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IF =4.218; KBN/MNiSW = 35
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zaplanowaniu | wykonaniu doswiadczen, wykonaniu obliczen, rycin, analizy
statystycznej wynikow, napisaniu tekstu publikacji. Moj udziat procentowy szacuje na
85%.

3) Insulin increases glomerular filtration barrier permeability through dimerization of
protein kinase G type la subunits.
Piwkowska A, Rogacka D, Kasztan M, Angielski S, Jankowski M.
Biochim Biophys Acta. 2013, 1832(6):791-804.
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statystycznej wynikdéw, napisaniu tekstu publikacji. M6j udziat procentowy szacuje na
85%.

4) High glucose increases glomerular filtration barrier permeability by activating protein
kinase G type la subunits in a Nox4-dependent manner.
Piwkowska A, Rogacka D, Audzeyenka I, Angielski S, Jankowski M.
Exp Cell Res. 2014, 320(1):144-52.
IF2012 = 3.557; KBN/MNISW = 30

Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na: sformutowaniu hipotezy badawczej,
zaplanowaniu | wykonaniu doSwiadczen, wykonaniu obliczen, rycin, analizy
statystycznej wynikdéw, napisaniu tekstu publikacji. M6j udziat procentowy szacuje na
85%.

5) Insulin stimulates glucose transport via protein kinase G type | alpha-dependent
pathway in podocytes.
Piwkowska A, Rogacka D, Angielski S, Jankowski M.
Biochem Biophys Res Commun. 2014, 446(1):328-34.
IF2012 = 2.406; KBN/MNISW = 20

Mé6j wktad w powstanie tej pracy polegat na: sformutowaniu hipotezy badawczej,
zaplanowaniu i wykonaniu do$wiadczen, wykonaniu obliczen, rycin, analizy
statystycznej wynikow, napisaniu tekstu publikacji. M6j udziat procentowy szacuje na
85%.
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c) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omodwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Zagadnieniem badawczym rozprawy habilitacyjnej jest rola kinazy biatkowej G typu I alfa
(PKGla) 1 reaktywnych form tlenu w regulacji przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej
ktgbuszkow 1 izolowanych podocytow. Wyjasnienie tych zaleznos$ci przyczyni si¢ do lepszego
zrozumienia mechanizmu regulacji  bariery filtracyjnej kiebuszkow oraz zjawisk

towarzyszacych glomerulopatii cukrzycowe;.

Whprowadzenie

Podstawowa jednostka morfologiczng i funkcjonalng nerek jest nefron. W jego strukturze
wyrdznia si¢ kigbuszek nerkowy oraz cewki blizszej i dalszej. W kigbuszku pod wptywem
ci$nienia hydrostatycznego zachodzi przesaczanie osocza przez filtr kigbuszkowy. Proces ten
zwany jest filtracja kiebuszkowa. Bariere filtracyjng tworza komorki $rodbtonka naczyn
wlosowatych kiebuszka, btona podstawna (GBM) oraz warstwa komorek nablonkowych —
podocytow. Bariera filtracyjna funkcjonuje na zasadzie sita molekularnego, ograniczajgcego
przeplyw makromolekut z osocza do moczu w zaleznosci od ich wielkosci 1 tadunku
(Angielski i Jankowski, 2004).

Komérki podocytarne sa wysoko wyspecjalizowanymi, najbardziej zréznicowanymi
komorkami kigbuszka nerkowego. Anatomiczne usytuowanie podocytow okalajacych
kapilary ktgbuszkéw nerkowych sprawia, ze sg one permanentnie eksponowane na wysokie,
pulsacyjne zmiany ci$nienia wewnatrzkapilarnego bedacego sita napgedowa procesu filtracji
ktebuszkowej. Dojrzate podocytynie nie maja zdolnosci proliferacyjnych, nalezg zatem do
populacji komoérek postmitotycznych, co oznacza, ze ich $mier¢ lub utrata w stanach
chorobowych moze by¢ dla nerki nieodwracalna w skutkach. Struktura podocytéw
charakteryzuje si¢ bardzo dobrze rozbudowanym cytoszkieletem i wyrdznia si¢ w ich obrgbie
trzy strukturalne 1 funkcjonalne segmenty: ciato komorki, wypustki gléwne 1 wypustki
stopowate (Pavenstadt i wsp., 2003).

Wykazano, ze gléwny elementem cytoszkieletu podocytéw sg mikrofilamenty, w ktorych
sktad wchodzi gesta sie¢ F-aktyny i miozyny II oraz biatka wigzace si¢ z aktyng jak np. o-
aktynina-4, synaptopodyna i kapanina. Wypustki stopowate podocytow rowniez posiadajg

dobrze rozwinigty aparat kurczliwy zbudowany m.in. z F-aktyny, miozyny i o-aktyniny-4
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(Saleem i wsp., 2008). Cytoszkiclet odgrywa kluczowag role nie tylko w utrzymaniu
mechanicznej stabilno$ci, ale roéwniez w przenoszeniu sygnalu generowanego przez
mechaniczne sity. Szkielet komorkowy zmienia si¢ w szczegdlnosci pod wptywem dziatania
naczynioaktywnych substancji, wplywajac w ten sposdb na przepuszczalno$é bariery
filtracyjnej (Endlich i wsp., 2001; Sharma i wsp., 1992).

Droga przeptywu filtratu kiebuszkowego jest $cisle okreslona i1 przebiega przez okienka
srodbtonka, blone podstawng oraz blony szczelinowe zamykajace szczeliny pomiedzy
wypustkami  stopowatymi podocytow. Sasiadujagce ze sobg wypustki stopowate sg
przedzielone szczelinami filtracyjnymi szerokosci 20-30 nm, ktérych brzegi potaczone sg
btona, tzw. btong szczelinowa (SD, slit membrane), ktéra jest najwazniejszym elementem
bariery filtracyjnej. Blona szczelinowa przypomina mi¢dzykomorkowe polaczenia
przylegajace o bardzo rozbudowanej strukturze biatkowej (Pavenstadt i wsp., 2003).
Kompleks biatkowy SD jest zakotwiczony w obszarze tratw lipidowych blony komoérkowej w
podstawno-bocznej czgsci wyrostkow stopowatych (Kubiak i Niemir, 2006). Biatka btony
szczelinowej sasiednich wypustek oddziatuja ze sobg homo- lub heterologicznie i na zasadzie
modelu zamka btyskawicznego tworza strukture SD, ktéra stanowi platforme sygnalizacyjna
podocytow, regulujaca ich funkcje i morfologie (Faul i wsp., 2007). W sktad struktury bton
wchodzi szereg bialek tworzacych funkcjonalny kompleks. Glownym biatkiem szczeliny
filtracyjnej jest nefryna — glikoproteina nalezaca do nadrodziny immunoglobulin. Nefryna
posiada  cze$¢  przezblonowa, wewnatrz- 1 zewnatrzkomérkowa.  Fragment
zewnatrzkomérkowy buduje sie¢ homo- i heterologicznych potaczen tworzacych rusztowanie
btony szczelinowej, natomiast funkcja fragmentu wewnatrzkomoérkowego jest przekazywanie
sygnatu z blon szczelinowych do wnetrza podocytow poprzez interakcje z takimi biatkami jak
CD2AP (CD2-associated protein), podocyna, Nck2, MAGI-1 i MAGI-2 (membrane-
associatedguanylatekinaseinverted) i in. (Kubiak i Niemir, 2006). Innym waznym biatkiem
kompleksu SD jest podocyna. Jest to biatko integralne o strukturze spinki do wlosow,
decydujace o stabilnosci kompleksu blony szczelinowej oraz, bgdac w bezposrednim
kontakcie z nefryng i NEPHI1-3, ulatwiajace przekazywanie sygnatu do wnetrza komorki 1
aktywacje kinaz wewnatrzkomorkowych, np. ZO-1 (Faul i wsp., 2007).

W komoérkach podocytarnych stwierdzono ekspresj¢ wielu receptorow i przekaznikow 11—
rzedu dla naczynioaktywnych zwigzkoéw, co sugeruje, ze nie sa to komorki statyczne, lecz
moga odpowiada¢ na réznorodne bodzce fizjologiczne. Wykryto mi¢dzy innymi receptory dla
angiotensyny Il, prostaglandyny E,, przedsionkowego czynnika natriuretycznego (ANP),
ktore oddziatujg poprzez jony wapnia, fosfolipaze C/1,4,5-trifosforan inozytolu, cAMP, oraz
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szlak sygnalowy zwigzany z cGMP. Wystepowanie wszystkich tych sktadnikow wskazuje, ze
podocyty zaopatrzone sa w solidng komoérkowa maszyneri¢ pozwalajaca na szybka ich
odpowiedz na zewnetrzne bodzce (Morton i wsp., 2004).

Substancje zwickszajace ilos¢ cGMP, takie jak ANP czy SNP (donor NO), powoduja
przegrupowanie F-aktyny, ktéra widoczna jest w postaci dtugich widkien liniowych w
miejscu przyczepienia komoérki do podtoza. Ekspozycja izolowanych klebuszkéw nerkowych
na SNP lub stabilny analog cGMP, powoduje zwigkszenie przepuszczalnosci dla albuminy.
Po stymulacji komorek podocytarnych angiotensyng II lub toksyng cholery (indukcja syntezy
cAMP) nastepuje zgromadzenie si¢ aktyny w gwiezdziste struktury wewnatrzkomoérkowe.
By¢ moze redystrybucja F-aktyny w obecnosci wzrastajacego stezenia cAMP lub cGMP
moze by¢ konsekwencja regularnych skurczow i relaksacji podocytow (Sharma i wsp., 1992).
Réwniez w podocytach poddanych stresowi mechanicznemu stwierdzono, ze nast¢puje
reorganizacja F-aktyny, ktora prowadzi az do trzykrotnego zmniejszenia wielkosci ciata
podocyta. Wykazano ponadto, ze w stresie mechanicznym kluczowa role w reorganizacji F-
aktyny odgrywaja jony wapnia (wzrost stg¢zenia wewnatrzkomorkowego) i1 kinaza Rho
(Endlich i wsp., 2001). Oznacza to, ze kurczliwo$¢ komoérek podocytarnych moze i powinna
by¢ regulowana przez czynniki naczynioruchowe, w tym te, ktore prowadza do ich relaksacji
poprzez wytwarzanie cyklicznego GMP (cGMP) 1 aktywowang przez ten nukleotyd kinaze
biatkowa G typu | (PKGI).

Kinaza bialkowa G

Bialkowe kinazy G nalezg do rodziny kinaz serynowo-treoninowych. W organizmach ssakow
sg one kodowane przez dwa geny, prkgl i prkg2, kodujace odpowiednio kinaz¢ G typu I oraz
kinaz¢ G typu II. PKGI jest enzymem cytoplazmatycznym 1 wystepuje w postaci
homodimeru, podczas gdy PKGII jest zwigzanym z btong komorkowa monomerem. PKGI
jest znana przede wszystkim ze wzgledu na regulacje aparatu kurczliwego migsni gladkich,
natomiast PKGII jest zaangazowana m.in. w regulacje wydalanie jonow (Na*, CI") (Smolenski
I wsp., 1998), w procesy roznicowania tkanki chrzgstnej (Yuasa i wsp., 2010), a takze w
procesy neuroprzekaznictwa (Hofmann i wsp., 2006).

PKGI posiada dwie izoformy, a i B powstajagce wskutek alternatywnego sktadania mRNA i
roznigce si¢ N-koncowymi fragmentami o dtugosci ok. 100 reszt aminokwasowych (Butt i
wsp., 1993). Roznice w N-terminalnym koncu izoform a i p wplywaja przede wszystkim na

powinowactwo do cGMP, specyficzno$¢ wzgledem substratu biatkowego, a takze lokalizacje
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wewnatrzkomorkowa (Francis i wsp., 2010).Wyrdznia si¢ dwie domeny funkcjonalne w
monomerze PKGI: domena regulatorowa (blizej N-konca) i domena katalityczna (blizej C-
konca). Domena regulatorowa zawiera kilka subdomen, petligcych odrgbne funkcje
biologiczne. Subdomena dimeryzacyjna jest odpowiedzialna za utworzenie motywu zamka
leucynowego pomi¢dzy monomerami i tym samym aktywacje enzymu, natomiast subdomena
lokalizacyjna determinuje jego rozmieszczenie w komorce (Francis i wsp., 2010).

Domena regulatorowa PKGI zawiera takze subdomeng wigzaca cGMP z dwoma
tandemowymi miejscami wigzania cGMP o ré6znym powinowactwie. Wigzanie pierwszej
czasteczki cGMP do miejsca o wigkszym powinowactwie powoduje zmiany allosteryczne
enzymu 1 umozliwia zwigzanie drugiej czasteczki ¢cGMP. Do peinej aktywacji PKG
niezbedne jest zwigzanie dwoch czasteczek cGMP. Aktywacja PKGI przez zwigzanie si¢
dwoch ¢cGMP wymusza zmiany struktury trzeciorzedowej enzymu dzigki czemu nastgpuje
odstoniecie domeny katalitycznej dla potencjalnych substratow. Efektem koncowym jest
zwickszenie si¢ szybkosci maksymalnej katalizowanej reakcji (Hofmann i wsp., 2006).
Ostatnio wykazano, ze nadtlenek wodoru jest kolejnym waznym czynnikiem aktywujacym
PKGla na skutek jej dimeryzacji. Dimeryzacja PKGla zachodzi dzigki utworzeniu mostkéw
dwusiarczkowych pomiedzy resztami cysteinowymi w pozycji 42 monomerow. Zwigksza si¢
w ten sposob ilos¢ PKGIa w formie aktywnego homodimeru, ktory charakteryzuje si¢ 7-
krotnym zwigkszeniem powinowactwa do jej substratow (Burgoyne i wsp., 2007). Brak
cystein w domenie N-koncowej PKGIB wskazuje na inny mechanizm dimeryzacji (Butt i
wsp., 1993).

W pierwszym etapie badan zostata zbadana ekspresja kinazy G typu lo na poziomie mRNA 1
biatka w podocytach. Sekwencje starterow dla genu PKGlo zostaty dobrane w oparciu o dane
w literaturze (Steiner i wsp., 2009). Jako pierwsi stwierdzili$my obecno$¢ kinazy biatkowej G

typu la (PKGIa) w hodowli pierwotnej komorek podocytarnych (Publikacja 2.).

Rola reaktywnych form tlenu w regulacji aktywno$¢ kinazy bialkowej G typu I alfa w

komorkach podocytarnych

Przez wiele lat rodniki byly postrzegane jako nieuchronny, zbyteczny i szkodliwy produkt
metabolizmu tlenowego organizmu. Biorgc pod uwage wlasciwos$ci niszczace reaktywnych
form tlenu (ROS) zaktadano, ze im szybciej zostang one zneutralizowane przez system
antyoksydacyjny, tym lepiej dla komoérki. Obecnie jednak wiadomo, ze ROS jest niezbednym

mediatorem wielu procesOw cytofizjologicznych takich jak proliferacja, roznicowanie czy
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migracja. Wlasciwosci te zostalty uwidocznione w odniesieniu do nadtlenku wodoru (H20,),
ktéry w ostatnich latach uwazany jest za wazng czasteczke sygnalowa w komorkach.
Powstaje on z rodnika nadtlenowego (O,") w reakcji katalizowanej przez dysmutazg
ponadtlenowa. Nadtlenek wodoru jest zwigzkiem o duzo wigkszej stabilnosci i, w odrdznieniu
od Oy, jako czasteczka elektrycznie obojetna, moze tatwiej dyfundowaé przez blony
cytoplazmatyczne. Te wlasciwosci HO, wskazuja na duze znaczenie stanu
oksydoredukcyjnego komoérki w regulacji procesd6w metabolicznych, zarowno w warunkach
fizjologicznych jak i patologicznych (Rhee i wsp., 2006).

W cukrzycy dochodzi do rozregulowania wielu szlakow metabolicznych, miedzy innymi do
wzrostu aktywnosci enzymow zaangazowanych w generowanie ROS oraz do hiperfiltracji i
hipertrofii komoérek kiebuszka nerkowego. Towarzyszy temu wzrost produkcji iloéci reaktywnych form
tlenu, ktorych gléwnym zrédtem jest oksydaza NAD(P)H. Komorki podocytarne posiadaja
kilka izoform oksydazy NAD(P)H (NOX1, gp91phox, NOX4) (Greiber i wsp., 1998; Kim i
wsp., 2006; Susztak i wsp., 2006). Nasze badania wskazuja na zalezno$¢ pomiedzy
hiperglikemiag a aktywnosciag oksydazy NAD(P)H. Okazato si¢ , ze juz po krotkim czasie
inkubacji podocytéow (2 godziny) w obecnosci wysokich stezen glukozy, wzrasta aktywnos¢
tego enzymu, przy czym jest ona duzo wyzsza w homogenacie otrzymanym z podocytow w
poréwnaniu z catymi kigbuszkami nerkowymi (Piwkowska i wsp., 2009). Podocyty moga by¢
wiec komorkami zdolnymi generowac¢ znaczne ilo$ci ROS 1 jednocze$nie bardzo czutymi na
zmiany jego stezenia. Pozwala to przyjaé, ze zwigzane ze stresem oksydacyjnym, zmiany w
metabolizmie podocytow moga prowadzi¢ do zaburzen w strukturze i funkcjonowaniu filtru
klebuszkowego. Stad tez waznym zagadnieniem bylo okreslenie, w jaki sposob zwigkszajaca
si¢ 1lo§¢ ROS bedzie wptywata na aktywno$¢ kinazy biatkowej G 1 jej szlak przekazywania
sygnatu.

W pierwszym etapie badan zaplanowano okreslenie catkowitej ilo$ci reaktywnych form tlenu
i scharakteryzowanie oksydazy NAD(P)H w podocytach. Stwierdzili$my, ze inkubacja
podocytéw z wysokim stezeniem glukozy (HG, 30 mM) prowadzi do wzrostu catkowite]
ilosci ROS juz po 2h inkubacji (krotki czas) w poréwnaniu do komorek kontrolnych (5,6 mM
glukoza), a maksymalny wzrost ilosci ROS wystepowal po piatym dniu inkubacji (Publikacja
1.). Zastosowanie réznych inhibitorow enzyméw produkujacych ROS (apocynina, N-
acetylocysteina, rotenon) wskazuje, ze oksydaza NAD(P)H jest waznym zrédiem
reaktywnych form tlenu w tych komoérkach (Piwkowska i wsp., 2010).

Kolejnym krokiem bylo zbadanie aktywnosci oksydazy NAD(P)H w komorkach
podocytarnych. StwierdziliSmy, ze krotkotrwata inkubacja z 30 mM glukozg powoduje wzrost
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aktywnos$ci tego enzymu juz o 117%, a dluzszy czas ekspozycji prowadzi do dalszego
wzrostu aktywnosci oksydazy NAD(P)H. Ponadto metodami RT-PCR i immunodetekcii,
wykazali$my obecno§é czterech podjednostek blonowych NOX1, NOX2, NOX4, p22"™ oraz
podjednostek cytoplazmatycznych p47°"™ i p67°"™ oksydazy NAD(P)H. Metoda Western blot
stwierdzilismy réwniez, ze dlugotrwata inkubacja podocytow w §rodowisku z wysokim stezeniem
glukozy powoduje statystycznie znamienny wzrost (A 30%) jedynie podjednostki NOX4
(Publikacja 1.).

W celu zbadania roli podjednostki NOX4 w indukowang przez wysokie stezenia glukozy
produkcje ROS zastosowaliSmy wyciszajacy RNA (siRNA). StwierdziliSmy znaczace
obnizenie ilosci biatka NOX4 w podocytach po transfekcji siRNA NOX4 i obnizenie
aktywnosci oksydazy NAD(P)H w obecnos$ci wysokich stezen glukozy. Wydaje si¢ zatem, ze
wzrost generacji ROS w obecno$ci wysokich stezen glukozy jest zwigzana z nadekspresja
podjednostki NOX4 oksydazy NAD(P)H (Publikacja 1.).

Poniewaz aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H oraz calkowita ilo§¢ wewnatrzkomoérkowych i
zewnatrzkomorkowych reaktywnych form tlenu wzrasta wraz z czasem inkubacji komdrek
podocytarnych w wysokim stezeniu glukozy, zbadaliSmy w tych warunkach aktywnos$¢
katalazy (CAT) i peroksydazy glutationowej (GPx) (enzymdéw o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych) oraz dysmutazy ponadtlenowej (SOD), rozkladajacej rodnik
ponadtlenowy do nadtlenku wodoru. StwierdziliSmy, Ze podjednostka NOX4 oksydazy
NAD(P)H odgrywa kluczowa role w regulacji aktywnosci SOD, GPx 1 CAT w komorkach
podocytarnych eksponowanych na wysokie stezenia glukozy. Sugeruje to, ze zwigkszona
ilo$¢ biatka NOX4 i1 zwigzana z tym zwigkszona aktywno$¢ tego enzymu moze powodowac
zaburzenie rownowagi antyoksydacyjnej, czego koncowym efektem jest wzrost ilosci
reaktywnych form tlenu w komorkach podocytarnych, zaréwno wewnatrz-, jak i
zewnatrzkomoérkowych (Publikacja 1.).

Kolejnym czynnikiem odpowiedzialnym za wzrost ilosci reaktywnych form tlenu w
komorkach jest insulina (Kim i wsp., 2012; Mahadev i wsp., 2004; Wu i Williams; 2012).
Ostatnio wykazano, ze insulina powoduje dynamiczne zmiany w strukturze szkieletu
aktynowego w podocytach i, ze jest to wazny czynnik dla zachowania integralno$ci bariery
filtracyjnej klgbuszkow. Reorganizacja aktyny powoduje zmiany w strukturze podocyta, a
stymulacja receptora insulinowego przez insuling powoduje cofanie si¢ wypustek
stopowatych co skutkuje zwiekszong przepuszczalnos¢ bariery filtracyjnej. Ponadto u myszy
z usunigtym genem kodujacym receptor insulinowy w podocytach obserwuje si¢ zanik

wypustek stopowatych (Welsh i wsp., 2010).
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Poniewaz, jak wykazalismy, NAD(P)H oksydaza jest gléwnym zrodtem rodnikow
ponadtlenowych w podocytach, zbadaliémy wptyw insuliny oraz w obecnos$ci inhibitoréw
NAD(P)H oksydazy (apocynina, inhibitor pan-NOX VAS2870) na aktywno$¢ oksydazy
NAD(P)H w pierwotnej hodowli podocytow szczurzych i izolowanych kiebuszkach.
StwierdziliSmy, Ze insulina zwigksza aktywnos$¢ tego enzymu o 44%. Natomiast preinkubacja
podocytow z apocyning lub VAS2870 zmniejsza aktywno$¢ tego enzymu i zapobiega
stymulowanej przez insuling NAD(P)H-zaleznej generacji rodnikow nadtlenowych. Podobne
zaleznos$ci obserwujemy w izolowanych kiebuszkach nerkowych. Wykazali§my ponadto, ze
wyciszenie ekspresji genu NOX2 lub NOX4 podjednostki NAD(P)H oksydazy czg¢sciowo
hamuje stymulujace dziatanie insuliny na ten enzym (Publikacja 3.). Zatem, podobnie jak w
przypadku komorek eksponowanych na wysokie st¢zenie glukozy, to migdzy innymi
podjednostka NOX4 jest odpowiedzialna za stymulujace dziatanie insuliny na NADPH-
zalezng generacje Oy

Réwniez w innych komorkach wykazano, ze insulina stymuluje produkcje O," poprzez
stymulacj¢ oksydazy NAD(P)H (Kim i wsp., 2012; Mahadev i wsp., 2004; Wu i Williams;
2012). Ponadto stwierdzono, ze insulina stymuluje produkcje nadtlenku wodoru w mysich
podocytach (Kim i wsp., 2012). Wszystkie te wyniki wskazuja na nowy mechanizm
regulatorowy dziatania insuliny. Aktywacja oksydazy NAD(P)H i zwigzany z tym wzrost
rodnikow nadtlenowych 1 nadtlenku wodoru biorg udziat w regulacji §ciezki sygnatowania
zaleznej od insuliny (Goldstein et al., 2005; Piwkowska i wsp., 2012).

Zatem waznym celem badan byto okreslenie, w jaki sposob zwigkszajaca si¢ ilos¢ ROS, a w
szczegolnosci rosngca aktywno$é oksydazy NAD(P)H i ilos¢ podjednostki NOX4, bedzie
wplywata na aktywnos¢ kinazy biatkowej G 1 jej szlak przekazywania sygnatu.

W pierwszym etapie badan wykazaliSmy, ze nadtlenek wodoru jest odpowiedzialny za
dimeryzacj¢ PKGla w podocytach. Metodg immunodetekcji (Western blot) w warunkach
nieredukcyjnych stwierdziliSmy, ze ilo$¢ dimeru PKGla (150 kDa) zwigksza si¢ o 25% w
obecnosci 100 uM H20; i 0 58% w obecnosci 200 uM H>0,. Zmianom tym towarzyszyto
zmniejszenie si¢ ilosci monomeru PKGla (75 kDa). Rowniez ilos¢ formy dimeru PKGla
ro$nie wraz z czasem inkubacji podocytow z H,O, (100 uM) i osiaga maksymalng ilo$¢ w
trzeciej min. inkubacji. Dodanie zwigzku o wtasciwosciach redukcyjnych (DL-ditiotreitol, 10
mM) powoduje zmiang dimeru PKGla w form¢ monomeru (Publikacja 2.). Otrzymane
wyniki potwierdzaja, ze PKGla jest czasteczka wrazliwg na stan oksydoredukcyjny komorki

oraz to, ze nadtlenek wodoru jest waznym czynnikiem regulujagcym aktywnos¢ PKGlo.
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Wykazalismy réwniez, ze w podocytach hodowanych w $rodowisku z wysokim stezeniem
glukozy, podobnie jak po inkubacji z H,O,, dochodzi do aktywacji PKGla. Ilo$¢ dimeru w
HG wzrasta 0 40%. Natomiast wyciszenie ekspresji genu NOX4 znosi ten efekt (Publikacja
4). Podobne zalezno$ci obserwujemy w przypadku insuliny. Ilos¢ dimeru w obecnos$ci tego
hormonu wzrasta o 124%, a wyciszenie ekspresji genu NOX4 réwniez znosi ten efekt
(Publikacja 3.).

Na podstawie analizy immunofluorescyjnej kinazy G typu lo w komodrkach hodowanych w
warunkach normalnego i wysokiego st¢zenia glukozy, StwierdziliSmy, ze w obecnosci
wysokiego stezenia glukozy intensywnos$¢ fluorescencji dla kinazy PKGla zwigksza si¢ w
obszarach przybtonowych. Podobny obraz obserwowali§my dla tego bialka w obecnosci
nadtlenku wodoru i insuliny (Publikacja 2., 3., 4.).

Na podstawie otrzymanych danych mozna wnioskowaé, ze w komorkach podocytarnych
insulina i glukoza sa odpowiedzialne za oksydacyjng aktywacje PKGla poprzez aktywacje
podjednostki NOX4 oksydazy NAD(P)H.

Kolejnym etapem badan byto okres$lenie zaleznosci pomiedzy kinaza G a S$ciezke
sygnalowania zalezng od insuliny (Publikacja 5.). Komoérki podocytarne sag komoérkami
wrazliwymi na dziatanie insuliny, a glukoza jest przypuszczalnie gldéwnym substratem
fizjologicznym tych komorek (Coward i wsp., 2005). Oddziatywanie insuliny rozpoczyna
si¢ od zwigzania jej z btonowym receptorem insulinowym (IR), co wywotuje jego
wewnatrzczasteczkowg transformacje, prowadzaca do autofosforylacji i aktywacji kinazy
tyrozynowej. Autofosforylacja receptora powoduje przytaczenie si¢ do niego biatek IRS1/2
oraz ich fosforylacje (Myers i wsp., 1992). Sg one miejscem wigzania i aktywacji wielu
sygnatowych i adaptorowych biatek posrod ktorych znajduje si¢ podjednostka p85
fosfatydyloinozytolo-3-kinazy (PI3K), ktéra generuje powstawanie w blonie 3,4,5-
trojfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP3) a ten z kolei aktywuje kinaz¢ PKB/Akt.
Koncowym efektem kaskady sygnatu uruchomionego przez insuling jest translokacja biatek
GLUT4 do btony komoérkowej, ktore sa odpowiedzialne za transport dokomorkowy glukozy
(Le Marchand-Brustel i wsp., 1999). Inna wazna §ciezka sygnalowania zaangazowana w
aktywacj¢ transportu glukozy zwigzana jest ze wzrostem st¢zenia tlenku azotu i cGMP
(Bergandi i wsp., 2003; Ergen i wsp., 1997). Stwierdzono, ze w komodrkach mieéni gtadkich
za stymulujagce dziatanie insuliny i cGMP na transport dokomorkowy glukozy
odpowiedzialna jest kinaza biatkowa G (Bergandi i wsp., 2003). W naszych badaniach
wykazaliSmy, ze insulina zwigksza dokomodrkowy transport glukozy na skutek aktywacji
izoformy PKGla. Stwierdzili§my, ze aktywator PKG, podobnie jak insulina, zwicksza
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dokomoérkowy transport glukozy w komoérkach podocytarnych. Zastosowanie inhibitora
PKG lub siRNA dla PKGla znosi stymulujacy efekt glukozy na transport dokomorkowy
glukozy, hamuje translokacj¢ transportera GLUT4 do blony oraz znosi stymulujace
dziatanie insuliny na biatka szlaku sygnatowania insuliny (IR, kinaza AKkt). Wyniki te
wskazuja na istotng rol¢ kinazy biatkowej PKGla w regulacji dokomorkowego transportu

glukozy (Publikacja 5.).
Rola PKGla w regulacji aparatu kurczliwego komoérek podocytarnych

Najlepiej poznang funkcjg PKGI jest stymulacja rozkurczu migéni gltadkich poprzez obnizanie
wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw wapnia. PKGI reguluje [Ca®']i w wyniku zmiany
aktywnosci biatek takich jak: kanal potasowy aktywowany jonami wapnia o duzym
przewodnictwie (BKcs) oraz IRAG, RGS-2, fosfolipaza-Cp3, TRPC-6. Fosforylacja i
aktywacja kanatu BKc, powoduje jego otwarcie i przejscie jonow K do ptynu
zewnatrzkomorkowego, prowadzac do hiperpolaryzacji btony komoérkowej i obnizenia
naptywu jonéw Ca?* przez kanaly wapniowe typu L (Francis i wsp., 2010).

Oprocz regulacji biatek bezposrednio zaangazowanych w modulacj¢ wewnatrzkomorkowego
stezenia jonow wapnia, PKGI wplywa na rozkurcz miesni gladkich poprzez oddziatywanie z
biatkami aparatu kurczliwego komorek. Proces skurczu jest regulowany przez kinaze¢ MLCK 1
odbywa si¢ przez fosforylacj¢ seryny w pozycji 19 regulatorowego tancucha lekkiego
miozyny (MLC). Dzialanie antagonistyczne posiada fosfataza lekkich tancuchéw miozyny,
MLCP. MLCP stanowi bezposredni substrat dla PKGla. Enzym ten jest zbudowany z trzech
podjednostek: podjednostki regulatorowej MYPT1, wiazacej miozyng, podjednostki
katalitycznej o aktywnosci fosfatazy serynowo-treoninowej typu | oraz matej podjednostki
M20 o nieznanej funkcji. Wykazano, ze N-terminalny fragment PKGloa specyficznie
oddziatuje z C-koncem MYPT1 i te interakcje determinujg przemieszczanie si¢ kinazy G do
aparatu kurczliwego komorek migsni gtadkich (Surks i wsp., 1999). Fosforylacja MYPT1
przez PKGla na Ser695 powoduje aktywacje tej fosfatazy (Nakamura i wsp., 2007).

W zwigzku z powyzszym postanowilismy sprawdzi¢ wptyw nadtlenku wodoru na stopien
fosforylacji powyzszych biatek. Stosujac swoiste przeciwciata wykazalismy, ze H;0;
powoduje wzrost stopnia fosforylacji MYPT1 od 26% w 3. min. do 64% w 30. min.
inkubacji, a jednocze$nie zmniejsza stopien fosforylacji MLC maksymalnie o 60% w 10. min.

inkubacji.
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Kolejnym krokiem byto zbadanie wplywu aktywacji PKGla na aparat kurczliwy podocytow.
Stwierdzilismy, ze aktywator PKGI (8-Br-cGMP) powoduje podobny efekt co nadtlenek
wodoru. Zwieksza on fosforylacjc MYPT1 1 defosforylacje MLC. Ponadto w obecnosci
inhibitora PKGI (Rp-8-Br-cGMPS) nast¢puje zahamowanie dziatania relaksacyjnego
nadtlenku wodoru na aparat kurczliwy, mianowicie nie obserwowalismy zmian w fosforylacji
MYPTI i lekkich fancuchéw miozyny. Potwierdza to nasza hipotezg, ze PKGIla moze by¢
waznym czynnikiem regulujgcym aparat kurczliwy w podocytach (Publikacja 2.).
Sprawdzilismy rowniez wplyw nadtlenku wodoru na komorkowe rozmieszczenie PKGlo oraz
na gléwne biatka aparatu kurczliwego. StwierdziliSmy, ze w obecnosci nadtlenku wodoru
zwigksza sie ilos¢ PKGIla w obszarze przybtonowym. Nastepuje réwniez reorganizacja
cytoszkieletu aktynowego. W obecnosci nadtlenku wodoru nie obserwuje si¢
charakterystycznych dla aktyny filamentow (wtokien napr¢zeniowych). Rowniez zmienia si¢
rozmieszczenie fosfatazy MYPT1. W podocycie rozmieszczona jest w postaci filamentow
podobnych do aktyny, ktérych réwniez nie obserwujemy w obecnosci nadtlenku wodoru.
Ponadto obserwujemy podobne komoérkowe rozmieszczenie PKGlo i jej substratu po
inkubacji z nadtlenkiem wodoru (Publikacja 2.).

ZaobserwowaliSmy réwniez znaczny wzrost ilosci biatka MLC w podocytach inkubowanych
w obecnosci wysokiego stezenia glukozy, przy roéwnoczesnym istotnym spadku stopnia
fosforylacji MLC w tym S$rodowisku. Powyzsze wyniki sugeruja, ze warunki wysokiego
stezenia glukozy moga promowac rozkurcz aparatu kurczliwego podocytow (Piwkowska i
wsp., 2013).

Nastepnie zbadaliSmy, czy insulina moze rowniez wptywaé, poprzez aktywacje PKGla, na
stopien fosforylacji miozyny, a tym samym regulowa¢ aparat kurczliwy komorek
podocytarnych. W celu zbadania tej hipotezy komorki byly inkubowane z insuling w
obecnosci lub bez inhibitora PKG. Inkubacja komoérek podocytarnych z insuling zwigksza
ilo$¢ ufosforylowanej fosfatazy MYPT1 1 zmniejsza ilos¢ ufosforylowanej miozyny. Efekt ten
jest zniesiony w komorkach preinkubowanych z inhibitorem PKGI (Rp-8-cGMPS)
(Publikacja 3.). Powyzsze eksperymenty wskazujg, ze insulina poprzez wzrost produkcji
reaktywnych form tlenu bierze rowniez udziat, poprzez aktywacje PKGla, w regulacji aparatu
kurczliwego komorek podocytarnych.

Z powyzszych badan wynika, ze w podocytach hodowanych w $§rodowisku z wysokim
stezeniem glukozy lub insuliny, gdzie obserwujemy gwattowny wzrost ilosci ROS, nastgpuje
spadek fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny, co wydaje si¢ by¢ istotne dla zrozumienia

funkcjonowania tych komorek w warunkach stresowych. Obnizenie fosforylacji MLC
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wskazuje na rozkurcz aparatu kurczliwego, co moze by¢ przyczyng zanikania wypustek
stopowatych i powigkszenia szczelin filtracyjnych, a w konsekwencji utraty prawidlowej
funkcji podocytdéw, skutkujacej zwigkszeniem przepuszczalno$ci bariery filtracyjnej. Dlatego,
bardzo waznym etapem badan jest okreslenie roli PKGloaw w regulacji przepuszczalnosci

bariery filtracyjnej.

Rola kinazy bialkowej G w regulacji przepuszczalnosci bariery filtracyjne;j.

Waznym ectapem badan byly badania funkcjonalne, sprawdzenie, czy aktywacja $ciezki
sygnalowania zaleznej od PKGIa wptywa na przepuszczalno$¢ bariery filtracyjne;j.

W pierwszym etapie badan okresliliSmy wplyw nadtlenku wodoru na przepuszczalno$¢ btony
filtracyjnej utworzonej przez podocyty. W tym celu zbadaliSmy przepuszczalnos¢ albuminy
znakowanej fluorescencyjnie (FITC-albumina) przez warstwe podocytdw utworzong na
mickkiej nylonowej btonie, pokrytej kolagenem typu IV. WykazaliSmy, ze w obecno$ci
nadtlenku wodoru zwieksza si¢ przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej (Publikacja 2.). Jako
kontrole pozytywna zastosowaliSmy puromycyne, ktora zwieksza przepuszczalnos¢ albumin
w immortalizowanej linii mysich podocytow (Hunt i wsp., 2005).

Nastepnie zbadaliSmy wptyw aktywacji PKGlo na przepuszczalno$¢ albuminy. W tym celu
uzyliSmy nadtlenek wodoru, ktory zwigksza 5-krotnie przepuszczalnos¢ warstwy podocytow
dla albuminy. Efekt ten jest znoszony w obecno$ci inhibitora PKGI (Rp-8-cGMPS).
Powyzsze wyniki sugeruja, ze H>O, zwigksza przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej
utworzonej przez podocyty poprzez aktywacj¢ PKGIa (Publikacja 2.).

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie, czy wzrost ROS w HG poprzez aktywacje PKGla
moze wplywaé na przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej utworzonej z podocytow.
StwierdziliSmy, ze w obecnosci wysokiej glukozy przepuszczalnos$¢ dla albuminy zwigksza
si¢ juz po pierwszym dniu inkubacji o 44,5% i wzrasta o 66,4% po pi¢ciu dniach inkubacji. W
obecnosci inhibitora oksydazy NAD(P)H (apocynina) lub kinazy G (Rp-8-Br-cGMP)
obserwuje si¢ istotne zmniejszenie przepuszczalnosci dla albuminy w obecno$ci wysokich
stezen glukozy. Rowniez zastosowanie wyciszenia ekspresji genéw dla NOX4 1 PKGla
potwierdzito powyzsze zaleznosci (Publikacja 4.).

Powyzsze wyniki wskazujg, ze kinaza biatkowa G typu la, aktywowana przez reaktywne
formy tlenu, jest waznym czynnikiem regulujagcym aparat kurczliwy oraz przepuszczalno$¢

bariery filtracyjnej dla albuminy utworzonej przez podocyty. Dlugotrwata inkubacja
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podocytéw w $srodowisku z wysokim stezeniem glukozy, poprzez aktywacje podjednostki
NOX4 oksydazy NAD(P)H, prowadzi do zwigkszenia ilosci ROS, ktére z kolei, poprzez
aktywacje¢ kinazy biatkowej G prowadza do zwigkszonej przepuszczalnosci btony filtracyjne;j
dla albuminy, ktérg tworzg te komorki.

Nastepnym etapem badan byto okreslenie, czy wzrost reaktywnych form tlenu w obecnos$ci
insuliny, poprzez aktywacje¢ podjednostki NOX4, moze réwniez wplywaé na
przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej utworzonej z podocytow. Stwierdzilismy, ze w
obecno$ci insuliny przepuszczalnos¢ dla albuminy zwieksza si¢ o 79 %. Natomiast po
wyciszeniu ekspresji genu dla NOX4 nie obserwuje si¢ zwigkszonej przepuszczalnoSci po
stymulacji komorek insuling. Zatem to stymulacja podjednostki NOX4 oksydazy NAD(P)H
przez insuling jest rowniez odpowiedzialna za zwigkszong przepuszczalno$é bariery
filtracyjnej utworzonej przez podocyty (Publikacja 3.).

Roéwnolegle do badan nad przepuszczalnos$cig albuminy przez warstwe podocytow
zbadaliSmy wptyw reaktywnych form tlenu na przepuszczalno$¢ albuminy (Pap) W
izolowanych kigbuszkach nerkowych. Roéwniez, na tym modelu badawczym insulina
zwickszala przepuszczalno$¢ dla albuminy. Efekt ten byt zniesiony w obecnosci inhibitora
NAD(P)H oksydazy (apocynina lub VAS2870). Podobny efekt obserwowaliSmy w
ktgbuszkach izolowanych od szczuréw z genetycznie uwarunkowang hiperinsulinemig oraz
oporno$cig na insuling (szczury rasy Zucker). W kiebuszkach tych zaobserwowalismy
zwiekszong ilo$¢ biatka NOX4 i PKGIa (Publikacja 3.). Inni autorzy wykazali, ze model ten
charakteryzuje si¢ zwickszong aktywnoscia oksydazy NAD(P)H (Whaley-Connell i wsp.,
2008). Otrzymane wyniki potwierdzaja zatem rolg reaktywnych formy tlenu w regulacji
przepuszczalnosci bariery filtracyjnej.

Powyzsze wyniki sugeruja, ze nadtlenek wodoru poprzez oksydacyjng aktywacj¢ kinazy
biatkowej G powoduje aktywacje fosfatazy lekkich tancuchow miozyny. Ta z kolei poprzez
defosforylacje lekkich tancuchéw miozyny jest odpowiedzialna za rozkurcz komorki
podocytarnej, czego efektem koncowym jest zwiekszona przepuszczalnosci klebuszkowej
bariery filtracyjnej dla albuminy. Ponadto, kluczowa role w tym procesie odgrywa aktywacja
podjednostki NOX4 oksydazy NAD(P)H. Mechanizm ten moze mie¢ kluczowe znaczenie w
zwigkszonej  przepuszczalnosci  filtru  kigbuszkowego w  stanach  patologicznych

przebiegajacych ze zwigkszong akumulacjg wolnych rodnikow.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Po ukonczeniu kierunku biotechnologii na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej, w
2000 r rozpoczetam studia doktoranckie w Katedrze Technologii Lekow 1 Biochemii
Politechniki Gdanskiej pod kierunkiem pana Profesora Edwarda Borowskiego. Prowadzone
przeze mnie badania dotyczyty jednego z istotnych problemow w klinicznej onkologii, jakim
jest opornosci wielolekowa nowotworow. Uzyskane wyniki badan byly przedmiotem

rozprawy doktorskiej pod tytutem ,,Modulatory biatek ABC i antymetabolity w badaniach nad
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opanowaniem problemu opornosci wielolekowej komoérek nowotworowych”, ktorg obronitam
na Wydziale Lekarskim Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w 2005 r. Wykazatam, ze
modyfikatory aktywno$ci biatek transportowych dla ksenobiotykéw s3 zwigzkami
kompetycyjnymi w stosunku do stosowanych w klinice cytostatykéw. Wyniki tych badan sg
przedmiotem miedzynarodowego zgloszenia patentowego (zal. 7). Ponadto, wyniki badan
zostatly umieszczone w siedmiu publikacjach w czasopismach o zasiegu migedzynarodowym
(zal. 5) znajdujacych si¢ na liscie filadelfijskiej (w tym artykulu przegladowego) i o$Smiu
doniesieniach kongresowych (zat. 7).

W trakcie studium doktoranckiego uczestniczylam w szkoleniach, w wyniku ktorych
otrzymatam certyfikaty. Byly to: V Migdzynarodowa Konferencja Cytometrii w Rynii,
Gliwice Science Encounters, Molecular Biology in Cancer Research, “I Szkoty Cytometrii
Przeptywowej Becton Dickinson” Jadwisin. Bralam réwniez udziat w organizacji konferencji
8™ International Symposium on Molecular Aspects of Chemotherapy”, ktéra odbyta si¢ w
Gdansku. W trakcie trwania studium doktoranckiego bytam wykonawca w trzech grantach
KBN w tym grantu promotorskiego (zat. 7). Ponadto firma L’oreal przy wsparciu Polskiego
Komitetu ds. UNESCO doceniajac moj dorobek naukowy, przyznaly mi stypendium w
ramach konkursu ,,Kobiety Nauki 2003

W 2006 roku rozpoczgtam prace w Zespole Kliniczno-Badawczym Molekularnej i
Komorkowej Nefrologii IMDIK PAN w Gdansku. Gtowny nurt badan, prowadzonych w
zespole dotyczy molekularnych podstaw zaburzen funkcji komorek kigbuszka nerkowego w
stanach patologicznych i czynnikow regulujacych funkcje klebuszka nerkowego. Tutaj
rozpoczetam badania dotyczace poznania roli kinazy biatkowej G typu I alfa w regulacji
ktgbuszkowej bariery filtracyjnej. Inne wazniejsze kierunki prowadzonych przeze mnie badan
naukowych dotyczyly roli uktadu purynergicznego w regulacji filtracji kigbuszkowej oraz
mechanizmu insulinoopornos$ci podocytow z uwzglednieniem przemian heksozamin, kinazy

biatkowej aktywowanej przez AMP oraz reaktywnych form tlenu.

Prowadzone w naszym zespole badania dotycza jednego z najpowazniejszych powiktan
cukrzycy, a mianowicie nefropatii cukrzycowej. Wyniki badan z ostatnich lat wskazuja, ze
kluczowa rolg w patomechanizmie glomerulopatii cukrzycowej odgrywa uszkodzenie
struktury i zaburzenia funkcji komorek podocytarnych kigbuszka nerkowego. Komorki te
odpowiadaja za mechaniczne wzmocnienie bariery filtracyjnej ktebuszkow, za synteze i
rozbudowe blony podstawnej oraz za synteze btony szczelinowej 1 regulacje filtracji

ktebuszkowej. U diabetykow wszystkie te procesy sa zaburzone, a strukturalne uszkodzenia
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podocytéw, blony podstawnej 1 blony szczelinowej sa pierwszymi wyktadnikami
morfologicznymi rozwijajacej si¢ glomerulopatii. U podtoza przyczyn zaburzen zwigzanych z
rozwojem nefropatii cukrzycowej znajduja si¢ czynniki takie jak hiperglikemia oraz
insulinooporno$¢ komodrkowa. Jednym z proponowanych mechanizmow insulinoopornosci
jest zwickszony przeptyw naplywajacej do komorki glukozy przez szlak biosyntezy
heksozamin (HBP), ktory odpowiada za powstawanie i przemiany glukozaminy (GIcN) w
komorce. StwierdziliSmy, ze do mechanizméw desensytyzacji na dzialanie insuliny naleza:
wzrost poziomu biatek modyfikowanych na drodze O-glikozylacji, spadku aktywnos$ci kinazy
biatkowej zaleznej od AMP, obnizenie aktywnosci bialek szlaku sygnatowania insulinowego:
receptora insulinowego oraz kinazy PKB/Akt oraz wzrost poziomu fosfataz: PTP1B oraz
PTEN (poz. 1., 12 wykaz publikacji, zat. 5).

Hiperglikemia charakteryzuje si¢ rowniez wzrostem generacji reaktywnych form tlenu.
Wykazalismy, ze metformina (lek przeciwcukrzycowy) w komorkach podocytarnych jest
odpowiedzialna za zmniejszenie produkcji reaktywnych form tlenu, poprzez zahamowanie
aktywnosci NAD(P)H oksydazy (poz. 13. wykaz publikacji, zal. 5). Stwierdzili$my ponadto,
ze za mechanizm ten odpowiedzialny jest wzrost zewnatrzkomorkowego stezenia ATP (poz.
4. wykaz publikacji, zat. 5). WykazaliSmy réwniez, ze kinaza biatkowa AMP jest regulowana
przez szlak sygnalowania zalezny od receptorow purynowych oraz, ze aktywacja kinazy
AMPK jest odpowiedzialna za zmniejszong produkcje reaktywnych form tlenu (poz. 9., 13
wykaz publikacji, zat. 5).

W trakcie pracy w Instytucie przyznano mi na prowadzone badania cztery granty w ktorych
jestem kierownikiem. W czterech kolejnych projektach jestem gtdéwnym wykonawca (zal. 7).
Efektem mojej pracy naukowej w IMDIK jest 14 publikacji w czasopismach z listy
filadelfijskiej o tacznym IF = 40.831 (zal. 5) oraz 24 doniesien zjazdowych prezentowanych
na krajowych (11) i miedzynarodowych (13) zjazdach i sympozjach naukowych (zat. 7).

* w przypadku, gdy osiggnieciem tym jest praca/ prace wspdlne, nalezy przedstawi¢ oswiadczenia wszystkich jej
wspotautordw, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie
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