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Wykaz skrótów stosowanych w rozprawie doktorskiej 

Akt – (ang. protein kinase B), kinaza białkowa B 

AMPK – (ang. AMP-activated protein kinase), kinaza białkowa aktywowana przez AMP 

BKCa – (ang. large-conductance Ca2+-activated potassium channel), kanał potasowy 

aktywowany przez jony Ca2+ o dużym przewodnictwie 

BSA – (ang. bovine serum albumin), surowicza albumina wołowa 

cGMP – (ang. cyclic guanosine-3’,5’-monophosphate), cykliczny guanozyno-3’,5’-

monofosforan 

CaMKKβ – (ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase β), kinaza kinaz 

Ca2+/kalmodulinozależnych β 

CC – (ang. compound C), związek C, inhibitor AMPK 

DKD – (ang. diabetic kidney disease), cukrzycowa choroba nerek 

EDTA – (ang. ethylenediaminetetraacetic acid), kwas etylenodiaminotetraoctowy, kwas 

wersenowy 

FBS - (ang. fetal bovine serum), płodowa surowica bydlęca 

GLUT4 – (ang. glucose transporter type 4), transporter glukozowy typu 4 

HG – (ang. high glucose), wysokie stężenie glukozy 

INS – (ang. insulin), insulina 

IR – (ang. insulin receptor), receptor insulinowy 

IRS-1 – (insulin receptor substrate 1), substrat receptora insulinowego 1 

MLC – (ang. myosin light chain), łańcuch lekki miozyny 

MLCK - (ang. myosin light chain kinase), kinaza łańcuchów lekkich miozyny 

MLCP - (ang. myosin light chain phosphatase), fosfataza łańcuchów lekkich miozyny 

mRNA – (ang. messenger ribonucleic acid), informacyjny kwas rybonukleinowy 

MTF – (ang. metformin), metformina 

MYPT1 – (ang. myosin phosphatase target subunit 1), docelowa podjednostka 1 fosfatazy 

miozyny, podjednostka regulatorowa fosfatazy białkowej 

NADPH – (ang. nicotinamide adenine dinucleotide), dinukleotyd 

nikotynoamidoadeninowy 

NO – (ang. nitric oxide), tlenek azotu 

NOX4 – (ang. oxidase NAD(P)H 4), oksydaza NAD(P)H typu 4 

OAG – (ang. 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol), 1-oleilo-2-acetyloglicerol, analog 

diacyloglicerolu, aktywator kanału TRPC 
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Palb – (ang. albumin permeability), konwekcyjny współczynnik przepuszczalności dla 

albuminy liczony dla izolowanych kłębuszków nerkowych 

PAK – (ang. p21-activated kinase), kinaza aktywowana przez białka p21 

PAR1 – (ang. protease-activated receptor 1), receptor aktywowany proteazą 1, receptor 

trombinowy 

PBS – (ang. phosphate-buffered saline), sól fizjologiczna buforowana fosforanem 

PCR – (ang. polymerase chain reaction), reakcja łańcuchowa polimerazy 

PKGIα – (ang. protein kinase G type Iα), kinaza białkowa G typu Iα 

ROCK – (ang. Rho-associated protein kinase), kinaza białkowa związana z Rho 

ROCs – (ang. receptor-operated channels), kanały regulowane przez receptory 

ROS – (ang. reactive oxygen species), reaktywne formy tlenu 

Rp-8-Br-cGMPS – (ang. Rp-8-bromoguanosine- 3′, 5′- cyclic monophosphorothioate 

sodium salt), analog cGMP, inhibitor PKG 

RT – (ang. room temperature), temperature pokojowa 

SD – (ang. slit diaphragm), błona filtracyjna  

SDS – (ang. sodium dodecyl sulfate), siarczan dodecylu sodu 

SDS-PAGE – (ang. SDS-poliacrylamide gel electrophoresis), elektroforeza białek w żelu 

poliakryladmidowym w warunkach denaturujących 

SG – (ang. standard glucose), standardowe stężenie glukozy  

siRNA – (ang. small interfering RNA), małe interferujące RNA 

TRP – (ang. transient receptor potential), receptor przejściowego potencjału 

TRPA - (ang. transient receptor potential ankyrin), receptor przejściowego potencjału 

ankirynowy 

TRPC6 – (ang. transient receptor potential canonical type 6), receptor przejściowego 

potencjału kanoniczny typu 6 

TRPM - (ang. transient receptor potential), receptor przejściowego potencjału 

melastatynowy 

TRPML - (ang. transient receptor potential), receptor przejściowego potencjału 

mukolipinowy 

TRPP - (ang. transient receptor potential), receptor przejściowego potencjału 

policystynowy 

TRPV - (ang. transient receptor potential), receptor przejściowego potencjału 

waniloidowy 
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VASP – (ang. vasodilator-stimulated phosphoprotein), fosfobiałko stymulowane przez 

czynniki wazodylatacyjne 

8-Br-cGMP – (ang. 8-bromo-cyclic GMP), bromowana pochodna cGMP, aktywator PKG 

σalb – (ang. albumin reflection coefficient ), współczynnik przepuszczalności dla albuminy 

liczony dla izolowanych kłębuszków nerkowych 

[Ca2+]i – (ang. intracellular concentration of calcium ions), wewnątrzkomórkowe stężenie 

jonów wapnia  
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1. Streszczenie polskojęzyczne i anglojęzyczne 

Rola kinazy białkowej PKGIα i kanału jonowego TRPC6 w regulacji funkcji podocytów 

w warunkach fizjologicznych i wybranych stanach patofizjologicznych 

Najważniejszym elementem kłębuszkowej bariery filtracyjnej są podocyty – 

komórki wrażliwe na działanie insuliny, regulujące przepływ filtratu przez szczelinę 

filtracyjną utworzoną przez przeplatające się wypustki stopowate sąsiednich podocytów. 

Utrata prawidłowej funkcji tych komórek prowadzi do zmian w przepuszczalności 

kłębuszkowej bariery filtracyjnej. Zwiększona przepuszczalność bariery filtracyjnej 

skutkuje rozwojem albuminurii, pierwszego klinicznego objawu cukrzycowej choroby nerek 

(DKD). Molekularne mechanizmy regulujące funkcjonowanie podocytów 

i przepuszczalność bariery filtracyjnej w cukrzycy wciąż nie są dokładnie poznane. 

Jony wapnia (Ca2+) są ważnymi mediatorami homeostazy komórkowej, a ich napływ do 

komórki jest regulowany m. in. przez kanał jonowy TRPC6. W podocytach, kanał TRPC6 

jest zaangażowany w insulinozależną regulację dynamiki szkieletu aktynowego, a tym 

samym odgrywa istotną rolę w regulacji przepuszczalności bariery filtracyjnej podczas 

fizjologicznych wahań filtracji kłębuszkowej. 

W insulinozależną regulację przepuszczalności kłębuszkowej bariery filtracyjnej 

zaangażowana jest również kinaza białkowa G typu Iα (PKGIα). Wcześniejsze badania 

zespołu potwierdzają występowanie zależności pomiędzy aktywacją PKGIα, reorganizacją 

szkieletu aktynowego, a zwiększoną przepuszczalnością dla albuminy przez warstwę 

podocytów utworzoną na nylonowej membranie pokrytej kolagenem typu IV. 

Rozregulowanie szlaku sygnałowego zależnego od TRPC6 oraz PKGIα wpływa negatywnie 

na funkcję podocytów, dlatego też istotne jest poznanie szlaków sygnałowych 

aktywowanych przez te białka. Celem pracy było zbadanie roli PKGIα i TRPC6 w regulacji 

szlaków sygnałowych kluczowych dla funkcjonowania podocytów zarówno w warunkach 

fizjologicznych, jak i patofizjologicznych. W cyklu publikacji stanowiących podstawę 

niniejszej rozprawy doktorskiej zaprezentowano dowody potwierdzające występowanie 

zależności pomiędzy aktywnością TRPC6, PKGIα, a insulinozależną regulacją 

przepuszczalności kłębuszkowej bariery filtracyjnej. Badania in vitro wykazały, że insulina 

zwiększa przepuszczalność kłębuszkowej bariery filtracyjnej poprzez aktywację szlaku 

sygnałowego PKGIα/TRPC6. Ponadto insulina indukuje proces reorganizacji aktyny 
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w wyniku TRPC6-zależnego napływu jonów Ca2+ do komórek podocytarnych hodowanych 

w warunkach in vitro.  

TRPC6 odgrywa również kluczową rolę w regulacji insulinozależnego dokomórkowego 

transportu glukozy w podocytach oraz wpływa na aktywności kinazy białkowej 

aktywowanej przez AMP (AMPK), głównego regulatora metabolizmu glukozy. Co więcej, 

aktywacja AMPK i TRPC6 jest niezbędna do pobudzenia szlaku sygnałowego zależnego od 

białka Rac1, którego aktywność wiąże się z kontrolą dynamiki szkieletu aktynowego  

i z dokomórkowym transportem glukozy. 

Warunki patofizjologiczne, takie jak hiperinsulinemia czy hiperglikemia, zaburzają 

prawidłowe funkcjonowanie podocytów w wyniku aktywacji szlaku sygnałowego 

PKGIα/VASP. Wysokie stężenia insuliny lub glukozy zwiększają zarówno ilość białka 

VASP, jak i PKGIα-zależną fosforylację tego białka w pozycji Ser239, inicjują przebudowę 

szkieletu aktynowego oraz zwiększają przepuszczalność monowarstwy podocytów dla 

albuminy w sposób zależny od białka VASP.  

Powyższe wyniki świadczą o istotnej roli szlaku sygnałowego zależnego od insuliny 

oraz sygnalizacji wapniowej w regulacji funkcji podocytów oraz kłębuszków nerkowych, co 

może przekładać się na funkcjonowanie nerek. Zaburzenia sygnalizacji zależnej od insuliny 

i TRPC6 mogą znacząco zaburzyć stan energetyczny podocytów, upośledzając ich 

funkcjonowanie, co z kolei może prowadzić do zmian w przepuszczalności kłębuszkowej 

bariery filtracyjnej. Otrzymane wyniki badań sugerują również, iż jednym z czynników 

indukujących rozwój DKD jest aktywacja szlaku sygnałowego PKGIα/VASP, mogąca 

prowadzić do wzrostu przepuszczalności bariery filtracyjnej.   
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The Role of Protein Kinase G Type Iα and TRPC6 Channel in Regulating Podocyte 

Function in Physiological Conditions and Selected Pathophysiological States 

Insulin-sensitive podocytes are a key part of glomerular filtration barrier. They 

control the glomerular filtrate pass across the filtration slit – a structure formed by 

interdigitating foot processes of podocytes. Loss of podocyte function leads to alternation of 

glomerular filtration barrier permeability. Increased glomerular barrier permeability results 

in albuminuria, the first clinical sign of diabetic kidney disease (DKD). Molecular 

mechanisms that regulate podocyte functioning and glomerular filtration barrier 

permeability in diabetes are still not fully understood.  

Calcium ions (Ca2+) are important mediators of cell homeostasis, and their influx is regulated 

by ion channels, including TRPC6. In podocytes, TRPC6 is involved in insulin-dependent 

regulation of the actin cytoskeleton dynamics, and thus in the regulation of glomerular 

filtration barrier permeability during physiological fluctuations in glomerular filtration. 

Protein kinase G type Iα (PKG Iα) is also involved in the regulation of glomerular filtration 

barrier permeability. Recent studies have confirmed a relationship between PKGIα 

activation, actin cytoskeleton reorganization and increased albumin permeability across 

the layer of podocytes that cover type IV collagen-coated nylon membrane. 

Dysregulation of the TRPC6 and PKGIα signaling pathways has negative impact on 

podocyte function. Therefore, it is important to identify signaling pathways that are activated 

by these proteins. The aim of this paper was to investigate the role of PKGIα and TRPC6 

in the regulation of the signaling pathways crucial for podocyte functioning under both 

physiological and pathophysiological conditions. The present doctoral dissertation is based 

on a series of publications that have confirmed the relationship between the activities of 

TRPC6 and PKGIα, and insulin-dependent regulation of glomerular filtration barrier 

permeability. The conducted in vitro research has shown that insulin increases glomerular 

filtration barrier permeability via PKGIα/TRPC6 signaling pathway activation. Moreover, 

insulin induces actin reorganization as a result of the TRPC6-dependent Ca2+  influx into 

cultured podocytes. 

TRPC6 also plays a crucial role in the regulation of insulin-dependent glucose uptake 

in podocytes and affects the activity of AMP-activated protein kinase (AMPK), the main 

regulator of glucose metabolism. Furthermore, activation of both AMPK and TRPC6 is 

required for triggering Rac1 signaling pathway. The Rac1 signaling is associated with 

control of actin cytoskeleton dynamics and glucose uptake.  

http://rcin.org.pl
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Pathophysiological conditions like hyperinsulinemia or hyperglycemia disturb podocyte 

functioning through the activation of the PKGIα/VASP signaling pathway. High 

concentrations of insulin or glucose increase both the amount of VASP and PKGIα-

dependent phosphorylation of VASP at Ser239. Moreover, insulin and glucose induce actin 

cytoskeleton remodeling as well as augment albumin permeability across the podocyte layer 

in a VASP-dependent manner.  

These results clearly demonstrate the significance of the insulin-dependent signaling 

pathway and calcium signaling in the regulation of the functioning of podocytes 

and glomeruli, which may affect renal function. Disturbances in the insulin-dependent and 

TRPC6 signaling may significantly decrease the energy state of podocytes, thus impairing 

their function, and consequently, it may lead to alternations in glomerular filtration barrier 

permeability. The results obtained in the course of the present study also suggest that DKD 

development is induced by the activation of the PKGIα/VASP signaling pathway, which 

may result in increased glomerular filtration barrier permeability.  

http://rcin.org.pl
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2. Oryginalność rozprawy  

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wykazano, że: 

• kanał jonowy TRPC6 wpływa na aktywność PKGIα oraz bierze udział 

w insulinozależnej regulacji przepuszczalności kłębuszkowej bariery filtracyjnej; 

 

• wysokie stężenia insuliny oraz glukozy, poprzez aktywację szlaku sygnałowego 

PKGIα/VASP, regulują przepuszczalność albuminy przez monowarstwę podocytów; 

 

• TRPC6-zależna aktywacja AMPKα2 ma kluczowe znaczenie w insulinozależnej 

regulacji dynamiki szkieletu aktynowego podocytów;  

 

• szlak sygnałowy TRPC6/AMPKα2 odgrywa zasadniczą rolę w regulacji 

insulinozależnego dokomórkowego transportu glukozy w szczurzych podocytach.  
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3. Wstęp  

Cukrzycowa choroba nerek (DKD) jest najczęściej występującym powikłaniem 

cukrzycy typu 2 charakteryzującym się morfologicznymi oraz czynnościowymi zmianami 

zachodzącymi w nerkach, wywołanymi bezpośrednio przez przewlekłą hiperglikemię1. 

Pierwszym klinicznym objawem DKD jest albuminuria, rozwijająca się w wyniku 

uszkodzenia kłębuszkowej bariery filtracyjnej – selektywnej struktury odpowiedzialnej za 

filtrację osocza2.  

Kłębuszek nerkowy stanowi fundamentalną jednostkę nerki odpowiedzialną za czynności 

filtracyjne. Sam kłębuszek zbudowany jest z tętniczki doprowadzającej rozdzielającej się na 

sieć naczyń włosowatych, które zbiegają się w tętniczkę odprowadzającą. Naczynia 

krwionośne kłębuszka nerkowego otoczone są torebką Bowmana, zaś przestrzenie pomiędzy 

naczyniami włosowatymi wypełnia mezangium wewnątrzkłębuszkowe3. Kłębuszek 

nerkowy może pełnić swoją funkcję dzięki wspomnianej wcześniej kłębuszkowej barierze 

filtracyjnej składającej się z komórek śródbłonka naczyń włosowatych, błony podstawnej 

kłębuszka nerkowego oraz podocytów – komórek ściśle oplatających naczynia włosowate 

kłębuszka4.  

Podocyty są ostatecznie zróżnicowanymi komórkami nabłonkowymi w obrębie których 

wyróżnia się trzy strukturalne i funkcjonalne segmenty: ciało komórki, wypustki główne 

i wypustki stopowate zawierające aparat kurczliwy zbudowany m. in. z filamentów 

aktynowych, miozyny, winkuliny5,6. Pomiędzy sąsiadującymi ze sobą wypustkami 

stopowatymi znajduje się szczelina filtracyjna, która jest ograniczona najważniejszym 

elementem bariery filtracyjnej - błoną szczelinową (SD) przez którą przepływa filtrat7. SD 

jest zakotwiczona w podstawo-bocznych regionach wypustek stopowatych łącząc je ze sobą. 

Struktura ta stanowi platformę sygnalizacyjną komórek podocytarnych regulując ich 

funkcjonowanie i morfologię8. W skład SD wchodzi wiele białek tworzących funkcjonalny 

kompleks m. in.: nefryna, podocyna, kanał jonowy TRPC6 oraz aktyna8–10. 

Podocyty są komórkami wrażliwymi na działanie insuliny, która odgrywa kluczową 

rolę w ich prawidłowym funkcjonowaniu. Hormon ten odpowiada za regulację dynamiki 

filamentów aktynowych w podocytach oraz jest istotnym czynnikiem stojącym na straży 

integralności kłębuszkowej bariery filtracyjnej11. Zasadniczym zadaniem insuliny jest 

regulacja dokomórkowego transportu glukozy, głównie poprzez zwiększenie translokacji 

wewnątrzkomórkowych pęcherzyków zawierających transportery glukozowe typu 4 

(GLUT4) w kierunku błony komórkowej podocytów12,13. W przypadku komórek 
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podocytarnych z wyindukowaną wysokim stężeniem glukozy insulinoopornością dochodzi 

do zniesienia efektu insuliny na dokomórkowy transport glukozy14, co może negatywnie 

wpływać na pełnione przez nie funkcje.  

Badania wykazały, że zaburzenia sygnalizacji insulinowej w mysich podocytach są 

związane z rozwojem albuminurii, której towarzyszą zmiany charakterystyczne dla chorych 

na DKD11. Oprócz tego, eksperymenty przeprowadzone w naszym zespole dowodzą, 

że insulina inicjuje proces reorganizacji szkieletu aktynowego, co wiąże się ze zwiększoną 

przepuszczalnością albuminy przez monowarstwę podocytów15,16. Podobny efekt 

zaobserwowano w szczurzych kłębuszkach nerkowych inkubowanych z insuliną 

oraz kłębuszkach izolowanych z nerek otyłych szczurów rasy Zucker cechujących się 

hiperinsulinemią i insulinoopornością15. Na podstawie powyższych obserwacji można 

stwierdzić, że insulina uczestniczy w regulacji przepuszczalności kłębuszkowej bariery 

filtracyjnej, zaś zaburzenia w transdukcji sygnału insulinowego mogą prowadzić do zmian 

w funkcjonowaniu podocytów, zwiększenia przepuszczalności bariery filtracyjnej i rozwoju 

albuminurii. W związku z tym istotne jest poznanie szlaków sygnalizacyjnych 

zaangażowanych w regulację odpowiedzi komórek podocytarnych na działanie insuliny. 

Jony Ca2+ są wewnątrzkomórkowymi wtórnymi przekaźnikami sygnału17,18. Zmiany 

stężenia wapnia w komórce stanowią dla niej sygnał do rozpoczęcia wielu procesów, m. in. 

reorganizacji szkieletu aktynowego czy zmian ekspresji genów17. Napływ jonów Ca2+ do 

komórki podocytarnej regulowany jest poprzez pompy oraz kanały wapniowe, wśród 

których znajdują się kanały jonowe TRPC6 należące do rodziny białek TRP.  

Rodzina białek TRP stanowi grupę nieselektywnych kanałów kationowych, podzieloną na 

sześć podrodzin, w oparciu o homologię aminokwasową: TRPC (Canonical), TRPM 

(Melastatin), TRPV (Vanilloid), TRPA (Ankyrin), TRPP (Polycystic), TRPML 

(Mucolipin)19. U ssaków, kanały z podrodziny kanonicznej TRP wykazują największą 

zgodność z kanałem TRP muszki owocowej20. W obrębie grupy kanałów TRPC wyróżnia 

się cztery podgrupy: 1) TRPC1, 2) TRPC2, 3) TRPC3/TRPC6/TRPC7  

oraz 4) TRPC4/TRPC520. Kanały TRPC zbudowane są z czterech podjednostek, z których 

każda składa się z sześciu domen transbłonowych. Pomiędzy piątą i szóstą domeną 

występuje pętla tworząca por, przez który przepływają jony21. Cechą charakterystyczną 

kanałów TRPC są cztery domeny ankirynowe zlokalizowane na N-końcu i krótka domena 

TRP na C-końcu21–23. Uważa się, że pobudzenie kanałów TRPC jest związane z aktywacją 

szlaku sygnałowego zależnego od fosfolipazy C, przy czym podrzędne szlaki przekazywania 

sygnału przez poszczególnych członków tej grupy mogą się różnić24.  
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Białko TRPC6, należące do podrodziny kanałów regulowanych przez receptory 

(ROCs), jest nieselektywnym kanałem kationowym charakteryzującym się 6-krotnie 

większą przepuszczalnością dla jonów Ca2+ niż dla jonów Na+ 25. 

W podocytach kanały TRPC6 zlokalizowane są głównie w SD, gdzie oddziałując 

z nefryną i synaptopodyną kontrolują organizację filamentów aktynowych i wielkość 

wypustek stopowatych9,26,27. Kanały TRPC6 znajdują się również w błonie plazmatycznej 

ciała komórki oraz wypustkach stopowatych podocytów, odgrywając istotną rolę 

w utrzymaniu komórkowej homeostazy wapnia9.  

Zmiany w ilości kanałów TRPC6 na powierzchni podocytów są związane z działaniem 

insuliny28,29. Pod wpływem insuliny w podocytach zwiększa się aktywność oksydazy 

NAD(P)H, która odpowiada za produkcję reaktywnych formy tlenu (ROS)15,28. 

Nagromadzenie ROS w wyniku insulinozależnej aktywacji oksydazy NAD(P)H prowadzi 

do zwiększenia ilości kanałów TRPC6 w błonie komórkowej podocytów28,30. Z kolei wzrost 

ekspresji białka lub aktywacja TRPC6 odpowiadają za nadmierny napływ jonów Ca2+ do 

podocytów26, prowadząc do reorganizacji filamentów aktynowych i zaburzeń 

w funkcjonowaniu kłębuszkowej bariery filtracyjnej29. U szczurów chorych na cukrzycę 

typu 1 nokaut TRPC6 prowadzi do obniżenia [Ca2+]i oraz ograniczenia uszkodzeń wypustek 

stopowatych podocytów w progresji DKD32. Ponadto nokautowi TRPC6 towarzyszy 

zmniejszenie ilości nefryny w moczu32, będącej markerem uszkodzenia błony filtracyjnej 

kłębuszka33.  

W negatywną regulację aktywności kanału TRPC6 zaangażowany jest szlak sygnałowy 

NO/cGMP/PKG, gdzie PKG-zależna fosforylacja kanału TRPC6 w pozycji Thr69 hamuje 

napływ jonów Ca2+ do komórki34,35. W podocytach zaobserwowano występowanie 

podobnego mechanizmu regulacji aktywności kanału TRPC6, z którym wiąże się 

ograniczenie ruchliwości komórek36.  

Dotychczasowe badania wykazały istotną rolę kanału TRPC6 i jonów Ca2+ w dynamicznej 

reorganizacji filamentów aktynowych w podocytach. Badania te wymagają kontynuacji, 

ponieważ jak dotąd słabo poznany jest sposób, w jaki białka poszczególnych szlaków 

sygnałowych współdziałają z jonami Ca2+ w kontrolowaniu dynamiki filamentów 

aktynowych tych komórek oraz w regulacji przepuszczalności kłębuszkowej bariery 

filtracyjnej. 

Prawidłowe funkcjonowanie podocytów zależy w dużej mierze od stanu 

energetycznego komórki. Kluczowym enzymem odpowiedzialnym za utrzymanie 

komórkowej równowagi energetycznej jest aktywowana AMP kinaza białkowa (AMPK), 
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zbudowana z trzech różnych podjednostek: katalitycznej α i regulatorowych β i 37,38. Jej 

podjednostka katalityczna AMPKα występuje w dwóch izoformach: α1 oraz α238,39. Do 

klasycznej aktywacji AMPK dochodzi w warunkach niedoboru energetycznego, 

gdy wzrasta wewnątrzkomórkowy stosunek AMP do ATP38. AMP, wiążąc się 

z podjednostką regulatorową AMPKγ, allosterycznie aktywuje enzym, a tym samym 

umożliwia, nadrzędnej wobec AMPK, kinazie LKB1 fosforylację podjednostki AMPKα 

w pozycji Thr17238,40. 

AMPK włącza się bezpośrednio w szlak sygnałowania insulinowego fosforylując 

w pozycji Ser789 białko IRS-1 będące substratem receptora insulinowego (IR)41. 

Dodatkowo AMPK aktywuje kinazę białkową B (Akt) promującą translokację 

transporterów glukozy GLUT4 do błony komórkowej42,43 (Ryc. 1).  

Badania naszego zespołu wykazały, że pod wpływem wysokiego stężenia glukozy 

w podocytach dochodzi do zahamowania aktywującego efektu insuliny wobec AMPK, 

któremu towarzyszy zniesienie stymulującego wpływu insuliny na dokomórkowy transport 

glukozy44. Dodatkowo badania przeprowadzone na kłębuszkach nerkowych izolowanych 

z nerek pacjentów chorych na cukrzycę wykazały zmniejszenie poziomu fosforylacji 

AMPK, sugerując że obniżona aktywność AMPK w cukrzycy może przyczyniać się do 

rozwoju DKD45.  

Alternatywnym szlakiem związanym z regulacją aktywności AMPK jest szlak 

sygnałowy zależny od jonów Ca2+. Wzrost [Ca2+]i prowadzi do aktywacji kinazy  

CaMKK-β, która fosforyluje AMPKα w pozycji Thr172 niezależnie od 

wewnątrzkomórkowego stosunku AMP do ATP46. Jak już wcześniej wspomniano, za 

regulację [Ca2+]i odpowiadają kanały jonowe TRPC624,27. Mimo to nie jest znany wpływ 

tego kanału na aktywność AMPK oraz jego rola w regulacji insulinozależnego 

dokomórkowego transportu glukozy w szczurzych podocytach. Dlatego też zbadanie roli 

szlaku sygnałowego TRPC6/AMPK w podocytach jest jednym z ważniejszych 

nowatorskich osiągnięć niniejszej pracy doktorskiej.  

W regulacji dokomórkowego transportu glukozy bierze udział również białko Rac1, 

zaangażowane w procesy inicjujące przebudowę szkieletu aktynowego47–49. Wykazano, 

że w komórkach mięśni szkieletowych, pod wpływem insuliny, wzrasta zależna od Rac1 

fosforylacja kinazy PAK, która również uczestniczy w reorganizacji filamentów 

aktynowych48. Ponadto pod wpływem insuliny stwierdzono także wzrost zależnej od kinazy 

PAK aktywności kofiliny, która jest białkiem bezpośrednio oddziałującym z aktyną50. 

Reorganizacja szkieletu aktynowego, polegająca na jego cyklicznej polimeryzacji 
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i depolimeryzacji, jest wymagana do efektywnego wprowadzenia pęcherzyków 

zawierających GLUT4 do błony komórkowej51 (Ryc. 1). Zatem zmiany w funkcjonowaniu 

poszczególnych białek powyższego szlaku mogą prowadzić do zaburzeń translokacji 

transportera GLUT4. Jednym z kolejnych celów niniejszej dysertacji było zbadanie roli 

szlaku sygnałowego Rac1/PAK/kofilina w regulacji insulinozależnego dokomórkowego 

transportu glukozy w szczurzych podocytach.  

 

 

Ryc. 1. Udział AMPK oraz szlaku sygnałowego Rac1/PAK/kofilina w regulacji insulinozależnego 

dokomórkowego transportu glukozy. 

Zależna od cGMP kinaza białkowa G typu Iα (PKGIα), pośrednicząc w przekazywaniu 

sygnału z IR do szkieletu aktynowego podocytów, odgrywa kluczową rolę w regulacji 

przepuszczalności bariery filtracyjnej15,52. PKGIα jest homodimerem zlokalizowanym 

w cytoplazmie komórki. Do aktywacji tego enzymu może dochodzić nie tylko w sposób 

klasyczny, zależny od cGMP, ale również niezależnie od cGMP wskutek dimeryzacji, 

polegającej na wytworzeniu mostków disiarczkowych pomiędzy sąsiadującymi resztami 

Cys42 monomerów PKGIα53,54. Badania przeprowadzone w naszym zespole wykazały,  

że w podocytach pod wpływem insuliny rośnie aktywność oksydazy NOX4 (izoforma 

oksydazy NAD(P)H), prowadząc do wzrostu ilości ROS,  

a w konsekwencji do dimeryzacji PKGIα15,55,56. Dodatkowo insulina reguluje aktywność 

kinazy łańcuchów lekkich miozyny (MLCK) poprzez PKGIα-zależną fosforylację 

docelowej podjednostki 1 fosfatazy miozyny (MYPT1) w pozycji Ser695 i Ser852, 

co zmniejsza stopień fosforylacji miozyny, a tym samym wpływa na aparat kurczliwy 

podocytów15. W istocie, zależne od PKGIα zmniejszenie poziomu fosforylacji łańcuchów 
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lekkich miozyny (MLC) oraz wzrost insulinozależnej fosforylacji MYPT1 przekłada się na 

zmiany w organizacji szkieletu aktynowego w komórkach podocytarnych oraz na 

zwiększoną przepuszczalność monowarstwy podocytów dla albuminy15,55 (Ryc. 2). Podobne 

wyniki uzyskano dla podocytów eksponowanych na wysokie stężenia glukozy16,57. 

Otrzymane wyniki sugerują, że insulina oraz glukoza, aktywując szlak sygnałowy 

zależny od PKGIα, inicjują rozkurcz aparatu kurczliwego, co może przyczyniać się do 

zanikania wypustek stopowatych na skutek reorganizacji aktyny, a w konsekwencji do utraty 

prawidłowej funkcji podocytów i zwiększenia przepuszczalności bariery filtracyjnej. 

Powyższą hipotezę wydają się potwierdzać wyniki badań przeprowadzonych na zwierzęcym 

modelu charakteryzującym się insulinoopornością oraz hiperinsulinemią (szczury szczepu 

Zucker), w których występowanie albuminurii jest związane ze zwiększoną ilością białka 

PKGIα oraz oksydazy NOX4 w kłębuszkach nerkowych15. Również w badaniach 

funkcjonalnych, przeprowadzonych na izolowanych kłębuszkach nerkowych 

insulinoopornych zwierząt z hiperinsulinemią, wykazano zwiększoną przepuszczalność dla 

albuminy15. Liczne badania naszego zespołu potwierdzają również występowanie zależności 

pomiędzy aktywnością PKGIα, reorganizacją szkieletu aktynowego, a przepuszczalnością 

monowarstwy podocytów dla albuminy. Mechanizmy łączące aktywność PKGIα z białkami 

związanymi bezpośrednio z reorganizacją szkieletu aktynowego w wypustkach stopowatych 

podocytów pozostają nadal nieznane.  

Białko VASP bierze udział w procesie wydłużania filamentów aktynowych i migracji 

komórki58. Fosforylacja białka VASP, która jest związana ze zmianą jego lokalizacji 

w obrębie komórki, 40-krotnie zmniejsza powinowactwo VASP do aktyny, wpływając na 

proces polimeryzacji filamentów59–61. W komórkach mięśni gładkich, PKG fosforylując 

VASP w pozycji Ser239, bierze udział w rozkurczu62. Niewiele wiadomo na temat ścieżek 

sygnałowych zależnych od białka VASP w podocytach. Morfologia, funkcja i zmiany 

w sieci aktynowej są w podocytach ściśle powiązane, a zaburzenia w organizacji aktyny 

mają bezpośrednie przełożenie na zanik wypustek stopowatych. Ostatnio wykazano, 

że wzrost fosforylacji białka VASP, w wyniku zahamowania fosfatazy PAR1, skutkuje 

zwiększoną ruchliwością podocytów63. Stwierdzono również, że w przypadku komórek 

śródbłonka, białko VASP jest odpowiedzialne za regulację ich przepuszczalności dla 

dekstranu64, co pokazuje nową zależność pomiędzy fosforylacją białka VASP, regulacją 

organizacji filamentów aktynowych, a przepuszczalnością. Istotne było zatem zbadanie roli 

białka VASP w regulacji organizacji cytoszkieletu w podocytach i jego wpływu na 

przepuszczalność kłębuszkowej bariery filtracyjnej. 
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Ryc. 2. Wpływ insuliny na aktywność kanału TRPC6 oraz szlak sygnałowy zależny od PKGIα 

w komórkach podocytarnych. 
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4. Cel pracy 

Celem pracy było określenie roli szlaku sygnałowego TRPC6/AMPK w insulinozależnej 

reorganizacji szkieletu aktynowego i w dokomórkowym transporcie glukozy 

w szczurzych podocytach, a także zbadanie udziału kanału jonowego TRPC6 i białka 

VASP w PKGIα-zależnej regulacji przepuszczalności kłębuszkowej bariery filtracyjnej 

w odpowiedzi na wysokie stężenia insuliny i/lub glukozy. 

4.1. Cele szczegółowe 

1. Zbadanie wpływu TRPC6 na insulinozależną: 

• regulację aktywności AMPK i PKGIα, 

• regulację dokomórkowego transportu glukozy, 

• aktywację białek szlaku sygnałowego Rac1/PAK/kofilina, 

• regulację przepuszczalności kłębuszkowej bariery filtracyjnej dla albuminy 

w wyniku aktywacji szlaku sygnałowego związanego z PKGIα. 

2. Ocena wpływu insuliny na wzajemne oddziaływanie TRPC6 i AMPKα oraz TRPC6 

i PKGIα w szczurzych podocytach. 

3. Zbadanie roli TRPC6 oraz AMPK w insulinozależnej regulacji aktywności białka 

Rac1 i jego szlaku sygnałowego. 

4. Określenie roli insuliny w PKGIα-zależnej fosforylacji białka VASP. 

5. Wyjaśnienie wpływu wysokiego stężenia glukozy oraz insuliny na fosforylację 

białka VASP w pozycji Ser239 w szczurzych podocytach. 

6. Zbadanie udziału białka VASP w regulacji dynamicznej reorganizacji szkieletu 

aktynowego oraz w przepuszczalności dla albuminy warstwy podocytów 

eksponowanych na wysokie stężenia insuliny oraz glukozy. 

4.2. Uzasadnienie połączenia wskazanych prac w jeden zbiór 

Insulina jest istotnym hormonem determinującym prawidłową morfologię 

oraz funkcjonowanie podocytów, dlatego też tematyka prac badawczych będących 

podstawą niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczy roli insuliny w regulacji szlaków 

sygnałowych białek kluczowych dla prawidłowego funkcjonowania podocytów, a także 

przedstawia udział tego hormonu i wysokiego stężenia glukozy w patogenezie zaburzeń 

przepuszczalności kłębuszkowej bariery filtracyjnej i izolowanych podocytów.   
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5. Metodyka  

Przygotowanie i hodowla szczurzych podocytów  

Badania prowadzono na hodowli pierwotnej szczurzych podocytów oraz szczurzych 

kłębuszkach nerkowych otrzymywanych w oparciu o standardową procedurę opracowaną 

w Instytucie Anatomii i Biologii Komórki Uniwersytetu w Heidelbergu, Niemcy65 (Ryc. 3). 

 

 

Ryc. 3. Schemat otrzymywania kłębuszków nerkowych i hodowli pierwotnej szczurzych podocytów. 

 

Doświadczenia prowadzono w układach badawczych, w których podocyty inkubowano 

w następujących warunkach:  

• insulina (INS, 300 nM, 5 min), La3+ (1 mM, 15 min preinkubacja), Caloxin2A1 (0,3 

mM, 15 min preinkubacja), CB-DMB (50 μM, 15 min preinkubacja), SKF96365 

(inhibitor TRPC, 10 μM, 15 min preinkubacja), SAR7334 (specyficzny inhibitor 

TRPC6, 1 μM, 15 min), metformina (MTF, aktywator AMPK, 2 mM, 2 h), związek 

C (CC, inhibitor AMPK, 100 μM, 2 h);  

• INS (300 nM, 5 min), OAG (1-oleilo-2-acetyloglicerol ,aktywator TRPC, 100 μM, 

5 min), SKF96365 (10 μM, 15 min preinkubacja), 8-Br-cGMP (aktywator PKG, 

100 μM, 5 min), Rp-8-Br-cGMPS (inhibitor PKG, 100 μM, 15 min preinkubacja), 

nadtlenek wodoru (H2O2, 100 μM, 5 min); 

• standardowego (SG, 11 mM) lub wysokiego (HG, 30 mM) stężenia glukozy przez 

okres 5 dni w obecności odpowiednich modulatorów aktywności PKGIα (INS, 300 

nM, 5 min lub 5 dni; 8-Br-cGMP, 100 μM, 5 min; Rp-8-Br-cGMPS, 100 μM, 5 dni). 
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Wcześniejsze wyniki badań wskazują, że 5-dniowa ekspozycja podocytów na HG prowadzi 

do rozwoju insulinooporności, manifestującej się zniesieniem stymulującego wpływu 

insuliny na dokomórkowy transport glukozy14. 

Przeprowadzono również doświadczenia w układach badawczych, w których izolowane 

kłębuszki nerkowe inkubowano w poniższych warunkach: INS (300 nM, 5 min), OAG 

(100 μM, 5 min) oraz SKF96365 (10 μM, 15 min preinkubacja). 

Western Blot  

W celu detekcji badanych białek lizat (15-20 μg białka na ścieżkę) nanoszono na 10% żel 

poliakrylamidowy i rozdzielano przy użyciu elektroforezy SDS-PAGE. Rozdzielone białka 

według masy cząsteczkowej przenoszono na nitrocelulozowe membrany za pomocą 

elektrotransferu. W celu potwierdzenia obecności badanych białek stosowano specyficzne 

przeciwciała I-rzędowe: anty-p-IRβ (Tyr1150-1151) (1:200, Santa Cruz Biotechnology), 

anty-IRβ (1:200, Santa Cruz Biotechnology), anty-p-Akt1/2/3 (Ser473) (1:400, Santa Cruz 

Biotechnology), anty-Akt1/2/3 (1:400, Santa Cruz Biotechnology), anty-p-MLC2 (Ser19) 

(1:400, Cell Signaling Technology), anty-MLC2 (1:1000, Cell Signaling Technology), 

anty-PKGIα (1:400, Santa Cruz Biotechnology), anty-p-MYPT1 (Ser965) (1:400, Santa 

Cruz Biotechnology), anty-MYPT1 (1:400, Santa Cruz Biotechnology), anty-TRPC6 

(1:1000, Sigma-Aldrich), anty-p-PAK1/2/3 (Thr423/402/421) (1:800, Sigma-Aldrich), 

anty-p-PAK1/2/3 (Ser144/141/139) (1:800, Sigma-Aldrich), anty-PAK1/2/3 (1:800, Cell 

Signaling Technology), anty-p-kofilina (Ser3) (1:1000, Sigma-Aldrich), anty-kofilina 

(1:1000, Santa Cruz Biotechnology), anty-p-Rac1 (Ser71) (1:1000, OriGene), anty-Rac1 

(1:875, Invitrogen), anty-ROCK1 (1:1000, Cell Siganling Technology), anty-ROCK2 

(1:1000, Cell Siganling Technology), anty-p-AMPK (Thr172) (1:1000, Cell Signaling 

Technology), anty-p-AMPKα1 (1:500, Santa Cruz Biotechnology), anty-p-AMPKα2 

(1:500, Santa Cruz Biotechnology), anty-AMPK (1:1000, Cell Signaling Technology), 

anty-pVASP (Ser239) (1:667, Abcam), anty-VASP (1:28 000, Sigma-Aldrich), anty-aktyna 

(1:16000, Sigma Aldrich). 

Immunofluorescencja  

Aby określić kolokalizację badanych białek, podocyty utrwalano 4% paraformaldehydem 

i płukano ogrzanym do 37oC PBS. Następnie komórki kolejno permeabilizowano 0,1%  

Triton-X, płukano PBS, blokowano (PBS z 2% BSA, 2% FBS oraz 0,2% rybią żelatyną) 

i inkubowano ze specyficznymi przeciwciałami I-rzędowymi: anty-TRPC6 (1:100),  
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anty-PKGIα (1:15), anty-AMPKα1(1:100), anty-AMPKα2 (1:100), anty-kofilina (1:50), 

anty-VASP (1:30). Następnie przeciwciała I-rzędowe inkubowano z odpowiednimi 

przeciwciałami II-rzędowymi znakowanymi barwnikami fluorescencyjnymi. Zdjęcia 

podocytów wykonano za pomocą mikroskopu konfokalnego (Leica SP8X) z obiektywem 

imersyjnym 63x.  

F-aktynę znakowano fluorescencyjnie falloidyną (1:200, Invitrogen). Zdjęcia podocytów 

z wybarwioną siecią aktynową wykonano za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon 

Ti Eclipse) z obiektywem 40x.  

Transfekcja komórek siRNA  

Wyciszanie ekspresji genu kodującego kanał wapniowy TRPC6, AMPKα1, AMPKα2, 

VASP, NOX4, NOX2 przeprowadzano za pomocą specyficznych siRNA. Wyniki 

interpretowano w odniesieniu do kontrolnego siRNA (scrambled siRNA, kontrola 

negatywna). Poziom wyciszenia określonego genu sprawdzano przeprowadzając analizę 

ilości odpowiedniego białka metodą Western Blot. 

Izolacja RNA i real-time PCR 

Podocyty homogenizowano i izolowano RNA z użyciem odczynnika TRI Reagent (Sigma). 

Całkowite RNA ekstrahowano metodą fenolowo-chloroformową. Ilość oraz jakość 

wyizolowanego RNA oznaczano spektrofotometrycznie przy długości fali 260 nm oraz 280 

nm. Poziom badanego transkryptu analizowano metodą PCR w czasie rzeczywistym 

z wykorzystaniem komercyjnego zestawu LightCycler DNA SYBR Green I, za pomocą 

termocyklera LightCycler 480 (Roche Diagnostics).  

Wychwyt glukozy  

Podocyty inkubowano w obecności niespecyficznego inhibitora TRPC (SKF96365, 100 μM, 

15 min) lub specyficznego inhibitora TRPC6 (SAR7334, 1 μM, 15 min). Następnie do 

komórek dodawano 1 μCi [1,2-3H]-deoksy-D-glukozy rozcieńczonej w nieradioaktywnym 

roztworze glukozy (stężenie końcowe 50 μM) z dodatkiem lub bez 300 nM insuliny (3 min 

w 37°C, 5% CO2). Następnie płytkę umieszczano na lodzie i z każdego dołka pobierano 

mieszaninę inkubacyjną do naczynek scyntylacyjnych zawierających płyn scyntylacyjny 

w celu oznaczenia radioaktywności zewnętrznej. Podocyty przepłukiwano schłodzonym do 

4oC PBS, a następnie traktowano 0,05 N NaOH w celu ich lizy. Uzyskane lizaty komórkowe 

przenoszono do naczynek scyntylacyjnych z płynem scyntylacyjnym w celu oznaczenia 
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radioaktywności wewnątrzkomórkowej. Radioaktywność mierzono za pomocą licznika 

scyntylacyjnego (MicroBeta2®, Perkin Elmer, Waltham, USA). 

Immunoprecypitacja  

W celu wyodrębnienia badanego białka z mieszaniny innych białek, lizaty komórkowe 

inkubowano z komercyjnie dostępnym odczynnikiem Protein A/G-PLUS Agarose 

z odpowiednimi przeciwciałami I-rzędowymi. Otrzymaną próbkę analizowano przy pomocy 

metody Western blot. 

Przepuszczalność kłębuszków nerkowych dla albuminy  

Kłębuszki nerkowe inkubowano w pożywce z 5% BSA w obecności lub bez insuliny, OAG, 

SKF96365. Kłębuszki kontrolne inkubowano z dodatkiem buforu zawierającego 5% BSA. 

Zmiany w objętości kłębuszków rejestrowano za pomocą mikroskopu (Olympus IX51) 

1 min przed i po dodaniu badanego związku. Na podstawie otrzymanych wyników 

wyliczano konwekcyjny współczynnik przepuszczalność dla albuminy (Palb=1-σalb, gdzie 

σalb - współczynnik przepuszczalności) określający ruch albuminy jako konsekwencję 

przemieszczania się wody w gradiencie onkotycznym oraz przepuszczalność kapilar 

kłębuszka nerkowego dla albuminy. 

Oznacznie G-LISA  

Do oznaczenia aktywności Rac1 użyto komercyjnie dostępnego zestawu G-LISA Rac1 

Activation Biochem Kit –Absorbance Based (Cytoskeleton Inc, Denver, USA).  

Pomiar stężenia cGMP 

Do oznaczenia stężenia cGMP w lizatach podocytów użyto komercyjnie dostępnego 

zestawu Cyclic GMP EIA Kit (Cayman Chemical Company, Michigan, USA). 

Oznaczanie aktywności oksydazy NAD(P)H 

Aktywność oksydazy NAD(P)H mierzono zmodyfikowaną metodą chemiluminescencyjną 

zależną od lucygeniny. W celu zbadania produkcji anionu nadtlenku, do wzbogaconego 

o EDTA i lucygeninę buforu PBS dodawano homogenat komórkowy (50 μg białka). Reakcję 

rozpoczynano przez dodanie NADPH. Emisję fotonów, w przeliczeniu na relatywną 

jednostkę światła, mierzono za pomocą luminometru FB12 (Berthold). 
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Analizy statystyczne  

Wyniki przedstawiają średnią ± standardowy błąd średniej (SEM). Obliczenia statystyczne 

wykonywano stosując analizę wariancji (ANOVA) testem t-Studenta-Newmana-Keulsa 

lub testem t-studenta dla grup niezależnych wykorzystując oprogramowanie SigmaPlot 11.0 

(Systat Software, Inc., USA). Istotność statystyczną ustalono na poziomie p<0,05.  
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6. Omówienie i podsumowanie najważniejszych wyników  

6.1. Rola TRPC6 w regulacji przepuszczalności kłębuszkowej bariery filtracyjnej 

na drodze insulinozależnej aktywacji szlaku sygnałowego związanego z PKGIα  

Publikacja 166 

Kłębuszkowa bariera filtracyjna odgrywa istotną rolę w funkcji filtracyjnej nerek. 

Jednym z istotnych czynników regulujących przepuszczalność kłębuszkowej bariery 

filtracyjnej jest insulina – hormon wpływający na funkcję oraz morfologię podocytów. 

Wyniki badań dowodzą, że insulina, poprzez aktywację PKGIα, zwiększa przepuszczalność 

dla albuminy zarówno kłębuszkowej bariery filtracyjnej, jak i monowarstwy podocytów 

utworzonej przez komórki hodowane na nylonowych membranach pokrytych kolagenem 

typu IV15. PKGIα-zależna regulacja przepuszczalności monowarstwy podocytów dla 

albuminy jest skorelowana ze zmianami [Ca2+]i
67. Badania przeprowadzone przez 

Möller i wsp. (2007) wykazały, że nadekspresja genu kodującego kanał TRPC6 u myszy 

prowadzi do zwiększenia ilość kanałów TRPC6 w wypustkach stopowatych podocytów 

w bliskim sąsiedztwie SD, z towarzyszącą proteinurią68. Kanał TRPC6 jest odpowiedzialny 

za napływ jonów Ca2+ do komórki podocytarnej, a zatem może wpływać na 

przepuszczalność kłębuszkowej bariery filtracyjnej.  

W związku z powyższym sprawdzono, czy insulina reguluje przepuszczalność bariery 

filtracyjnej w wyniku TRPC6-zależnej aktywacji szlaku sygnałowego związanego z PKGIα. 

Nasze wcześniejsze prace dowodzą, że insulina zwiększa przepuszczalność kłębuszkowej 

bariery filtracyjnej15,16. Badania przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji wykazały, 

że inkubacja kłębuszków nerkowych z insuliną w obecności inhibitora kanału TRPC 

(SKF96365) prowadzi do zahamowania działania insuliny i zmniejszenia przepuszczalności 

kłębuszkowej bariery filtracyjnej (Fig. 1A), podczas gdy zastosowanie aktywatora kanału 

TRPC (OAG) zwiększa przepuszczalność bariery filtracyjnej dla albuminy (Fig. 1B). 

Podobne wyniki uzyskano w badaniach, w których stosowano komórki podocytarne. Pod 

wpływem inhibitora SKF96365 obserwowano zniesienie stymulującego wpływu insuliny na 

przepuszczalność monowarstwy podocytów dla albuminy, natomiast zastosowanie 

aktywatora kanału TRPC powodowało zwiększenie przepuszczalności (Fig. 1C-D). 

Zaobserwowano również, że zastosowanie aktywatora PKG (8-Br-cGMP) zwiększa 

przepuszczalność monowarstwy podocytów dla albuminy. Wyciszenie genu kodującego 

TRPC6 za pomocą wyciszającego RNA (siRNA) znosi działanie insuliny oraz 8-Br-cGMP 
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na przepuszczalność monowarstwy podocytów dla albuminy (Fig. 10A). Wyciszenie 

ekspresji genu kodującego PKGIα za pomocą siRNA również prowadziło do zniesienia 

działania insuliny oraz zmniejszenia wpływu aktywatora kanału TRPC (OAG) na przepływ 

albuminy przez monowarstwę podocytów (Fig. 10B).  

Kim i wsp. (2012) wykazali, że insulina zwiększa ilość kanałów TRPC6 i podjednostki 

NOX4 w błonie podocytów. Wyciszenie ekspresji genu kodującego NOX4 w mysich 

podocytach znosiło stymulujący wpływ insuliny na kanał TRPC628. Wyniki badań 

przeprowadzonych przez Ilatovskaya i wsp. (2018) pokazały, że NOX4-zależna produkcja 

ROS prowadzi do uszkodzenia podocytów w wyniku zwiększonego napływu jonów Ca2+ do 

komórki przez kanały TRPC630. Inkubacja podocytów z wysokim stężeniem glukozy69, 

aminonukleozydem puromycyny70 lub angiotensyną II71 również prowadzi do wzrostu 

produkcji ROS i zwiększenia TRPC6-zależnego napływ jonów Ca2+ do komórek. 

Przedstawione powyżej wyniki badań sugerują, że wpływ insuliny na aktywność kanału 

TRPC6 zależy od produkcji ROS w wyniku aktywacji oksydazy NOX4. 

W związku z tym zbadano wpływ insuliny, OAG oraz SKF96365 na aktywność oksydazy 

NAD(P)H w szczurzych podocytach. Zarówno insulina, jak i OAG zwiększają aktywność 

tego enzymu. Preinkubacja podocytów z inhibitorem TRPC zmniejsza aktywność oksydazy 

NAD(P)H o 55% oraz znosi stymulujący wpływ insuliny na aktywność tego enzymu (Fig. 

2A). Ponadto podocyty z wyciszoną ekspresją genu kodującego NOX4 charakteryzują się 

znacząco zmniejszoną aktywnością oksydazy NAD(P)H, mimo obecności OAG (Fig. 2B). 

Specyficzne wyciszenie ekspresji genu kodującego TRPC6 skutkuje zniesieniem 

stymulującego wpływu insuliny na aktywność oksydazy NAD(P)H (Fig. 2C, D). Dodatkowo 

zaobserwowano, że insulina zwiększa [Ca2+]i o 60%, a inhibitor TRPC SKF96365 hamuje 

ten efekt (Fig. 2E, F).  

Nasze poprzednie wyniki badań wykazały, że aktywacja oksydazy NAD(P)H 

w odpowiedzi na insulinę jest skorelowana ze wzrostem aktywności PKGIα w podocytach15. 

Dlatego też zbadano, czy kanały jonowe TRPC regulują aktywność PKGIα. Eksperymenty 

przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej dowodzą, że insulina powoduje 

wzrost dimeryzacji PKGIα zależnie od kanału TRPC (Fig. 3).  

Szlak sygnałowy zależny od PKGIα, a także TRPC6-zależny napływ jonów Ca2+ 

wpływają na aktywność aparatu kurczliwego podocytów, regulując zmiany w organizacji 

szkieletu aktynowego55,68. W związku z powyższym założono, że aktywacja kanału TRPC 

powoduje zmiany w poziomie fosforylacji MYPT1 i MLC w wyniku aktywacji PKGIα. 

Wykazano, że zastosowanie inhibitora TRPC znosi efekt insuliny na stopień fosforylacji 
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białek MYPT1 oraz MLC (Fig. 4A, B), natomiast OAG-zależna aktywacja kanału TRPC 

zwiększa poziom fosforylacji białka MYPT1 o 58% oraz prowadzi do defosforylacji białka 

MLC (Fig. 4C, D). Stwierdzono również, że w obecności zarówno insuliny, jak i aktywatora 

TRPC dochodzi do reorganizacji szkieletu aktynowego podocytów i zaniku włókien 

naprężeniowych. Podocyty inkubowane z insuliną w obecności inhibitora TRPC 

charakteryzują się widocznymi włóknami naprężeniowymi rozmieszonymi równomiernie w 

całej komórce (Fig. 5). Również nadekspresja genu kodującego białko TRPC6 skutkuje 

zanikiem włókien naprężeniowych w mysich podocytach68. 

Kolejnym etapem badań było określenie, czy TRPC6 wchodzi w interakcję z PKGIα. 

W naszym zespole po raz pierwszy udowodniono występowanie oddziaływań między 

TRPC6 i PKGIα. Co więcej, wykazano, że pod wpływem insuliny o 47% wzrasta ilość 

koimmunoprecypitatu TRPC6-PKGIα (Fig. 6). Dodatkowo barwienie 

immunofluorescencyjne podocytów eksponowanych na insulinę potwierdziło wzrost 

kolokalizacji TRPC6 i PKGIα o 24% (Fig. 7). Podobny efekt uzyskano stosując aktywator 

PKG (8-Br-cGMP) oraz H2O2. Wcześniejsze wyniki badań wykazały, że PKGIα wchodzi 

w interakcję z podjednostką Slo1 kanału potasowego aktywowanego przez jony wapnia 

o dużym przewodnictwie (BKCa), a insulina zwiększa ilość koimmunoprecypitatu  

PKGIα-Slo172. Z kolei kanał BKCa tworzy koimmunoprecypitat z kanałem TRPC6 i innymi 

białkami SD24. Również barwienie immunofluorescencyjne mysich podocytów potwierdziło 

występowanie kolokalizacji pomiędzy podjednostką Slo1 i TRPC673. Kim i wsp. (2009) 

sugerują, że TRPC6-zależny napływ jonów Ca2+ warunkuje aktywację kanału BKCa. 

W kontekście przedstawionych wyników badań można przypuszczać, że interakcje 

zachodzące pomiędzy PKGIα, TRPC6 i BKCa w podocytach są częścią większego 

kompleksu, który jest elementem mechanizmu stabilizującego filtrację kłębuszkową 

w obliczu różnych bodźców, np. insuliny.  

Kolejnym krokiem było zbadanie, czy istnieje zależność pomiędzy ekspresją genu 

TRPC6 i insulinozależną regulacją aktywności PKGIα. Inkubacja podocytów z insuliną 

prowadzi do znaczącego spadku ekspresji TRPC6 na poziomie mRNA. Efekt ten był 

zahamowany w obecności inhibitora PKG (Rp-8-Br-cGMPS). Z kolei zastosowanie insuliny 

lub aktywatorów PKG (8-Br-cGMP, H2O2) zmniejszało ilość białka TRPC6 w podocytach 

(Fig. 8). Jak już wcześniej wspomniano, szlak sygnałowy NO/cGMP/PKG, poprzez 

fosforylację TRPC6 w pozycji Thr69, zmniejsza aktywność tego kanału. Również 

farmakologiczni agoniści PKG indukują fosforylację TRPC6 w pozycji Thr6936. Otrzymane 
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wyniki mogą wskazywać na istnienie mechanizmu adaptacyjnego, który przeciwdziała 

gromadzeniu się wapnia wewnątrz komórki i zmniejsza skurcz podocytów. 

W ramach niniejszej pracy doktorskiej zbadano również rolę kanału TRPC6 

w insulinozależnej aktywacji szlaku sygnałowego zależnego od PKGIα. Stwierdzono, 

że wyciszenie genu kodującego TRPC6 za pomocą siRNA zmniejsza ilość białka PKGIα 

w podocytach oraz uniemożliwia tworzenie wiązań disiarczkowych pomiędzy monomerami 

PKGIα pomimo obecności insuliny (Fig. 9A, B). Aktywacja PKGIα, w wyniku zastosowania 

8-Br-cGMP lub insuliny, zwiększa fosforylację MYPT1 i redukuje ilość ufosforylowanej 

formy MLC. Wyciszenie ekspresji genu kodującego TRPC6 uniemożliwia insulinie 

oddziaływanie na powyższe białka. Poza tym wyciszenie ekspresji TRPC6 prowadzi do 

zmniejszenia stopnia fosforylacji MYPT1 oraz wzrostu stopnia fosforylacji MLC 

w obecności 8-Br-cGMP (Fig. 9C, D). 
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6.2. Określenie roli szlaku TRPC6/AMPK w insulinozależnej reorganizacji 

szkieletu aktynowego i dokomórkowym transporcie glukozy w szczurzych 

podocytach  

Publikacja 274 

W pierwszym etapie badań zaplanowano określenie roli sygnalizacji wapniowej 

w regulacji transdukcji sygnału insulinowego w podocytach. Otrzymane wyniki badań 

wykazały, że insulina zwiększa stopień fosforylacji IR oraz Akt. Zahamowanie wypływu 

wapnia z komórki (po zastosowaniu La3+, caloxin2A1, CB-DMB) nie ma wpływu na poziom 

fosforylacji IR ani Akt. Również inkubacja podocytów z powyższymi inhibitorami 

w obecności insuliny nie wpływa na poziom fosforylacji tych białek (Fig. 1).  

Następnie zbadano wpływ inhibitora TRPC na transdukcję sygnału insulinowego. 

Podocyty poddane działaniu inhibitora SKF96365 charakteryzują się wprawdzie 

niezmienionym stopniem fosforylacji IR, jednakże stymulujący wpływ insuliny na stopień 

fosforylacji Akt jest zniesiony (Fig. 1). 

W celu zbadania roli kanału TRPC6 w regulacji białek będących częścią szlaku 

sygnałowego zależnego od insuliny zastosowano specyficzne siRNA. Stwierdzono, 

że transfekcja podocytów za pomocą siRNA TRPC6 znacząco zmniejsza ilość białka 

TRPC6 (Fig. 2A) oraz hamuje stymulujące działanie insuliny na stopień fosforylacji Akt 

(Fig. 2B), bez zmian w fosforylacji IR (Fig. 2C).  

W regulację szlaku sygnałowego zależnego od insuliny i stymulację insulinozależnego 

dokomórkowego transportu glukozy w podocytach zaangażowana jest również AMPK, 

która może być aktywowana pośrednio przez jony Ca2+ 39. Uzyskane przez nas wyniki badań 

potwierdziły, że insulina indukuje wzrost stopnia fosforylacji AMPKα (Fig. 3A). Ponadto 

insulina indukuje napływ wapnia do komórek28,66.W związku z tym postawiono hipotezę 

badawczą, że insulina wpływa na stopień fosforylacji AMPKα poprzez aktywację kanału 

TRPC. Zarówno zastosowanie inhibitora TRPC, jak i wyciszenie ekspresji genu kodującego 

TRPC6 znosiło efekt działania insuliny na stopień fosforylacji AMPK (Fig. 3A, B). 

Co więcej, wykorzystując metodę Western blot oraz transfekcję siRNA TRPC6 

udowodniono, że kanał TRPC6 odgrywa znaczącą rolę w regulacji insulinozależnego 

transportu glukozy w podocytach (Fig. 3C-E). Udział kanałów TRPC w regulacji 

insulinozależnego dokomórkowego transportu glukozy potwierdził Lanner i wsp. (2009). 

Wyciszenie ekspresji genu kodującego TRPC3 prowadzi do zahamowania tego procesu 

w komórkach mięśni szkieletowych75. Ponadto koimmunoprecypitacja białek wykazała, 
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że TRPC3 oddziałuje z GLUT4 we włóknach mięśniowych75. Otrzymane wyniki sugerują, 

że TRPC6-zależny napływ jonów Ca2+ może stymulować przemieszczanie się pęcherzyków 

zawierających GLUT4 do błony komórkowej podocytów, a w konsekwencji transport 

glukozy do komórki. 

Kanał TRPC6 jest częścią kompleksu sygnałowego zlokalizowanego w SD9. Kompleks 

ten odgrywa istotną rolę w regulacji funkcji podocytów. W związku z tym postanowiono 

sprawdzić, czy w podocytach występuje interakcja pomiędzy TRPC6 i AMPKα. 

Przeprowadzając koimmunoprecypitację białek wykazano, że TRPC6 oddziałuje z obiema 

izoformami AMPKα (α1 oraz α2). Pod wpływem insuliny ilość koimmunoprecypitatu 

TRPC6-AMPKα2 wzrasta aż o 45%, podczas gdy ilość koimmunoprecypitatu  

TRPC6-AMPKα1 pozostaje bez zmian (Fig. 4A-C). Również barwienie 

immunofluorescencyjne podocytów eksponowanych na insulinę wykazuje zwiększenie 

kolokalizacji TRPC6 z AMPKα2 (Fig. 4D). Bair i wsp. (2009) wykazali także istnienie 

zależności pomiędzy AMPKα i TRPC, gdzie wyciszenie ekspresji genu kodującego TRPC1 

znosi stymulujący wpływ peptydu agonisty PAR1 na fosforylację AMPKα w komórkach 

endotelialnych76. 

Insulinozależna aktywacja białka Rac1 indukuje reorganizację aktyny w mięśniach 

szkieletowych, czemu towarzyszy zwiększenie dokomórkowego transportu glukozy48. 

W związku z tym przyjęto założenie, że ograniczenie insulinozależnego transportu glukozy, 

w wyniku zahamowania aktywności kanałów TRPC6, może być skorelowane 

z ograniczeniem funkcji regulatorowej białka Rac1 w odniesieniu do szkieletu aktynowego 

podocytów. W naszych badaniach wykazano, że insulina aktywuje białko Rac1, natomiast 

inkubacja podocytów w obecności inhibitora TRPC znosi stymulujący wpływ insuliny na 

aktywność Rac1 (Fig. 5A). 

Następnie, aby określić wpływ AMPK na białko Rac1 zastosowano aktywator AMPK 

(metformina, MTF) oraz inhibitor AMPK (związek C, CC). Użycie modulatorów 

aktywności AMPK potwierdza istotne znaczenie tego białka w regulacji transportu glukozy 

w podocytach (Fig. 5C). Co więcej, wykazano, że MTF istotnie statystycznie zwiększa 

zarówno aktywność, jak i stopień fosforylacji białka Rac1 (Fig. 5D, E). Aby sprawdzić która 

izoforma AMPKα jest zaangażowana w regulację aktywności Rac1, podocyty 

transfekowano siRNA AMPKα1 lub AMPKα2 (Fig. 6A-B). Wyniki badań potwierdziły, że 

tylko wyciszenie ekspresji AMPKα2 w podocytach traktowanych MTF skutkuje 

zmniejszeniem o 25% stopnia fosforylacji białka Rac1 (Fig. 6D).  
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Jednym z efektorów białka Rac1 związanym z regulacją organizacji aktyny jest kinaza 

PAK. Do aktywacji kinazy PAK dochodzi wskutek jej fosforylacji w pozycji Thr423 

oraz Ser141, odłączenia dimeru i odsłonięcia domeny katalitycznej77. W podocytach, 

insulina zwiększa poziom fosforylacji kinazy PAK w pozycji Thr423 o 33% i Ser141 o 71% 

(Fig. 7A, C). Zarówno zastosowanie inhibitora SKF96365, jak i wyciszenie ekspresji 

TRPC6 znosi pozytywny wpływ insuliny na stopień fosforylacji kinazy PAK (Fig. 7A-D). 

Dodatkowo zbadano wpływ sygnalizacji wapniowej na poziom kinazy ROCK (izoformy 

ROCK1 i ROCK2), związanej z reorganizacją szkieletu aktynowego. W obecności 

inhibitora TRPC ilość białka ROCK1 i ROCK2 nie zmienia się (Fig. 8A, C). Natomiast 

transfekcja podocytów siRNA TRPC6 skutkuje zmniejszeniem ilości białka ROCK1 o 23%, 

bez zmian w ilości białka ROCK2 (Fig. 8B, D). 

TRPC6-zależna regulacja [Ca2+]i
 w podocytach odgrywa kluczową rolę w utrzymaniu 

prawidłowej struktury szkieletu aktynowego31. W związku z powyższym kolejnym etapem 

badań było sprawdzenie, czy kanały TRPC6 pośredniczą w procesie insulinozależnej 

regulacji dynamiki szkieletu aktynowego w podocytach. Badania przeprowadzone w ramach 

niniejszej pracy doktorskiej udowodniły, że insulina indukuje aktywację kofiliny w wyniku 

jej defosforylacji (Fig. 9A). Natomiast preinkubacja podocytów z inhibitorem TRPC - 

SKF96365 (Fig. 9A) lub transfekcja podocytów siRNA TRPC6 (Fig. 9B) znoszą ten efekt. 

Na podstawie analizy immunofluorescencyjnej kofiliny oraz aktyny w komórkach 

eksponowanych na insulinę, stwierdzono zwiększenie kolokalizacji kofiliny z aktyną o 20%. 

Preinkubacja podocytów z SKF96365 w obecności insuliny znosi ten efekt (Fig. 9C). 

Również w komórkach neuronalnych, aktywacja kanału TRPC wpływa pozytywnie na 

aktywność kofiliny78.  
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6.3. Określenie roli szlaku sygnałowego PKGIα/VASP w zależnej od insuliny 

oraz wysokiego stężenia glukozy regulacji przepuszczalności monowarstwy 

podocytów dla albuminy 

Publikacja 379 

Insulina oraz wysokie stężenie glukozy, aktywując zależny od PKGIα szlak sygnałowy, 

zwiększają przepuszczalność monowarstwy podocytów dla albuminy. W następnym etapie 

badań zbadano wpływ insuliny oraz aktywności PKG na ilość białka VASP i stopień jego 

fosforylacji w szczurzych podocytach. Metodą immunodetekcji stwierdzono, że zarówno 

pod wpływem insuliny, jak i farmakologicznej aktywacji PKG z zastosowaniem  

8-Br-cGMP, wzrasta stopień fosforylacji białka VASP w pozycji Ser239, bez istotnych 

zmian w jego ilości (Fig. 1), podczas gdy zastosowanie inhibitora PKG (Rp-8-Br-cGMPS) 

istotnie zmniejsza stopień fosforylacji białka VASP (Fig. 1B). Wyniki naszych badań 

wykazały, że aktywator PKG, podobnie jak insulina, zwiększa kolokalizację PKGIα i białka 

VASP oraz wpływa na rozmieszczenie tych białek w komórce (Fig. 2).  

Następnie zbadano, czy długotrwała inkubacja podocytów w obecności insuliny 

lub wysokiego stężenia glukozy wpływa na ilość białka VASP w komórce. Analiza Western 

blot wykazała, że insulina lub wysokie stężenie glukozy zwiększają ilość białka VASP 

odpowiednio o 35% i 29% (Fig. 3A). Ponadto zastosowanie powyższych warunków skutkuje 

zwiększeniem kolokalizacji białka VASP i PKGIα w podocytach (Fig. 3B). Dodatkowo 

podocyty inkubowano z inhibitorem PKG, aby potwierdzić istnienie zależności pomiędzy 

PKGIα i białkiem VASP w warunkach standardowego lub wysokiego stężenia glukozy. 

Metoda immunodetekcji wykazała, że zastosowanie inhibitora PKG zmniejsza ilość białka 

VASP w podocytach eksponowanych zarówno na standardowe, jak i wysokie stężenie 

glukozy (Fig. 4).  

Następnie, aby potwierdzić PKGIα-zależną fosforylację białka VASP w pozycji Ser239, 

podocyty, eksponowane na standardowe lub wysokie stężenia glukozy, transfekowano 

siRNA PKGIα. W odpowiedzi na wysokie stężenie glukozy zaobserwowano wzrost stopnia 

fosforylacji białka VASP Ser239. Po wyciszeniu ekspresji genu PKGIα lub zastosowaniu 

inhibitora PKG wykazano istotny spadek stopnia fosforylacji białka VASP na Ser239 

zarówno w warunkach standardowego, jak i wysokiego stężenia glukozy (Fig. 5B). 

Dodatkowo potwierdzono występowanie wzajemnych zależności pomiędzy PKGIα 

i białkiem VASP, którego ilość zmniejsza się zarówno po transfekcji komórek za pomocą 

siRNA PKGIα, jaki i po zastosowaniu inhibitora PKG (Fig. 5C). 
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Nasze wcześniejsze wyniki badań wykazały, że aktywacja PKGIα i wysokie stężenie 

glukozy wiążą się ze spadkiem poziomu fosforylacji MLC w podocytach57. Analiza Western 

blot potwierdziła, że wysokie stężenie glukozy obniża istotnie ilość formy ufosforylowanej 

MLC o 21%. W podocytach hodowanych w warunkach hiperglikemicznych, wyciszenie 

ekspresji genu kodującego PKGIα lub zastosowanie Rp-8-Br-cGMPS zwiększa stopień 

fosforylacji MLC (Fig. 5D).  

W kolejnym etapie badań wykazano, że wysokie stężenie glukozy lub hiperinsulinemia 

prowadzą do wzrostu stopnia fosforylacji Ser239 białka VASP oraz zwiększają ilość białek 

VASP i PKGIα w podocytach (Fig. 7). Wyciszenie ekspresji genu kodującego VASP 

zapobiega tym efektom środowiska hiperglikemicznego/hiperinsulinemii zarówno wobec 

fosforylacji VASP (Fig. 7A), jak i poziomu białka VASP (Fig. 7B) i ilości białka PKGIα 

(Fig. 7C). Zbadano także, czy białko VASP jest zaangażowane w regulację stopnia 

fosforylacji MLC. Podocyty eksponowane na insulinę i/lub wysokie stężenie glukozy 

charakteryzują się zmniejszoną ilością ufosforylowanej formy MLC. Natomiast 

zastosowanie siRNA VASP znosi ten efekt (Fig. 7D).  

W oparciu o wyniki sugerujące VASP-zależną regulację fosforylacji MLC, zbadano 

wpływ białka VASP na organizację filamentów aktynowych w podocytach. Na podstawie 

analizy immunofluorescencyjnej filamentów aktynowych w podocytach hodowanych 

w warunkach wysokiego stężenia insuliny lub glukozy, stwierdzono wzrost intensywności 

fluorescencji dla filamentów aktynowych w obszarach przybłonowych. Wyciszenie 

ekspresji genu kodującego białko VASP prowadzi do zniesienia wpływu insuliny 

i wysokiego stężenia glukozy na położenie filamentów aktynowych w podocytach (Fig. 8). 

Kim i wsp. (2010) zaobserwowali, że w komórkach mięśni gładkich z wyciszoną ekspresją 

VASP dochodzi do obniżenia kurczliwości, czemu towarzyszyły zaburzenia w elongacji 

filamentów aktynowych. Z kolei Lindsay i wsp. (2007) zasugerowali, że NO-zależna 

fosforylacja białka VASP w pozycji Ser239 prowadzi do zmniejszenia ilości filamentów 

aktynowych w wypustkach komórek nabłonkowych kanalików proksymalnych, zaniku 

lamellipodii i zaokrąglenia komórek. Otrzymane wyniki sugerują, że w stanach związanych 

z insulinoopornością może dochodzić do rozregulowania szlaku sygnałowego zależnego od 

białka VASP, a w konsekwencji do zaburzeń w reorganizacji szkieletu aktynowego 

podocytów. 

W związku z powyższymi wynikami zbadano udział białka VASP w regulacji 

przepuszczalności monowarstwy podocytów dla albuminy. Badania funkcjonalne 

potwierdzają stymulujący wpływ insuliny oraz wysokiego stężenia glukozy na 
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przepuszczalność, podczas gdy po zahamowaniu ekspresji genu kodującego VASP efekt ten 

jest zniesiony a przepuszczalność dla albuminy przez monowarstwę podocytów maleje  

(Fig. 9). Wyniki badań przeprowadzonych na komórkach endotelialnych mózgu pokazują, 

że w warunkach niedotlenienia dochodzi do zwiększenia stopnia fosforylacji białka VASP 

w pozycji Ser239, co koreluje ze wzrostem przepuszczalności bariery krew-mózg80. 

Hohenstein i wsp. (2005) wykazali, że podczas gwałtownie postępującego kłębuszkowego 

zapalenia nerek dochodzi do zwiększenia ilość białka VASP w podocytach, czemu 

towarzyszy zmniejszenie ilości podocytów w kłębuszkach. 

Powyższe wyniki sugerują, że szlak sygnałowy związany z białkiem VASP może odgrywać 

istotną rolę w patofizjologii podocytów, tym samym zaburzając funkcjonowanie bariery 

filtracyjnej w DKD.  
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6.4. Podsumowanie wyników 

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej wskazują na istotną 

rolę kanału jonowego TRPC6 i PKGIα w regulacji funkcji podocytów w warunkach 

fizjologicznych oraz patofizjologicznych. Otrzymane wyniki dowodzą, że insulina, poprzez 

TRPC6-zależną oksydacyjną aktywację ścieżki sygnałowej zależnej od PKGIα, zwiększa 

przepuszczalność izolowanych kłębuszków nerkowych oraz monowarstwy komórek 

podocytarnych dla albuminy. Jest to nowo scharakteryzowany mechanizm insulinozależnej 

regulacji przepuszczalności kłębuszkowej bariery filtracyjnej, w którym kluczową rolę 

odgrywa sygnalizacja wapniowa. Oprócz tego wykazano, że kanał TRPC6, aktywując szlak 

sygnałowy zależny od AMPKα2, pozytywnie reguluje insulinozależny dokomórkowy 

transport glukozy i jest zaangażowany w regulację dynamiki filamentów aktynowych 

w szczurzych podocytach. Badania stanowiące podstawę niniejszej dysertacji, po raz 

pierwszy pokazują, że kanał TRPC6 odgrywa kluczową rolę w pozytywnej regulacji 

aktywności AMPK. Ponadto zaproponowano nowy mechanizm łączący sygnalizację 

wapniową z insulinozależną regulacją dokomórkowego transportu glukozy w szczurzych 

podocytach.  

Eksperymenty przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej potwierdziły, 

że insulina i wysokie stężenie glukozy zwiększają przepuszczalność monowarstwy 

podocytów dla albuminy w wyniku aktywacji ścieżki sygnałowej zależnej od PKGIα. 

Co więcej, jako pierwsi, udowodniliśmy, że białko VASP jest jednym z elementów tego 

patomechanizmu. Wyniki zaprezentowane w tej pracy sugerują, że w warunkach wysokich 

stężeń glukozy i/lub insuliny dochodzi do zwiększenia przepuszczalności monowarstwy 

podocytów dla albuminy w wyniku aktywacji szlaku sygnałowego zależnego od PKGIα, 

któremu towarzyszy istotne zwiększenie stopnia fosforylacji białka VASP w pozycji Ser239. 

Niniejsza dysertacja uzupełnia wiedzę nie tylko na temat roli kanału TRPC6 

oraz sygnalizacji wapniowej w regulacji funkcji podocytów, ale wskazuje również nowe 

potencjalne źródła patomechanizmów powstających w stanach związanych 

z insulinoopornością, które mogą zaburzać funkcjonowanie kłębuszkowej bariery 

filtracyjnej. Ponadto wyniki prac ujętych w rozprawie doktorskiej pokazują, 

że hiperinsulinemia oraz insulinooporność są odpowiedzialne za rozregulowanie szlaków 

sygnałowych, w tym szlaku sygnałowego PKGIα/VASP, zaburzając prawidłowe 

funkcjonowanie podocytów.  
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7. Wnioski  

1. TRPC6 pośredniczy w insulinozależnej aktywacji PKGIα, której towarzyszy 

zwiększona przepuszczalności monowarstwy podocytów oraz izolowanych kłębuszków 

nerkowych dla albuminy. Uzyskane wyniki sugerują, że szlak sygnałowy 

TRPC6/PKGIα jest zaangażowany w insulinozależną regulację przepuszczalności 

kłębuszkowej bariery filtracyjnej. Ponadto powyższe wyniki sugerują, 

że hiperinsulinemia może prowadzić do zaburzeń w homeostazie wapnia w wyniku 

zwiększonego napływu jonów Ca2+ do komórki, tym samym promując nadmierną 

produkcję reaktywnych form tlenu, które aktywując PKGIα, przyczyniają się do 

zwiększania przepuszczalności albuminy przez warstwę podocytów. Mechanizm 

przedstawiony w niniejszej pracy może tłumaczyć zwiększoną przepuszczalność 

bariery filtracyjnej w chorobach związanych ze zwiększoną ekspresją kanału TRPC6 

oraz zbyt dużymi wewnątrzkomórkowymi stężeniami jonów Ca2+ w podocytach. 

 

2. TRPC6 uczestniczy w insulinozależnej regulacji dynamiki aktyny w podocytach 

poprzez aktywację białek szlaku sygnałowego Rac1/PAK/kofilina, przy czym 

aktywacja TRPC6 i AMPKα jest niezbędna do pobudzenia szlaku sygnałowego 

zależnego od Rac1 w odpowiedzi na insulinę. Otrzymane wyniki badań sugerują, 

że sygnalizacja AMPK i TRPC6 mają istotny wpływ na insulinozależną regulację 

szlaku sygnałowego Rac1/PAK/kofilina, a w konsekwencji na dynamikę szkieletu 

aktynowego podocytów. W kontekście zaprezentowanych wyników można 

przypuszczać, że farmakologiczna kontrola stopnia fosforylacji kofiliny może zapewnić 

prawidłową dynamikę polimeryzacji aktyny w cukrzycy przebiegającej 

z insulinoopornością, a także zabezpieczać prawidłowe funkcjonowanie transporterów 

GLUT4 oraz dokomórkowego transportu glukozy w podocytach. 

 

3. Zahamowanie aktywności TRPC6 prowadzi do zniesienia stymulującego wpływu 

insuliny na stopień fosforylacji AMPK oraz na dokomórkowy transport glukozy 

w podocytach. Dlatego też wydaje się, że TRPC6-zależny napływ jonów Ca2+, poprzez 

aktywację AMPK, jest pozytywnie zaangażowany w insulinozależny dokomórkowy 

transportu glukozy w podocytach. W związku z tym można przypuszczać, 

że ograniczenie insulinozależnego transportu glukozy w cukrzycy typu 2 może być 
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związane z zaburzeniami w homeostazie wapnia, które to mogą prowadzić do 

zmniejszenia aktywności AMPK. 

 

4. Insulina oraz wysokie stężenie glukozy zwiększają przepuszczalność podocytów dla 

albuminy na drodze PKGIα-zależnej fosforylacji białka VASP w pozycji Ser239, 

stanowiącej sygnał dla podocytów do reorganizacji szkieletu aktynowego. Aktywacja 

szlaku sygnałowego PKGIα/VASP może być częściowo odpowiedzialna za wzrost 

przepuszczalności bariery filtracyjnej, skutkującej albuminurią u pacjentów cierpiących 

na hiperglikemię lub hiperinsulinemię. Ponadto powyższe wyniki sugerują, 

że nadmierna aktywacja PKGIα jest jednym z czynników uczestniczących w rozwoju 

DKD, a zahamowanie aktywności tej kinazy może być potencjalnym celem 

terapeutycznym dla pacjentów chorych na DKD. 

 

 

WNIOSEK KOŃCOWY 

Insulina, poprzez TRPC6-zależną aktywację szlaku sygnałowego związanego 

z PKGIα i AMPKα2/Rac1, reguluje procesy komórkowe kluczowe dla prawidłowego 

funkcjonowania podocytów. W warunkach patofizjologicznych (wysokie stężenie 

insuliny i/lub glukozy) aktywacja szlaku sygnałowego PKGIα/VASP skutkuje 

zwiększeniem przepuszczalności monowarstwy podocytów dla albuminy. Otrzymane 

wyniki sugerują, że w stanach związanych z insulinoopornością może dochodzić do 

zaburzenia metabolizmu podocytów w wyniku rozregulowania insulinozależnych 

szlaków sygnałowych, co z kolei może prowadzić do dysfunkcji podocytów, 

a w konsekwencji do zmian w strukturze oraz przepuszczalności kłębuszkowej bariery 

filtracyjnej i rozwoju cukrzycowej choroby nerek.  
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