskazują, że podwyższenie ilości białka HSPA1 po 

stymulacji P2X7, może wpływać na efektywność terapii. Również w przypadku białka 

HSPA5, możemy znaleźć liczne doniesienia o pozytywnej funkcji tego białka w rozwoju 

nowotworu (Lee i wsp., 2008; Kang i wsp., 2016; Liu i wsp., 2020). Istnieją doniesienia, 

gdzie wykazana jest korelacja pomiędzy podwyższoną ilością białka HSPA5, a 

zwiększeniem populacji nowotworowych komórek macierzystych (Peñaranda-Fajardo i 

wsp., 2019). Co ciekawe po stymulacji receptora P2X7, oprócz podwyższonej ilości 

wykrywanego białka HSPA5, obserwowano również wzrost poziomu markera 

nowotworowych komórek macierzystych – CD133. Nowotworowe komórki macierzyste 

to populacja, komórek nowotworowych charakteryzujących się cechami komórek 

pluripotencjalnych (Sampetrean i wsp., 2013). Istnieje wiele doniesień o korelacji 

pomiędzy ilością białka CD133, a opornością komórek glejaka na leki cytostatyczne oraz 

radioterapię (Angelastro i wsp., 2010; Cho i wsp., 2011; Brown i wsp., 2017; Han i wsp., 

2017). Może to tłumaczyć obserwowane zwiększenie przeżywalności komórek glejaka 
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po aktywacji receptora P2X7 oraz analogicznie, obniżenie przeżywalności tych komórek 

po traktowaniu agonistą receptora P2X7. Oprócz podwyższenia ilości białek 

opiekuńczych oraz białek związanych z macierzystością komórek, w najbardziej 

złośliwych formach glejaka wielopostaciowego występuje hiperaktywacja kinaz z 

rodziny MAPK i AKT. Jedną z intensywniej badanych pod kątem wykorzystania w terapii 

glejaka wielopostaciowego jest kinaza białkowa B, zwana inaczej kinazą AKT 

(Mejewska i Szeliga, 2017). Kinaza ta, nadprodukowana w glejaku wielopostaciowym, 

wpływa na takie parametry komórek jak: podwyższenie liczby podziałów komórkowych, 

zwiększoną oporność na chemoterapeutyki oraz intensyfikację migracji komórek (Koul i 

wsp., 2006; Jiang i wsp., 2009; Wei i wsp., 2013). W badanych komórkach szczurzego 

glejaka C6 stymulacja receptora P2X7 zwiększała poziom fosforylacji kinazy AKT, która 

jak już wspomniano wcześniej, może być odpowiedzialna za zwiększoną przeżywalność 

tych komórek po traktowaniu lekami cytostatycznymi. Po stymulacji receptora P2X7, 

zaobserwowano również zwiększenie fosforylacji kinazy MAPK p38. Białko p38 należy 

do kinaz MAPK pełniących w komórce rolę sygnalizacyjną. W komórkach prawidłowych 

fosforylacja tego białka wiąże się z czynnikami stresowymi, takimi jak promieniowanie 

UV, reaktywne formy tlenu, szok osmotyczny oraz wydzielaniem cytokin prozapalnych. 

W komórkach prawidłowych aktywacja tej ścieżki sygnałowej powoduje wprowadzenie 

komórek na drogę apoptozy (Wada i Penninger, 2004). Jednak w komórkach 

nowotworowych rola tej kinazy zależna jest od pochodzenia linii komórkowej oraz 

kontekstu molekularnego. W niektórych typach nowotworów hiperaktywacja p38, tak jak 

w komórkach prawidłowych, prowadzi do apoptozy, jednak w innych komórkach 

nowotworowych prowadzi do zwiększonej migracji, intensyfikacji podziałów 

komórkowych oraz pojawienia się oporności na leki cytostatyczne (Koul i wsp., 2013; 

Martínez-Limón i wsp., 2020). Doniesienia literaturowe wskazują na stymulującą rolę 

aktywacji białka p38 na przeżywalność i przyrost masy komórkowej glejaka. Obniżenie 

ilości izoformy gamma tego białka w linii komórkowej ludzkiego glejaka U-251, 

obniżało częstotliwość podziałów komórkowych oraz zwiększało ilość aktywnej kaspazy 

3 i 9. W efekcie czego następowało kierowanie komórki na drogę apoptotycznej śmierci 

komórkowej (Yang i wsp., 2013).  
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5.6 Badanie wpływu aktywności receptora P2X7  na przekazywanie 

sygnałów wewnątrzkomórkowych w modelu glejaka C6 in vitro 

Glejak szczura C6 obok linii myszy GL261, jest jedną z najczęściej wykorzystywanych  

zwierzęcych modeli glejaka wielopostaciowego (Giakoumettis i wsp., 2018). 

Wysoka częstotliwość podziałów komórkowych, łatwość tworzenia guzów w modelu 

zwierzęcym, łatwa hodowla oraz duże podobieństwo do ludzkich linii sprawia że choć 

wyodrębniono ją już w latach sześćdziesiątych, to wciąż jest atrakcyjnym modelem 

badawczym glejaka wielopostaciowego (Benda i wsp., 1968).  

Nie dziwi więc fakt wykorzystania linii komórkowej glejaka C6 w badaniach nad 

sygnalizacją purynergiczną. Spowodowane jest to zachodzącą w tej linii ekspresją wielu 

receptorów nukleotydowych z rodziny P1, P2, jak też ektonukleaz (Jantaratnotai i wsp., 

2009; Braganhol i wsp., 2009). W wielu pracach wykrywano ekspresję transkryptu  oraz 

białka P2X7, jednak przedmiotem długiej dyskusji była aktywność tego receptora. W celu 

jej zbadania wykorzystywano różnych agonistów oraz inhibitory tego receptora (Wei i 

wsp., 2008; Supłat-Wypych i wsp., 2010). Sugerowano, że za sygnał wapniowy 

obserwowany w badanych komórkach odpowiada inny receptor - P2Y2, który mógłby 

być pobudzany przez syntetycznego agonistę BzATP (Supłat-Wypych i wsp., 2010), lub 

wręcz inny kanał błonowy: TRPM7 (Nörenberg i wsp., 2016). Jednak w powyższych 

pracach, nie stosowano metod inżynierii genetycznej, które w sposób specyficzny 

obniżają ilość białka P2X7. Wynikało to z niedoskonałości odczynników, które 

nieefektywnie wprowadzały siRNA lub shRNA do opornych na transfekcję chemiczną 

komórek linii C6. Dopiero wprowadzanie techniki elektoporacji, pozwoliło na wydajne 

wprowadzenie konstruktów obniżających ilość receptorów nukleotydowych z rodziny 

P2Y (Wypych i Pomorski, 2012). 

W niniejszej pracy wykorzystano komercyjnie dostępny zestaw siRNA oraz odczynniki 

do transfekcji chemicznej nowej generacji, jednak otrzymane wyniki efektywności 

transfekcji komórek były podobne do wyników uzyskanych w pracy Wypych i Pomorski, 

2012. Największy spadek ilości białka receptora P2X7 obserwowano w długim okresie 

po podaniu mieszaniny transfekcyjnej, po 72 godzinach.  

Potwierdziwszy obniżenie ilości receptora P2X7, badano wpływ tego obniżenia na 

intensywność sygnału wapniowego. Obniżenie intensywności sygnału wapniowego było 

proporcjonalne do obniżenia ilości receptora P2X7, co sugeruje o zaangażowaniu tego 

receptora w tworzeniu sygnału wapniowego w komórce, tak jak to postulował Wei. 
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Dodatkowym wynikiem, który może potwierdzać, że P2X7 w szczurzym glejaku C6 jest 

zaangażowany w sygnalizację wapniową, jest zwiększone wytwarzanie wolnych 

rodników tlenowych w komórce. Aktywacja tego receptora przez specyficznego agonistę, 

powoduje zwiększoną produkcję reaktywnych form tlenu, a efekt ten zostaje zmniejszony 

zarówno poprzez zastosowanie inhibitora jak i obniżenie ilości białka receptora w 

komórce za pomocą specyficznego siRNA. Jony wapnia napływające wraz z gradientem 

stężeń do cytoplazmy żywej komórki, stymulują fosforylację oksydacyjną w 

mitochondriach, a przez to generują zwiększoną produkcję wolnych rodników tlenowych 

(Duchen, 2000; Glancy i wsp., 2013). Podwyższona produkcja reaktywnych form tlenu 

może również wpływać na zwiększoną agresywność komórek nowotworowych (Liou i 

Storz, 2010). Stały stres oksydacyjny nie prowadzi do śmierci komórki nowotworowej, 

wręcz przeciwnie powoduje aktywację ścieżek sygnałowych, między innymi, kinazy 

AKT czy p38 (Kennedy i wsp., 2007; Sato i wsp., 2014). Stymulują one podziały 

komórek, migrację oraz mechanizmy naprawcze białek i DNA, w efekcie czego 

zmniejszają efektywność leczenia (Ikwegbue i wsp., 2018; Olivier i wsp., 2021). 

Komórki poddane stałemu endogennemu stresowi oksydacyjnemu charakteryzują się 

zwiększoną produkcją enzymów i substancji neutralizujących toksyny takich jak 

glutation oraz peroksydaza glutaminianiowa, które w znaczący sposób obniżają 

efektywność temozolomidu w leczeniu glejaka wielopostaciowego (Polewski i wsp., 

2016). Stres oksydacyjny może również wpływać na modulację układu 

immunologicznego poprzez zwiększone wytwarzanie cytokin (Mittal i wsp., 2014). 

Oprócz zwiększonej produkcji wolnych rodników tlenowych, po stymulacji receptora 

P2X7 zaobserwowano również depolaryzację błony mitochondrialnej. 

Innym, zaobserwowanym skutkiem aktywności receptora P2X7 jest wpływ tego 

receptora na adhezję komórek do macierzy zewnątrzkomórkowej. Aktywacja tego 

receptora przez syntetycznego agonistę – BzATP, wpływała na zwiększoną liczbę 

komórek, które przyklejały się do podłoża pokrytego kolagenem pierwszym, czwartym 

oraz fibronektyną. Zahamowanie aktywności tego receptora poprzez zastosowanie 

siRNA, obniżało adhezję do kolagenu I oraz IV. Kolagen I i IV, oraz fibronektyna są 

ligandami specyficznych białek powierzchniowych takich jak integryny (Humphries i 

wsp., 2006; Horton i wsp., 2016). Integryny to białka-receptory, oddziaływujące z 

białkami macierzy zewnątrzkomórkowej, zapewniające prawidłowy kontakt komórek z 

podłożem oraz z innymi komórkami. Integryny również są odpowiedzialne za 

przekazywanie sygnałów i pobudzanie ścieżek sygnałowych wewnątrz komórki. 
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Aktywowane integryny mogą prowadzić do zwiększonej adhezji komórkowej, 

przyspieszonej migracji komórkowej oraz zwiększonej proliferacji, czyniąc komórki 

glejaka bardziej złośliwymi (Ellert-Miklaszewska i wsp., 2020). W literaturze istnieją 

doniesienia o interakcji integryn z receptorami nukleotydowymi oraz wpływie tych 

interakcji na sygnał przekazywany do komórki (Erb i wsp., 2001; Bagchi i wsp., 2005; 

Tsuda i wsp., 2008), w tym również z receptorem P2X7 (Henríquez i wsp., 2011; Alvarez 

i wsp., 2016; Brenet i wsp., 2021). 

Podsumowując, w modelu komórkowym in vitro aktywacja receptora P2X7 wpływa na 

zwiększoną przeżywalność komórek glejaka C6 oraz glejaków ludzkich U-251 oraz LN-

229. Bardziej szczegółowe badania przeprowadzone na modelowej linii glejaka szczura 

C6 wykazały, że za zwiększoną złośliwość mogą odpowiadać cytoprotekcyjne ścieżki 

sygnałowe, aktywowane przez sygnał wapniowy po stymulacji tego receptora. 

 

5.7 Wpływ aktywności receptora P2X7 na rozwój i złośliwość glejaka 

C6 in vivo 

W celu zbadania czy receptor P2X7 może mieć wpływ na złośliwość glejaka C6 in vivo, 

zbadano aktywność ścieżek sygnałowych, które wykryto w modelu komórkowym. W 

literaturze można znaleźć wiele nieścisłości związanych z wpływem aktywności 

receptora P2X7 na rozwój guza glejaka szczura C6. Istnieją prace, wskazujące na 

przeciwnowotworowe działanie inhibitorów P2X7 (Wei i wsp., 2008; Fang i wsp., 2011), 

oraz wręcz przeciwnie, na wspierający rozwój nowotworu wpływ zahamowania receptora 

P2X7 (Fang i wsp., 2013). Rozbieżność tych prac stawiała pod znakiem zapytania nie 

tylko sam fakt czy receptor P2X7 w komórkach glejaka C6 jest aktywny, ale również jaka 

jest rola tego receptora w progresji choroby. W przedstawionych w niniejszej pracy 

badaniach, podanie zwierzętom BBG w okolice miejsca wszczepienia komórek glejaka 

C6 wpływało na znaczące zmniejszenie powstających guzów nowotworowych. Wyniki 

te stoją w kontrze do pracy Fanga, jednak rozbieżności można wytłumaczyć innym 

schematem podawania agonisty receptora P2X7. W badaniach przeprowadzonych w 

niniejszej pracy, najpierw pozwolono guzowi nowotworowemu wzrosnąć do rozmiarów 

~200 mm3, a dopiero po tym rozpoczęto terapię z zastosowaniem inhibitora. We 

wszystkich wcześniejszych pracach wykorzystujących linię C6 w badaniach in vivo (Wei 

i wsp., 2008; Fang i wsp., 2011; Fang i wsp., 2013), pierwszą dawkę inhibitora receptora 

P2X7 podawano wraz ze szczepionymi komórkami nowotworowymi. Podany w ten 
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sposób inhibitor mógł zaburzyć prawidłowe działanie układu immunologicznego w 

mikrogleju i spowodować zwiększony wzrost guza nowotworowego. W doświadczeniach, 

przeprowadzonych z wykorzystaniem myszy z delecją genu kodującego receptor P2X7, 

wykazano, że receptor ten wpływa na wielkość zaszczepionych guzów nowotworowych. 

Guzy, rozwijające się u zwierząt z delecją tego genu, były większe niż u zwierząt typu 

dzikiego (De Marchi i wsp., 2019 Było to spowodowane upośledzeniem prawidłowego 

działania układu immunologicznego. Mikrośrodowisko guza bogate było w 

immunosupresyjne limfocyty T regulatorowe oraz transformujący czynnik wzrostu beta 

(TGFβ). Powodowało to silne zahamowanie działania układu immunologicznego i 

zwiększony wzrost zaszczepionych guzów nowotworowych.  

W otrzymanych guzach nowotworowych zbadano również wpływ inhibicji receptora 

P2X7 na ilość tego białka oraz jego lokalizację. W guzach traktowanych BBG, ilość 

wykrywanego białka była niższa niż w przypadku guzów kontrolnych. W literaturze 

można znaleźć wiele doniesień o wpływie podawania inhibitorów receptora P2X7 na 

ekspresję samego receptora, jednak mechanizm tego zjawiska nie jest poznany (Wang i 

wsp., 2015; Pereira i wsp., 2020).  

W celu zbadania wpływu receptora P2X7 na agresywność guzów glejaka C6 zbadano 

aktywność metaloproteinazy drugiej. Metaloproteinazy to enzymy pełniące ważne role w 

ontogenezie oraz utrzymaniu homeostazy w organizmu, zwłaszcza w funkcjonowaniu 

układu odpornościowego (Armstrong i Jude, 2002; Ethell i Ethell, 2007). Oprócz tych 

ważnych funkcji w komórkach prawidłowych, metaloproteinazy, w tym MMP-2, pełnią 

rolę w przerzutowaniu komórek nowotworowych, poprzez intensyfikację angiogenezy 

oraz wspieranie przejścia epitelialno-mezenchymalnego (Xu i wsp., 2005; Gilles i wsp., 

2013; Song i wsp., 2021). W przeprowadzonych badaniach wykazano obniżoną ilość 

aktywnej formy MMP-2 w guzach zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7 – 

BBG. W glejaku wysoka aktywność metaloproteinaz jest proponowana jako jeden z 

markerów predykcyjnych, wskazujących na bardziej agresywny charakter nowotworu 

(Roomi i wsp., 2017; Zhang i wsp., 2019). Dlatego obniżenie aktywności tego enzymu 

może pozytywnie wpływać na zmniejszenie liczby przerzutów. Oprócz aktywności 

metaloproteinazy 2 badano również poziom markerów przejścia epitelialno-

mezenchymalnego. Przejście to jest procesem występującym w organizmie podczas 

rozwoju zarodkowego, gdy powstaje trzeci listek zarodkowy, mezoderma oraz podczas 

procesów naprawczych w tkankach (Iwadate, 2016). Jednak w przypadku zmian 

nowotworowych, zwiększona ekspresja markerów przejścia epitelialno-
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mezenchymalnego w komórkach guza sprzyja tworzeniu się większej liczby przerzutów 

oraz bardziej agresywnego fenotypu komórek nowotworowych (Georgakopoulos-Soares 

i wsp., 2020). W guzach zwierząt traktowanych antagonistą receptora P2X7 

zaobserwowano obniżoną ilość wykrywanej wimentyny oraz N-kadheryny. Co więcej po 

zahamowaniu aktywności receptora P2X7 w guzie, obniżała się również ilość 

wykrywanej β-kateniny, która jest ważnym składnikiem kompleksu połączenia typu 

komórka – komórka z E-kadheryną (Tian i wsp., 2011). E-kadheryna w kompleksie z β-

kateniną pełni rolę supresora przerzutów nowotworowych oraz inhibitora ścieżki 

sygnałowej Wnt. Obniżona ilość E-kadheryny wpływa na zwiększenie ilości 

niezwiązanej β-kateniny w cytoplazmie, a przez to na zwiększoną aktywność ścieżki Wnt, 

która stymuluje produkcję N-kadheryny oraz uruchamia mechanizmy przeżyciowe dla 

nowotworu (Loh i wsp., 2019). Aby wyniki, zawarte w niniejszej pracy były pełne, 

należało zatem zbadać ilość E-kadheryny w guzach traktowanych inhibitorem receptora 

P2X7, niestety w trakcie prowadzenia badań nie udało się wykryć obecności E-kadheryny 

żadnym z dostępnych komercyjnie przeciwciał specyficznych dla szczurzego białka. W 

literaturze można znaleźć doniesienia wskazujące na możliwą rolę receptora P2X7 w 

regulacji przejścia epitelialno-mezenchymalnego w nowotworowych komórkach 

macierzystych glejaka (Ziberi i wsp., 2020). Oprócz markerów EMT, zbadano również 

ilość białka połączeń ścisłych – konneksynę-43, której ilość wzrastała po inhibicji 

receptora P2X7. Istnieją doniesienia literaturowe o powiązaniu między macierzystym 

fenotypem komórek nowotworowych, a ekspresją koneksyny-43. W nowotworowych 

komórkach macierzystych ilość koneksyny-43 jest niższa niż w „zwykłych” komórkach 

nowotworowych, co więcej, białko to jest zaangażowane w regulację ilości E-kadheryny 

(Yu i wsp., 2012). 

Przeprowadzono również analizę histopatologiczną guzów nowotworowych powstałych 

z komórek glejaka C6. W guzach zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7 

zaobserwowano obniżoną liczbę pól nekrotycznych w porównaniu do guzów 

pochodzących ze zwierząt traktowanych PBS. Nekroza komórek guza jest 

charakterystyczna dla wielu typów nowotworowych (Liu i Jiao, 2020), jednak to cechą 

komórek glejaka wielopostaciowego jest występowanie tzw., pseudopalisad 

komórkowych otaczających ogniska nekrotyczne guza. Komórki tworzące tą strukturę 

charakteryzują się intensywną migracją oraz podziałami (Rong i wsp., 2006). Fenotyp 

tych komórek jest spowodowany silną aktywacją czynnika transkrypcyjnego 

indukowanego hipoksją – HIF-1α oraz nadprodukcją aktywnej formy metaloproteinazy-



129 

 

2 (Rong i wsp., 2006). W przeciwieństwie do guzów kontrolnych w guzach po podaniu 

zwierzętom BBG nie zaobserwowano nekrotycznych pól otoczonych pseudopalisadami 

komórek. 

Oprócz oceny histopatologicznej zbadano również mechanizmy śmierci komórkowej w 

guzach. Przeprowadzono analizę aktywnej kaspazy trzeciej oraz dwóch markerów 

autofagii LC3 oraz ATG16. W guzach pochodzących ze zwierząt, traktowanych BBG, 

zaobserwowano obniżony poziom ciętej kaspazy 3 co może świadczyć o obniżonym 

poziomie apototycznej śmierci komórkowej. W literaturze można znaleźć doniesienia 

mówiące o populacji komórek ze stale aktywną kaspazą 3 w glejaku wielopostaciowym. 

Komórki te nie giną na drodze apoptotycznej śmierci komórkowej (Gdynia i wsp., 2007). 

Co więcej, populacje tych komórek zlokalizowane były w nekrotycznych rejonach guza 

co może świadczyć o wzmaganiu nekrozy w guzie glejaka przez komórki z aktywną 

kaspazą 3. W tej samej pracy, badania z wykorzystaniem linii komórkowych in vitro, 

wykazały obniżoną migrację komórek glejaka wielopostaciowego po obniżeniu 

endogennej ilości kaspazy 3 (Gdynia i wsp., 2007). Niska efektywność apoptozy w 

komórkach z aktywną kaspazą 3 może być również powiązana z silnym upośledzeniem 

ścieżki apoptotycznej w tych komórkach. Większość glejaków charakteryzuje się 

zmutowanym genem TP53 oraz nadprodukcją inhibitorów apoptozy takich jak XIAP oraz 

BCL-2 (Valdés-Rives i wsp., 2017). Z powodu powyższych, niekorzystnych z punktu 

widzenia terapii zmian w komórkach glejaka, rozważa się wykorzystanie autofagii w 

terapii tych guzów (Zhuang i wsp., 2009; Zhuang i wsp., 2011; Escamilla-Ramírez i wsp., 

2020). Śmierć na skutek rozległej autofagii jest kolejnym rodzajem śmierci komórkowej, 

występującej w komórkach glejaka wielopostaciowego po nekrozie i apoptozie. Tak jak 

w przypadku  pozostałych rodzajów śmierci komórkowej, może ona hamować lub 

wspierać rozwój nowotworu w zależności od kontekstu komórkowego. W trakcie terapii 

z zastosowaniem temozolomidu, obserwowano korzystną odpowiedź terapeutyczną dla 

inhibitorów autofagii oraz dla związków indukujących autofagię (Yan i wsp., 2016). W 

guzach glejaka C6 traktowanych inhibitorem receptora P2X7 wykryto zwiększony 

poziom markerów autofagii ATG16 oraz LC-3II co może świadczyć o zwiększonej 

intensywności procesu autofagii nad innymi procesami śmierci komórkowej. W 

literaturze znajdują się doniesienia wskazujące na rolę receptora P2X7 w regulacji 

procesu autofagii. Długotrwała stymulacja receptora P2X7 w mikrogleju myszy SOD1-

G93A obniżała intensywność procesu autofagii w tych komórkach (Fabbrizio i wsp., 

2017). Podobne wyniki uzyskano z wykorzystaniem mysich astrocytów. Zahamowanie  
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aktywności receptora P2X7 sprzyjało aktywacji białka szoku cieplnego HSPB1, które 

podwyższało intensywność procesu autofagii w tych komórkach (Kim i wsp., 2018). 

Mechanizm zahamowania autofagii przez nadmierną aktywację P2X7 mógł występować 

w badanych guzach glejaka C6. W guzach cechujących się intensywną nekrozą, takich 

jak np. glejak wielopostaciowy, stężenie zewnątrzkomórkowego ATP jest wysokie, co 

może powodować silną aktywację receptorów nukleotydowych, w tym receptora P2X7 

(Iyer i wsp., 2009; Martins i wsp., 2009).  Co więcej pomiar całkowitego stężenia ATP w 

guzach wydaje się  potwierdzać tę teorię. W guzach traktowanych inhibitorem receptora 

P2X7 – BBG stężenie ATP było niższe niż w przypadku guzów kontrolnych, 

traktowanych PBS. 

 

5.8 Wpływ receptora P2X7 na ścieżki sygnałowe zwiększające przeży-

walność komórek w guzach glejaka C6 

Po zbadaniu ścieżek sygnałowych wpływających na przeżywalność in vitro komórek 

glejaka C6, przeprowadzono analizę tych samych białek w warunkach in vivo. W 

pierwszej kolejności zbadano ilości białek szoku cieplnego HSPA1, HSPA5 oraz HSP90. 

W przypadku wszystkich badanych białek, zahamowanie aktywności receptora P2X7 

przez BBG, powodowało obniżenie wykrywanej ilości tych białek. W literaturze istnieją 

doniesienia o białku HSPA1, wchodzącym w kompleks z receptorem P2X7 i 

pośredniczącym w transdukcji sygnału (Kim i wsp., 2001). Te same doniesienia wskazują 

również na białko HSP90 jako partnera molekularnego białka P2X7 (Kim i wsp., 2001). 

Białko HSP90 jest również przedstawiane jako negatywny marker prognostyczny 

odpowiedzi komórek glejaka na radioterapię (Orth i wsp., 2021). Zastosowanie 

inhibitorów HSP90 spowalniało wzrost guzów glejaka in vivo (Sauvageot i wsp., 2009; 

Chen i wsp., 2020). Co więcej dane literaturowe pokazują, że zastosowanie inhibitorów 

HSP90 obniżało ruchliwość komórek ludzkich linii glejaków DK-MG oraz SNB19 

(Memmel i wsp., 2017). Białko HSP90 może również wpływać pozytywnie na 

nadprodukcję innych białek cytoprotekcyjnych i antyapoptotycznych takich jak EGFR 

oraz kinaz AKT i ERK (van Ommeren i wsp., 2016; Orth i wsp., 2021). 

Tak jak wspominano we wcześniejszych rozdziałach, białka HSPA1 oraz HSPA5 pełnią 

rolę ważną rolę w odpowiedzi na stres komórkowy. Badania ilości białka HSPA1 w 

sferoidach pochodzących z radioopornych linii glejaka wielopostaciowego wykazały 

zwiększoną produkcję tego białka zaraz po napromienieniu (Fredrigo i wsp., 2011). W 
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przypadku białka HSPA5, zahamowanie aktywności tego białka za pomocą 

specyficznych przeciwciał, zwiększało efektywność radioterapii. Guzy zwierząt 

traktowanych przeciwciałami i radioterapią były mniejsze, oraz charakteryzowały się 

zmniejszoną fosforylacją cytoprotekcyjnej kinazy AKT (Dadey i wsp., 2017). 

Tak jak w przypadku badań in vitro, w guzach glejaka C6, zaobserwowano obniżenie 

poziomu ufosforylowanej kinazy AKT oraz p38. Jak wspomniano we wcześniejszych 

rozdziałach nadmierna aktywność kinazy AKT jest charakterystyczna dla komórek 

glejaka wielopostaciowego (McDowell i wsp., 2011; Majewska i Szeliga, 2017). Badania 

in vivo z wykorzystaniem indukowanych mysich  guzów glejaka wykazały zwiększoną 

fosforylację AKT we wszystkich stadiach rozwoju guza. Co więcej, inhibicja tej kinazy 

hamowała rozwój guza nowotworowego (Robinson i wsp., 2011). Inne doniesienia 

wskazują na powiązanie pomiędzy aktywnością kinazy AKT, a populacją komórek 

macierzystych w guzie. Zastosowanie inhibitorów AKT obniżało ekspresję markerów 

nowotworowych komórek macierzystych oraz hamowało tempo podziałów tych komórek 

(Gallia i wsp., 2009). W literaturze możemy znaleźć doniesienia o regulacji aktywności 

kinazy AKT przez receptor P2X7 w astrocytach szczura. Stymulacja receptora P2X7, 

przez BzATP lub ATP w tych komórkach, zwiększała fosforylację kinazy AKT (Jacques‐

Silva i wsp., 2004). Podobny mechanizm obserwowano w komórkach neuroblastomy. 

Aktywacja P2X7 stymulowała kinazę AKT, zwiększając przeżywalność tego nowotworu 

(Gómez-Villafuertes i wsp., 2015). Oprócz kinazy AKT, zbadano poziom fosforylacji 

kinazy p38 w guzach nowotworowych. Badania przedstawione w niniejszej pracy, 

wykazały, że podanie inhibitora receptora P2X7 obniżało poziom ufosforylowanego p38 

w guzach. W literaturze możemy znaleźć informacje o wpływie tej kinazy na rozwój 

glejaka wielopostaciowego in vivo. Zahamowanie aktywności  kinazy p38, przez 

specyficzny inhibitor SB203580, zmniejszało objętość guza oraz zasięg nacieków 

nowotworowych w mózgu myszy. Co więcej, inhibicja p38 obniżała frakcję 

macierzystych komórek nowotworowych występujących w guzie mózgu (Soeda i wsp., 

2017). Należy zauważyć, że badania przeprowadzone w niniejszej pracy, również 

wykazują obniżenie markera nowotworowych komórek macierzystych – CD133 wraz z 

obniżeniem aktywności kinaz AKT oraz p38, spowodowanym  hamowaniem receptora 

P2X7. 
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5.9 Wpływ aktywności receptora P2X7 na mikrośrodowisko guza 

Na podstawie doniesień o immunosupresyjnym wpływie zahamowania aktywności 

receptora P2X7 w tkankach prawidłowych (Geraghty i wsp., 2017; Geraghty i wsp., 

2019), postanowiono zbadać czy kilkukrotne podanie inhibitora P2X7 nie obniży ilości 

cytokin w mysiej surowicy. U myszy, którym podawano BBG, nie zaobserwowano 

żadnego znaczącego spadku ilości cytokin w surowicy w porównania do myszy 

kontrolnych, którym podawano PBS. Co więcej, zaobserwowano wzrost ilości cytokin 

prozapalnych, świadczących o mobilizacji układu immunologicznego. Interleukina druga 

i siódma pełni rolę przeciwnowotworową, poprzez stymulację limfocytów T 

cytotoksycznych (Liao i wsp., 2011; Lin i wsp., 2017). W surowicy myszy, traktowanych 

inhibitorem receptora P2X7, zaobserwowano również wzrost ilości interferonu gamma, 

czynnika martwicy nowotworów oraz interleukiny 17. W literaturze można znaleźć 

informację o prognostycznym charakterze tych trzech cytokin występujących w surowicy 

pacjentów chorujących na glejaka wielopostaciowego. Wpływają one na wydłużenie 

czasu życia i zwolnioną progresję choroby (Zhenjiang i wsp., 2018). Wpływ na 

zwiększoną przeżywalność pacjentów miał również poziom inhibitora metaloproteinaz 

TIMP-1 w surowicy. Pacjenci, u których po operacji usunięcia guza glejaka 

wielopostaciowego wykrywano wysoki poziom tego białka, przeżywali dłużej (Yi i wsp., 

2013). W surowicy zwierząt traktowanych inhibitorem receptora P2X7, zaobserwowano 

podwyższoną ilość tego białka w porównaniu do zwierząt kontrolnych, traktowanych 

PBS. W surowicy zwierząt traktowanych BBG zaobserwowano również wzrost stężenia 

chemokiny - chemoatraktanta limfocytów B (BLC), która może pełnić zarówno rolę 

stymulatora jak i inhibitora rozwoju nowotworów. Inhibicja rozwoju guzów 

nowotworowych przez tą chemokinę jest związana z pobudzeniem limfocytów B i 

zwiększoną infiltracją guza przez te komórki (Rubio i wsp., 2020). Zbadano również 

profil chemokin i cytokin w guzach nowotworowych. W przeciwieństwie do ilości 

cytokin w surowicy, w guzach traktowanych BBG zaobserwowano obniżenie ilości CD86, 

I-CAM1, MCP-1, RAGE oraz TIMP-1. CD86, inaczej zwane B7-2, pełni rolę czynnika 

aktywującego limfocyty T poprzez współaktywację z MHC klasy II (Subauste i wsp., 

1998). Jednak białko CD86 może również wchodzić w kompleks z białkiem CTLA-4, 

które powoduje zahamowanie aktywacji limfocytów T i wygaszenie działania układu 

immunologicznego. Co ciekawe CTLA-4 jest silnie nadprodukowane w komórkach 

glejaka i ilość tego białka wpływa negatywnie na przeżywalność pacjentów (Liu i wsp., 
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2020). Doniesienia literaturowe wskazują również na I-CAM1, jako czynnik 

prognostyczny osłabiający efektywność terapii z wykorzystaniem bevacizumabu w 

modelu glejaka myszy (Piao i wsp., 2017). Wpływ na ilość tworzenia nowych naczyń w 

guzie ma również białko RAGE. W modelu glejaka myszy GL261 wysoka ilość tego 

białka w mikrogleju wpływała na zwiększoną waskularyzację guzów (Chen i wsp., 2014). 

Jako czynnik zwiększający agresywność glejaka, poprzez zwiększenie infiltracji przez 

mikroglej, przedstawiane jest również białko MCP-1 (Platten i wsp., 2003; Jung i wsp., 

2018). Istnieje doniesienie, które wskazuje na rolę receptora P2X7 w regulacji 

wydzielania tego białka (Fang i wsp., 2011). Ciekawa jest rola inhibitora metaloproteinaz 

TIMP-1 w glejaku. Pomimo, że TIMP-1 hamuje aktywność metaloprteinaz, to wysoki 

poziom tego białka koreluje ze zmniejszoną przeżywalnością u pacjentów chorych na 

glejaka (Aaberg-Jessen i wsp., 2009), jednak dokładny mechanizm tego zjawiska nie jest 

znany. 

W ramach badań ścieżek sygnałowych, których aktywność jest związana z 

przeżywalnością komórek, przeprowadzono również badanie ilości indukowalnej 

syntazy tlenku azotu NOS-2. Białko to poprzez wydzielanie reaktywnych form azotu 

może stymulować wiele ścieżek sprzyjających przetrwaniu komórek glejaka 

wielopostaciowym oraz stymulować onkogenezę (Jahani-Asl i wsp., 2013). Obniżenie 

ilości NOS-2 w komórkach glejaka zmniejszało agresywność guza oraz częstotliwość 

podziałów jego komórek (Kostourou i wsp., 2011). W niniejszej pracy pokazano, że 

zahamowanie aktywności receptora P2X7 w guzach glejaka C6 obniżało ilość białka 

NOS-2. W literaturze można znaleźć informacje o podwyższonej ilości tego białka w 

guzach o dużym stopniu hipoksji. Co ciekawe, autorzy pokazali, że wraz z NOS-2, 

wrastała ilości receptora P2X7 (Tafani i wsp., 2011).  

W celu zbadania wpływu aktywności receptora P2X7 na mikrośrodowisko guza 

przeprowadzono cytometryczną analizę markera CD68, który jest charakterystyczny dla 

komórek mononuklearnych krwi w tym makrofagów oraz mikrogleju (Barros i wsp., 

2013), a także czynnika transkrypcyjnego Foxp3 (Martin i wsp., 2010), który jest 

charakterystyczny dla limfocytów T regulatorowych, odpowiedzialnych za hamowanie 

aktywności układu immunologicznego. CD68 oraz Foxp3 są przedstawiane w literaturze 

jako negatywne czynniki predykcyjne przebiegu choroby nowotworowej (Reardon i wsp., 

2017; Wang i wsp., 2018; Guo i wsp., 2021). W guzach traktowanych inhibitorem 

receptora P2X7 – BBG zaobserwowano obniżenie liczby komórek CD68 oraz Foxp3 

pozytywnych. W literaturze możemy znaleźć wiele doniesień wskazujących na 
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zaangażowanie komórek immunologicznych w środowisku guza. Wiadomo, że podanie 

myszom limfocytów T z delecją genu kodującego P2X7, znacząco redukowało wielkość 

guzów nowotworowych czerniaka B16 (Romagnani i wsp., 2020). W makrofagach, 

infiltrujących guzy glejaka wielopostaciowego, zaobserwowano podwyższoną ilość 

receptora P2X7, co więcej, BBG, podawany do hodowli mikrogleju in vitro wpływał 

hamująco na częstotliwość podziału tych komórek (Monif i wsp., 2014). Badania z 

zastosowaniem innego inhibitora receptora P2X7 – A740003, wykazały obniżenie liczby 

limfocytów T regulatorowych w mikrośrodowisku guza czerniaka B16 oraz obniżenie 

stężenia zewnątrzkomórkowego ATP (De Marchi i wsp., 2019). W niniejszej pracy 

również zaobserwowano obniżenie stężenia ATP w guzach traktowanych antagonistą 

receptora P2X7. Zewnątrzkomórkowe ATP wydzielane do mikrośrodowiska guza na 

skutek śmierci komórkowej po terapii przeciwnowotworowej (Martins i wsp., 2009; 

Gilber i wsp., 2019), powoduje stymulację receptorów nukleotydowych oraz tworzy 

gradienty dla makrofagów lub innych komórek układu immunologicznego, które 

następnie mogą wspierać rozwój nowotworu (Desai i wsp., 2014). Co więcej, 

doświadczenia z wykorzystaniem apyrazy, enzymu rozkładającego ATP, wstrzykiwanej 

do guza glejaka C6 wykazały znaczące zmniejszenie objętości guzów oraz liczby naczyń 

krwionośnych (Morrone i wsp., 2006). W literaturze możemy również znaleźć 

doniesienia o regulacji wydzielania zewnątrzkomórkowego ATP przez kanał panneksyne-

1 regulowaną przez pobudzony receptor P2X7, w komórkach prawidłowych oraz 

nowotworowych (Adinolfi i wsp., 2005; Brandao-Burch i wsp., 2012; Amoroso i wsp., 

2016; Wilkaniec i wsp., 2017). Może to powodować powstanie dodatniego sprzężenia 

zwrotnego, gdzie stymulowany P2X7 będzie stymulował wyrzut ATP, a przez to 

stymulację samego siebie oraz innych receptorów nukleotydowych. 

 

5.10 Wpływ aktywności receptora P2X7 na wytwarzanie wolnych rod-

ników tlenowych w guzach glejaka C6 

W poprzednich rozdziałach pracy pokazano udział receptora P2X7 w regulacji 

wytwarzania wolnych rodników tlenowych w  komórkach glejaka C6 in vitro. W związku 

z tym zbadano status redox in vivo, by potwierdzić wyniki uzyskane na linii komórkowej. 

Bezpośrednie badanie wolnych rodników w tkance jest trudne. Wynika to z ogromnej 

reaktywności tych rodników i co za tym idzie, krótkiego czasu ich życia. Dlatego 

zdecydowano się na pośredni pomiar gospodarki rodnikowej, pomiar aktywności 
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dysmutazy ponadtlenkowej oraz ilość utlenionego glutationu. W guzach traktowanych  

antagonistą receptora P2X7 zaobserwowano obniżoną ilość utlenionego glutationu, w 

porównaniu do guzów kontrolnych. Glutation jest podstawową składową systemu 

detoksyfikującego w komórce żywej. Pełni on rolę redukującą wolne rodniki oraz 

substancji detoksyfikującej ksenobiotyki takie jak np. paracetamol (Bansal i Simon, 

2018). Podwyższona ilość utlenionego glutationu w guzach kontrolnych może świadczyć 

o zwiększonej produkcji wolnych rodników, które z kolei mogą aktywować ścieżki 

sygnałowe, powodujące zwiększoną progresję nowotworu oraz oporność na terapie (Liou 

i Storz, 2010). Podwyższone wytwarzanie reaktywnych form tlenu, wpływa również na 

zwiększenie ruchliwości komórek (Wu i wsp., 2006) oraz angiogenezę (Xia i wsp., 2007). 

Jako że na zmiany ilości utlenionego glutationu może wpływać więcej czynników, nie 

tylko intensywny stres oksydacyjny, w celu dodatkowego potwierdzenia przeprowadzono 

pomiar aktywności dysmutazy ponadtlenkowej. W guzach traktowanych inhibitorem 

receptora P2X7 zaobserwowano obniżenie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej co 

może świadczyć o obniżeniu produkcji wolnych rodników w guzie, a przez to 

zahamowanie wielu ścieżek sygnałowych aktywowanych przez wolne rodniki, takie jak 

kinaza AKT, p38  oraz cytoprotekcyjnych białek szoku cieplnego (Benhar i wsp., 2002; 

Ikwegbue i wsp., 2018).  

Wyniki otrzymane podczas doświadczeń na guzach nowotworowych in vivo są spójne z 

wynikami otrzymanymi z wykorzystaniem kultury komórek C6 in vitro i wskazują na 

zaangażowanie receptora P2X7 w transdukcji sygnału z udziałem wolnych rodników. 
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Wyniki uzyskane w niniejszej pracy, wskazują na regulację rozwoju glejaka 

wielopostaciowego przez receptor nukleotydowy P2X7 w szczurzych i ludzkich 

modelach komórkowych. 

Wyniki uzyskane z doświadczeń na komórkach glejaków wykazały: 

1. Ekspresję na poziomie mRNA wszystkich receptorów z rodziny P2 w liniach ko-

mórkowych glejaków ludzi 

2. Obecność białka receptora P2X7 we wszystkich badanych liniach komórkowych 

glejaków 

3. Aktywność wapniową receptora P2X7 w liniach glejaka C6 oraz U-251 

4. Brak aktywności proapoptotycznej receptora P2X7 w komórkach badanych gle-

jaków 

5. Wpływ aktywacji/zahamowania receptora P2X7 na przeżywalność komórek gle-

jaków C6, LN-229 oraz U-251 

6. Wpływ receptora P2X7 na aktywność metaboliczną glejaka C6 oraz na produkcję 

wolnych rodników i stan mitochondriów 

7. Wpływ receptora P2X7 na aktywację ścieżek sygnałowych AKT i p38, wzrost 

ilości białek szoku cieplnego oraz markerów nowotworowych komórek macie-

rzystych 

8. Wpływ receptora P2X7 na adhezję komórek glejaka C6 do macierzy zewnątrzko-

mórkowej 

9. Wpływ receptora P2X7 na wydzielanie ATP do pożywki hodowlanej 

Wyniki uzyskane z doświadczeń na guzach glejaka C6 szczura wykazały: 

1. Wpływ receptora P2X7 na wzrost i przerzuty guzów nowotworowych 

2. Możliwość regulacji ścieżek sygnałowych AKT, p38, białek szoku cieplnego oraz 

markerów nowotworowych komórek macierzystych in vivo przez receptor P2X7 

3. Wpływ aktywacji receptora P2X7 na markery przejścia epitelialno-mezenchymal-

nego 

4. Wpływ receptora P2X7 na mikrośrodowisko guza in vivo 

5. Wpływ receptora P2X7 na potencjał redox in vivo 

Przedstawione wyniki znacząco poszerzają wiedzę na temat roli receptora 

nukleotydowego P2X7 w rozwoju glejaka. Po raz pierwszy usystematyzowano wyniki 

wskazujące na promujący wpływ receptora na proliferację komórek glejaka in vitro i 

jednocześnie pokazano korelację ze wzrostem guzów nowotworowych in vivo. Co więcej, 
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zostały zbadane wewnątrzkomórkowe ścieżki sygnałowe, które pozwoliły wytłumaczyć 

molekularne mechanizmy działania receptora P2X7 w komórkach glejaka oraz wpływ 

tego receptora na odpowiedź układu odpornościowego w trakcie rozwoju glejaka. 
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w ramach funduszy pochodzących z projektu badawczego pt. „Pozakomórkowe gradienty 

nukleotydów jako regulator ruchliwości glejaków”,  finansowanego przez Narodowe 

Centrum Nauki grant nr: 2015/17/B/NZ3/03771 oraz środków statutowych Instytutu 

Biologii Doświadczalnej PAN. 
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