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Streszczenie

Cechami charakteryzujacymi nefropati¢ cukrzycowa sa hiperglikemia oraz, czg¢sto jej to-
warzyszace, nadcisnienie kigbuszkowe. Podocyty, pokrywajace zewnetrzna powierzchnig
wlosniczek w kigbuszku, poddane sa w tych warunkach dziataniu wysokiego st¢zenia glukozy
oraz stresu mechanicznego, przenoszonego na te komorki ze strony naczyn kapilarnych. Ze
wzgledu na swoje bardzo rozbudowane funkcje, wysoki stopien zréznicowania oraz brak
zdolnosci proliferacyjnych, podocyty sa komoérkami kluczowymi dla funkcjonowania kie-
buszka nerkowego, a ich uszkodzenie jest jedna z gléwnych przyczyn r6znego typu glomeru-
lopatii. Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu hiperglikemii 1 stresu mechanicznego
na niektére z podstawowych elementéw funkcjonowania podocytéw, takie jak transport glu-
kozy do wnetrza komérek oraz odpowiedz komérek na dziatanie czynnikéw naczyniorucho-
wych. Doswiadczenia byty przeprowadzone in vitro, na komoérkach podocytarnych bezpo-
srednio izolowanych z kigbuszkéw nerkowych szczura, a takze na mysich podocytach z nie-
smiertelnej linii komérkowej. W badanych komoérkach scharakteryzowano systemy transpor-
tujace glukoze, a takze jeden z systemow generujacych cGMP. W podocytach hodowanych
w warunkach podwyzszonego st¢zenia glukozy oraz poddawanych dziataniu stresu mecha-
nicznego, okreslono zdolnos¢ tych komoérek do transportu glukozy i do syntezy cyklicznego
GMP. Zbadano tez wptyw angiotensyny II, hormonu indukowanego w stanach hiperglikemii
i stresu mechanicznego, na produkcj¢ cGMP w podocytach. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
podocyty posiadaja zré6znicowany system transportu glukozy przez bton¢ komdrkowa, a hi-
perglikemia w potaczeniu ze stresem mechanicznym silnie aktywuja ten system. Ponadto,
oprocz zdolnosci do syntezy cGMP w odpowiedzi na parakrynnie dziatajace peptydy natriure-
tyczne i tlenek azotu, komorki te posiadaja uktad generujacy cykliczny GMP w spos6b auto-
krynny. Obejmuje on wytwarzany przez podocyty peptyd natriuretyczny CNP wraz ze specy-
ficznymi dla niego receptorami. Wielkos¢ syntezy cGMP w podocytach jest modulowana
przez hiperglikemig, stres mechaniczny, a takze przez angiotensyng II. Obserwowane
w warunkach hiperglikemii oraz stresu mechanicznego zmiany funkcjonowania podocytéw

moga wyjasnia¢ niektére mechanizmy w patogenezie glomerulopatii cukrzycowe;.



1. Wstep

Liczba chorych z przewlekla niewydolnoscia nerek wzrasta na $wiecie co roku $rednio
0 8%, stajac si¢ powszechnym problemem spotecznym. W tej grupie schorzen, nefropatia
cukrzycowa jest gtdwna przyczyna prowadzaca do schytkowej niewydolnosci nerek [1,2].
Mimo ze etiologia wigkszosci schorzen jest znana, to mechanizmy prowadzace do postgpuja-

cego uszkodzenia nerek nadal pozostaja nie w petni rozpoznane.

Oprécz choréb o podtozu immunologicznym, najczestszymi przyczynami wystapienia ne-
fropatii sa cukrzyca i nadci$nienie t¢tnicze, ktore czgsto sa z soba $cisle powiazane [3-5]. Hi-
perglikemia, bedaca podstawowym objawem cukrzycy, powoduje zmiany w szlakach metabo-
licznych i przekaznictwa wewnatrzkomérkowego, wptywajac przez to na strukture, funkcjo-
nowanie i zywotno$¢ komoérek. Wzrost ci$nienia t¢tniczego wiaze si¢ natomiast z rozkojarze-
niem aktywnos$ci wzajemnie réwnowazacych si¢ systemoéw generujacych czynniki obkurcza-
jace 1 rozkurczajace. W nerce jest to przede wszystkim uktad renina-angiotensyna-aldosteron
(RAAS), generujacy naczynioskurczowy hormon angiotensyng II (Ang II), oraz systemy pep-
tydéw natriuretycznych, ktére, wraz z tlenkiem azotu, dziataja poprzez rozkurczajacy cy-
kliczny 3’-,5’-monofosforan guanozyny (cGMP). Ponadto, zwigkszony nacisk krwi na §ciany
naczyn tetniczych jest zrodtem stresu mechanicznego wywieranego na srodbtonek oraz sasia-
dujace z nim komorki. Stres mechaniczny jest za$ kolejnym czynnikiem modulujacym za-

rowno strukturg¢ komorek, jak i systemy sygnalizacji wewnatrzkomaérkowe;.

Badania ostatnich lat wskazuja, ze wigkszo$¢ zmian wywolanych przez czynniki patogen-
ne w nerce wiaze si¢ ze zmianami morfologii 1 funkcji komoérek podocytarnych kigbuszkéw
nerkowych [6]. Uszkodzenie podocytéw pociaga za soba uszkodzenia kolejnych elementéw
ktebuszka oraz zaburzenia jego funkcji filtracyjnej [7,8]. W rezultacie dochodzi do utraty bia-
tek z moczem, co prowadzi do zmian sktadu osocza, zaburzen metabolicznych wigkszosci
narzadéw i, w efekcie, do powaznych powiktan ogélnoustrojowych. Proteinuria jest tez czyn-
nikiem przyspieszajacym wtorne, czg¢sto nieodwracalne uszkodzenia struktury nefronéw [9].
Nieprawidtowa funkcja nerek przyczynia si¢ z kolei do dalszego wzrostu ci$nienia tetniczego

i, w konsekwencji, do poglebiania si¢ uszkodzen w obrebie tego narzadu [10].
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1.1. Klig¢buszek nerkowy i bariera filtracyjna

Podstawowa jednostka morfologiczng 1 czynnosciowa nerki jest nefron skladajacy sig
z klebuszka nerkowego oraz cewki blizszej (proksymalnej) i potaczonej z nia petla Henlego
cewki dalszej (dystalnej), uchodzacej do cewki zbiorczej. Kigbuszki reguluja sktad filtrowa-
nego osocza oraz tempo filtracji, natomiast w cewkach zachodza procesy decydujace o osta-

tecznym skladzie i objgtosci wydalanego moczu

Majaca ulec filtracji krew doptywa do ktgbuszka tetniczka doprowadzajaca, ktéra rozgate-
zia sig, tworzac peczek zagigtych w petle naczyn wlosowatych. Na koncu petli, w poblizu
tetniczki doprowadzajacej, wlosniczki ponownie zbiegaja sig, tworzac tetniczke odprowadza-
jaca odfiltrowana krew do naczyh okotocewkowych. Skierowane do wngtrza kigbuszka
fragmenty $cian wlosniczek stykaja si¢ z mezangium. Jest to rodzaj tkanki tacznej, utworzo-
nej z komoérek mezangialnych, otoczonych przez macierz. Mezangiocyty, syntetyzujac sktad-
niki macierzy, zapewniaja stabilnos$¢ struktury kigbuszka, natomiast za posrednictwem ele-
mentéw kurczliwych moduluja szybko$¢ filtracji kigbuszkowej (glomerular filtration rate,
GFR) [11, 12]. Pgczek naczyniowy jest zamknigty w zbudowanej z komérek nablonkowych
sciennych kapsule — torebce Bowmana (ryc.1a) i wraz z nia stanowi struktur¢ ki¢buszka ner-
kowego. Migdzy powierzchnia wlosniczek, a Sciana torebki Bowmana znajduje si¢ pusta
przestrzen, do ktérej wyplywa filtrat, aby nastgpnie sptyna¢ do cewki blizszej uchodzace;j

z torebki po stronie przeciwnej do bieguna naczyniowego.

Ryc.1. (a) Kigbuszek nerkowy. Peczek naczyniowy widziany w mikroskopie elektronowym (lewy panel) oraz
schemat przekroju poprzecznego przez wiodniczki (prawy panel); 1-tgtniczka doprowadzajaca, 2-
wlodniczka, 3-tg¢tniczka odprowadzajaca, 4-torebka Bowmana, 5-mezangium, 6-cewka blizsza; (b) Ele-
menty bariery filtracyjnej. 7-komoérki §rédbtonka, 8-fenestracje, 9-blona podstawna, 10-wyrostki stopowa-
te podocytoéw, 11- szczeliny filtracyjne z blong szczelinowa. Rycina na podstawie [7, 13, 14]
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Filtracja ktgbuszkowa rozpoczyna si¢ we wtosniczkach, gdzie dochodzaca do 50 mm Hg
roznica cisnienia hydrostatycznego po obu stronach naczynia jest sita napgdowa tego procesu.
Srédbtonek naczyn witosowatych kigbuszka zawiera ,,okienka” (fenestracje) o $rednicy 50-
100 nm, przestonigte widknami glikokaliksu, posiadajacego reszty siarczanowe [14, 15].
Ujemny ladunek, facznie z ograniczong przestrzenia przeptywu migdzy widknami wypetnia-
jacymi fenestracje, stanowia pierwszy element bariery filtracyjnej (ryc.1b), zatrzymujacej
komérki krwi, biatka i wielkoczasteczkowe sktadniki osocza. Na tym etapie regulowana jest
tez szybkos¢ filtracji, poniewaz $rednica ,,okienek™ zalezy od stopnia rozdecia wlo$niczki, co
z kolei jest modulowane przez wewnatrzkapilarne ci$nienie krwi i1 przeciwstawiajace sig¢ temu

sity elementéw kurczliwych w komérkach otaczajacych naczynie.

Srédbtonek wlosniczek, z wyjatkiem fragmentéw stykajacych si¢ z mezangium, otoczony
jest przez kigbuszkowa btong podstawna (glomerular basement membrane, GBM). Jej struk-
tura przypomina zel, sktadajacy si¢ w ok. 90% z wody, a w pozostalej czgsci z usieciowanego
heteropolimeru zbudowanego z kolagenu typu IV, lamininy, fibronektyny, entaktyny, perle-
kanu i siarczanu heparanu [14]. Obfito$¢ grup siarczanowych obecnych w tych biatkach
sprawia, ze GBM, drugi element bariery filtracyjnej, jest zapora dla filtrowanych anionéw. Ze

wzgledu na ggstos¢ usieciowania, petni ona tez rolg sita, zatrzymujacego duze czasteczki [16].

Ostatnim elementem bariery filtracyjnej kigbuszka sa trzewne komérki nabtonkowe, po-

krywajace zewngtrzna powierzchnig blony podstawnej, okreslane jako podocyty.

1.2. Budowa i funkcje komoérek podocytarnych

Kigbuszkowe trzewne komérki nabtonkowe, czyli podocyty, cho¢ opisane po raz pierw-
szy w 1929 roku [17], do dzi$ pozostaja najmniej rozpoznanymi komoérkami nerki. Hodowane
in vitro, tracily ekspresj¢ wielu biatek, co wiazalo si¢ z zanikiem fenotypu, a zarazem unikal-
nych wtasciwosci tych komoérek [18]. Dopiero w potowie lat dziewigcédziesiatych opracowano
technike¢ izolacji 1 hodowli podocytéw szczurzych, zachowujacych cechy komérek in vivo

[19]. Obecnie dostgpne sa tez unieSmiertelnione linie komoérek mysich [20] i ludzkich [21].

Dojrzate podocyty sa wysoce zréznicowane, co jednak wiaze si¢ z zanikiem ich zdolnosci
do proliferacji, jeszcze na etapie nefrogenezy [22]. Z tego wzgledu, w odréznieniu od pozo-
stalych komoérek kigbuszka, utrata podocytéw prowadzi do nieodwracalnych uszkodzen ne-
fronu 1 postgpujacej niewydolnosci calej nerki [7, 23, 24]. Z drugiej strony, w nefropatiach
zwigzanych z HIV oraz w réznego typu kigbuszkowych zapaleniach nerek, obserwowana jest

patologiczna proliferacja, w wyniku ktérej powstaja podocyty nie zréznicowane i nie spetniajace
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swoich funkcji [25-28]. W trakcie rozwoju choroby nerek, podocyty sa prawdopodobnie
pierwszymi komérkami kigbuszka, ktére ulegaja uszkodzeniu [7, 29, 30]. Konsekwencja tego
jest zaburzenie struktury i funkcji bariery filtracyjnej, postgpujaca degradacja catego kigbusz-

ka nerkowego i pozostatych czesci nefronu [28, 31, 32].

W podocytach mozna wyrézni¢ trzy morfologicznie réznigce si¢ segmenty: duze ciato
komorki, przechodzace w wypustki glowne, ktore z kolei rozgalgziajac sig, tworza wyrostki
stopowate. Ciato komorki i wypustki gtéwne unosza si¢ swobodnie w przestrzeni Bowmana,
natomiast mocno zakotwiczone w GBM wyrostki stopowate szczelnie oplataja zewngtrzna
stron¢ wlosniczek (ryc. 2). Wypustki sasiadujacych komoérek zazgbiaja sig¢, a migdzy nimi
znajduja si¢ szczeliny filtracyjne o szerokosci okoto 40 nm [33, 34], przez ktore przeptywa
przesacz z btony podstawnej. Szczeliny te przestonigte sa blona, petniaca role ostatniego ele-
mentu bariery filtracyjnej (ryc. 1b). Prawidtowa struktura elementéw komorki, a szczegdlnie
btony szczelinowej podocytdw, jest podstawowym warunkiem zachowania funkcji filtracyjne;j
catego kigbuszka nerkowego [35, 36]. Zaburzenia ekspresji biatek podocytarnych sa przyczy-

na zaré6wno wrodzonych, jak i nabytych niewydolnos$ci nerek [37, 38].

ciato komarki

wypusthki
gt ne

wyrosthki
stopowate

Ryc.2. Komoérki podocytarne oplatajace wlo$niczki kigbuszka nerkowego. Zdjgcie wykonane przy uzyciu mikro-
skopu elektronowego [Zrédto: http://medd.klinikum.uni-muenster.de /mitarbeiter Pavenstaedt/]

Podocyty, posiadajac silnie rozwinigty aparat kurczliwy, moga regulowa¢ powierzchnig
filtracji i op6r hydrauliczny bariery filtracyjnej [39]. Przeciwstawiajac si¢, przez obkurczenie
wypustek, ci$nieniu rozdymajacemu wlosniczki, stabilizuja one struktur¢ kigbuszka nerkowe-
go [22, 40]. W dojrzatym kigbuszku jedynie podocyty uczestnicza w obrocie metabolicznym
btony podstawnej, syntetyzujac jej skiadniki, a takze produkujac degradujace ja proteinazy

13



[22, 41]. Ponadto, wytwarzaja one biatka modulujace wlasciwosci srédbtonka naczyn wioso-
watych [42, 43], sa wigc komodrkami regulujacymi zar6wno ekspresjg, jak 1 funkcje wszyst-

kich elementéw bariery filtracyjne;.

1.3. Oddzialywanie czynnikéw naczynioruchowych na podocyty

Wyposazone w kurczliwe filamenty podocyty posiadaja bardzo rozbudowany system re-
ceptoréw, w tym receptory hormonéw naczynioruchowych, dziatajacych zaréwno przez
wapn, jak i przez cykliczne nukleotydy [44]. W odpowiedzi na te czynniki, komérki podocy-
tarne prawdopodobnie moduluja $Srednice¢ znajdujacych si¢ pod nimi wilosniczek, regulujac
w ten sposob wielkos¢ wspodtczynnika filtracji kigbuszkowej. Ponadto, hormony te moga mo-
dulowac¢ ekspresje biatek [45, 46], wpltywajac tym samym na rézne funkcje tych komorek.
Oprécz czynnikéw o charakterze parakrynnym, w regulacji funkcji podocytéw moga tez
uczestniczy¢ ich wlasne, autokrynnie dziatajace systemy generujace hormony naczynioru-
chowe [47, 48]. Do chwili obecnej, dane méwiace o bezposredniej roli, jaka odgrywaja te

czynniki w funkcjonowaniu komérek podocytarnych, sa jednak stosunkowo nieliczne.

1.3.1. Rola cGMP w podocytach

Dziatajace za posrednictwem cyklicznego guanozyno-3’,5’-monofosforanu (cGMP) pep-
tydy natriuretyczne (NP) i tlenek azotu (NO), naleza do gtéwnych czynnikéw rozkurczaja-
cych, regulujacych filtracj¢ klgbkowa i hemodynamikg nerki [49, 50]. Cykliczny GMP indu-
kuje tez procesy wewnatrzkomérkowe modulujace transkrypcje i translacj¢ biatek oraz proli-
feracj¢ komorek [46]. Podocyty moga generowa¢ cGMP przez receptory zwigzane z dwoma
odrgbnymi systemami cyklaz guanylanowych, wrazliwymi zar6wno na dziatanie NP, jak

i NO.

Zalezny od tlenku azotu system generujacy cGMP w podocytach obejmuje nie tylko roz-
puszczalna cyklaze guanylanowa [51, 52], ale tez enzym katalizujacy powstanie NO
z L-argininy — syntaz¢ NOS1 [52]. W wyrostkach stopowatych zlokalizowano tez sprz¢zone
z blonowa cyklaza guanylanowa receptory GC-A dla przedsionkowego czynnika natriure-
tycznego (atrial natriuretic peptide, ANP) [53], ktére w odpowiedzi na stymulacje tym hor-
monem syntetyzowaly cykliczny GMP [54]. Dalsze badania wykazaty, ze ludzkie podocyty
posiadaja takze funkcjonujace receptory GC-B dla czynnika natriuretycznego CNP oraz me-

tabolizujace (klirensowe) receptory NPR-C [55].
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Wigkszos¢ cGMP wyprodukowanego przez podocyty opuszcza komérki przez btong api-
kalna, skierowana w strong¢ przestrzeni Bowmana [56, 57], co sugeruje, ze przekaznik ten
dziata parakrynnie, prawdopodobnie na komoérki cewki blizszej. Wydaje si¢ jednak, ze gene-
rowany przez NO i ANP cykliczny GMP dziata w duzej mierze w obrgbie samych komorek
podocytarnych, powodujac reorganizacjg cytoszkieletu aktynowego [58], co moze si¢ wiazac
z rozkurczajacym dziataniem tych czynnikéw. Tlenek azotu zwigksza tez stopien ufosforylo-
wania tyrozyny w biatkach podocytéw, czemu towarzyszy wzrost przepuszczalnosci ktgbusz-
kéw dla albuminy [59]. Przypuszczalnie, generowany przez NO cykliczny GMP indukuje
fosforylacje biatek adhezyjnych podocytéw i/lub bialek blony szczelinowej, przez co zmienia-
ja si¢ wiasciwosci bariery filtracyjnej. Wydaje si¢ tez wysoce prawdopodobne, ze zasadnicza
rola cGMP indukowanego przez czynniki rozkurczajace moze by¢ modulowanie dziatania

hormonéw obkurczajacych, a zwtaszcza angiotensyny II.

1.3.2. Rola angiotensyny Il w komorkach podocytarnych

Hemodynamika kigbuszka nerkowego zalezy od rownowagi pomigdzy dzialaniem czyn-
nikéw rozkurczajacych 1 obkurczajacych. Angiotensyna II, jako hormon o dziataniu obkur-
czajacym, dzialajacy przeciwstawnie do systeméw generujacych cGMP, pelni zasadnicza role
w regulacji przesaczania ktgbkowego. Ponadto, peptyd ten wykazuje cechy czynnika wzrostu
1 cytokiny, regulujac ekspresjg biatek i aktywnos$¢ innych hormonéw oraz stymulujac prolife-
racj¢ komoérek [60]. Wzrost aktywnosci uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS),
skutkujacy zwigkszona synteza angiotensyny II, odgrywa gtéwna role w patogenezie nadcis-

nienia oraz nefropatii cukrzycowe;.

Zaréwno nie zréznicowane, jak i zr6znicowane komérki podocytarne posiadaja aktywne
biologicznie receptory angiotensyny AT1 1 AT2 [61, 62], poprzez ktére hormon ten reguluje
funkcje podocytow. W odpowiedzi na Ang I, w cytozolu podocytéw wzrasta st¢zenie wap-
nia, a jednoczes$nie dochodzi do depolaryzacji blony komérkowej [63, 64]. W obecnosci Ang
II, podocyty zwigkszaja produkcjg fosforanéw inozytolu oraz syntez¢ DNA [62]. Angiotensy-
na II zmienia tez strukturg¢ btony szczelinowej, co wiaze si¢ ze zwigkszeniem przepuszczalno-
$ci dla albuminy in vitro oraz z wystgpowaniem biatkomoczu in vivo [65-67]. Peptyd ten sty-
muluje w podocytach produkcj¢ naczyniowego srédbtonkowego czynnika wzrostu (vascular
endothelial growth factor, VEGF), a indukujac ekspresj¢ receptora transformujacego czynnika
wzrostu beta (transforming growth factor, TGF), zwigksza synteze kolagenu IVa3 przez te
komoérki [68]. Moze to prowadzi¢ do zmiany struktury i zgrubienia blony podstawnej, a takze

do wzrostu przepuszczalnosci dla biatek srédbtonka naczyn.
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Oprécz hormonu pochodzenia systemowego, na podocyty dziala rowniez angiotensyna 11
produkowana przez lokalny uktad renina-angiotensyna (RAS) [48, 69]. Pod wptywem stresu
mechanicznego, zwiazany z Ang II uktad ulega aktywacji, prowadzac do zwigkszenia ekspre-
sji receptoréow AT1 oraz syntezy angiotensyny II [70]. Przypuszcza sig, ze to wtasnie auto-
krynnie dziatajaca na podocyty Ang II, hamujac ekspresj¢ nefryny, zasadniczego sktadnika

btony szczelinowej, jest gldwna przyczyna wystgpowania proteinurii w cukrzycy [3].

1.4. Metabolizm i transport glukozy
1.4.1. Metabolizm glukozy

Glukoza, bedac gléwnym zrédtem energii w komorkach eukariotycznych, pelni centralng
role¢ w ich metabolizmie. Z wyjatkiem erytrocytow, w komérkach ssakéw podstawowym
szlakiem przemiany glukozy jest beztlenowa glikoliza, po ktérej nastepuje fosforylacja oksy-
dacyjna zwiazana z synteza adenozynotrifosforanu (ATP). Pozostate drogi utylizacji glukozy
obejmuja polimeryzacje¢ w celu utworzenia zapasu glikogenu oraz przemiang do cukréw
1 zwiazkoéw pochodnych, bedacych substratami w innych szlakach biosyntezy 1 metabolizmu
komérkowego [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-
tywnos¢ szlakow obocznych metabolizmu glukozy, zwigksza si¢ produkcja diacyloglicerolu
i wolnych rodnikéw tlenowych (reactive oxygen species, ROS) oraz nasila si¢ proces nieen-
zymatycznej glikacji biatek. Wszystkie te czynniki, modulujac sygnalizacje wewnatrzkomor-
kowa oraz strukturg¢ i funkcje komoérek, sa elementami patogenezy zmian wystgpujacych
w cukrzycy [74]. Niektére z aktywowanych w hiperglikemii elementéw przekaznictwa
wewnatrzkomorkowego, takie jak ROS, kinaza biatkowa C (protein kinase C, PKC), cytokiny
i czynniki transkrypcyjne, stymulowane sa réwniez przez angiotensyng II i stres mechaniczny
(ryc. 3). Przyczynia si¢ to prawdopodobnie do wzajemnego wzmocnienia skutkow dziatania
tych czynnikéw, przy czym w kigbuszku nerkowym zmiany najwczesniej wystgpuja w podo-
cytach. Naktadanie si¢ efektow wywieranych przez hiperglikemig i stres mechaniczny prowa-
dzi do przyspieszenia rozwoju nefropatii [31, 75-78]. Obserwacje te wykorzystuje sie
przy projektowaniu nowych substancji farmakologicznie czynnych, ktérych zadaniem jest hamo-
wanie aktywnosci elementéw wspdlnie indukowanych przez czynniki metaboliczne
1 hemodynamiczne [79]. Skutecznos¢ takiej strategii potwierdzaja wyniki badan w eksperymen-
talnej cukrzycy, gdzie inhibitory konwertazy angiotensyny (angiotensin converting enzyme, ACE)
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hamowaty aktywnos¢ PKC zalezng nie tylko od Angll, ale i od hiperglikemii. W efekcie obser-

wowano zmniejszenie biatkomoczu, a takze nacieku makrofagéw do miazszu nerek [80, 81].
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Ryc.3. Schemat ilustrujacy wspoétdzialanie gtéwnych czynnikéw metabolicznych i hemodynamicznych uszka-
dzajacych podocyty i prowadzacych do rozwoju nefropatii cukrzycowe;j

1.4.2. Transport glukozy

Hydrofobowa btona komdérkowa jest nieprzepuszczalna dla czasteczek hydrofilowych,
transport glukozy do wnetrza odbywa si¢ wigc przy udziale przezblonowych biatek. Ze
wzgledu na strukture i mechanizm dziatania, transportery heksoz dziela si¢ na dwie grupy:
posredniczace w transporcie wymuszonym Kko-transportery zalezne od sodu (sodium-
dependent glucose transporters, SGLT) oraz biatka ulatwiajace dyfuzj¢ zgodnie z gradientem
stezen (GLUT) [82]. Wykazuja one specyficznos¢ tkankowa, a takze r6znia si¢ powinowac-

twem do substratu, odpowiednio do zapotrzebowania metabolicznego tkanki (tabela 1).
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Rodzina sodozaleznych transporterow SGLT obejmuje biatka, dla ktérych sita napgdzaja-
ca wspdlny transport glukozy i sodu jest wytwarzany przez Na®, K'-ATPaze gradient stezen
jonéw Na* po obu stronach btony komérkowej [83]. Aktywno$é biatek SGLT jest regulowana
m.in. przez stezenie glukozy [84] i przez hormony dziatajace za posrednictwem kinaz biatko-

wych PKA i1 PKC [85].

Bialka z rodziny GLUT umozliwiaja dyfuzj¢ glukozy zgodnie z gradientem stgzen po obu
stronach blony komoérkowej, moze to wigc by¢ kierunek do wnetrza (np. komérki B wysp
trzustki), jak i na zewnatrz komoérki (np. nablonek cewki proksymalnej w nerce). Obecnie
znanych jest czternascie form transportera GLUT, sposréd ktérych co najmniej siedem ma
powinowactwo do D-glukozy [82]. Wsrdd nich najwazniejsza rolg¢ odgrywaja biatka od

GLUTI do GLUT4.

Tabela 1. Charakterystyka gtéwnych transporteréw glukozy

Transporter Gtéwna lokalizacja tkankowa K [mM] lit e%;?frl(())w o
SGLT1 nerka, jelito, serce 0,4
SGLT2 nerka 2 [83]
GLUTI | (0 kieh taniaet 0] 3
GLUT2 trzustka, watroba, jelito, nerka 17 [86]
GLUT3 moézg 1,4
GLUT4 migénie szkieletowe, serce, adipocyty 5

1.4.3. Czynniki modulujqce transport glukozy

Wielkos¢ transportu glukozy uzalezniona jest nie tylko od aktywnosci enzymdéw uczestni-
czacych w procesie glikolizy, ale tez od ekspresji i aktywnosci biatek transportujacych, znaj-
dujacych si¢ w blonie komoérki Zaréwno synteza transporteréw, jak i ich translokacja do bto-
ny komérkowej, sa regulowane przez czynniki indukujace kaskady przekaznictwa wewnatrz-

komoérkowego, a wigc przez hormony, stres mechaniczny, a takze przez sama glukozg.

Regulacja hormonalna. Najwazniejszym hormonem stymulujacym transport glukozy jest
insulina, ktéra indukuje przemieszczanie si¢ endosomalnych pecherzykéw zawierajacych
GLUT4 z kompartmentéw wewnatrzkomérkowych do btony. Ponadto, insulina stymuluje

syntezg transportera GLUT4, a takze GLUT1 1 GLUT3 [87, 88].
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Istotny wplyw na regulacjg transportu glukozy ma angiotensyna 11, szczeg6lnie zas w warun-
kach wzmozonej aktywnosci uktadu RAS, a wigc przede wszystkim w nadci$nieniu i w cu-
krzycy. Modulowanie ekspresji, translokacji i aktywnosci biatek transportujacych glukoze
odbywa si¢ zaré6wno bezposrednio, przez zalezne od Angll szlaki przekaznictwa wewnatrz-
komérkowego, jak tez posrednio, przez regulacj¢ elementéw przekaznictwa zaleznych od

insuliny [89-91].

Hormony dziatajace za posrednictwem cyklicznych nukleotydéw stanowia kolejna grupe
czynnikéw istotnie regulujacych zaopatrzenie komérek w glukoze. Zaré6wno cAMP, jak
1 cGMP, poprzez kinazy biatkowe PKA 1 PKG, moduluja aktywno$¢ systeméw transportuja-
cych glukozg, przy czym dziatanie tych nukleotydéw moze by¢ antagonistyczne [91], badz
synergistyczne [92].

Regulacja przez stres mechaniczny. Wzrost transportu glukozy do komoérek pod wplywem
stresu mechanicznego zostal przebadany gléwnie w komoérkach migsni szkieletowych 1 w mig-
Sniu serca. Zaobserwowano, ze uznane za insulinozalezne transportery GLUT4, pod wplywem
wysitku fizycznego przemieszczaja si¢ do btony komérkowej, zwigkszajac transport glukozy
niezaleznie od insuliny [93]. W procesie tym, przynajmniej w czg$ci, uczestniczy zalezna od
AMP kinaza AMPK (AMP-activated protein kinase), ktéra jest wrazliwa na towarzyszacy
niedoborowi ATP wzrost stosunku stezen AMP : ATP [94, 95]. Generowany przez nadcis$nie-
nie kigbuszkowe stres mechaniczny zwigksza tez ekspresj¢ transportera GLUT1 w komoérkach

mezangialnych, co jest zwiazane ze wzrostem transportu glukozy do tych komoérek [96].

Regulacja przez glukoze. Wewnatrzkomérkowe stgzenie glukozy i jej metabolitéw jest
sygnatem modulujacym nie tylko aktywnos$¢ oraz tempo przemieszczania si¢ transporterow
do btony komérkowe;j i ich internalizacji, ale réwniez transkrypcje i ekspresj¢ biatek transpor-
tujacych [97]. Obnizona podaz glukozy powoduje szybki wzrost translokacji transporteréw do
btony komoérkowej [98]. Jesli stan hipoglikemii si¢ przedtuza, nastgpuje tez synteza de novo

biatek transportujacych glukoze [99, 100].

Wysokie stezenie glukozy, wywotujac stres oksydacyjny, aktywujac PKC oraz czynniki
regulujace transkrypcje, hamuje ekspresj¢ i aktywno$¢ systeméw transportujacych heksozy
[101, 102]. Z drugiej jednak strony, hiperglikemia, za posrednictwem PKC, moze tez stymulowac
transport glukozy do komorek, co sprzyja powstaniu patologicznych zmian obserwowanych

w cukrzycy [103-105].
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1.5. Wplyw hiperglikemii na funkcje podocytow

Hiperglikemia jest podstawowym warunkiem wystapienia nefropatii cukrzycowej. Podo-
cyty sa w kigbuszku nerkowym komoérkami, ktére najwczesniej ulegaja zmianom wywolanym
przez nadmierna podaz glukozy. Modulowana przez hiperglikemi¢ ekspresja biatek struktu-
ralnych prowadzi do zaburzenia funkcji, badz catkowitego zaniku btony szczelinowej, czemu
towarzysza zmiany morfologiczne komorek [32, 106-108]. Badania in vitro 1 in vivo wykaza-
ty, ze przy wysokim st¢zeniu glukozy zahamowana jest ekspresja integryny o3B1 oraz agry-
ny, taczacych podocyty z btona podstawna [109, 110]. Jest to prawdopodobnie jedna z przy-
czyn obserwowanego w cukrzycy odrywania si¢ tych komérek i wydalania ich z moczem
[24]. Pod wptywem hiperglikemii zmienia si¢ tez zalezna od podocytéw produkcja biatek
wchodzacych w sktad btony podstawnej, takich jak siarczan heparanu, kolagen, czy fibronek-
tyna [111-113]. Jednoczes$nie, zwigkszenie przez te komorki produkcji czynnikéw wzrostu
transformujacego (TGFp) oraz $rédbtonkowego naczyniowego (VEGF) powoduje, ze w wa-
runkach wysokiego st¢zenia glukozy podocyty sa odpowiedzialne za zmiany przepuszczalno-
$ci bariery filtracyjnej i nagromadzanie si¢ macierzy pozakomoérkowej [113]. Mechanizm
odpowiedzialny za wzrost ekspresji tych cytokin w hiperglikemii obejmuje zwigkszong pro-

dukcje ROS oraz aktywacje kinazy biatkowej PKC [114].

1.6. Regulacja funkcji komoérek podocytarnych przez stres mechaniczny
1.6.1. Stres mechaniczny w kigbuszku nerkowym

Sciany naczyn wlosowatych kigbuszka nerkowego poddawane sa dziataniu sit rozciagaja-
cych, generowanych przez cisnienie krwi przeptywajacej przez kapilary. Mechanizm autoregulacji
pozwala na utrzymanie statego ci$nienia krwi we wlosniczkach ktebuszka, gdy cisnienie t¢tnicze
krwi obwodowej waha si¢ w granicach od 80 do 170 mmHg (10,7-22,7 kPa). Wyzsze cis$nienie
skutkuje nadcisnieniem kigbuszkowym, a wéwczas zardwno $ciany naczyn, jak 1 wszystkie inne
elementy struktury kiebuszka, narazone sa na dziatanie silniejszego, niz fizjologiczny, stresu
mechanicznego. Zaburzenia systemu autoregulacji w ktgbuszku nerkowym wiaza si¢ gtéwnie
ze wzrostem syntezy angiotensyny II przez aktywowany uklad RAS oraz z hiperglikemia, po-
wodujaca zmiany naczyniowe. Nadcisnienie tgtnicze i hiperglikemia, czg¢sto wystepujace réwno-

cze$nie, sa podstawowymi elementami patogenezy nefropatii cukrzycowej [115-117].

Stres mechaniczny jest bodZzcem uruchamiajacym kaskady przekaznictwa wewnatrz-
1 migdzykomoérkowego, w wyniku czego w komoérkach zachodza procesy adaptacyjne, jak np.

reorganizacja cytoszkieletu, proliferacja, hipertrofia, czy regulacja transkrypcji i translacji
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biatek. Gdy poziom stresu przekracza wartosci fizjologiczne, staje si¢ on czynnikiem uszka-
dzajacym, prowadzacym do dysfunkcji komorek, a nawet apoptozy [118, 119]. W kigbuszku
nerkowym, wywotany nadci$nieniem wewnatrzkapilarnym stres mechaniczny powoduje hi-
pertrofie¢ komoérek mezangialnych i stymuluje syntez¢ transformujacego czynnika wzrostu
TGFp przez te komérki [120]. Prowadzi to do nadmiernego nagromadzania si¢ macierzy po-
zakomorkowej, a w dalszej kolejnosci — do stwardnienia kigbuszkéw [121], co z kolei jest

przyczyna réznego rodzaju nefropatii.

Obserwacje wskazuja, ze stres mechaniczny i hiperglikemia, niezaleznie od siebie, moga
indukowa¢ podobne zmiany w komoérkach. W istocie, powiktania obserwowane w glomeru-
lopatii cukrzycowej sa najcz¢sciej wynikiem naktadania si¢ i wzajemnego wzmocnienia efek-

téw obu tych czynnikéw [77, 78, 122].

1.6.2. Wrazliwos¢ komorek podocytarnych na stres mechaniczny

W odpowiedzi na stres mechaniczny, w podocytach in vitro zmienia si¢ ekspresja
wielu biatek zwiazanych m.in. z przekaznictwem wewnatrzkomoérkowym, translacja i meta-
bolizmem [123]. Doswiadczenia in vitro wykazaly, ze stres mechaniczny wywotluje zmiany
morfologiczne tych komorek, czemu towarzyszy reorganizacja cytoszkieletu aktynowego

(ryc. 4) [124].
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Ryc.4. Wptyw stresu mechanicznego na strukturg mysich komérek podocytarnych. Zdjgcia (a) i (c) przedstawia-
ja komorki kontrolne, nie poddawane stresowi mechanicznemu. (b): 24-godzinny stres mechaniczny po-
woduje obkurczenie sig ciala komoérek i wydluzenie wypustek oraz (d): reorganizacje wtdkien spolimery-
zowanej aktyny. Zdjecia (a) i (b) przedstawiaja zywe komorki widziane w mikroskopie fazowo-
kontrastowym, powigkszenie 250x. Zdjgcia (c) i (d) przedstawiaja preparaty komérkowe, widziane w mi-
kroskopie fluorescencyjnym, powigkszenie 400x. Zrédto: (a,b,c) B. Lewko; (d) N. Endlich e al [124]
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Maleje tez liczba miejsc adhezji komérek do podtoza [125], co prawdopodobnie utatwia
adaptacje cytoszkieletu do dziatajacych sit. Podobnie, jak w przypadku hiperglikemii, zostaje
zahamowana ekspresja integryny a3 1, taczacej wyrostki stopowate z btona podstawna, oraz
nefryny, bedacej gléwnym biatkiem blony szczelinowej [126]. Zahamowana zostaje tez eks-
presja bialek regulujacych cykl komoérkowy- cyklin i zaleznych od nich kinaz [127], co moze
wyjasniac¢ brak proliferacji podocytow in vivo. Towarzyszy temu hipertrofia komorek [128],
obserwowana in vivo w przypadkach, gdy miejsce oderwanego od btony podstawnej podocyta
pokrywane jest przez powigkszajace swoje rozmiary sasiednie komérki. Wraz z zalezna od
stresu mechanicznego aktywacja lokalnego systemu RAS, obserwuje si¢ apoptoze komodrek
podocytarnych, ktéra moze by¢ wywotana przez wzmozone dziatanie angiotensyny II [70].
W efekcie, stres mechaniczny, podobnie jak hiperglikemia, moze powodowac¢ utratg podocy-

téw z kigbuszka nerkowego.
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2.  Cel podjetych badan

Hiperglikemia i stres mechaniczny sa podstawowymi czynnikami powodujacymi uszko-
dzenia struktury i funkcji podocytéw w cukrzycy. Funkcjonowanie podocytéw uzaleznione
jest od podazy glukozy, a jednoczesnie w znacznej mierze jest kontrolowane przez hormony

naczynioruchowe.

Powyzsze przestanki staly si¢ podstawa do realizacji projektu naukowego, ktérego celem

byto:
a) Scharakteryzowanie systeméw odpowiedzialnych za transport glukozy do podocytow.

b) Okreslenie wptywu hiperglikemii 1 stresu mechanicznego na zdolno$¢ podocytéw do
syntezy cGMP oraz na aktywno$¢ systemOw transportujacych glukoze do wnetrza

komorek.

¢) Zbadanie wptywu czynnikéw naczynioruchowych na syntez¢ cGMP w podocytach.

23



3. Material i metody

Wszystkie badania byly wykonywane in vitro, na podocytach:
— z pierwotnej hodowli komorek izolowanych z ktgbuszkéw nerkowych szczura;

— z linii K5D niesmiertelnych podocytéw mysich (otrzymanych od dr Petera Mundel,

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

Identyfikacji oraz oceny stopnia zanieczyszczenia podocytéw izolowanych z ktebuszkéw
nerkowych szczura innego typu komérkami dokonywano przy uzyciu metod immunofluore-

scencyjnych, z wykorzystaniem mikroskopu oraz cytometru przeptywowego.

W zaleznosci od typu doswiadczen, komorki byty hodowane w podiozu RPMI1640
o standardowym lub modulowanym st¢zeniu glukozy. Badania z zastosowaniem stresu me-
chanicznego przeprowadzano na komérkach hodowanych w ptytkach BioFlex®, przy uzyciu
aparatu StretchCo. Elastyczne btony stanowiace dno studzienek byly poruszane za pomoca
pompy ssaco-ttoczacej, przy amplitudzie 1 czgstotliwosci drgan nasladujacej warunki wyste-

pujace w nadcisnieniu kigbuszkowym.

Wewnatrzkomoérkowe stezenie glukozy okreslano metoda radioizotopowa, przy uzyciu
licznika scyntylacyjnego promieniowania beta. Cykliczny 3°,5’-guanozynomonofosforan
oznaczano metoda radioimmunologiczng (RIA) [prace 5 1 6] oraz immunoenzymatyczna
(ELISA) [praca 3]. Obecnos¢ mRNA analizowano metoda odwrotnej transkrypcji, po ktorej
nastgpowata reakcja tancuchowa polimerazy (RT-PCR). Do uwidocznienia ekspresji biatek
uzywano metody Western blotting, natomiast ilosciowej oceny dystrybucji bialek w cytozolu

1 blonach komérkowych dokonywano za pomoca cytometru przeptywowego.
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4. Dyskusja wynikow badan

4.1. Charakterystyka systemu transportu glukozy do podocytéow

Podstawowym warunkiem koniecznym do metabolizmu glukozy jest przetransportowanie
jej przez btong komoérkowa do cytozolu. Pomimo coraz liczniejszych doniesien opisujacych
wptyw hiperglikemii na funkcje podocytow, sam mechanizm przenoszenia glukozy do wne-
trza tych komorek nie zostat dotychczas scharakteryzowany. Przeprowadzone przeze mnie
do$wiadczenia miaty na celu okreslenie podstawowych parametréw kinetycznych catego sys-
temu transportu glukozy do podocytéw oraz stwierdzenie, jakiego typu bialka transportujace

wchodza w sktad tego systemu [praca 4].

Wyniki badan wskazuja, ze komérki podocytarne posiadaja wysoce zréznicowany uktad
biatek transportujacych glukozg¢. Obejmuje on zaréwno transportery z rodziny GLUT o wyso-
kim 1 niskim powinowactwie, jak i jeden z transporteréw sodozaleznych- SGLT1. Sugeruje
to, ze podocyty sa w stanie regulowac¢ podaz wewnatrzkomorkowej glukozy w zaleznosci od
zapotrzebowania metabolicznego. Ekspresja transportera GLUT3, charakteryzujacego sig
bardzo wysokim powinowactwem do D-glukozy (K;,=1,4 mM) wraz z transporterem GLUT2
o powinowactwie ponad dziesigciokrotnie nizszym (Ky=17 mM) wskazuje, jak duzy jest za-
kres mozliwos$ci utylizacji glukozy w tych komoérkach. Transport glukozy do podocytow jest
czgsciowo uzalezniony od insuliny, czego dowodzi zaréwno zwigkszona wewnatrzkomorko-
wa akumulacja glukozy w obecnosci tego hormonu, jak 1 obecnos¢ biatka GLUT4. Co wigceej,
transporter GLUT1, uwazany za biatko powszechnie zapewniajace komérkom podstawowa
podaz glukozy, w podocytach okazat si¢ réwniez by¢ regulowany przez insuling, co wykazaty

pozniejsze badania zespotu z Uniwersytetu w Bristolu [129].

Sinusoidalny przebieg krzywej zalezno$ci szybkosci transportu od stgzenia glukozy byt
potwierdzeniem, ze w podocytach glukoza jest transportowana przy udziale biatek o zr6zni-
cowanym powinowactwie do substratu. Stosujac model kinetyki Hilla, mozna bylo obliczy¢
przyblizona warto$¢ wspéiczynnika Sps=7,8 mM, ktéra okresla powinowactwo glukozy do
systemu transportujacego, jako catosci. Wyznaczona dla tego systemu warto$¢ transportu
maksymalnego V.« wyniosta 10 nmol/mg biatka/min. Dane te sugeruja, ze w warunkach
fizjologicznego st¢zenia glukozy (5,6 mM), wielkos¢ naptywu glukozy do podocytéw osiaga

w przyblizeniu potowe mozliwos$ci transportowych catego uktadu.
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4.2. Wplyw hiperglikemii i stresu mechanicznego na funkcje podocytow

4.2.1. Modulacja transportu glukozy do podocytow

Wielkos¢ transportu glukozy do komdérek uwarunkowana jest przede wszystkim ich zapo-
trzebowaniem metabolicznym, ktére zalezy od tempa utylizacji glukozy, a takze od podazy
glukozy zewnatrzkomorkowej. Stres mechaniczny, zwigkszajac zapotrzebowanie komérek na
energi¢, uruchamia mechanizmy przyspieszajace transport glukozy do cytozolu, polegajace
przede wszystkim na syntezie de novo biatek transportujacych i na ich mobilizacji z zasobéw
wewnatrzkomorkowych do blony [94, 96]. Z kolei, w warunkach hiperglikemii, komorki,
zmniejszajac syntez¢ 1 blonowa ekspresj¢ bialek transportujacych, moga ogranicza¢ naptyw
glukozy do swojego wngtrza [98, 130]. Nie jest to jednak mechanizm uniwersalny, poniewaz
w komoérkach mezangialnych ktebuszka nerkowego, w warunkach hiperglikemii obserwuje
si¢ zwigkszenie ekspresji biatka GLUT1 i towarzyszacy mu wzrost pobierania glukozy przez
te komorki [105]. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze wzajemne wzmocnienie efektow wywiera-
nych przez stres mechaniczny i hiperglikemig na transport i metabolizm glukozy w komor-
kach mezangium moze przyspiesza¢ proces sklerotyzacji kigbuszka nerkowego. Podocyty,
podobnie jak mezangiocyty, w cukrzycy réwniez sa poddane dziataniu obu tych czynnikéw,
przy czym niewiele wiadomo o skutkach ich wspdélnego oddzialywania na te komorki. Stato
si¢ to przestanka pracy S5, opisujacej wyniki badan transportu glukozy w podocytach w wa-
runkach hiperglikemii i stresu mechanicznego

Doswiadczenia przeprowadzone na podocytach hodowanych w warunkach hipo- normo-
1 hiperglikemii wykazaly, ze stezenie glukozy per se miato niewielki wptyw na wielkos¢ jej
transportu do komorek. Stres mechaniczny zwigkszyt istotnie naptyw glukozy do podocytéw
we wszystkich trzech grupach, przy czym w komoérkach hodowanych w warunkach hipergli-
kemii wzrost ten byt dwukrotnie silniejszy, niz w pozostatych grupach. Sugeruje to, ze, po-
dobnie jak w komérkach mezangialnych, hiperglikemia w polaczeniu ze stresem mechanicz-
nym mogly wywiera¢ spotggowany wplyw na transport glukozy do podocytéw. Prébujac
wstepnie oceni¢ mechanizm tego zjawiska, sprawdzitam wptyw stresu mechanicznego oraz
wplyw wysokiego stezenia glukozy na ekspresje transporterow GLUT w btonie komérkowe;.
W badaniach skupitam si¢ na dwéch formach biatek transportujacych: GLUT2 — biatku o ni-
skim powinowactwie do glukozy i o wysokiej wydajnos$ci transportu, oraz GLUT4 — biatku
o stosunkowo wysokim powinowactwie i niskiej wydajnosci.

Zaréwno w srodowisku normo-, jak i hiperglikemicznym, stres mechaniczny spowodowat

obnizenie blonowe;j puli transporterow GLUT4. Jest to wynik o tyle zaskakujacy, ze w migsniu
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szkieletowym rozciaganie mechaniczne jest bodZzcem stymulujacym syntez¢ i translokacje
tego biatka do blony komérkowej [131]. Jednoczesnie jednak, w srodowisku o normalnym
stezeniu glukozy, stres mechaniczny zwigkszyl w btonach komérkowych podocytéw ekspre-
sj¢ biatka GLUT2. Mozna zatem przypuszczac, ze obserwowany wzrost pobierania glukozy
przez komoérki mégt by¢ w tych warunkach zwiazany z aktywacja transportu zaleznego od
tego wilasnie biatka. Jednakze, w Srodowisku hiperglikemicznym, podobnie jak w przypadku
GLUT4, w btonach komérek poddanych stresowi mechanicznemu ekspresja biatek GLUT2
ulegta obnizeniu. Sugeruje to, ze za wzmozony w tych warunkach naptyw glukozy do cytozo-
Iu odpowiada jeszcze inne, co najmniej jedno, biatko transportujace. Nie mozna wykluczyc,
ze podobnie do mezangiocytéw, jest to GLUT1, ktérego ekspresja i aktywno$¢ transportowa
wzrastaja w tych komérkach pod wptywem stresu mechanicznego i hiperglikemii [96, 105].
W procesie tym moze tez uczestniczy¢ transporter GLUTS, ktérego ekspresja zwigksza sig

w podocytach poddanych dziataniu glukozy o wysokim st¢zeniu [132].

4.2.2. Modulacja syntezy cGMP w podocytach

Podstawowe funkcje nerek sa w duzej mierze regulowane przez zalezne od peptydéw na-
triuretycznych systemy generujace cGMP, a obserwowane w cukrzycy zmiany ich aktywnosci

moga przyczyniac si¢ do rozwoju nefropatii cukrzycowej [133].

Zdolnos¢ podocytéw do produkcji cGMP jest zjawiskiem znanym stosunkowo dawno,
jakkolwiek wigkszos$¢ tych obserwacji dotyczy odpowiedzi na przedsionkowy czynnik natriu-
retyczny ANP [53, 56, 57, 134, praca 2]. W ludzkich podocytach wykazano réwniez ekspre-
sj¢ receptora dla peptydu natriuretycznego C [55], ktéremu w nerce przypisuje si¢ rolg hor-
monu dziatajacego zar6wno para-, jak i autokrynnie. Sugerowalo to, ze aktywnos¢ CNP moze
mie¢ istotne znaczenie dla funkcji podocyta, dlatego tez w pracy 3 wstepnie scharakteryzo-

watam system zalezny od tego peptydu.

Badania przeprowadzone na linii niesmiertelnych podocytéw mysich wykazaty, ze w ko-
morki te posiadaja biologicznie aktywny system zwigzany z CNP. System ten obejmuje nie
tylko receptory GC-B, indukujace syntezg cGMP, ale posiada tez zdolnos¢ do produkcji sa-
mego hormonu. Sugeruje to, ze w podocytach CNP moze by¢ czynnikiem dziatajacym auto-
krynnie. Kilkukrotnie wigksza synteza cGMP w obecno$ci CNP, niz w obecnosci ANP wska-
zywalby nawet, ze w tych komoérkach peptyd typu C odgrywa istotniejsza rolg, niz peptyd
przedsionkowy. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze zalezy to od pochodzenia komdrek, ponie-

waz w podocytach szczura dziatanie obu peptydéow wydaje si¢ by¢ podobne (B. Lewko,
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wyniki nie opublikowane). W przeciwienstwie do szczurzych, mysie podocyty nie syntetyzo-

waty tez cGMP w odpowiedzi na czynniki generujace tlenek azotu.

Stymulowana peptydami natriuretycznymi synteza cyklicznego GMP byta modulowana
zarbwno przez stres mechaniczny, jak i przez hiperglikemig. Stres mechaniczny obnizat
o potowg ilo§¢ cGMP generowanego w obecnosci ANP, a takze CNP. Wyjasnienie tego zja-
wiska moze obejmowac kilka mechanizméw: (i) zahamowanie ekspresji i/lub aktywnos$ci
btonowej cyklazy guanylanowej, (ii) wzrost ekspresji receptoréw metabolizujacych NPR-C,
posredniczacych w degradacji peptydow natriuretycznych, (iii) wzrost ekspresji i/lub aktyw-
nosci obojetnej endopeptydazy (neutral endopeptidase NEP, 24.11), rozktadajacej peptydy
natriuretyczne, (iv) wzrost ekspresji i/lub aktywnosci fosfodiesteraz, hydrolizujacych cGMP.
Poniewaz doswiadczenia byty przeprowadzane w obecnosci inhibitora fosfodiesteraz, hydro-
liza cGMP wydaje si¢ najmniej prawdopodobna przyczyna tego zjawiska. Mozna natomiast
przypuszczac, ze ze wzgledu na diugi, 72-godzinny okres trwania stresu, nastapila zmiana
ekspresji genéw bialek wplywajacych bezposrednio lub posrednio na ilo$¢ generowanego

cGMP.

W przeciwienstwie do stresu mechanicznego, hiperglikemia dwukrotnie zwigkszata zdol-
nos¢ podocytéw do produkcji cyklicznego GMP w odpowiedzi na stymulacj¢ peptydem CNP.
Poniewaz podwyzszone stgzenie glukozy aktywuje szlaki przekaznictwa wewnatrzkomorko-
wego, indukujace zmiany transkrypcji genéw, mozna przypuszczac, ze obserwowany wzrost
produkcji cGMP zwiazany byl ze zmiana ekspres;ji biatek regulujacych poziom tego nukle-
otydu. Hipotezg t¢ potwierdzaja wyniki badan in vivo i in vitro, ktére wykazuja, ze w warun-
kach hiperglikemii wzrasta ekspresja i aktywnos$¢ blonowej cyklazy guanylanowej oraz
zmniejsza si¢ ekspresja receptoréw metabolizujacych NPR-C [134-136]. Obserwowany
w niektérych doswiadczeniach in vivo spadek w cukrzycy liczby receptorow sprzezonych
z blonowa cyklaza guanylanowa [138] wydaje si¢ by¢ raczej bezposrednia konsekwencja
wzrostu st¢zenia ANP w krazeniu [138-140], niz samego st¢zenia glukozy. Z drugiej zas$ stro-
ny, lokalne uklady generujace cGMP w obrgbie poszczegdlnych tkanek moga wykazywac

aktywno$¢ rézniaca si¢ od wypadkowej aktywnosci obserwowanej w catym narzadzie.

Sekwencyjne zastosowanie stresu mechanicznego i hiperglikemii pozwolito oceni¢ udziat
tych czynnikéw w modulowaniu odpowiedzi podocytéw na peptydy natriuretyczne. Poniewaz
w cukrzycy hiperglikemii czgsto towarzyszy nadcisnienie kigbuszkowe, sprawdzitam tez, jak
zmienia si¢ zdolnos$¢ do syntezy cGMP w podocytach poddanych stresowi mechanicznemu

w obecnosci wysokiego stezenia glukozy. Zwigkszona w warunkach hiperglikemii produkcja
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cyklicznego GMP byla hamowana przez stres mechaniczny do poziomu syntezy cGMP
w komorkach pozostajacych w bezruchu, w Srodowisku normoglikemicznym. Mozna wigc
wnioskowa¢, ze w przypadku hiperglikemii potaczonej ze stresem mechanicznym, ostateczna
odpowiedz podocytéw na dziatanie peptydéw natriuretycznych jest wypadkowa obu tych
przeciwstawnie dzialajacych czynnikéw. Wyniki te sugeruja, ze w cukrzycy kierunek zmian
funkcji podocytéw zwiazanych z podaza cGMP uzalezniony jest od stopnia rownowagi po-
miedzy wpltywem hiperglikemii i nadci$nienia kigbuszkowego na synteze tego cyklicznego

nukleotydu.

4.3. Angiotensyna II jako czynnik modulujacy syntez¢ cGMP w podocytach

Zaréwno hiperglikemia, jak i stres mechaniczny, moga zwigksza¢ aktywnos¢ uktadu reni-
na-angiotensyna (RAS), stymulujac przez to powstawanie angiotensyny II [70, 141]. Obec-
nos$¢ lokalnego ukitadu RAS, ulegajacego aktywacji w odpowiedzi na stres mechaniczny,
stwierdzono rowniez w komdrkach podocytarnych. Wydaje si¢ wigc wysoce prawdopodobne,
ze na obserwowane przeze mnie zmiany zdolnosci podocytéw do produkcji cGMP w warun-
kach stresu mechanicznego i hiperglikemii mogta mie¢ istotny wplyw zaréwno para-, jak
i autokrynnie dziatajaca angiotensyna II. Aby sprawdzi¢ t¢ hipoteze, zbadatam, czy i w jaki
spos6b hormon ten moduluje odpowiedZ podocytdw na czynniki stymulujace powstawanie

cGMP [prace 1i 6].

Angiotensyna II, za posrednictwem kinazy biatkowej C, obnizata zdolno$¢ podocytéw do
syntezy cyklicznego GMP [praca 1]. Jedna z mozliwych przyczyn zmniejszenia produkcji
c¢GMP mogto by¢ hamowanie przez Ang Il transportu tego nukleotydu przez btong komoérko-
wa, a w konsekwencji, gromadzenie si¢ go w cytozolu. Na korzys¢ tej hipotezy przemawiaja
wyniki doswiadczen wskazujace, ze w warunkach, kiedy efekt hamowania syntezy cGMP
przez Ang II byl najsilniejszy, stosunek st¢zen cGMP wewnatrzkomérkowego do zewnatrz-
komoérkowego byt rowniez najwyzszy. Podobna tendencjg obserwowalam w obecnosci specy-
ficznego inhibitora transportu cGMP, gdzie proporcjonalnie wigkszemu stgzeniu wewnatrz-

komérkowego cGMP towarzyszyto zahamowanie produkcji tego nukleotydu.

Interesujacym spostrzezeniem byto, ze jakkolwiek ANP i SNAP, zwiazek uwalniajacy
tlenek azotu, stymuluja syntezg cGMP w podocytach, to, uzyte jednoczes$nie, nie wywotuja
addytywnego efektu [praca 6]. Z drugiej za$ strony, w pracy 1 wykazatam, ze zahamowanie
aktywnosci rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej zwigkszyto produkcje cGMP w odpowiedzi

na ANP. Poprzednie nasze prace wskazuja, ze w kigbuszkach nerkowych systemy rozpuszczalne;j
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1 blonowej cyklazy guanylanowej kontroluja wzajemnie swoja aktywnos$¢ tak, aby nie docho-
dzito do nadmiernej syntezy cyklicznego GMP [142, 143]. Wyniki uzyskane w pracach 1i 6
pozwalaja przypuszczaé, ze wzajemna regulacja obu tych systeméw moze mie¢ miejsce row-
niez w komérkach podocytarnych. Wydaje si¢ réwniez, ze angiotensyna Il prowadzi do roz-
kojarzenia wzajemnej kontroli aktywno$ci obu cyklaz guanylanowych. Produkcja cGMP
w odpowiedzi na jednoczesna stymulacje za pomoca ANP i SNAP w obecnosci Angll byta
podwyzszona i zblizona do sumy efektéw kazdego aktywatora z osobna. Nie mozna wyklu-
czy¢, ze jest to mechanizm majacy na celu zachowanie réwnowagi pomigdzy antagonistycz-

nie dziatajacymi systemami zaleznymi od angiotensyny I i od cyklicznego GMP.

Badania mechanizmu regulacji przez Ang II odpowiedzi podocytow na czynniki generu-
jace cGMP wykazaly, ze w procesie tym uczestnicza zaréwno receptory AT1, jak i AT2. Za
posrednictwem receptora AT1 angiotensyna Il hamuje odpowiedz podocytéw zalezna od blo-
nowej cyklazy i zwigksza odpowiedz zalezna od rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej. Dzia-
fajac przez receptor AT2, Ang Il wydaje si¢ natomiast nie tylko ostabia¢ efekty wywierane
poprzez AT, ale tez zaburza¢ wzajemna regulacj¢ cyklaz guanylanowych w podocytach

[praca 6].

W podocytach poddanych stresowi mechanicznemu wzrasta nie tylko synteza Ang 11, ale
tez ekspresja receptorOw AT1, natomiast ilos¢ receptorow AT2 pozostaje nie zmieniona [70].
Majac na uwadze wyniki uzyskane w pracach 1 i 6, mozna wigc przypuszczaé, ze obserwo-
wane przeze mnie zmniejszenie syntezy cGMP w warunkach stresu mechanicznego [praca 3]
spowodowane byto nadekspresja receptorow AT1, na ktére oddziatywata endogennie wytwa-
rzana angiotensyna II. Wptyw hiperglikemii na ekspresjg receptorow Ang II nie zostat jeszcze
opisany w odniesieniu do podocytéw, natomiast w komdrkach mezangialnych wysokie st¢ze-
nie glukozy indukowato wysoka ekspresj¢ receptorow AT2, przy nieznacznym tylko wzro$cie
ekspresji AT1 [144]. Jesli w podocytach hiperglikemia wptywataby podobnie na transkrypcje
biatka receptoréw Ang II, to obserwowany przeze mnie wzrost produkcji cGMP w odpowie-
dzi na stymulacj¢ peptydem CNP w warunkach wysokiego stgzenia glukozy [praca 3] mozna
by, przynajmniej czesciowo, przypisa¢ zwigkszonej aktywnos$ci receptoréw AT2, dziataja-
cych przeciwstawnie do ATI1. Biorac jednak pod uwage réznorodnos$¢ drég przekaznictwa
wewnatrzkomorkowego uruchamianych przez hiperglikemig, nalezy przypuszczac, ze mecha-

nizm tego zjawiska moze by¢ bardziej ztozony.
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5.

Podsumowanie wynikow i wnioski

Przeprowadzone przeze mnie badania podocytéw in vitro wykazaty, ze:

— komorki te posiadaja wysoce zréznicowany system transportu glukozy, obejmujacy
biatka z rodziny GLUT o wysokim i niskim powinowactwie do substratu, oraz zalezny
od sodu transporter SGLT1. Ponadto, maja one rozbudowany uklad generujacy cy-
kliczny GMP, ktérego istotnym elementem jest peptyd natriuretyczny CNP, syntety-
zowany przez podocyty;

— stres mechaniczny zwigksza naptyw glukozy do wngtrza komorek, a hiperglikemia na-
sila ten efekt. Z drugiej za$ strony, oba te czynniki przeciwstawnie wptywaja na zdol-
nos¢ do syntezy cGMP przez podocyty i w ten spos6b moduluja odpowiedz tych ko-
morek na stymulacj¢ peptydami natriuretycznymi;

— odpowiedz na czynniki generujace cykliczny GMP w podocytach jest modulowana
przez angiotensyn¢ II. Hormon ten, dziatajac za posrednictwem receptoréw AT1
1 AT2, reguluje aktywnos¢ systemow cyklaz guanylanowych zaleznych od peptydéw
natriuretycznych i od tlenku azotu.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan wskazuja, ze:

Stres mechaniczny i hiperglikemia moga istotnie regulowa¢ funkcjonowanie podocytéw.
Oddziatywujac na komorki jednoczesnie, moga one wywieraC efekty zarbwno synergi-
styczne, jak 1 antagonistyczne.

Zwielokrotniony przez wspdlne oddziatywanie tych czynnikéw naptyw glukozy do wng-
trza komoérek moze prowadzi¢, poprzez zmiany aktywnosci szlakéw przekaznictwa we-
wnatrzkomérkowego, do obserwowanych w cukrzycy zmian funkcji podocytow.

. Przeciwstawne efekty hiperglikemii i stresu mechanicznego wywierane na zdolnos¢ podo-

cytéw do syntezy cGMP moga odzwierciedla¢ mechanizmy, majace na celu utrzymanie
w cukrzycy rownowagi pomigdzy aktywnosciami systemOw rozkurczajacych 1 obkurcza-

jacych.

Istotng rolg¢ w tym procesie wydaje si¢ odgrywac uktad zwiazany z angiotensyna II, ktéry
reguluje podaz cyklicznego GMP przez modulowanie aktywnos$ci rozpuszczalnej i btono-
wej cyklazy guanylanowe;.
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