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Streszczenie

Nefropatia cukrzycowa (NC) jest przewleklym powiktaniem cukrzycy bedacym
najczestsza przyczyng niewydolnosci nerek wymagajacej terapii nerkozastepczej. Wazng role
w rozwoju NC przypisuje si¢ zaburzeniom strukturalno-funkcjonalnym podocytow, ktore
tworzag wewnetrzng warstwe bariery filtracyjnej klebuszkéw nerkowych. Podocyty sa
komorkami insulinowrazliwymi o bardzo ograniczonej zdolnosci do podziatow
komorkowych, dlatego tez ich utrata moze by¢ poczatkowo rownowazona przez hipertrofi¢
pozostatych w kiebuszku nerkowym podocytow, natomiast nie moze by¢ kompensowana
przez proliferacje podocytow czy tez rekrutacje i réznicowanie komorek w kierunku
podocytow. Kluczowa role dla zywotno$ci i funkcji podocytow odgrywa proces autofagii,
ktéry stanowi mechanizm adaptacyjny sluzacy do usuwania nieprawidtowo sfaldowanych
biatek i niefunkcjonalnych organelli wewnatrzkomorkowych, jakie moga powstawac¢ migdzy
innymi podczas nadmiernej syntezy bialek towarzyszacej hipertrofii komorek.

Celem pracy bylo zbadanie mechanizmow prowadzacych do uszkodzenia podocytow
w cukrzycy i okreSlenie stopnia zaangazowania autofagii w patogenez¢ nefropatii
cukrzycowej z wykorzystaniem modelu podocytow szczurzych hodowli pierwotnej. Biorac
pod uwage fakt, iz na wezesnym etapie rozwoju cukrzycy typu 2 hiperglikemia jest wynikiem
rozwijajacej si¢ insulinoopornosci komorek, ktora z kolei prowadzi do kompensacyjnego
wzrostu stezenia insuliny w osoczu, w niniejszej pracy badano wptyw i mechanizm dzialania
wysokich stezen insuliny (300 nM, 60 minut, 3 i 5 dni) oraz D-glukozy (30 mM, 5 dni) na
lo$¢ markerow autofagalnych na poziomie mRNA 1 biatka, zywotno$¢ 1 apoptoze podocytow
oraz ich przepuszczalno$é dla albuminy i transport 2-deoksy-[1,2-*H]-D-glukozy (2-DG) do
komorek. Efekt dziatania insuliny badano w srodowisku 11 mM D-glukozy.

Przy uzyciu techniki transmisyjnej mikroskopii elektronowej, w nieeksponowanych na
egzogenng insuling podocytach stwierdzono obecnos¢ licznych struktur autofagalnych —
autofagosomow i autofagolizosomow. Nastepnie wykazano, ze insulina zwigksza poziom
markerow autofagalnych LC3-1, LC3-II, Atg5 (biatko i MRNA) oraz ilo§¢ kompleksow Atg5-
Atgl2. Zmiany ilosci badanych markeréw miaty charakter przejsciowy i byly obserwowane
po krotkotrwatej (60 minut) i dlugotrwalej (3 dni) inkubacji podocytow z insuling.
Stwierdzono réwniez zwigkszong ilos¢ biatka LC3-11 w kiebuszkach nerkowych izolowanych
od otylych szczuréw Zucker cechujacych si¢ hiperinsulinemia.

W celu zbadania wplywu in vitro insuliny na aktywnos$¢ autofagii w zywych

podocytach przeprowadzono nukleofekcje podocytow z uzyciem plazmidu kodujgcego gen



LC3 oraz geny bialek znacznikowych tj. ziclonej i czerwonej fluorescencji (GFP i RFP),
ktorych ekspresja pozwala na $ledzenie wewnatrzkomérkowego rozmieszczenia LC3.
Insulina powodowala przejsciowy wzrost akumulacji LC3 w autofagolizosomach;
maksymalny efekt tj. 2,2-krotny wzrost, obserwowano po 2 dniach ekspozycji podocytoéw na
insuling. Ze wzgledu na fakt, iz w podocytach insulina stymuluje produkcj¢ reaktywnych
form tlenu (ROS) — aktywatoréw autofagii, zbadano efekt zahamowania aktywnoS$ci oraz
ilosci biatka (apocynina — 100uM, 2h; siRNA NOX4) oksydazy NAD(P)H, glownego
endogennego zrodta ROS w podocytach, na aktywno$¢ autofagii oceniang W oparciu
0 zmiany poziomu LC3, Atg5 oraz ilos¢ kompleksow Atg5-Atgl2. Apocynina znosila
stymulujagcy wptyw insuliny na poziom LC3 i ilos¢ kompleksow Atg5-Atgl2, a z Kolei
transfekcja podocytow z uzyciem SIRNA NOX4 powodowata zahamowanie stymulujacego
dziatania insuliny na poziom LC3 (biatko i mRNA), Atg5 (mRNA) oraz ilo$¢ komplekséw
Atg5-Atgl2. Otrzymane wyniki dotyczace zaangazowania podjednostki NOX4 w dziatanie
insuliny na poziom LC3 i Atg5 w podocytach zostaly potwierdzone metoda konfokalnej
mikroskopii immunofluorescencyjnej; insulina powodowata gromadzenie si¢ LC3 i AtgS
w skupiskach wewnatrzkomorkowych, natomiast tego efektu nie obserwowano w podocytach
po transfekcji SIRNA NOX4. Nie stwierdzono wptywu siRNA NOX4 na zmiany
w wewnatrzkomorkowym profilu rozmieszczenia LC3 i Atg5 po stymulacji komorek
nadtlenkiem wodoru (100 uM, 30 min), stanowigcym egzogenne zrodtlo ROS. Wykazano
takze, ze insulina zwicksza poziom fosforylacji mTOR (Ser’**®) oraz AMPK (Thr'’®),
enzyméw uczestniczacych w regulacji autofagii na etapie inicjacji 1 elongacji bton
autofagosomalnych. Natomiast nie stwierdzono znamiennego wptywu insuliny na ilos¢ biatek
ULKZ1, bekliny 1, INK1, PI3K klasy III oraz na aktywnos$¢ enzymatyczng PI3K klasy I11.

W toku kolejnych przeprowadzonych doswiadczen wykazano, ze 5-dniowa hodowla
podocytow w $rodowisku 0 30 mM stezeniu D-glukozy (HG) wptywa na ilo§¢ markeréw
autofagalnych na poziomie biatka. Stwierdzono zmniejszong ilos¢ LC3-II oraz zwigkszong
ilos¢ ULK1, przy czym w przeciwienstwie do LC3-11, zmiany w ilosci ULK1 stwierdzono
réwniez w $rodowisku o stezeniu 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy (LG) — kontrola
osmotyczna. Nie stwierdzono znamiennych ro6znic w poziomie biatka bekliny 1 oraz PI3K
klasy III, ilosci kompleksow Atg5-Atgl2 oraz w aktywnosci enzymatycznej PI3K klasy 111
w Srodowiskach HG 1 LG.

Zbadano takze wplyw insuliny i Srodowiska HG na zywotnos¢ podocytow i liczbe
podocytow ulegajacych apoptozie, jak réwniez zaangazowanie autofagii w te procesy
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nie wptywata zamiennie na zywotno$¢ podocytow oraz liczbe podocytéw ulegajacych
apoptozie. Natomiast wyciszenie ekspresji Atg5 powodowalo zwigkszenie o okoto 13%
liczby podocytow ulegajacych apoptozie pod wptywem insuliny (60 minut). W $rodowisku
hodowlanym HG zmniejszyta si¢ znamiennie zywotnos¢ podocytéw, a efekt ten byt nasilony
po wyciszeniu ekspresji Atg5. Rowniez liczba podocytéw ulegajacych apoptozie byta wyzsza
w srodowisku HG. Nie stwierdzono wptywu srodowiska LG na zywotno$¢ i liczbe podocytow
ulegajacych apoptozie.

W kolejnych badaniach wykazano, ze insulina (60 minut, 3 i 5 dni) zwigksza
przepuszczalno$¢ warstwy podocytarnej dla albuminy, a efekt krotkotrwatej inkubacji
podocytow z insuling (60 minut) jest zniesiony po transfekcji siRNA Atg5. Zwigkszona
przepuszczalno$¢ podocytow dla albuminy wystgpujaca po dhugotrwalej inkubacji z insuling
(3. 1 5. dzien) nie ulegala zmianom pod wplywem siRNA Atg5. Inkubacja podocytow
w $rodowisku HG i LG rowniez powodowala zwiekszenie przepuszczalnosci podocytow dla
albuminy, aczkolwiek efekt ten nie ulegat zmianie po wyciszeniu ekspresji Atg5. Zbadano
takze potencjalny zwigzek pomigdzy autofagia i1 wrazliwos$cig podocytow na dzialanie
insuliny, gdzie wykazano, ze krotkotrwata (60 minut) inkubacja podocytdéw z insuling
zwicksza aktywno$¢ dokomoérkowego transportu 2-DG, a efekt ten jest zniesiony
w podocytach po transfekcji SIRNA Atg5. Ponadto, dlugotrwata inkubacja podocytow
w srodowisku HG, lecz nie w srodowisku LG, zapobiegata stymulujagcemu dziataniu insuliny
na aktywno$¢ dokomorkowego transportu 2-DG. Efekt $rodowiska HG na aktywno$¢
dokomorkowego transportu utrzymywat si¢ w podocytach po transfekcji SIRNA Atgs.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz zar6wno wysokie pozakomorkowe stgzenie insuliny, jak
1 glukozy wplywaja na aktywno$¢ autofagii w podocytach, ktéora moze modyfikowac
przepuszczalno$¢ podocytéw dla albuminy i przyczynia¢ si¢ do rozwoju insulinoopornos$ci

podocytow.



