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Streszczenie 
 

Cechami charakteryzującymi nefropatię cukrzycową są hiperglikemia oraz, często jej to-

warzyszące, nadciśnienie kłębuszkowe. Podocyty, pokrywające zewnętrzną powierzchnię 

włośniczek w kłębuszku, poddane są w tych warunkach działaniu wysokiego stężenia glukozy 

oraz stresu mechanicznego, przenoszonego na te komórki ze strony naczyń kapilarnych. Ze 

względu na swoje bardzo rozbudowane funkcje, wysoki stopień zróżnicowania oraz brak 

zdolności proliferacyjnych, podocyty są komórkami kluczowymi dla funkcjonowania kłę-

buszka nerkowego, a ich uszkodzenie jest jedną z głównych przyczyn różnego typu glomeru-

lopatii. Celem niniejszej pracy było zbadanie wpływu hiperglikemii i stresu mechanicznego 

na niektóre z podstawowych elementów funkcjonowania podocytów, takie jak transport glu-

kozy do wnętrza komórek oraz odpowiedź komórek na działanie czynników naczyniorucho-

wych. Doświadczenia były przeprowadzone in vitro, na komórkach podocytarnych bezpo-

średnio izolowanych z kłębuszków nerkowych szczura, a także na mysich podocytach z nie-

śmiertelnej linii komórkowej. W badanych komórkach scharakteryzowano systemy transpor-

tujące glukozę, a także jeden z systemów generujących cGMP. W podocytach hodowanych 

w warunkach podwyższonego stężenia glukozy oraz poddawanych działaniu stresu mecha-

nicznego, określono zdolność tych komórek do transportu glukozy i do syntezy cyklicznego 

GMP. Zbadano też wpływ angiotensyny II, hormonu indukowanego w stanach hiperglikemii 

i stresu mechanicznego, na produkcję cGMP w podocytach. Uzyskane wyniki wskazują, że 

podocyty posiadają zróżnicowany system transportu glukozy przez błonę komórkową, a hi-

perglikemia w połączeniu ze stresem mechanicznym silnie aktywują ten system. Ponadto, 

oprócz zdolności do syntezy cGMP w odpowiedzi na parakrynnie działające peptydy natriure-

tyczne i tlenek azotu, komórki te posiadają układ generujący cykliczny GMP w sposób auto-

krynny. Obejmuje on wytwarzany przez podocyty peptyd natriuretyczny CNP wraz ze specy-

ficznymi dla niego receptorami. Wielkość syntezy cGMP w podocytach jest modulowana 

przez hiperglikemię, stres mechaniczny, a także przez angiotensynę II. Obserwowane 

w warunkach hiperglikemii oraz stresu mechanicznego zmiany funkcjonowania podocytów 

mogą wyjaśniać niektóre mechanizmy w patogenezie glomerulopatii cukrzycowej. 
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1. Wstęp 
 

Liczba chorych z przewlekłą niewydolnością nerek wzrasta na świecie co roku średnio 

o 8%, stając się powszechnym problemem społecznym. W tej grupie schorzeń, nefropatia 

cukrzycowa jest główną przyczyną prowadzącą do schyłkowej niewydolności nerek [1,2]. 

Mimo że etiologia większości schorzeń jest znana, to mechanizmy prowadzące do postępują-

cego uszkodzenia nerek nadal pozostają nie w pełni rozpoznane.  

Oprócz chorób o podłożu immunologicznym, najczęstszymi przyczynami wystąpienia ne-

fropatii są cukrzyca i nadciśnienie tętnicze, które często są z sobą ściśle powiązane [3-5]. Hi-

perglikemia, będąca podstawowym objawem cukrzycy, powoduje zmiany w szlakach metabo-

licznych i przekaźnictwa wewnątrzkomórkowego, wpływając przez to na strukturę, funkcjo-

nowanie i żywotność komórek. Wzrost ciśnienia tętniczego wiąże się natomiast z rozkojarze-

niem aktywności wzajemnie równoważących się systemów generujących czynniki obkurcza-

jące i rozkurczające. W nerce jest to przede wszystkim układ renina-angiotensyna-aldosteron 

(RAAS), generujący naczynioskurczowy hormon angiotensynę II (Ang II), oraz systemy pep-

tydów natriuretycznych, które, wraz z tlenkiem azotu, działają poprzez rozkurczający cy-

kliczny 3’-,5’-monofosforan guanozyny (cGMP). Ponadto, zwiększony nacisk krwi na ściany 

naczyń tętniczych jest źródłem stresu mechanicznego wywieranego na śródbłonek oraz sąsia-

dujące z nim komórki. Stres mechaniczny jest zaś kolejnym czynnikiem modulującym za-

równo strukturę komórek, jak i systemy sygnalizacji wewnątrzkomórkowej. 

Badania ostatnich lat wskazują, że większość zmian wywołanych przez czynniki patogen-

ne w nerce wiąże się ze zmianami morfologii i funkcji komórek podocytarnych kłębuszków 

nerkowych [6]. Uszkodzenie podocytów pociąga za sobą uszkodzenia kolejnych elementów 

kłębuszka oraz zaburzenia jego funkcji filtracyjnej [7,8]. W rezultacie dochodzi do utraty bia-

łek z moczem, co prowadzi do zmian składu osocza, zaburzeń metabolicznych większości 

narządów i, w efekcie, do poważnych powikłań ogólnoustrojowych. Proteinuria jest też czyn-

nikiem przyspieszającym wtórne, często nieodwracalne uszkodzenia struktury nefronów [9]. 

Nieprawidłowa funkcja nerek przyczynia się z kolei do dalszego wzrostu ciśnienia tętniczego 

i, w konsekwencji, do pogłębiania się uszkodzeń w obrębie tego narządu [10].  
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1.1. Kłębuszek nerkowy i bariera filtracyjna 

Podstawową jednostką morfologiczną i czynnościową nerki jest nefron składający się 

z kłębuszka nerkowego oraz cewki bliższej (proksymalnej) i połączonej z nią pętlą Henlego 

cewki dalszej (dystalnej), uchodzącej do cewki zbiorczej. Kłębuszki regulują skład filtrowa-

nego osocza oraz tempo filtracji, natomiast w cewkach zachodzą procesy decydujące o osta-

tecznym składzie i objętości wydalanego moczu  

Mająca ulec filtracji krew dopływa do kłębuszka tętniczką doprowadzającą, która rozgałę-

zia się, tworząc pęczek zagiętych w pętlę naczyń włosowatych. Na końcu pętli, w pobliżu 

tętniczki doprowadzającej, włośniczki ponownie zbiegają się, tworząc tętniczkę odprowadza-

jącą odfiltrowaną krew do naczyń okołocewkowych. Skierowane do wnętrza kłębuszka 

fragmenty ścian włośniczek stykają się z mezangium. Jest to rodzaj tkanki łącznej, utworzo-

nej z komórek mezangialnych, otoczonych przez macierz. Mezangiocyty, syntetyzując skład-

niki macierzy, zapewniają stabilność struktury kłębuszka, natomiast za pośrednictwem ele-

mentów kurczliwych modulują szybkość filtracji kłębuszkowej (glomerular filtration rate, 

GFR) [11, 12]. Pęczek naczyniowy jest zamknięty w zbudowanej z komórek nabłonkowych 

ściennych kapsule – torebce Bowmana (ryc.1a) i wraz z nią stanowi strukturę kłębuszka ner-

kowego. Między powierzchnią włośniczek, a ścianą torebki Bowmana znajduje się pusta 

przestrzeń, do której wypływa filtrat, aby następnie spłynąć do cewki bliższej uchodzącej 

z torebki po stronie przeciwnej do bieguna naczyniowego. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc.1. (a) Kłębuszek nerkowy. Pęczek naczyniowy widziany w mikroskopie elektronowym (lewy panel) oraz 
schemat przekroju poprzecznego przez włośniczki (prawy panel); 1-tętniczka doprowadzająca, 2-
włośniczka, 3-tętniczka odprowadzająca, 4-torebka Bowmana, 5-mezangium, 6-cewka bliższa; (b) Ele-
menty bariery filtracyjnej. 7-komórki śródbłonka, 8-fenestracje, 9-błona podstawna, 10-wyrostki stopowa-
te podocytów, 11- szczeliny filtracyjne z błoną szczelinową. Rycina na podstawie [7, 13, 14]  
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Filtracja kłębuszkowa rozpoczyna się we włośniczkach, gdzie dochodząca do 50 mm Hg 

różnica ciśnienia hydrostatycznego po obu stronach naczynia jest siłą napędową tego procesu. 

Śródbłonek naczyń włosowatych kłębuszka zawiera „okienka” (fenestracje) o średnicy 50-

100 nm, przesłonięte włóknami glikokaliksu, posiadającego reszty siarczanowe [14, 15]. 

Ujemny ładunek, łącznie z ograniczoną przestrzenią przepływu między włóknami wypełnia-

jącymi fenestracje, stanowią pierwszy element bariery filtracyjnej (ryc.1b), zatrzymującej 

komórki krwi, białka i wielkocząsteczkowe składniki osocza. Na tym etapie regulowana jest 

też szybkość filtracji, ponieważ średnica „okienek” zależy od stopnia rozdęcia włośniczki, co 

z kolei jest modulowane przez wewnątrzkapilarne ciśnienie krwi i przeciwstawiające się temu 

siły elementów kurczliwych w komórkach otaczających naczynie. 

Śródbłonek włośniczek, z wyjątkiem fragmentów stykających się z mezangium, otoczony 

jest przez kłębuszkową błonę podstawną (glomerular basement membrane, GBM). Jej struk-

tura przypomina żel, składający się w ok. 90% z wody, a w pozostałej części z usieciowanego 

heteropolimeru zbudowanego z kolagenu typu IV, lamininy, fibronektyny, entaktyny, perle-

kanu i siarczanu heparanu [14]. Obfitość grup siarczanowych obecnych w tych białkach 

sprawia, że GBM, drugi element bariery filtracyjnej, jest zaporą dla filtrowanych anionów. Ze 

względu na gęstość usieciowania, pełni ona też rolę sita, zatrzymującego duże cząsteczki [16]. 

Ostatnim elementem bariery filtracyjnej kłębuszka są trzewne komórki nabłonkowe, po-

krywające zewnętrzną powierzchnię błony podstawnej, określane jako podocyty.  

1.2. Budowa i funkcje komórek podocytarnych  

Kłębuszkowe trzewne komórki nabłonkowe, czyli podocyty, choć opisane po raz pierw-

szy w 1929 roku [17], do dziś pozostają najmniej rozpoznanymi komórkami nerki. Hodowane 

in vitro, traciły ekspresję wielu białek, co wiązało się z zanikiem fenotypu, a zarazem unikal-

nych właściwości tych komórek [18]. Dopiero w połowie lat dziewięćdziesiątych opracowano 

technikę izolacji i hodowli podocytów szczurzych, zachowujących cechy komórek in vivo 

[19]. Obecnie dostępne są też unieśmiertelnione linie komórek mysich [20] i ludzkich [21]. 

Dojrzałe podocyty są wysoce zróżnicowane, co jednak wiąże się z zanikiem ich zdolności 

do proliferacji, jeszcze na etapie nefrogenezy [22]. Z tego względu, w odróżnieniu od pozo-

stałych komórek kłębuszka, utrata podocytów prowadzi do nieodwracalnych uszkodzeń ne-

fronu i postępującej niewydolności całej nerki [7, 23, 24]. Z drugiej strony, w nefropatiach 

związanych z HIV oraz w różnego typu kłębuszkowych zapaleniach nerek, obserwowana jest 

patologiczna proliferacja, w wyniku której powstają podocyty nie zróżnicowane i nie spełniające 
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swoich funkcji [25-28]. W trakcie rozwoju choroby nerek, podocyty są prawdopodobnie 

pierwszymi komórkami kłębuszka, które ulegają uszkodzeniu [7, 29, 30]. Konsekwencją tego 

jest zaburzenie struktury i funkcji bariery filtracyjnej, postępująca degradacja całego kłębusz-

ka nerkowego i pozostałych części nefronu [28, 31, 32].  

W podocytach można wyróżnić trzy morfologicznie różniące się segmenty: duże ciało 

komórki, przechodzące w wypustki główne, które z kolei rozgałęziając się, tworzą wyrostki 

stopowate. Ciało komórki i wypustki główne unoszą się swobodnie w przestrzeni Bowmana, 

natomiast mocno zakotwiczone w GBM wyrostki stopowate szczelnie oplatają zewnętrzną 

stronę włośniczek (ryc. 2). Wypustki sąsiadujących komórek zazębiają się, a między nimi 

znajdują się szczeliny filtracyjne o szerokości około 40 nm [33, 34], przez które przepływa 

przesącz z błony podstawnej. Szczeliny te przesłonięte są błoną, pełniącą rolę ostatniego ele-

mentu bariery filtracyjnej (ryc. 1b). Prawidłowa struktura elementów komórki, a szczególnie 

błony szczelinowej podocytów, jest podstawowym warunkiem zachowania funkcji filtracyjnej 

całego kłębuszka nerkowego [35, 36]. Zaburzenia ekspresji białek podocytarnych są przyczy-

ną zarówno wrodzonych, jak i nabytych niewydolności nerek [37, 38].  

 

Ryc.2. Komórki podocytarne oplatające włośniczki kłębuszka nerkowego. Zdjęcie wykonane przy użyciu mikro-
skopu elektronowego [Źródło: http://medd.klinikum.uni-muenster.de /mitarbeiter Pavenstaedt/] 

 

Podocyty, posiadając silnie rozwinięty aparat kurczliwy, mogą regulować powierzchnię 

filtracji i opór hydrauliczny bariery filtracyjnej [39]. Przeciwstawiając się, przez obkurczenie 

wypustek, ciśnieniu rozdymającemu włośniczki, stabilizują one strukturę kłębuszka nerkowe-

go [22, 40]. W dojrzałym kłębuszku jedynie podocyty uczestniczą w obrocie metabolicznym 

błony podstawnej, syntetyzując jej składniki, a także produkując degradujące ją proteinazy 
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[22, 41]. Ponadto, wytwarzają one białka modulujące właściwości śródbłonka naczyń włoso-

watych [42, 43], są więc komórkami regulującymi zarówno ekspresję, jak i funkcje wszyst-

kich elementów bariery filtracyjnej.  

1.3. Oddziaływanie czynników naczynioruchowych na podocyty 

Wyposażone w kurczliwe filamenty podocyty posiadają bardzo rozbudowany system re-

ceptorów, w tym receptory hormonów naczynioruchowych, działających zarówno przez 

wapń, jak i przez cykliczne nukleotydy [44]. W odpowiedzi na te czynniki, komórki podocy-

tarne prawdopodobnie modulują średnicę znajdujących się pod nimi włośniczek, regulując 

w ten sposób wielkość współczynnika filtracji kłębuszkowej. Ponadto, hormony te mogą mo-

dulować ekspresję białek [45, 46], wpływając tym samym na różne funkcje tych komórek. 

Oprócz czynników o charakterze parakrynnym, w regulacji funkcji podocytów mogą też 

uczestniczyć ich własne, autokrynnie działające systemy generujące hormony naczynioru-

chowe [47, 48]. Do chwili obecnej, dane mówiące o bezpośredniej roli, jaką odgrywają te 

czynniki w funkcjonowaniu komórek podocytarnych, są jednak stosunkowo nieliczne.  

1.3.1. Rola cGMP w podocytach 

Działające za pośrednictwem cyklicznego guanozyno-3’,5’-monofosforanu (cGMP) pep-

tydy natriuretyczne (NP) i tlenek azotu (NO), należą do głównych czynników rozkurczają-

cych, regulujących filtrację kłębkową i hemodynamikę nerki [49, 50]. Cykliczny GMP indu-

kuje też procesy wewnątrzkomórkowe modulujące transkrypcję i translację białek oraz proli-

ferację komórek [46]. Podocyty mogą generować cGMP przez receptory związane z dwoma 

odrębnymi systemami cyklaz guanylanowych, wrażliwymi zarówno na działanie NP, jak 

i NO.  

Zależny od tlenku azotu system generujący cGMP w podocytach obejmuje nie tylko roz-

puszczalną cyklazę guanylanową [51, 52], ale też enzym katalizujący powstanie NO  

z  L-argininy – syntazę NOS1 [52]. W wyrostkach stopowatych zlokalizowano też sprzężone 

z błonową cyklazą guanylanową receptory GC-A dla przedsionkowego czynnika natriure-

tycznego (atrial natriuretic peptide, ANP) [53], które w odpowiedzi na stymulację tym hor-

monem syntetyzowały cykliczny GMP [54]. Dalsze badania wykazały, że ludzkie podocyty 

posiadają także funkcjonujące receptory GC-B dla czynnika natriuretycznego CNP oraz me-

tabolizujące (klirensowe) receptory NPR-C [55].  
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Większość cGMP wyprodukowanego przez podocyty opuszcza komórki przez błonę api-

kalną, skierowaną w stronę przestrzeni Bowmana [56, 57], co sugeruje, że przekaźnik ten 

działa parakrynnie, prawdopodobnie na komórki cewki bliższej. Wydaje się jednak, że gene-

rowany przez NO i ANP cykliczny GMP działa w dużej mierze w obrębie samych komórek 

podocytarnych, powodując reorganizację cytoszkieletu aktynowego [58], co może się wiązać 

z rozkurczającym działaniem tych czynników. Tlenek azotu zwiększa też stopień ufosforylo-

wania tyrozyny w białkach podocytów, czemu towarzyszy wzrost przepuszczalności kłębusz-

ków dla albuminy [59]. Przypuszczalnie, generowany przez NO cykliczny GMP indukuje 

fosforylację białek adhezyjnych podocytów i/lub białek błony szczelinowej, przez co zmienia-

ją się właściwości bariery filtracyjnej. Wydaje się też wysoce prawdopodobne, że zasadniczą 

rolą cGMP indukowanego przez czynniki rozkurczające może być modulowanie działania 

hormonów obkurczających, a zwłaszcza angiotensyny II. 

1.3.2. Rola angiotensyny II w komórkach podocytarnych 

Hemodynamika kłębuszka nerkowego zależy od równowagi pomiędzy działaniem czyn-

ników rozkurczających i obkurczających. Angiotensyna II, jako hormon o działaniu obkur-

czającym, działający przeciwstawnie do systemów generujących cGMP, pełni zasadniczą rolę 

w regulacji przesączania kłębkowego. Ponadto, peptyd ten wykazuje cechy czynnika wzrostu 

i cytokiny, regulując ekspresję białek i aktywność innych hormonów oraz stymulując prolife-

rację komórek [60]. Wzrost aktywności układu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS), 

skutkujący zwiększoną syntezą angiotensyny II, odgrywa główną rolę w patogenezie nadciś-

nienia oraz nefropatii cukrzycowej.  

Zarówno nie zróżnicowane, jak i zróżnicowane komórki podocytarne posiadają aktywne 

biologicznie receptory angiotensyny AT1 i AT2 [61, 62], poprzez które hormon ten reguluje 

funkcje podocytów. W odpowiedzi na Ang II, w cytozolu podocytów wzrasta stężenie wap-

nia, a jednocześnie dochodzi do depolaryzacji błony komórkowej [63, 64]. W obecności Ang 

II, podocyty zwiększają produkcję fosforanów inozytolu oraz syntezę DNA [62]. Angiotensy-

na II zmienia też strukturę błony szczelinowej, co wiąże się ze zwiększeniem przepuszczalno-

ści dla albuminy in vitro oraz z występowaniem białkomoczu in vivo [65-67]. Peptyd ten sty-

muluje w podocytach produkcję naczyniowego śródbłonkowego czynnika wzrostu (vascular 

endothelial growth factor, VEGF), a indukując ekspresję receptora transformującego czynnika 

wzrostu beta (transforming growth factor, TGFβ), zwiększa syntezę kolagenu IVα3 przez te 

komórki [68]. Może to prowadzić do zmiany struktury i zgrubienia błony podstawnej, a także 

do wzrostu przepuszczalności dla białek śródbłonka naczyń.  



 

 16 

Oprócz hormonu pochodzenia systemowego, na podocyty działa również angiotensyna II 

produkowana przez lokalny układ renina-angiotensyna (RAS) [48, 69]. Pod wpływem stresu 

mechanicznego, związany z Ang II układ ulega aktywacji, prowadząc do zwiększenia ekspre-

sji receptorów AT1 oraz syntezy angiotensyny II [70]. Przypuszcza się, że to właśnie auto-

krynnie działająca na podocyty Ang II, hamując ekspresję nefryny, zasadniczego składnika 

błony szczelinowej, jest główną przyczyną występowania proteinurii w cukrzycy [3].  

1.4. Metabolizm i transport glukozy 

1.4.1. Metabolizm glukozy 

Glukoza, będąc głównym źródłem energii w komórkach eukariotycznych, pełni centralną 

rolę w ich metabolizmie. Z wyjątkiem erytrocytów, w komórkach ssaków podstawowym 

szlakiem przemiany glukozy jest beztlenowa glikoliza, po której następuje fosforylacja oksy-

dacyjna związana z syntezą adenozynotrifosforanu (ATP). Pozostałe drogi utylizacji glukozy 

obejmują polimeryzację w celu utworzenia zapasu glikogenu oraz przemianę do cukrów 

i związków pochodnych, będących substratami w innych szlakach biosyntezy i metabolizmu 

komórkowego [71]. Niewielka pula glukozy (3 do 5%), jest wykorzystana w obocznym szla-

ku heksozaminowym do syntezy glikoprotein [72], oraz w szlaku poliolowym, gdzie fruktoza 

powstaje z wytworzonego uprzednio sorbitolu [73]. W warunkach hiperglikemii wzrasta ak-

tywność szlaków obocznych metabolizmu glukozy, zwiększa się produkcja diacyloglicerolu 

i wolnych rodników tlenowych (reactive oxygen species, ROS) oraz nasila się proces nieen-

zymatycznej glikacji białek. Wszystkie te czynniki, modulując sygnalizację wewnątrzkomór-

kową oraz strukturę i funkcje komórek, są elementami patogenezy zmian występujących 

w cukrzycy [74]. Niektóre z aktywowanych w hiperglikemii elementów przekaźnictwa  

wewnątrzkomórkowego, takie jak ROS, kinaza białkowa C (protein kinase C, PKC), cytokiny 

i czynniki transkrypcyjne, stymulowane są również przez angiotensynę II i stres mechaniczny 

(ryc. 3). Przyczynia się to prawdopodobnie do wzajemnego wzmocnienia skutków działania 

tych czynników, przy czym w kłębuszku nerkowym zmiany najwcześniej występują w podo-

cytach. Nakładanie się efektów wywieranych przez hiperglikemię i stres mechaniczny prowa-

dzi do przyspieszenia rozwoju nefropatii [31, 75-78]. Obserwacje te wykorzystuje się  

przy projektowaniu nowych substancji farmakologicznie czynnych, których zadaniem jest hamo-

wanie aktywności elementów wspólnie indukowanych przez czynniki metaboliczne 

i hemodynamiczne [79]. Skuteczność takiej strategii potwierdzają wyniki badań w eksperymen-

talnej cukrzycy, gdzie inhibitory konwertazy angiotensyny (angiotensin converting enzyme, ACE) 
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hamowały aktywność PKC zależną nie tylko od AngII, ale i od hiperglikemii. W efekcie obser-

wowano zmniejszenie białkomoczu, a także nacieku makrofagów do miąższu nerek [80, 81].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc.3. Schemat ilustrujący współdziałanie głównych czynników metabolicznych i hemodynamicznych uszka-
dzających podocyty i prowadzących do rozwoju nefropatii cukrzycowej  

 

1.4.2. Transport glukozy 

Hydrofobowa błona komórkowa jest nieprzepuszczalna dla cząsteczek hydrofilowych, 

transport glukozy do wnętrza odbywa się więc przy udziale przezbłonowych białek. Ze 

względu na strukturę i mechanizm działania, transportery heksoz dzielą się na dwie grupy: 

pośredniczące w transporcie wymuszonym ko-transportery zależne od sodu (sodium-

dependent glucose transporters, SGLT) oraz białka ułatwiające dyfuzję zgodnie z gradientem 

stężeń (GLUT) [82]. Wykazują one specyficzność tkankową, a także różnią się powinowac-

twem do substratu, odpowiednio do zapotrzebowania metabolicznego tkanki (tabela 1). 
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Rodzina sodozależnych transporterów SGLT obejmuje białka, dla których siłą napędzają-

cą wspólny transport glukozy i sodu jest wytwarzany przez Na+, K+-ATPazę gradient stężeń 

jonów Na+ po obu stronach błony komórkowej [83]. Aktywność białek SGLT jest regulowana 

m.in. przez stężenie glukozy [84] i przez hormony działające za pośrednictwem kinaz białko-

wych PKA i PKC [85].  

Białka z rodziny GLUT umożliwiają dyfuzję glukozy zgodnie z gradientem stężeń po obu 

stronach błony komórkowej, może to więc być kierunek do wnętrza (np. komórki β wysp 

trzustki), jak i na zewnątrz komórki (np. nabłonek cewki proksymalnej w nerce). Obecnie 

znanych jest czternaście form transportera GLUT, spośród których co najmniej siedem ma 

powinowactwo do D-glukozy [82]. Wśród nich najważniejszą rolę odgrywają białka od 

GLUT1 do GLUT4.  

 

Tabela 1. Charakterystyka głównych transporterów glukozy  

Transporter Główna lokalizacja tkankowa Km [mM] 
Źródło 

literaturowe 

SGLT1 nerka, jelito, serce 0,4 

SGLT2 nerka 2 

 
[83] 

GLUT1 mózg, erytrocyty, ekspresja w prawie 
wszystkich tkankach 

3 

GLUT2 trzustka, wątroba, jelito, nerka 17 

GLUT3 mózg 1,4 

GLUT4 mięśnie szkieletowe, serce, adipocyty 5 

[86] 

1.4.3. Czynniki modulujące transport glukozy 

Wielkość transportu glukozy uzależniona jest nie tylko od aktywności enzymów uczestni-

czących w procesie glikolizy, ale też od ekspresji i aktywności białek transportujących, znaj-

dujących się w błonie komórki Zarówno synteza transporterów, jak i ich translokacja do bło-

ny komórkowej, są regulowane przez czynniki indukujące kaskady przekaźnictwa wewnątrz-

komórkowego, a więc przez hormony, stres mechaniczny, a także przez samą glukozę.  

Regulacja hormonalna. Najważniejszym hormonem stymulującym transport glukozy jest 

insulina, która indukuje przemieszczanie się endosomalnych pęcherzyków zawierających 

GLUT4 z kompartmentów wewnątrzkomórkowych do błony. Ponadto, insulina stymuluje 

syntezę transportera GLUT4, a także GLUT1 i GLUT3 [87, 88].  
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Istotny wpływ na regulację transportu glukozy ma angiotensyna II, szczególnie zaś w warun-

kach wzmożonej aktywności układu RAS, a więc przede wszystkim w nadciśnieniu i w cu-

krzycy. Modulowanie ekspresji, translokacji i aktywności białek transportujących glukozę 

odbywa się zarówno bezpośrednio, przez zależne od AngII szlaki przekaźnictwa wewnątrz-

komórkowego, jak też pośrednio, przez regulację elementów przekaźnictwa zależnych od 

insuliny [89-91].  

Hormony działające za pośrednictwem cyklicznych nukleotydów stanowią kolejną grupę 

czynników istotnie regulujących zaopatrzenie komórek w glukozę. Zarówno cAMP, jak 

i cGMP, poprzez kinazy białkowe PKA i PKG, modulują aktywność systemów transportują-

cych glukozę, przy czym działanie tych nukleotydów może być antagonistyczne [91], bądź 

synergistyczne [92]. 

Regulacja przez stres mechaniczny. Wzrost transportu glukozy do komórek pod wpływem 

stresu mechanicznego został przebadany głównie w komórkach mięśni szkieletowych i w mię-

śniu serca. Zaobserwowano, że uznane za insulinozależne transportery GLUT4, pod wpływem 

wysiłku fizycznego przemieszczają się do błony komórkowej, zwiększając transport glukozy 

niezależnie od insuliny [93]. W procesie tym, przynajmniej w części, uczestniczy zależna od 

AMP kinaza AMPK (AMP-activated protein kinase), która jest wrażliwa na towarzyszący 

niedoborowi ATP wzrost stosunku stężeń AMP : ATP [94, 95]. Generowany przez nadciśnie-

nie kłębuszkowe stres mechaniczny zwiększa też ekspresję transportera GLUT1 w komórkach 

mezangialnych, co jest związane ze wzrostem transportu glukozy do tych komórek [96]. 

Regulacja przez glukozę. Wewnątrzkomórkowe stężenie glukozy i jej metabolitów jest 

sygnałem modulującym nie tylko aktywność oraz tempo przemieszczania się transporterów 

do błony komórkowej i ich internalizacji, ale również transkrypcję i ekspresję białek transpor-

tujących [97]. Obniżona podaż glukozy powoduje szybki wzrost translokacji transporterów do 

błony komórkowej [98]. Jeśli stan hipoglikemii się przedłuża, następuje też synteza de novo 

białek transportujących glukozę [99, 100]. 

Wysokie stężenie glukozy, wywołując stres oksydacyjny, aktywując PKC oraz czynniki 

regulujące transkrypcję, hamuje ekspresję i aktywność systemów transportujących heksozy 

[101, 102]. Z drugiej jednak strony, hiperglikemia, za pośrednictwem PKC, może też stymulować 

transport glukozy do komórek, co sprzyja powstaniu patologicznych zmian obserwowanych 

w cukrzycy [103-105].  
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1.5. Wpływ hiperglikemii na funkcje podocytów  

Hiperglikemia jest podstawowym warunkiem wystąpienia nefropatii cukrzycowej. Podo-

cyty są w kłębuszku nerkowym komórkami, które najwcześniej ulegają zmianom wywołanym 

przez nadmierną podaż glukozy. Modulowana przez hiperglikemię ekspresja białek struktu-

ralnych prowadzi do zaburzenia funkcji, bądź całkowitego zaniku błony szczelinowej, czemu 

towarzyszą zmiany morfologiczne komórek [32, 106-108]. Badania in vitro i in vivo wykaza-

ły, że przy wysokim stężeniu glukozy zahamowana jest ekspresja integryny α3β1 oraz agry-

ny, łączących podocyty z błoną podstawną [109, 110]. Jest to prawdopodobnie jedna z przy-

czyn obserwowanego w cukrzycy odrywania się tych komórek i wydalania ich z moczem 

[24]. Pod wpływem hiperglikemii zmienia się też zależna od podocytów produkcja białek 

wchodzących w skład błony podstawnej, takich jak siarczan heparanu, kolagen, czy fibronek-

tyna [111-113]. Jednocześnie, zwiększenie przez te komórki produkcji czynników wzrostu 

transformującego (TGFβ) oraz śródbłonkowego naczyniowego (VEGF) powoduje, że w wa-

runkach wysokiego stężenia glukozy podocyty są odpowiedzialne za zmiany przepuszczalno-

ści bariery filtracyjnej i nagromadzanie się macierzy pozakomórkowej [113]. Mechanizm 

odpowiedzialny za wzrost ekspresji tych cytokin w hiperglikemii obejmuje zwiększoną pro-

dukcję ROS oraz aktywację kinazy białkowej PKC [114]. 

1.6. Regulacja funkcji komórek podocytarnych przez stres mechaniczny 

1.6.1. Stres mechaniczny w kłębuszku nerkowym 

Ściany naczyń włosowatych kłębuszka nerkowego poddawane są działaniu sił rozciągają-

cych, generowanych przez ciśnienie krwi przepływającej przez kapilary. Mechanizm autoregulacji 

pozwala na utrzymanie stałego ciśnienia krwi we włośniczkach kłębuszka, gdy ciśnienie tętnicze 

krwi obwodowej waha się w granicach od 80 do 170 mmHg (10,7-22,7 kPa). Wyższe ciśnienie 

skutkuje nadciśnieniem kłębuszkowym, a wówczas zarówno ściany naczyń, jak i wszystkie inne 

elementy struktury kłębuszka, narażone są na działanie silniejszego, niż fizjologiczny, stresu 

mechanicznego. Zaburzenia systemu autoregulacji w kłębuszku nerkowym wiążą się głównie 

ze wzrostem syntezy angiotensyny II przez aktywowany układ RAS oraz z hiperglikemią, po-

wodującą zmiany naczyniowe. Nadciśnienie tętnicze i hiperglikemia, często występujące równo-

cześnie, są podstawowymi elementami patogenezy nefropatii cukrzycowej [115-117].  

Stres mechaniczny jest bodźcem uruchamiającym kaskady przekaźnictwa wewnątrz- 

i międzykomórkowego, w wyniku czego w komórkach zachodzą procesy adaptacyjne, jak np. 

reorganizacja cytoszkieletu, proliferacja, hipertrofia, czy regulacja transkrypcji i translacji 
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białek. Gdy poziom stresu przekracza wartości fizjologiczne, staje się on czynnikiem uszka-

dzającym, prowadzącym do dysfunkcji komórek, a nawet apoptozy [118, 119]. W kłębuszku 

nerkowym, wywołany nadciśnieniem wewnątrzkapilarnym stres mechaniczny powoduje hi-

pertrofię komórek mezangialnych i stymuluje syntezę transformującego czynnika wzrostu 

TGFβ przez te komórki [120]. Prowadzi to do nadmiernego nagromadzania się macierzy po-

zakomórkowej, a w dalszej kolejności – do stwardnienia kłębuszków [121], co z kolei jest 

przyczyną różnego rodzaju nefropatii.  

Obserwacje wskazują, że stres mechaniczny i hiperglikemia, niezależnie od siebie, mogą 

indukować podobne zmiany w komórkach. W istocie, powikłania obserwowane w glomeru-

lopatii cukrzycowej są najczęściej wynikiem nakładania się i wzajemnego wzmocnienia efek-

tów obu tych czynników [77, 78, 122].  

1.6.2. Wrażliwość komórek podocytarnych na stres mechaniczny 

W odpowiedzi na stres mechaniczny, w podocytach in vitro zmienia się ekspresja  

wielu białek związanych m.in. z przekaźnictwem wewnątrzkomórkowym, translacją i meta-

bolizmem [123]. Doświadczenia in vitro wykazały, że stres mechaniczny wywołuje zmiany 

morfologiczne tych komórek, czemu towarzyszy reorganizacja cytoszkieletu aktynowego 

(ryc. 4) [124].  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc.4. Wpływ stresu mechanicznego na strukturę mysich komórek podocytarnych. Zdjęcia (a) i (c) przedstawia-
ją komórki kontrolne, nie poddawane stresowi mechanicznemu. (b): 24-godzinny stres mechaniczny po-
woduje obkurczenie się ciała komórek i wydłużenie wypustek oraz (d): reorganizację włókien spolimery-
zowanej aktyny. Zdjęcia (a) i (b) przedstawiają żywe komórki widziane w mikroskopie fazowo-
kontrastowym, powiększenie 250x. Zdjęcia (c) i (d) przedstawiają preparaty komórkowe, widziane w mi-
kroskopie fluorescencyjnym, powiększenie 400x. Źródło: (a,b,c) B. Lewko; (d) N. Endlich et al  [124] 
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Maleje też liczba miejsc adhezji komórek do podłoża [125], co prawdopodobnie ułatwia 

adaptację cytoszkieletu do działających sił. Podobnie, jak w przypadku hiperglikemii, zostaje 

zahamowana ekspresja integryny α3β1, łączącej wyrostki stopowate z błoną podstawną, oraz 

nefryny, będącej głównym białkiem błony szczelinowej [126]. Zahamowana zostaje też eks-

presja białek regulujących cykl komórkowy- cyklin i zależnych od nich kinaz [127], co może 

wyjaśniać brak proliferacji podocytów in vivo. Towarzyszy temu hipertrofia komórek [128], 

obserwowana in vivo w przypadkach, gdy miejsce oderwanego od błony podstawnej podocyta 

pokrywane jest przez powiększające swoje rozmiary sąsiednie komórki. Wraz z zależną od 

stresu mechanicznego aktywacją lokalnego systemu RAS, obserwuje się apoptozę komórek 

podocytarnych, która może być wywołana przez wzmożone działanie angiotensyny II [70]. 

W efekcie, stres mechaniczny, podobnie jak hiperglikemia, może powodować utratę podocy-

tów z kłębuszka nerkowego.  
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2. Cel podjętych badań 
 

Hiperglikemia i stres mechaniczny są podstawowymi czynnikami powodującymi uszko-

dzenia struktury i funkcji podocytów w cukrzycy. Funkcjonowanie podocytów uzależnione 

jest od podaży glukozy, a jednocześnie w znacznej mierze jest kontrolowane przez hormony 

naczynioruchowe.  

Powyższe przesłanki stały się podstawą do realizacji projektu naukowego, którego celem 

było: 

a) Scharakteryzowanie systemów odpowiedzialnych za transport glukozy do podocytów.  

b) Określenie wpływu hiperglikemii i stresu mechanicznego na zdolność podocytów do 

syntezy cGMP oraz na aktywność systemów transportujących glukozę do wnętrza 

komórek.  

c) Zbadanie wpływu czynników naczynioruchowych na syntezę cGMP w podocytach. 
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3. Materiał i metody 
 

Wszystkie badania były wykonywane in vitro, na podocytach: 

− z pierwotnej hodowli komórek izolowanych z kłębuszków nerkowych szczura;  

− z linii K5D nieśmiertelnych podocytów mysich (otrzymanych od dr Petera Mundel, 

Albert Einstein University, N. Y., USA). 

Identyfikacji oraz oceny stopnia zanieczyszczenia podocytów izolowanych z kłębuszków 

nerkowych szczura innego typu komórkami dokonywano przy użyciu metod immunofluore-

scencyjnych, z wykorzystaniem mikroskopu oraz cytometru przepływowego.  

W zależności od typu doświadczeń, komórki były hodowane w podłożu RPMI1640 

o standardowym lub modulowanym stężeniu glukozy. Badania z zastosowaniem stresu me-

chanicznego przeprowadzano na komórkach hodowanych w płytkach BioFlex®, przy użyciu 

aparatu StretchCo. Elastyczne błony stanowiące dno studzienek były poruszane za pomocą 

pompy ssąco-tłoczącej, przy amplitudzie i częstotliwości drgań naśladującej warunki wystę-

pujące w nadciśnieniu kłębuszkowym.  

Wewnątrzkomórkowe stężenie glukozy określano metodą radioizotopową, przy użyciu 

licznika scyntylacyjnego promieniowania beta. Cykliczny 3’,5’-guanozynomonofosforan 

oznaczano metodą radioimmunologiczną (RIA) [prace 5 i 6] oraz immunoenzymatyczną 

(ELISA) [praca 3]. Obecność mRNA analizowano metodą odwrotnej transkrypcji, po której 

następowała reakcja łańcuchowa polimerazy (RT-PCR). Do uwidocznienia ekspresji białek 

używano metody Western blotting, natomiast ilościowej oceny dystrybucji białek w cytozolu 

i błonach komórkowych dokonywano za pomocą cytometru przepływowego. 
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4. Dyskusja wyników badań 

4.1. Charakterystyka systemu transportu glukozy do podocytów 

Podstawowym warunkiem koniecznym do metabolizmu glukozy jest przetransportowanie 

jej przez błonę komórkową do cytozolu. Pomimo coraz liczniejszych doniesień opisujących 

wpływ hiperglikemii na funkcje podocytów, sam mechanizm przenoszenia glukozy do wnę-

trza tych komórek nie został dotychczas scharakteryzowany. Przeprowadzone przeze mnie 

doświadczenia miały na celu określenie podstawowych parametrów kinetycznych całego sys-

temu transportu glukozy do podocytów oraz stwierdzenie, jakiego typu białka transportujące 

wchodzą w skład tego systemu [praca 4].  

Wyniki badań wskazują, że komórki podocytarne posiadają wysoce zróżnicowany układ 

białek transportujących glukozę. Obejmuje on zarówno transportery z rodziny GLUT o wyso-

kim i niskim powinowactwie, jak i jeden z transporterów sodozależnych- SGLT1. Sugeruje 

to, że podocyty są w stanie regulować podaż wewnątrzkomórkowej glukozy w zależności od 

zapotrzebowania metabolicznego. Ekspresja transportera GLUT3, charakteryzującego się 

bardzo wysokim powinowactwem do D-glukozy (Km≈1,4 mM) wraz z transporterem GLUT2 

o powinowactwie ponad dziesięciokrotnie niższym (Km≈17 mM) wskazuje, jak duży jest za-

kres możliwości utylizacji glukozy w tych komórkach. Transport glukozy do podocytów jest 

częściowo uzależniony od insuliny, czego dowodzi zarówno zwiększona wewnątrzkomórko-

wa akumulacja glukozy w obecności tego hormonu, jak i obecność białka GLUT4. Co więcej, 

transporter GLUT1, uważany za białko powszechnie zapewniające komórkom podstawową 

podaż glukozy, w podocytach okazał się również być regulowany przez insulinę, co wykazały 

późniejsze badania zespołu z Uniwersytetu w Bristolu [129]. 

Sinusoidalny przebieg krzywej zależności szybkości transportu od stężenia glukozy był 

potwierdzeniem, że w podocytach glukoza jest transportowana przy udziale białek o zróżni-

cowanym powinowactwie do substratu. Stosując model kinetyki Hilla, można było obliczyć 

przybliżoną wartość współczynnika S0,5≈7,8 mM, która określa powinowactwo glukozy do 

systemu transportującego, jako całości. Wyznaczona dla tego systemu wartość transportu 

maksymalnego Vmax wyniosła 10 nmol/mg białka/min. Dane te sugerują, że w warunkach 

fizjologicznego stężenia glukozy (5,6 mM), wielkość napływu glukozy do podocytów osiąga 

w przybliżeniu połowę możliwości transportowych całego układu. 
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4.2. Wpływ hiperglikemii i stresu mechanicznego na funkcje podocytów 

4.2.1. Modulacja transportu glukozy do podocytów  

Wielkość transportu glukozy do komórek uwarunkowana jest przede wszystkim ich zapo-

trzebowaniem metabolicznym, które zależy od tempa utylizacji glukozy, a także od podaży 

glukozy zewnątrzkomórkowej. Stres mechaniczny, zwiększając zapotrzebowanie komórek na 

energię, uruchamia mechanizmy przyspieszające transport glukozy do cytozolu, polegające 

przede wszystkim na syntezie de novo białek transportujących i na ich mobilizacji z zasobów 

wewnątrzkomórkowych do błony [94, 96]. Z kolei, w warunkach hiperglikemii, komórki, 

zmniejszając syntezę i błonową ekspresję białek transportujących, mogą ograniczać napływ 

glukozy do swojego wnętrza [98, 130]. Nie jest to jednak mechanizm uniwersalny, ponieważ 

w komórkach mezangialnych kłębuszka nerkowego, w warunkach hiperglikemii obserwuje 

się zwiększenie ekspresji białka GLUT1 i towarzyszący mu wzrost pobierania glukozy przez 

te komórki [105]. Wydaje się prawdopodobne, że wzajemne wzmocnienie efektów wywiera-

nych przez stres mechaniczny i hiperglikemię na transport i metabolizm glukozy w komór-

kach mezangium może przyspieszać proces sklerotyzacji kłębuszka nerkowego. Podocyty, 

podobnie jak mezangiocyty, w cukrzycy również są poddane działaniu obu tych czynników, 

przy czym niewiele wiadomo o skutkach ich wspólnego oddziaływania na te komórki. Stało 

się to przesłanką pracy 5, opisującej wyniki badań transportu glukozy w podocytach w wa-

runkach hiperglikemii i stresu mechanicznego 

Doświadczenia przeprowadzone na podocytach hodowanych w warunkach hipo- normo- 

i hiperglikemii wykazały, że stężenie glukozy per se miało niewielki wpływ na wielkość jej 

transportu do komórek. Stres mechaniczny zwiększył istotnie napływ glukozy do podocytów 

we wszystkich trzech grupach, przy czym w komórkach hodowanych w warunkach hipergli-

kemii wzrost ten był dwukrotnie silniejszy, niż w pozostałych grupach. Sugeruje to, że, po-

dobnie jak w komórkach mezangialnych, hiperglikemia w połączeniu ze stresem mechanicz-

nym mogły wywierać spotęgowany wpływ na transport glukozy do podocytów. Próbując 

wstępnie ocenić mechanizm tego zjawiska, sprawdziłam wpływ stresu mechanicznego oraz 

wpływ wysokiego stężenia glukozy na ekspresję transporterów GLUT w błonie komórkowej. 

W badaniach skupiłam się na dwóch formach białek transportujących: GLUT2 – białku o ni-

skim powinowactwie do glukozy i o wysokiej wydajności transportu, oraz GLUT4 – białku 

o stosunkowo wysokim powinowactwie i niskiej wydajności.  

Zarówno w środowisku normo-, jak i hiperglikemicznym, stres mechaniczny spowodował 

obniżenie błonowej puli transporterów GLUT4. Jest to wynik o tyle zaskakujący, że w mięśniu 
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szkieletowym rozciąganie mechaniczne jest bodźcem stymulującym syntezę i translokację 

tego białka do błony komórkowej [131]. Jednocześnie jednak, w środowisku o normalnym 

stężeniu glukozy, stres mechaniczny zwiększył w błonach komórkowych podocytów ekspre-

sję białka GLUT2. Można zatem przypuszczać, że obserwowany wzrost pobierania glukozy 

przez komórki mógł być w tych warunkach związany z aktywacją transportu zależnego od 

tego właśnie białka. Jednakże, w środowisku hiperglikemicznym, podobnie jak w przypadku 

GLUT4, w błonach komórek poddanych stresowi mechanicznemu ekspresja białek GLUT2 

uległa obniżeniu. Sugeruje to, że za wzmożony w tych warunkach napływ glukozy do cytozo-

lu odpowiada jeszcze inne, co najmniej jedno, białko transportujące. Nie można wykluczyć, 

że podobnie do mezangiocytów, jest to GLUT1, którego ekspresja i aktywność transportowa 

wzrastają w tych komórkach pod wpływem stresu mechanicznego i hiperglikemii [96, 105]. 

W procesie tym może też uczestniczyć transporter GLUT8, którego ekspresja zwiększa się 

w podocytach poddanych działaniu glukozy o wysokim stężeniu [132].  

4.2.2. Modulacja syntezy cGMP w podocytach 

Podstawowe funkcje nerek są w dużej mierze regulowane przez zależne od peptydów na-

triuretycznych systemy generujące cGMP, a obserwowane w cukrzycy zmiany ich aktywności 

mogą przyczyniać się do rozwoju nefropatii cukrzycowej [133].  

Zdolność podocytów do produkcji cGMP jest zjawiskiem znanym stosunkowo dawno, 

jakkolwiek większość tych obserwacji dotyczy odpowiedzi na przedsionkowy czynnik natriu-

retyczny ANP [53, 56, 57, 134, praca 2]. W ludzkich podocytach wykazano również ekspre-

sję receptora dla peptydu natriuretycznego C [55], któremu w nerce przypisuje się rolę hor-

monu działającego zarówno para-, jak i autokrynnie. Sugerowało to, że aktywność CNP może 

mieć istotne znaczenie dla funkcji podocyta, dlatego też w pracy 3 wstępnie scharakteryzo-

wałam system zależny od tego peptydu. 

Badania przeprowadzone na linii nieśmiertelnych podocytów mysich wykazały, że w ko-

mórki te posiadają biologicznie aktywny system związany z CNP. System ten obejmuje nie 

tylko receptory GC-B, indukujące syntezę cGMP, ale posiada też zdolność do produkcji sa-

mego hormonu. Sugeruje to, że w podocytach CNP może być czynnikiem działającym auto-

krynnie. Kilkukrotnie większa synteza cGMP w obecności CNP, niż w obecności ANP wska-

zywałby nawet, że w tych komórkach peptyd typu C odgrywa istotniejszą rolę, niż peptyd 

przedsionkowy. Nie można jednak wykluczyć, że zależy to od pochodzenia komórek, ponie-

waż w podocytach szczura działanie obu peptydów wydaje się być podobne (B. Lewko,  
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wyniki nie opublikowane). W przeciwieństwie do szczurzych, mysie podocyty nie syntetyzo-

wały też cGMP w odpowiedzi na czynniki generujące tlenek azotu. 

Stymulowana peptydami natriuretycznymi synteza cyklicznego GMP była modulowana 

zarówno przez stres mechaniczny, jak i przez hiperglikemię. Stres mechaniczny obniżał 

o połowę ilość cGMP generowanego w obecności ANP, a także CNP. Wyjaśnienie tego zja-

wiska może obejmować kilka mechanizmów: (i) zahamowanie ekspresji i/lub aktywności 

błonowej cyklazy guanylanowej, (ii) wzrost ekspresji receptorów metabolizujących NPR-C, 

pośredniczących w degradacji peptydów natriuretycznych, (iii) wzrost ekspresji i/lub aktyw-

ności obojętnej endopeptydazy (neutral endopeptidase NEP, 24.11), rozkładającej peptydy 

natriuretyczne, (iv) wzrost ekspresji i/lub aktywności fosfodiesteraz, hydrolizujących cGMP. 

Ponieważ doświadczenia były przeprowadzane w obecności inhibitora fosfodiesteraz, hydro-

liza cGMP wydaje się najmniej prawdopodobną przyczyną tego zjawiska. Można natomiast 

przypuszczać, że ze względu na długi, 72-godzinny okres trwania stresu, nastąpiła zmiana 

ekspresji genów białek wpływających bezpośrednio lub pośrednio na ilość generowanego 

cGMP. 

W przeciwieństwie do stresu mechanicznego, hiperglikemia dwukrotnie zwiększała zdol-

ność podocytów do produkcji cyklicznego GMP w odpowiedzi na stymulację peptydem CNP. 

Ponieważ podwyższone stężenie glukozy aktywuje szlaki przekaźnictwa wewnątrzkomórko-

wego, indukujące zmiany transkrypcji genów, można przypuszczać, że obserwowany wzrost 

produkcji cGMP związany był ze zmianą ekspresji białek regulujących poziom tego nukle-

otydu. Hipotezę tę potwierdzają wyniki badań in vivo i in vitro, które wykazują, że w warun-

kach hiperglikemii wzrasta ekspresja i aktywność błonowej cyklazy guanylanowej oraz 

zmniejsza się ekspresja receptorów metabolizujących NPR-C [134-136]. Obserwowany 

w niektórych doświadczeniach in vivo spadek w cukrzycy liczby receptorów sprzężonych 

z błonową cyklazą guanylanową [138] wydaje się być raczej bezpośrednią konsekwencją 

wzrostu stężenia ANP w krążeniu [138-140], niż samego stężenia glukozy. Z drugiej zaś stro-

ny, lokalne układy generujące cGMP w obrębie poszczególnych tkanek mogą wykazywać 

aktywność różniącą się od wypadkowej aktywności obserwowanej w całym narządzie.  

Sekwencyjne zastosowanie stresu mechanicznego i hiperglikemii pozwoliło ocenić udział 

tych czynników w modulowaniu odpowiedzi podocytów na peptydy natriuretyczne. Ponieważ 

w cukrzycy hiperglikemii często towarzyszy nadciśnienie kłębuszkowe, sprawdziłam też, jak 

zmienia się zdolność do syntezy cGMP w podocytach poddanych stresowi mechanicznemu 

w obecności wysokiego stężenia glukozy. Zwiększona w warunkach hiperglikemii produkcja 
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cyklicznego GMP była hamowana przez stres mechaniczny do poziomu syntezy cGMP 

w komórkach pozostających w bezruchu, w środowisku normoglikemicznym. Można więc 

wnioskować, że w przypadku hiperglikemii połączonej ze stresem mechanicznym, ostateczna 

odpowiedź podocytów na działanie peptydów natriuretycznych jest wypadkową obu tych 

przeciwstawnie działających czynników. Wyniki te sugerują, że w cukrzycy kierunek zmian 

funkcji podocytów związanych z podażą cGMP uzależniony jest od stopnia równowagi po-

między wpływem hiperglikemii i nadciśnienia kłębuszkowego na syntezę tego cyklicznego 

nukleotydu.  

4.3. Angiotensyna II jako czynnik modulujący syntezę cGMP w podocytach  

Zarówno hiperglikemia, jak i stres mechaniczny, mogą zwiększać aktywność układu reni-

na-angiotensyna (RAS), stymulując przez to powstawanie angiotensyny II [70, 141]. Obec-

ność lokalnego układu RAS, ulegającego aktywacji w odpowiedzi na stres mechaniczny, 

stwierdzono również w komórkach podocytarnych. Wydaje się więc wysoce prawdopodobne, 

że na obserwowane przeze mnie zmiany zdolności podocytów do produkcji cGMP w warun-

kach stresu mechanicznego i hiperglikemii mogła mieć istotny wpływ zarówno para-, jak 

i autokrynnie działająca angiotensyna II. Aby sprawdzić tę hipotezę, zbadałam, czy i w jaki 

sposób hormon ten moduluje odpowiedź podocytów na czynniki stymulujące powstawanie 

cGMP [prace 1 i 6].  

Angiotensyna II, za pośrednictwem kinazy białkowej C, obniżała zdolność podocytów do 

syntezy cyklicznego GMP [praca 1]. Jedną z możliwych przyczyn zmniejszenia produkcji 

cGMP mogło być hamowanie przez Ang II transportu tego nukleotydu przez błonę komórko-

wą, a w konsekwencji, gromadzenie się go w cytozolu. Na korzyść tej hipotezy przemawiają 

wyniki doświadczeń wskazujące, że w warunkach, kiedy efekt hamowania syntezy cGMP 

przez Ang II był najsilniejszy, stosunek stężeń cGMP wewnątrzkomórkowego do zewnątrz-

komórkowego był również najwyższy. Podobną tendencję obserwowałam w obecności specy-

ficznego inhibitora transportu cGMP, gdzie proporcjonalnie większemu stężeniu wewnątrz-

komórkowego cGMP towarzyszyło zahamowanie produkcji tego nukleotydu.  

Interesującym spostrzeżeniem było, że jakkolwiek ANP i SNAP, związek uwalniający 

tlenek azotu, stymulują syntezę cGMP w podocytach, to, użyte jednocześnie, nie wywołują 

addytywnego efektu [praca 6]. Z drugiej zaś strony, w pracy 1 wykazałam, że zahamowanie 

aktywności rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej zwiększyło produkcję cGMP w odpowiedzi 

na ANP. Poprzednie nasze prace wskazują, że w kłębuszkach nerkowych systemy rozpuszczalnej 
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i błonowej cyklazy guanylanowej kontrolują wzajemnie swoją aktywność tak, aby nie docho-

dziło do nadmiernej syntezy cyklicznego GMP [142, 143]. Wyniki uzyskane w pracach 1 i 6 

pozwalają przypuszczać, że wzajemna regulacja obu tych systemów może mieć miejsce rów-

nież w komórkach podocytarnych. Wydaje się również, że angiotensyna II prowadzi do roz-

kojarzenia wzajemnej kontroli aktywności obu cyklaz guanylanowych. Produkcja cGMP 

w odpowiedzi na jednoczesną stymulację za pomocą ANP i SNAP w obecności AngII była 

podwyższona i zbliżona do sumy efektów każdego aktywatora z osobna. Nie można wyklu-

czyć, że jest to mechanizm mający na celu zachowanie równowagi pomiędzy antagonistycz-

nie działającymi systemami zależnymi od angiotensyny II i od cyklicznego GMP. 

Badania mechanizmu regulacji przez Ang II odpowiedzi podocytów na czynniki generu-

jące cGMP wykazały, że w procesie tym uczestniczą zarówno receptory AT1, jak i AT2. Za 

pośrednictwem receptora AT1 angiotensyna II hamuje odpowiedź podocytów zależną od bło-

nowej cyklazy i zwiększa odpowiedź zależną od rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej. Dzia-

łając przez receptor AT2, Ang II wydaje się natomiast nie tylko osłabiać efekty wywierane 

poprzez AT1, ale też zaburzać wzajemną regulację cyklaz guanylanowych w podocytach 

[praca 6].  

W podocytach poddanych stresowi mechanicznemu wzrasta nie tylko synteza Ang II, ale 

też ekspresja receptorów AT1, natomiast ilość receptorów AT2 pozostaje nie zmieniona [70]. 

Mając na uwadze wyniki uzyskane w pracach 1 i 6, można więc przypuszczać, że obserwo-

wane przeze mnie zmniejszenie syntezy cGMP w warunkach stresu mechanicznego [praca 3] 

spowodowane było nadekspresją receptorów AT1, na które oddziaływała endogennie wytwa-

rzana angiotensyna II. Wpływ hiperglikemii na ekspresję receptorów Ang II nie został jeszcze 

opisany w odniesieniu do podocytów, natomiast w komórkach mezangialnych wysokie stęże-

nie glukozy indukowało wysoką ekspresję receptorów AT2, przy nieznacznym tylko wzroście 

ekspresji AT1 [144]. Jeśli w podocytach hiperglikemia wpływałaby podobnie na transkrypcję 

białka receptorów Ang II, to obserwowany przeze mnie wzrost produkcji cGMP w odpowie-

dzi na stymulację peptydem CNP w warunkach wysokiego stężenia glukozy [praca 3] można 

by, przynajmniej częściowo, przypisać zwiększonej aktywności receptorów AT2, działają-

cych przeciwstawnie do AT1. Biorąc jednak pod uwagę różnorodność dróg przekaźnictwa 

wewnątrzkomórkowego uruchamianych przez hiperglikemię, należy przypuszczać, że mecha-

nizm tego zjawiska może być bardziej złożony.  
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5. Podsumowanie wyników i wnioski 
 

Przeprowadzone przeze mnie badania podocytów in vitro wykazały, że: 

− komórki te posiadają wysoce zróżnicowany system transportu glukozy, obejmujący 
białka z rodziny GLUT o wysokim i niskim powinowactwie do substratu, oraz zależny 
od sodu transporter SGLT1. Ponadto, mają one rozbudowany układ generujący cy-
kliczny GMP, którego istotnym elementem jest peptyd natriuretyczny CNP, syntety-
zowany przez podocyty; 

− stres mechaniczny zwiększa napływ glukozy do wnętrza komórek, a hiperglikemia na-
sila ten efekt. Z drugiej zaś strony, oba te czynniki przeciwstawnie wpływają na zdol-
ność do syntezy cGMP przez podocyty i w ten sposób modulują odpowiedź tych ko-
mórek na stymulację peptydami natriuretycznymi;  

− odpowiedź na czynniki generujące cykliczny GMP w podocytach jest modulowana 
przez angiotensynę II. Hormon ten, działając za pośrednictwem receptorów AT1 
i AT2, reguluje aktywność systemów cyklaz guanylanowych zależnych od peptydów 
natriuretycznych i od tlenku azotu.  

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badań wskazują, że: 

1. Stres mechaniczny i hiperglikemia mogą istotnie regulować funkcjonowanie podocytów. 
Oddziaływując na komórki jednocześnie, mogą one wywierać efekty zarówno synergi-
styczne, jak i antagonistyczne. 

2. Zwielokrotniony przez wspólne oddziaływanie tych czynników napływ glukozy do wnę-
trza komórek może prowadzić, poprzez zmiany aktywności szlaków przekaźnictwa we-
wnątrzkomórkowego, do obserwowanych w cukrzycy zmian funkcji podocytów. 

3. Przeciwstawne efekty hiperglikemii i stresu mechanicznego wywierane na zdolność podo-
cytów do syntezy cGMP mogą odzwierciedlać mechanizmy, mające na celu utrzymanie 
w cukrzycy równowagi pomiędzy aktywnościami systemów rozkurczających i obkurcza-
jących.  

4. Istotną rolę w tym procesie wydaje się odgrywać układ związany z angiotensyną II, który 
reguluje podaż cyklicznego GMP przez modulowanie aktywności rozpuszczalnej i błono-
wej cyklazy guanylanowej.  
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