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Wykaz uzywanych skrotow

2-DG — [1,2-*H]-deoksy-D-glukoza

AGEs — koncowe produkty glikacji (ang. advanced glycation end products)

Akt/PKB — kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)

AMP — adenozyno-5’-monofosforan

AMPK - kinaza aktywowana 5'AMP (ang. 5’AMP-activated protein kinase)

ANP — przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ang. atrial natriuretic peptide)

Atg — geny zwigzane z autofagia (ang. autophagy-related genes)

ATP — adenozyno-5’-trifosforan

BCIP — fosforan 5-bromo-4-chloro-3-indoksylowy

Bcl-2 - rodzina biatek pro i antyapoptotycznych oraz biatko antyapoptotyczne (ang. B-
cell leukemia-2)

BSA — albumina wotowa (ang. bovine serum albumin)

CD2AP — biatko zwigzane z CD2 (ang. cluster of differentiation associated protein 2),
CDK - kinaza zalezna od cyklin (ang. cyclin-dependent kinases)

DAPI — 4',6-diamidino-2-phenylindole

DTT - ditiotreitol

EMT — przejscie nablonkowo-mezenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal transition)
Erk — kinaza regulowana zewnatrzkomorkowo (ang. extracellular signal-regulated
kinase)

FBS — surowica ptodowa bydleca (ang. foetal bovine serum)

FITC — 5-izotiocyjanian fluoresceiny

FSGS — ogniskowe segmentowe szkliwienie kigbuszkéw ni wsp.owych (ang. focal
segmental glomerulosclerosis)

GBM - btona podstawna kiebuszkéw (ang. glomerular basement membrane)

GFB — bariera filtracyjna klebuszkow (ang. glomerular filtration barrier)

GFP — biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

GLUT - biatko transportujace glukoze

GPL - biatko podobne do podjednostki B biatka G (ang. G protein S-subunit like
protein)

HG — $rodowisko o wysokim st¢zeniu D-glukozy (30 mM)

IR — receptor insulinowy

IRS — substrat receptora insulinowego



JNK — kinaza C-Jun N-koncowa (ang. c-Jun N-terminal Kinase)

LAMP - biatko zwigzane z blong lizosomu (ang. lysosomal-associated membrane
protein)

LC3 - biatko zwigzane z mikrotubulami (ang. microtubule-associated protein 1 light
chain 3)

LDH — dehydrogenaza mleczanowa

LG — srodowisko o 11 mM st¢zeniu D-glukozy i 19 mM L-glukozy

MAGI - btonowa kinaza guanylanowa o odwrdconej orientacji (ang. membrane-
associated guanylate kinase with inverted orientation)

MAPK - kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase)

m.C. — masa ciata

MCP — biatko chemotaktyczne dla monocytow (ang. monocyte chemoattractant
protein)

MTOR — ssacze biatko docelowe dla rapamycyny (ang. mammalian target of
rapamycin)

MTT — bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu

NBT — biekit nitrotetrazolowy

NC — nefropatia cukrzycowa

p150 — kinaza serynowa 0 masie czgsteczkowej 150kDa

PBS - bufor fosforanowy (ang. phosphate buffered saline)

PCNA — jadrowy antygen komorek proliferujacych (ang. proliferating cell nuclear
antigen)

PE — fostatydyloetanoloamina (ang. phosphatidilethanolamine)

PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

PPAR — receptory aktywowane proliferatorami peroksysomow (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor)

PRAS40 - biatko wchodzace w sktad kompleksu mTOC1 (ang. proline-rich PKB/Akt
substrate 40-kDa)

Raptor - biatko regulatorowe zwigzane z mTOR (ang. regulatory associated protein of
mTOR)

RFP — biatko czerwonej fluorescencji (ang. red fluorescent protein)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

Rubicon - biatko oddziatujace z Bekling 1 (ang. RUN domain and cysteine-rich domain

containing, Beclinl-interacting protein)



SEM - blad standardowy $redniej

SG — srodowisko o standardowym stezeniu D-glukozy (11 mM)

STZ — streptozotocyna

TBE — bufor Tris-boran-EDTA

TBS — bufor solny Tris (ang. Tris Buffered Saline)

TEM — transmisyjna mikroskopia elektronowa

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametyloetylenoamina

TGF-p — transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor beta)
TRPC — kationo-selektywny kanat jonowy (ang. transient receptor potential cation
channel)

VEGF — czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth

factor)
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1. Streszczenie

Nefropatia cukrzycowa (NC) jest przewleklym powiklaniem cukrzycy bedacym
najczestszg przyczyng niewydolnosci nerek wymagajacej terapii nerkozastepczej.
Wazng role¢ w rozwoju NC przypisuje si¢ zaburzeniom strukturalno-funkcjonalnym
podocytow, ktore tworzag wewnetrzng warstwe bariery filtracyjnej kiebuszkow
nerkowych. Podocyty sa komorkami insulinowrazliwymi o bardzo ograniczonej
zdolnosci do podziatow komorkowych, dlatego tez ich utrata moze by¢ poczatkowo
rOwnowazona przez hipertrofi¢ pozostalych w kiebuszku nerkowym podocytow,
natomiast nie moze by¢ kompensowana przez proliferacje podocytow czy tez rekrutacje
i roznicowanie komorek w kierunku podocytéw. Kluczowa role dla zywotnosci
i funkcji podocytow odgrywa proces autofagii, ktory stanowi mechanizm adaptacyjny
stuzacy do usuwania nieprawidlowo sfatdowanych biatek i niefunkcjonalnych organelli
wewnatrzkomorkowych, jakie moga powstawaé¢ miedzy innymi podczas nadmiernej
syntezy biatek towarzyszacej hipertrofii komorek.

Celem pracy byto zbadanie mechanizméw prowadzacych do uszkodzenia
podocytow w cukrzycy i1 okreslenie stopnia zaangazowania autofagii w patogenez¢
nefropatii cukrzycowej z wykorzystaniem modelu podocytow szczurzych hodowli
pierwotnej. Biorgc pod uwage fakt, iz na wczesnym etapie rozwoju cukrzycy typu 2
hiperglikemia jest wynikiem rozwijajacej si¢ insulinoopornosci komorek, ktora z kolei
prowadzi do kompensacyjnego wzrostu st¢zenia insuliny w osoczu, w niniejszej pracy
badano wplyw 1 mechanizm dzialania wysokich st¢zen insuliny (300 nM, 60 minut,
31 5 dni) oraz D-glukozy (30 mM, 5 dni) na ilo§¢ markeréw autofagalnych na poziomie
mRNA 1 biatka, Zywotno$¢ 1 apoptoz¢ podocytow oraz ich przepuszczalnos¢ dla
albuminy i transport 2-deoksy-[1,2-*H]-D-glukozy (2-DG) do komérek. Efekt dziatania
insuliny badano w §rodowisku 11 mM D-glukozy.

Przy uzyciu techniki transmisyjnej mikroskopii elektronowe;,
W nieeksponowanych na egzogenng insuling podocytach stwierdzono obecnos$¢ licznych
struktur autofagalnych — autofagosomow i autofagolizosomow. Nastepnie wykazano, ze
insulina zwigksza poziom markeréw autofagalnych LC3-1, LC3-II, Atg5 (biatko
I MRNA) oraz ilo$¢ kompleksow Atg5-Atgl2. Zmiany ilo$ci badanych markerow miaty
charakter przejsciowy i1 byly obserwowane po krétkotrwatej (60 minut) 1 dlugotrwate;j

(3 dni) inkubacji podocytow z insuling. Stwierdzono rowniez zwigkszong ilo§¢ biatka

11



LC3-I w kiebuszkach nerkowych izolowanych od otylych szczuréw Zucker
cechujacych si¢ hiperinsulinemig.

W celu zbadania wptywu in vitro insuliny na aktywno$¢ autofagii w zywych
podocytach przeprowadzono nukleofekcje podocytéw z uzyciem plazmidu kodujgcego
gen LC3 oraz geny biatek znacznikowych tj. zielonej i czerwonej fluorescencji (GFP
i RFP), ktorych ekspresja pozwala na $ledzenie wewnatrzkomorkowego rozmieszczenia
LC3. Insulina powodowata przej$ciowy wzrost akumulacji LC3 w autofagolizosomach;
maksymalny efekt tj. 2,2-krotny wzrost, obserwowano po 2 dniach ekspozycji
podocytow na insuling. Ze wzgledu na fakt, iz w podocytach insulina stymuluje
produkcje reaktywnych form tlenu (ROS) — aktywatoréw autofagii, zbadano efekt
zahamowania aktywnosci oraz iloéci biatka (apocynina — 100uM, 2h; siRNA NOX4)
oksydazy NAD(P)H, gtéwnego endogennego zrdédta ROS w podocytach, na aktywnos$¢
autofagii oceniang w oparciu 0 zmiany poziomu LC3, Atg5 oraz ilos¢ kompleksow
Atg5-Atgl2. Apocynina znosita stymulujacy wpltyw insuliny na poziom LC3 i ilos¢
komplekséw Atg5-Atgl2, a z kolei transfekcja podocytow z uzyciem SIRNA NOX4
powodowata zahamowanie stymulujacego dziatania insuliny na poziom LC3 (biatko
I mRNA), Atg5 (mRNA) oraz ilos¢ kompleksow AtgS-Atgl2. Otrzymane wyniki
dotyczace zaangazowania podjednostki NOX4 w dziatanie insuliny na poziom LC3
i Atgd w podocytach zostaly potwierdzone metoda konfokalnej mikroskopii
immunofluorescencyjnej; insulina powodowala gromadzenie si¢ LC3 1 Atgd
w skupiskach wewnatrzkomoérkowych, natomiast tego efektu nie obserwowano
w podocytach po transfekcji SIRNA NOX4. Nie stwierdzono wptywu siRNA NOX4 na
zmiany w wewnatrzkomorkowym profilu rozmieszczenia LC3 i Atg5 po stymulacji
komorek nadtlenkiem wodoru (100 uM, 30 min), stanowigcym egzogenne zrodto ROS.
Wykazano takze, ze insulina zwigksza poziom fosforylacji mTOR (Ser2448) oraz AMPK
(Thrm), enzymoOw uczestniczacych w regulacji autofagii na etapie inicjacji 1 elongacji
bton autofagosomalnych. Natomiast nie stwierdzono znamiennego wptywu insuliny na
ilos¢ biatek ULKI, bekliny 1, JNK1, PI3K klasy III oraz na aktywno$¢ enzymatyczna
PI3K klasy IlI.

W toku kolejnych przeprowadzonych do$wiadczen wykazano, ze 5-dniowa
hodowla podocytow w srodowisku 0 30 mM stezeniu D-glukozy (HG) wptywa na ilosé
markeréw autofagalnych na poziomie biatka. Stwierdzono zmniejszong ilo§¢ LC3-I1I
oraz zwigkszong ilo$¢ ULK1, przy czym w przeciwienstwie do LC3-Il, zmiany w ilosci

ULKI1 stwierdzono roéwniez w $rodowisku o stezeniu 11 mM D-glukozy i 19 mM
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L-glukozy (LG) - kontrola osmotyczna. Nie stwierdzono znamiennych roznic
w poziomie biatka bekliny 1 oraz PI3K klasy III, ilo$ci kompleksow AtgS5-Atgl2 oraz
w aktywnos$ci enzymatycznej PI3K klasy III w srodowiskach HG 1 LG.

Zbadano takze wptyw insuliny i $rodowiska HG na zywotno$¢ podocytow i liczbe
podocytow ulegajacych apoptozie, jak rowniez zaangazowanie autofagii w te procesy
wykorzystujac podocyty po transfekcji siRNA AtgS. Insulina (300 mM, 60 minut,
3 1 5 dni) nie wplywata zamiennie na zywotno$¢ podocytéw oraz liczbe podocytow
ulegajacych apoptozie. Natomiast wyciszenie ekspresji Atg5 powodowato zwigkszenie
o okoto 13% liczby podocytow ulegajacych apoptozie pod wplywem insuliny (60
minut). W $rodowisku hodowlanym HG zmniejszyla si¢ znamiennie zywotno$¢
podocytow, a efekt ten byl nasilony po wyciszeniu ekspresji AtgS. Réwniez liczba
podocytow ulegajacych apoptozie byla wyzsza w Srodowisku HG. Nie stwierdzono
wptywu $srodowiska LG na zywotno$¢ i liczbe podocytow ulegajacych apoptozie.

W kolejnych badaniach wykazano, ze insulina (60 minut, 3 i 5 dni) zwigksza
przepuszczalno$¢ warstwy podocytarnej dla albuminy, a efekt krotkotrwatej inkubacji
podocytéw z insuling (60 minut) jest zniesiony po transfekcji siRNA Atg5. Zwigkszona
przepuszczalno$¢ podocytéw dla albuminy wystepujaca po dhlugotrwatej inkubacji
z insuling (3. 1 5. dzien) nie ulegata zmianom pod wplywem siRNA Atg5. Inkubacja
podocytow w $rodowisku HG 1 LG réwniez powodowala zwiekszenie
przepuszczalnosci podocytow dla albuminy, aczkolwiek efekt ten nie ulegat zmianie po
wyciszeniu ekspresji Atg5. Zbadano takze potencjalny zwigzek pomiedzy autofagia
i wrazliwoscig podocytow na dziatanie insuliny, gdzie wykazano, ze krotkotrwata (60
minut) inkubacja podocytoéw z insuling zwigksza aktywno$¢ dokomorkowego transportu
2-DG, a efekt ten jest zniesiony w podocytach po transfekcji siRNA Atg5. Ponadto,
dlugotrwata inkubacja podocytow w s$rodowisku HG, lecz nie w S$rodowisku LG,
zapobiegata stymulujgcemu dzialaniu insuliny na aktywno$¢ dokomorkowego
transportu 2-DG. Efekt $rodowiska HG na aktywno$¢ dokomoérkowego transportu
utrzymywat si¢ w podocytach po transfekcji SIRNA Atg5.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz zarowno wysokie pozakomodrkowe stezenie
insuliny, jak i glukozy wptywaja na aktywnos$¢ autofagii w podocytach, ktora moze
modyfikowac¢ przepuszczalno$¢ podocytow dla albuminy i przyczynia¢ si¢ do rozwoju

insulinooporno$ci podocytow.
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ABSTRACT

Diabetic nephropathy (DN) is one of the chronic complications of diabetes which
remains the leading cause of renal failure requiring renal replacement therapy.
Structural and functional impairment of podocytes, which constitute the inner layer of
the renal glomerular filtration barrier, plays an important role in the development of
DN. Podocytes are insulin sensitive cells with a very limited capacity for cell division,
and therefore their loss may be initially balanced by hypertrophy of the remaining
glomerular podocytes. Their deficiency however cannot be compensated by
proliferation or recruitment and differentiation of other glomerular cells into podocytes.

Autophagy plays a key role in podocyte viability and function. It serves as an
adaptive mechanism aimed to remove improperly folded proteins and non-functional
intracellular organelles, which might be produced during increased protein synthesis
observed in cellular hypertrophy.

The aim of the study was to investigate the mechanisms leading to podocyte
damage in diabetes and to evaluate the involvement of autophagy in the pathogenesis of
diabetic nephropathy using primary culture of rat podocytes. Due to the fact that
hyperglycemia appears in the early stages of type 2 diabetes as the result of developing
cell insulin resistance, which in turn leads to a compensatory increase in plasma insulin
levels, in the present study we investigated the effect and mechanism of action exhibited
by high insulin (300 nM, 60 min, 3 and 5 days) and D-glucose (30 mM, for 5 days)
concentrations regarding the expression of autophagy markers at the mRNA and protein
level, viability and apoptosis of podocytes and their permeability to albumin and
intracellular 2-deoxy-[1,2-*H]-D-glucose (2-DG) transport. The effect of insulin was
evaluated in 11 mM D-glucose culture medium.

Numerous autophagy structures (autophagosomes and autophagolysosomes) have
been observed in TEM in podocytes cultured without exogenous insulin. Next, it has
been shown that insulin increases the expression of the autophagy markers LC3-I,
LC3-11, Atg5 (protein and mRNA) and the amount of Atg5-Atgl2 complexes. Changes
in the expression of these markers were transient and were observed after short (60
minutes) and long term (3 days) incubation of podocytes with insulin. Increased
expression of LC3-11 protein was also observed in glomeruli isolated from obese Zucker

rats, characterized by hyperinsulinemia.
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In order to investigate the insulin effect in vitro on autophagy activity in living
cells we performed nucleofection of podocytes using plasmid DNA encoding the LC3
gene and genes for the green and red fluorescence proteins (GFP and RFP,
respectively), which enabled tracing the intracellular localization of LC3 in the course
of time. Insulin caused a transient increase in the accumulation of LC3 in
autophagolysosomes; the maximum effect, i.e. 2.2-fold increase, was observed after
2 days of podocyte exposure to insulin. Due to the fact that in podocytes insulin
stimulates the production of reactive oxygen species (ROS), which are potent autophagy
activators, we examined the effect of inhibiting the activity and expression (apocynin —
100 uM, 2h; NOX4 siRNA) of the NAD(P)H oxidase, the main endogenous source of
ROS in podocytes, on the activity of autophagy by analyzing changes in the expression
of LC3, Atg5 and Atg5-Atgl2 complexes. Apocynin abrogated the stimulatory effect of
insulin on the expression of LC3 and Atg5-Atgl2 complexes, and NOX4 siRNA
transfection inhibited the stimulatory effect of insulin on the expression of LC3 (protein
and mRNA), Atg5 (mRNA) and the amount of Atg5-Atgl2 complexes. The
involvement of NOX4 in the insulin effect on LC3 and Atg5 expression was confirmed
by confocal immunofluorescence microscopy; insulin induced accumulation of
intracellular LC3 and Atg5 puncta, whereas this effect was not observed in podocytes
after transfection with NOX4 siRNA. No effect of NOX4 siRNA on the intracellular
localization of LC3 and Atg5 was seen after podocyte stimulation with hydrogen
peroxide (100 uM, 30 minutes), an exogenous source of ROS. Next, it has been shown
that insulin increases the phosphorylation of mTOR (Ser**®) and AMPK (Thr'"?),
enzymes involved in the regulation of autophagy at the stage of initiation and elongation
of autophagosome membranes. However, no significant effect of insulin was observed
on the expression of ULKZ1, beclin 1, INK1 and class 111 PI3K at the protein level, or on
the enzymatic activity of class 111 PI3K.

Further experiments have revealed altered expression of autophagy markers (on
the protein level) in podocytes cultured 5 days in high glucose concentration (30 mM
D-glucose; HG). We observed reduced expression of LC3-11 and increased expression
of ULK1, although in contrast to LC3-I1, changes in ULK1 expression were also present
in the medium containing 11 mM D-glucose and 19 mM L-glucose (LG) (osmotic
control). There were no significant changes in beclin 1, class 111 PI3K and Atg5-Atgl2
expression, or in the enzymatic activity of class 11l PI3K in podocytes cultured in HG
and LG.
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We have further investigated the effect of insulin and HG on podocyte viability
and apoptosis, as well as the involvement of autophagy in these processes using
podocytes transfected with Atg5 siRNA. Insulin (300 mM, 60 minutes, 3 and 5 days)
did not affect podocyte viability and apoptosis, while Atg5 down-regulation resulted in
an approximately 13% increase in podocyte apoptosis upon insulin stimulation (60
minutes). HG medium significantly decreased podocyte survival, and this effect was
enhanced after silencing Atg5 expression. Additionally, the number of apoptotic
podocytes was elevated in HG. There was no impact of the LG environment on
podocyte viability and apoptosis.

It has been shown that insulin (60 minutes, 3 and 5 days) increases the
permeability of podocytes to albumin, and the effect of short-term incubation of
podocytes with insulin (60 minutes) was abrogated after Atg5 siRNA transfection. The
increased permeability of podocytes to albumin, observed after prolonged incubation
with insulin (3 and 5 days), was not influenced by Atg5 siRNA transfection. The
increased permeability of podocytes to albumin was shown also in HG and LG media
and this effect was unchanged after Atg5 silencing. Moreover, we have investigated the
potential link between autophagy and podocyte sensitivity to insulin. It has been shown
that short-term (60 minutes) incubation of podocytes in the presence of insulin increases
the activity of 2-DG uptake and this effect was abolished after podocyte transfection
with Atg5 siRNA. Additionally, prolonged incubation of podocytes in HG, but not in
LG medium, prevented the stimulatory effect of insulin on the activity of intracellular
2-DG transport. HG effect on the activity of 2-DG uptake was observed also in
podocytes after transfection with Atg5 siRNA.

The obtained results indicate that both high extracellular concentrations of insulin
and glucose affect autophagy activity in podocytes, which can alter podocyte
permeability to albumin and might contribute to the development of insulin resistance in
podocytes.
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2. Wstep

2.1 Nefron jako podstawowa jednostka strukturalno-funkcjonalna nerek

U ludzi, kazda z dwoch nerek zbudowana jest z okoto 1 miliona nefronow,
w sktad ktorych wchodzi kiebuszek nerkowy oraz cewki — blizsza, petla nefronu oraz
dalsza. Kiebuszki nerkowe utworzone sg z sieci naczyn wilosowatych powstatych
w wyniku rozgate¢zienia tetniczki doprowadzajacej krew do klebuszka, otoczone sa
torebkg Bowmana i znajdujg si¢ w czgéci zewngetrznej nerek, tak zwanej korze nerek.
Pomigdzy naczyniami kapilarnymi kiebuszka nerkowego znajduja si¢ komorki
mezangialne, ktdre wraz z macierzg pozakomorkowa tworzg mezangium.

Nadrzgdng funkcjg nerek jest utrzymywanie statosci sktadu $rodowiska
wewnetrznego organizmu, Miedzy innymi, poprzez filtrowanie osocza i ciagle
dostosowywanie ilosci wydalanych z moczem zwigzkéw fizjologicznie aktywnych do
ich wewnatrzustrojowego zapotrzebowania. Przez nerki przeptywa okoto 600 ml/min
osocza, z ktorego w kigbuszkach nerkowych powstaje dziennie ok. 180 | ultrafiltratu,
tak zwanego moczu pierwotnego, ktory jest nastepnie zaggszczany W cewkach
nerkowych do moczu ostatecznego. W procesie filtracji 0socza przesgczaniu ulega takze
od Kkilku do kilkunastu gramow biatek (0 masie czasteczkowej <70 kDa). Biatka te
ulegaja prawie catkowitej reabsorpcji gtdwnie w cewce blizszej i u zdrowego cztowieka
ilo¢ ich w moczu ostatecznym nie przekracza 30 mg na dobe, z czego wigkszo$é
stanowi albumina. Zwigkszenie wydalania albuminy z moczem (albuminuria) wskazuje
na zaburzenia funkcji, przede wszystkim, kiebuszkow nerkowych i jest czynnikiem
prognostycznym progresji przewleklych choréb nerek oraz wystapienia powiktan
sercowo-naczyniowych. Albumina, znajdujaca si¢ w plynie cewkowym, poglebia juz
istniejace uszkodzenia nerek poprzez stymulacje sekrecji czynnikow prozapalnych, np.
MCP-1 (ang. monocyte chemoattractant protein-1), oraz produkcji kolagenu
I transformujgcego czynnika wzrostu beta (TGF-f, ang. transforming growth factor), co

skutkuje nagromadzeniem macierzy zewnatrzkomorkowej i wioknieniem kigbuszkow

[1].

2.2 Struktura i funkcja bariery filtracyjnej klebuszka nerkowego

Filtracja osocza zachodzi przez wielowarstwowy filtr kiebuszkowy (GFB, ang.

glomerular filtration barrier), ktory funkcjonuje na zasadzie sita molekularnego
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ograniczajacego przeplyw makromolekut z osocza do moczu pierwotnego w zaleznosci
od ich wielko$ci (masy czasteczkowej 1 $rednicy) oraz tadunku elektrycznego. Tempo
przesaczania osocza, zwanego filtracjg klebuszkows, jest determinowane przez
efektywne cisnienie filtracyjne panujagce w naczyniach kapilarnych kiebuszka
nerkowego oraz wielko$¢ 1 ,,szczelno$¢” powierzchni GFB. Prawidlowa funkcja
filtracyjna nerek zalezy od integracji funkcjonalnej wszystkich elementow tworzacych
GFB. Choroby zwigzane z uszkodzeniem GFB objawiaja si¢ przede wszystkim
zwigkszong iloscig wydalanej albuminy z moczem, czemu mogg towarzyszy¢ zmiany
w tempie filtracji kigbuszkowe;.

Pierwsza warstwe GFB tworza komorki $rodbtonka naczyn wlosowatych
klebuszka nerkowego (Ryc. 1). Srodbtonek ten charakteryzuje sie obecnoscig tzw.
,okienek” o wielkosci 60-80 nm, pokrywajacych do 20-50% catkowitej powierzchni
naczynia kapilarnego i tworzacych miejsca o zwigkszonej przewodnosci hydraulicznej
[2]. W 2% naczyn kapilarnych okienka pokryte sa btong okienkowa. Komorki
srodbtonka pokrywa warstwa ujemnie natadowanego glikokaliksu, w sktad ktérego
wchodzg przede wszystkim proteoglikany z  przylaczonymi kowalencyjnie
glikozaminoglikanami (GAG), gléwnie siarczanem heparanu i chondroityny oraz
kwasem sjalowym, a ponadto glikoproteiny oraz glikolipidy [3]. Liczne i specyficzne
miejsca wigzania biatek osocza do sktadnikoéw glikokaliksu sprawiaja, ze glikokaliks
stanowi rodzaj rusztowania molekularnego dla organizacji przestrzennej biatek, oraz
odgrywa role W przekazywaniu sygnalu z plynu pozakomoérkowego do wnetrza
komorek srodbtonka. Glikokaliks zapobiega nadmiernemu przechodzeniu biatek osocza
do moczu pierwotnego oraz aktywacji lokalnej reakcji zapalnej i agregacji komorek
krwi [3]. Uszkodzenie glikokaliksu poprzez trawienie enzymatyczne jego sktadnikow,
jak 1 ,,wyptukanie” zadsorbowanych komponentow biatkowych prowadzi do
zwigkszonej przepuszczalnosci GFB dla albuminy [4]. Adriamycyna, ktora zaburza
syntez¢ proteoglikanéw oraz GAG, prowadzi do zmniejszenia grubosci warstwy
glikokaliksu 1 zwigkszonego wydalania biatlka z moczem [5]. Zmiany w skladzie
I strukturze glikokaliksu zaobserwowano u zwierzat doswiadczalnych oraz u chorych
z uszkodzeniem nerek w przebiegu cukrzycy z towarzyszacym biatkomoczem [6-8].

Kolejng warstwa bariery filtracyjnej jest blona podstawna klebuszkéw nerkowych
(GBM, ang. glomerular basement membrane) (Ryc. 1). Jest ona zbudowana glownie
z kolagenu typu IV (tancuchy oa3o04a5), lamininy (LM-521; a5p2y1), nidogenu,
proteoglikanow (agryna, perlekan) oraz glikoprotein (fibronektyna) [9]. Sie¢ polimeréw
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biatkowych GBM jest wysoce zorganizowana przestrzennie: kolagen a3a4a5 i nidogen
zlokalizowane sa w czgsci srodkowej, agryna i LM-521 wystepuja w czgéci zewngtrznej
GFB blizej warstwy podocytarnej, natomiast kolagen alalo2 zlokalizowany jest przy
warstwie komorek $rodbtonka [10]. Wiasciwa organizacja przestrzenna sktadnikow
GBM jest kluczowa dla prawidlowej funkcji filtru kiebuszkowego, a jej zaburzeniom
towarzyszy zwigkszone wydalanie alouminy z moczem [11, 12]. Mutacje w genach
kodujacych sktadniki GBM stwierdzono u chorych z zespotem Piersona (LAMB2
kodujacy tancuch B2 lamininy) oraz Alporta (COL4A3, COL4A4 i COLA4A5 kodujace
kolagen typu 1V) [11].

Podocyt

Przestrzen
podpodocytarna

GBM  Komorki @
$Srddbtonka

=7 Wypustki
stopowate

Wypustki
stopowate

okienka

Komoérki
$rodbtonka

Ryc. 1. Struktura bariery filtracyjnej klebuszka nerkowego. (A) Symbolem (%) zaznaczono
$wiatto kapilary wewnatrzklebuszkowej, symbolem (*) wskazano jadro komorkowe podocyta,
GBM — btona podstawna kigbuszkéw nerkowych. (B) Przerywanymi strzatkami zaznaczono
kierunek przechodzenia filtratu przez bariere filtracyjng. (Zmodyfikowano z: Pavenstidt i wsp.,

2003 [21]).
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Trzecim, najbardziej wrazliwym na uszkodzenia, elementem GFB s3g podocyty,
ktore wspolnie z komodrkami $rodbtonka uczestnicza w formowaniu GBM. Podocyty sa
zakotwiczone w blonie podstawnej za posrednictwem wypustek stopowatych, a ich
ciatla unosza si¢ nad GBM tworzac przestrzen podpodocytarng obejmujaca ok. 50-65%
powierzchni filtracyjnej (Ryc. 1). Regulacja wielkoSci tej przestrzeni i panujacego
w niej ci$nienia hydrostatycznego ma znaczenie w regulacji tempa przeptywu filtratu
przez GFB [13, 14]. Podocyty wykazujg szereg podobienstw z innymi typami komorek
— pericytami (np. potozenie na powierzchni naczyn wlosowatych, kurczliwos¢) [15, 16],
neuronami (np. morfologia, analogiczne potaczenia mig¢dzykomoérkowe) [16, 17]
I miocytami (np. budowa cytoszkieletu) [18]. W warunkach fizjologicznych podocyty
cechuja si¢ ograniczong zdolno$cig do podziatdéw komorkowych, wynikajaca z wysokiej
ekspresji inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklin oraz niskim poziomem biatek
powodujacych postep cyklu komérkowego, takich jak PCNA (ang. proliferating cell
nuclear antigen), Ki-67, cykliny A i B [19]. Ponadto, podocyty podobnie jak miocyty,
posiadajg rozbudowany aparat kurczliwy, zbudowany z wiokien aktyny i miozyny,
ktory jest wrazliwy na dzialanie substancji naczynioaktywnych, takich jak angiotensyna

I, tlenek azotu, czy przedsionkowy czynnik natriuretyczny (ANP) [20].

2.2.1 Warstwa podocytarna bariery filtracyjnej

W podocytach wyr6znia si¢ trzy odrgbne morfologicznie i funkcjonalnie
struktury: duze ciato komoérki, odchodzace od niego cytoplazmatyczne wypustki gtowne
oraz wypustki stopowate, ktore sg z kolei odgatezieniami wypustek gtownych [21].
Cytoszkielet ciata komoérki i wypustek gtownych sktada sie glownie z mikrotubul
zbudowanych z o- i1 PB-tubuliny oraz z filamentow posrednich zbudowanych
z wimentyny i desminy [21]. Ponadto, wypustki podocytarne w odroznieniu od ciata
komorki posiadaja aparat kurczliwy, na ktory oprocz aktyny sktadajg si¢ miozyna II,
a-aktynina, talina i winkulina [22]. Wypustki jednego podocyta oplataja sasiednie
naczynia kapilarne (Ryc. 2), a pomiedzy sgsiadujacymi ze sobg wypustkami
stopowatymi, utozonymi rownolegle do siebie na wzor zamka btyskawicznego, rozpigta
jest cienka btona, tzw. btona szczelinowa, ktora utrzymuje w odpowiedniej odlegtosci

od siebie wypustki stopowate oraz stanowi istotny element filtru kiebuszkowego.
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Ryc. 2. Przestrzenna lokalizacja podocytow w kiebuszku nerkowym. (Zmodyfikowano z:
Pavenstadt i wsp., 2003 [21]).

Wypustki podocytéw posiadajg trzy charakterystyczne obszary strukturalno-
funkcjonalne: cze$¢ szczytowa zwrocong do S$wiatla torebki Bowmana, boczng
I podstawng przylegajaca do GBM. W czesci szczytowej zlokalizowane sg m.in. biatka
anionowe, takie jak podokaliksyna, podoplanina, podoendyna, ktore nadajg powierzchni
btony komoérkowej podocyta tadunek ujemny, dzigki czemu utrzymywana jest
odpowiednia odleglos¢ pomiedzy wypustkami. Natomiast obecnos¢ podokaliksyny
W moczu jest uwazana za wczesny marker uszkodzenia kigbuszkéw nerkowych,
bowiem jej pojawianie si¢ W moczu u chorych z cukrzyca wyprzedza wystapienie
albuminurii [23, 24]. W obszarze tratw lipidowych czesci podstawno-bocznej wypustek
podocytarnych zakotwiczone sg biatka nalezace do btony szczelinowej. Gtownym
biatkiem jest nefryna — przezblonowa glikoproteina nalezaca do nadrodziny
immunoglobulin.  Fragment zewnatrzkomorkowy nefryny buduje sie¢ homo-
1 heterologicznych polaczen tworzacych rusztowanie btony szczelinowej, natomiast
funkcja fragmentu wewnatrzkomorkowego jest przekazywanie sygnatu z przestrzeni
pozakomorkowej do wnetrza podocytow. Nefryna w komoérce wchodzi w interakcje,
miedzy innymi, z biatkami adaptorowymi, np. CD2AP (ang. cluster of differentiation
associated protein 2), ktore z kolei oddziatujg z biatkami efektorowymi cytoszkieletu
aktynowego np. z Kkortaktyng [16]. Innymi charakterystycznymi biatkami btony
szczelinowej sa podocyna i NEPH1-3, ktore rowniez wchodza w bezposrednie

interakcje z nefryng i uczestniczg w Stabilizacji kompleksow btony szczelinowej,
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a takze w transdukcji sygnatlu do cytoszkieletu aktynowego w odpowiedzi na dzialanie
czynnikoéw pozakomorkowych [25, 26]. W blonie szczelinowej, w kompleksach
z nefryng 1 podocyna, znajdujg si¢ rowniez kanaty wapniowe TRPC6, ktore uczestniczg
w regulacji dynamiki cytoszkieletu oraz apoptozy podocytow [16, 27].

Podocyty sa jedynymi insulinozaleznymi komoérkami GFB [28]. Posiadaja
komponenty $ciezek sygnalizacyjnych dla insuliny, w tym receptory insulinowe (IR-A
i IR-B) i substraty receptoréw insulinowych (IRS-1, IRS-2). Po stymulacji podocytow
insuling nastepuje przemieszczanie transporteréw glukozy (GLUT1 1 GLUT4)
z cytoplazmy do blony komoérkowej i aktywacja dokomodrkowego transportu glukozy
[28, 29]. Wazng rol¢ w prawidlowej odpowiedzi podocytow na dziatanie insuliny
odgrywaja biatka btony szczelinowej, np. nefryna [30]. U chorych z wrodzonym
zespolem nerczycowym typu finskiego stwierdzono wystgpowanie mutacji w genie dla
nefryny, powodujacych zmiany jakoSciowe i iloSciowe w biatku, prowadzace do
zaburzen w fuzji pecherzykdéw cytoplazmatycznych zawierajacych GLUTI1 1 GLUT4
z btong komorkowa, a w konsekwencji do insulinoopornosci podocytow [30]. Glukoza
wydaje si¢ by¢ gltéwnym substratem fizjologicznym podocytéw, niemniej jednak
dhugotrwate ich narazenie na dziatanie wysokiego stezenia glukozy (np. w cukrzycy)
moze skutkowaé zaburzeniem prawidlowej funkcji podocytow, okreslanej mianem
podocytopatii cukrzycowej, w gldwnej mierze odpowiedzialnej za obraz kliniczno-

laboratoryjny nefropatii cukrzycowe;j.

2.3 Nefropatia i podocytopatia cukrzycowa

Nefropatia cukrzycowa (NC) jest przewleklym powiklaniem cukrzycy
wystepujacym u ok. 30% chorych 1 stanowi najczgstszg przyczyne przewleklej choroby
nerek wymagajacej w fazie schytkowej prowadzenia terapii nerkozastgpczej —
hemodializ/dializ otrzewnowych oraz przeszczepu nerki. Ze wzgledu na ograniczone
mozliwosci farmakoterapii nefropatii cukrzycowej, obecnie postepowanie terapeutyczne
jest ukierunkowane przede wszystkim na zapobieganie powstawaniu albuminurii
I spowolnienie progresji zmian patologicznych w nerkach poprzez S$cista kontrolg
glikemii 1 wielkosci cis$nienia tetniczego krwi. W leczeniu NC podocyty sa
potencjalnym punktem farmakoterapii. Nadto, stosowane sg inhibitory oraz antagoniSci
uktadu renina-angiotensyna ll-aldosteron, jak rowniez agonisci receptora PPAR-y (ang.

peroxisome proliferator-activated receptor gamma) [31-33].
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Kluczowsg role w diagnostyce laboratoryjnej NC odgrywa wczesne, tj. przed
ujawieniem si¢ albuminurii, wykrycie zmian patologicznych majacych odzwierciedlenie
w zaburzeniach struktury GFB. Wydaje si¢, ze obecno$¢ markeréw podocytarnych
w moczu moze by¢ istothym parametrem diagnostycznym i prognostycznym rozwoju
NC. W moczu chorych z nefropatia cukrzycowa ilo§¢ bialek podocytarnych i/lub
mRNA dla nefryny, podocyny i podokaliksyny jest znacznie wigksza, niz u 0sob
zdrowych [23, 24, 34, 35]. Wiele stanéw patologicznych zwigzanych z dysfunkcjg
nerek charakteryzuje si¢ zmianami w morfologii oraz w liczebnosci/ggstosci podocytow
[36, 37]. Zmniejszenie liczby podocytow wiaze si¢ z odstonigciem fragmentow
powierzchni blony podstawnej kilebuszkow nerkowych. Naczynia wlosowate przy
utracie komponenty przeciwdzialajacej ci$nieniu hydrostatycznemu poszerzaja si¢
i wybrzuszaja w kierunku komorek $ciennych torebki Bowmana, az do przylgnigcia do
ciany torebki. W miejscach tych dochodzi do aktywacji lokalnej reakcji zapalnej,
ktorej powiktaniem sg zrosty i szkliwienie petli wlosniczek [38].

NC charakteryzuje si¢ zwigkszonym wydalaniem albuminy z moczem,
prowadzacym do nastgpczego uszkodzenia kiebuszkow i cewek nerkowych. Rozwoj
NC jest wynikiem zaréwno predyspozycji genetycznych, jak i przewleklego dziatania
niekorzystnych czynnikéw Srodowiskowych [39]. Na wczesnych etapach rozwoju NC
w kigbuszkach nerkowych dochodzi do hiperfiltracji kiebuszkowej oraz stresu
hemodynamicznego, wywieranego przez zwigkszony przeptyw krwi. W warunkach
tych podocyty podlegaja dziataniu zwigkszonych sit mechanicznych, tj. naprezeniu
zwigzanemu z wewnatrzklebuszkowym ci$nieniem hydrostatycznym, rozcigganiu
w wyniku pulsacyjnych zmian ci$nienia hydrostatycznego w kigbuszku nerkowym oraz
siftom $cinania wywieranym przez ultrafiltrat przemieszczajacy si¢ przez blong
szczelinowg [40]. Podocyty przeciwstawiajga sie¢  stresowi mechanicznemu
I zwigkszonemu ci$nieniu wewnatrzklebuszkowemu przede wszystkim dzigki
dynamicznemu i elastycznemu cytoszkieletowi. Zmiany naprezenia cytoszkieletu
pozwalaja zminimalizowa¢ negatywny wptyw powyzszych sit dziatajacych na podocyty
i utrzymaé¢ ich prawidlowa cytoarchitektonik¢ [16]. Zaburzenia hemodynamiki
kiebuszkowej bedace wynikiem zwigkszonej aktywnosci zwigzkow biologicznie
aktywnych, migdzy innymi, prostanoidéw, ANP, insuliny, angiotensyny II, tlenku
azotu, prowadza do lokalnego wzrostu produkcji cytokin i czynnikow wzrostu, miedzy
innymi, transformujacego czynnika wzrostu beta i czynnika wzrostu $rédbtonka naczyn

(VEGF) [40, 41]. Zwiazki te przyczyniajg si¢ do powstawania patologicznych zmian
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strukturalnych w kiebuszkach nerkowych — widknienia kiebuszkdéw, pogrubienia GBM
oraz hipertrofii komoérek mezangialnych i podocytow [41]. Zwigkszone stezenie
glukozy — patognomoniczny parametr laboratoryjny cukrzycy — powoduje nadmierng
aktywacje wewnatrzkomorkowych szlakow metabolicznych, takich jak szlak poliolowy
I heksozaminowy, przyczyniajac si¢ d0 zachwiania roéwnowagi oksydacyjno-
redukcyjnej wiodacej do powstania stresu tlenowego. Hiperglikemia prowadzi réwniez
do tworzenia tzw. zaawansowanych produktow glikacji (ang. AGEs - advanced
glycation end products) o wiasciwosciach proapoptotycznych, ktore takze sprzyjaja
nagromadzaniu si¢ macierzy zewnatrzkomorkowej w ktgbuszkach nerkowych [42].

Na wczesnych etapach rozwoju cukrzycy nastepuje uszkodzenie podocytarnych
wypustek cytoplazmatycznych, a takze zmniejszenie liczby podocytow w kigbuszkach
nerkowych [36, 43]. Uszkodzenie wypustek stopowatych polega na ich zlewaniu sie,
sptaszczaniu, a takze na utracie specyficznych polaczen pomiedzy sasiadujacymi
wypustkami, powodujac tworzenie szerokich szczelin, czego konsekwencjg jest
zwigkszona przepuszczalno$é filtru kiebuszkowego dla albuminy [44]. Reakcja
podocytow na dziatanie niekorzystnych czynnikow zewnetrznych zalezy od natezenia
1 czasu trwania patologicznego bodzca. Do wczesnych reakcji obronnych majacych na
celu adaptacj¢ do panujacych warunkéw srodowiskowych zalicza si¢ hipertrofig
1 autofagie.

W przebiegu NC hipertrofia podocytow jest kompensacyjna odpowiedzig na
zwigkszenie objetosci kiebuszkow nerkowych [45, 46]. Poczatkowe stadia hipertrofii
podocytow przebiegaja bez towarzyszacych zaburzen funkcji podocytow, wyrazajacych
si¢ zmianami w przepuszczalnosci filtru kiebuszkowego dla albuminy i tempie filtracji
kiebuszkowej. Jednak przy przedtuzajacym si¢ czasie dziatania lub nasilonym dziataniu
szkodliwych  czynnikbw w  podocytach  zostaja uruchomione mechanizmy
odroznicowania i przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT, ang. epithelial-
mesenchymal transition). Molekularnym wyktadnikiem tych mechanizméw jest
zmniejszona ilo$¢ biatek podocytarnych (np. WTL1, nefryny, podocyny) przy
jednoczesnej zwiekszonej ilosci bialek mezenchymalnych (np. desminy, MMP-7, Fsp-1,
fibronektyny) [47]. Powyzsze zmiany w maszynerii molekularnej podocytow prowadza
do zwigkszonej przepuszczalnosci podocytow dla albuminy oraz wptywaja dodatkowo
na wtoknienie kigbuszkow nerkowych.

W konsekwencji nieodwracalnego uszkodzenia podocytow dochodzi do aktywacji

apoptozy oraz do odrywania si¢ ich od GBM. Odrywanie si¢ podocytow jest wynikiem
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zmniejszonej interakcji pomiedzy podocytami a GBM zachodzacej za posrednictwem
biatek przezbtonowych podocytéw (integryny i dystroglikanéw) z biatkami GBM, np.
agryng [16, 48]. W érodowisku o wysokim stezeniu glukozy nastepuje zmniejszenie
ilosci integryny a3B1 w podocytach oraz zahamowanie syntezy agryny [40], co skutkuje
rearanzacja cytoszkieletu aktynowego podocytéow 1 ostabieniem ich zdolnosci do
zakotwiczenia w GBM.

Zaawansowane zaburzenia w biologii podocytow prowadzg do uruchomienia
wewnatrzkomoérkowych — Sciezek  apoptotycznych 1 $mierci  komoérek. Jednym
z wazniejszych czynnikéw proapoptotycznych jest TGF-B, ktorego nadekspresje
stwierdzono w podocytach eksponowanych na wysokie st¢zenie glukozy [49, 50].
Wykazano, ze aktywacja tej cytokiny prowadzi do apoptozy podocytow na drodze
aktywacji  proapoptotycznej  kaspazy-3 oraz biatka Smad7, hamujacego
antyapoptotyczny szlak NF-xB/p65 [49]. Ponadto, TGF-B1 wptywa stymulujaco na
aktywno$¢ podjednostki NOX4 oksydazy NAD(P)H za posrednictwem $ciezki ERK1/2
i mTOR [51].

Nadmierna produkcja ROS w podocytach jest cechg charakterystyczng dla NC
I zaliczana jest do jednego z gldwnych mechanizméw powodujacych aktywacje
apoptozy podocytow [52]. Wysokie st¢zenie glukozy powoduje wzrost produkcji ROS,
miedzy innymi, na drodze aktywacji cytochromu P450 oraz oksydazy NAD(P)H, jak
rowniez wskutek dzialania zaawansowanych koncowych produktow glikacji (AGES)
I aktywacji uktadu renina-angiotensyna lIl-aldosteron [53, 54].

W podocytach znajdujacych si¢ w niekorzystnych warunkach nasileniu ulegaja
wewnatrzkomorkowe procesy stuzace zachowaniu homeostazy wewnatrzkomorkowe;,

a do takich procesow nalezy autofagia.

2.4 Proces autofagii w podocytach

Autofagia jest wewnatrzkomorkowym procesem katabolicznym, stuzgcym do
degradacji biatek o dlugim okresie pottrwania (>24h), a takze do trawienia agregatow
nieprawidtowo sfaldowanych biatek i niefunkcjonalnych organelli. Chociaz autofagia
jest uwazana za podstawowy mechanizm obronny komorek, to dlugotrwaly stres
I towarzyszaca jemu nadmierna aktywacja autofagii mogg prowadzi¢ do autofagowe;j
$mierci komorek opisywanej jako typ II programowanej $mierci komorki [55, 56].

Zwigkszong aktywnos$¢ autofagii stwierdzono np. w podocytach u chorych
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z klebuszkowym zapaleniem nerek typu zmian minimalnych, lecz wraz z progresja
choroby w kierunku ogniskowego segmentowego szkliwienia ktgbuszkéw (FSGS — ang.
focal segmental glomerulosclerosis), aktywno$¢ autofagii ulegata zmniejszeniu [57].

Proces autofagii polega na wyodrebnieniu i otoczeniu przez btong¢ plazmatyczng
fragmentu cytoplazmy zawierajace] material komorkowy przeznaczony do degradacii,
utworzeniu wakuoli autofagalnej i ostatecznie trawieniu jej zawartosci przy udziale
enzymow lizosomalnych. W procesie autofagii wyroznia si¢ kilka nastepujacych po
sobie etapoéw, okreslanych jako: nukleacja, elongacja, dojrzewanie, fuzja i trawienie
(Ryc. 3). W poszczeg6lnych etapach uczestniczg konserwatywne ewolucyjnie biatka
nalezace do produktow genow z rodziny Atg (ang. autophagy-related). Na etapie
nukleacji dochodzi do formowania podwdjnej btony fosfolipidowej autofagosomu
ograniczajacej fragment cytoplazmy przeznaczony do degradacji. Nukleacja jest
inicjowana przez kompleks bialkowy ULKI, do ktérego naleza kinaza serynowo-
treoninowa ULK1 (ang. Unc-51 like kinase), Atgl3, Atgl01 oraz FIP200 (ang. focal
adhesion kinase-family-interacting protein of 200 kDa). Aktywnos¢ ULKI1 jest
regulowana przez kinazg biatkowa aktywowang 5°’AMP (AMPK) i kinaz¢ mTOR (ang.
mammalian target of rapamycin) [58]. Uwaza si¢, ze mTOR i AMPK petnig funkcje
nadrzgdnych regulatoréw autofagii, przy czym mTOR odpowiada za hamowanie,
a AMPK za aktywacje¢ tego procesu. W miejscu nukleacji autofagosomu obserwuje si¢
gromadzenie bialek z rodziny Atg, np. biatka transportowego Atg9, ktére dostarcza
sktadniki lipidowe z innych zrédet komorkowych, miedzy innymi, z siateczki
endoplazmatycznej oraz aparatu Golgiego.

Na etapie elongacji, czyli wydtuzania podwdjnej blony autofagalnej, kluczowa
role odgrywa kompleks kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) klasy III wraz z biatkami:
bekling 1, Atgl5, Atgl4 oraz UVRAG (ang. ultraviolet radiation resistance-associated
gene). PI3K klasy III jest odpowiedzialna za syntezg fosfatydyloinozytolo-3-fosforanu
(PI(3)P) uczestniczacego w tworzeniu bton autofagosomu [59].

Procesy dojrzewania autofagosomu i zamknigcia sferycznej struktury pecherzyka
wymagaja udziatu dwoéch systemow koniugacyjnych: systemu opartego o reakcje
ubikwitynopodobne prowadzace do utworzenia kompleksu biatkowego Atgl2-Atg5-
Atgl6 oraz systemu koniugacji LC3 (ang. microtubule-associated protein 1 light chain
3). Sciezka przeksztatcen LC3 okreslana jest mianem lipidacji LC3, gdyz w wyniku
kolejnych reakcji ubikwitynopodobnych z udzialem enzymow Atg7 1 Atg3
(odpowiednio, enzymy EI1- i E2-podobne) do rozpuszczalnej formy LC3-I
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kowalencyjnie przytaczana jest fosfatydyloetanolamina (PE). Powstaje forma druga
LC3 (LC3-1l) o charakterze lipofilnym, ktora jest wbudowywana do zewngtrznej
1 wewnetrznej blony tworzacego si¢ autofagosomu. Po zamkni¢ciu podwdjnej btony
pecherzyka nastepuje jego fuzja z lizosomem, ktory dostarcza enzymy proteolityczne do
trawienia zawartosci pecherzyka, a powstala w wyniku polaczenia autofagosomu

z lizosomem struktura nazywana jest autofagolizosomem (badz autolizosomem).
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Ryc. 3. Uproszczony schemat procesu autofagii w komodrkach. Zmodyfikowano z:
www.cellsignal.com. Objasnienia skrotow w tekscie.

Zewnatrzbtonowa frakcja LC3-1 jest odzyskiwana w wyniku hydrolizy wigzania
LC3-PE przez proteazg Atgd (tzw. mechanizm dekoniugacji), natomiast frakcja
wewnatrzbtonowa jest degradowana razem z zawarto$cig autofagosomu przez enzymy
lizosomalne. Ze wzgledu na fakt, iz poziom LC3-II Koreluje dodatnio z liczba
autofagosomow w komorce, biatko LC3 jest uwazane za marker aktywnos$ci autofagii,
co wiecej, dzieki opracowaniu stosunkowo prostych metod detekcji obu form tego

biatka jest ono wykorzystywane do oceny in vitro oraz in vivo aktywnoSci autofagii.
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Autofagia pelni szczegolng role w komorkach pozostajacych w  fazie
postmitotycznej, a wigc i W podocytach, a jej zaburzenia wydaja si¢ mie¢ zwigzek
Z patogenezg albuminurii. Zmniejszong aktywno$¢ autofagii w podocytach stwierdzono
u chorych na cukrzyce z proteinurig, lecz nie u chorych z normoalbuminurig [60].
Doswiadczalne zahamowanie autofagii w podocytach u myszy na etapie nefrogenezy
(poprzez delecje genu Atg5), prowadzito do wystapienia albuminurii po 2 miesigcach od
urodzenia, a po 4 miesigcach dodatkowo obserwowano ogniska szkliwienia ktebuszkow
nerkowych, zrosty wlosniczek wewnatrzklebuszkowych z torebka Bowmana oraz
zmniejszenie liczby podocytow o 60% [61]. Z kolei delecja genu Atg5 w podocytach
I dieta wysokottuszczowa prowadzg u myszy do albuminurii, aktywacji apoptozy
podocytow i zmniejszenia ich liczby [60]. Wydaje si¢ prawdopodobne, iz zwigkszona
aktywnos¢ apoptozy moze by¢ skutkiem nadmiernej i dtugotrwatej aktywacji autofagii,
bowiem zmniejszenie nadmiernej aktywno$ci autofagii w podocytach spowodowanej
dziataniem angiotensyny II prowadzi takze do zmniejszenia liczby komorek
apoptotycznych [62].

Autofagia wydaje si¢ petnic istotng role w patogenezie NC [63-65], aczkolwiek
opublikowane wyniki dotychczas przeprowadzonych badan nie sg jednoznaczne.
Wykazano bowiem, ze wysokie stezenie glukozy w ptynie pozakomorkowym zwigksza
poziom  markerow  autofagalnych  oraz  liczbe  struktur  autofagalnych
w immortalizowanych podocytach mysich i w podocytach szczurow z cukrzyca
indukowang streptozotocyng [66, 67]. Z drugiej strony, stwierdzono réwniez, ze wraz
z progresja nefropatii cukrzycowej u myszy z do$wiadczalnie wywolang cukrzyca
zmniejsza si¢ poziom markerow autofagalnych w podocytach, a wysokie stgzenie
glukozy hamuje aktywno$¢ autofagii w hodowli immortalizowanych mysich podocytéw
[68]. Stwierdzono rowniez zmniejszenie ilosci podocyny i nefryny po zahamowaniu
autofagii w podocytach, co takze mogto by¢ prawdopodobng przyczyng zwigkszonej
przepuszczalno$ci podocytow dla albuminy [68]. Mozna wigc domniemywacé, iz
autofagia stanowi szczegdlnie wazny mechanizm utrzymywania integralnosci
podocytow oraz ich obrony przed niekorzystnym dzialaniem czynnikow

pozakomorkowych.
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2.4.1 Regulacja aktywnosci autofagii

Indukcja i aktywno$¢ autofagii sa S$cisle zalezne od stanu energetycznego
komorki, stad tez za nadrzedne wewnatrzkomodrkowe regulatory aktywno$ci tego
procesu uwazane sg. kinaza mTOR, aktywowana szczegolnie w warunkach nadmiaru
substancji odzywczych, oraz AMPK i enzymy o aktywnosci deacetylaz z rodziny sirtuin
(Sirt, ang. silent information regulators), ktére z kolei sa aktywowane przy niskim
wewnatrzkomérkowym stezeniu, odpowiednio, AMP i NAD", a wiec w warunkach
o0 obnizonych zasobach energetycznych komorek.

Kinaza mTOR tworzy w komorkach dwa odrebne kompleksy biatkowe: mTORC1
i mTORC2. Pierwszy kompleks jest wrazliwy na dziatanie rapamycyny i jest
stymulowany przez czynniki wzrostu, aminokwasy czy stres komorkowy. W wyniku
nadmiernej aktywacji mTORC1 dochodzi do hipertrofii komorek wskutek zwickszonej
translacji biatek oraz biogenezy lipidow. Kompleks mTORC?2 jest aktywowany przez
czynniki wzrostowe i odgrywa role w przezywalno$ci komoérek oraz organizacji
cytoszkieletu. Znaczenie mTOR w rozwoju i progresji chorob nerek badano u myszy
z inaktywacja w podocytach genu kodujacego inhibitor mMTORC1 — TSC1 (model statej
aktywacji mMTORCL1) [69], a takze gendéw bialek Raptor (model inaktywacji mTORC1)
i Rictor (model inaktywacji mTORC2) [70]. Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze
zarowno nadmierna aktywacja kinazy mTOR, jak i jej hamowanie, prowadza do
hipertrofii i zmniejszenia liczby podocytow oraz szkliwienia kigbuszkoéw nerkowych
[71]. Pomimo, iz kinaza mTOR powoduje zmniejszenie aktywnosci autofagii, miedzy
innymi, na drodze fosforylacji i hamowania aktywnosci kinazy ULK1 [72], wykazano,
ze inaktywacja genowa mTOR w podocytach nie prowadzi do aktywacji autofagii, ale
do nagromadzania si¢ autofagolizosoméw i do zahamowania ich dalszych przemian, co
w konsekwencji uszkadza podocyty i prowadzi do $mierci komorkowej [73].
W podocytach obserwuje si¢ jednocze$nie wysoka aktywnos$¢ autofagii, jak
I zwiekszony poziom ekspresji mTOR. Dlatego tez, aby szlaki te mogly by¢
rownoczesnie aktywne W pojedynczym podocycie dochodzi do wydzielenia
kompartmentow cytoplazmatycznych — TASCC (ang. TOR-autophagy spatial coupling
compartment), ktore shuzg rozdzieleniu poczatkowych etapow procesu autofagii i szlaku
sygnatowania mTOR [74].

Kinaza biatkowa aktywowana 5’AMP (AMPK) ulega aktywacji w stanach

charakteryzujacych si¢ zmniejszonym stosunkiem stezen [ATP]wewn/[AMP]wewn. 1 j€j

29



zadaniem jest aktywacja katabolicznych szlakéw metabolicznych. Do aktywacji AMPK
wymagana jest rowniez fosforylacja reszty tyrozynowej w pozycji 172 katalizowana
przez LKB1 (ang. liver kinase B1) lub CaMMp (ang. Ca®*/calmoduline kinase kinase)
[75]. AMPK odgrywa role w regulacji autofagii hamujac aktywno$¢ kinazy mTOR
poprzez fosforylacje i aktywacj¢ jej inhibitora TSC1/2 [76]. Ponadto, w warunkach
glodzenia komérek AMPK stymuluje autofagi¢ katalizujac reakcje fosforylacji ULK1
w miejscach odmiennych, niz ma to miejsce w przypadku mTOR [77]. Po przywrdceniu
fizjologicznego poziomu substancji odzywczych, AMPK hamuje aktywnos$¢ ULK1
tworzac z nig kompleks [58]. AMPK jest bialkiem taczacym procesy autofagii
z rozwojem opornosci komorek na insuling [75]. Wykazano zmniejszong aktywno$¢
AMPK w nerkach zwierzat z cukrzyca, a po zastosowaniu aktywatorow AMPK
(AICAR, metformina, adiponektyna) obserwowano zmniejszenie stopnia hipertrofii
ktebuszkow nerkowych oraz ich uszkodzenia [78].

Biatko Sirtl (deacetylaza histonowa klasy III) stanowi trzeci wazny czynnik
regulujacy stan energetyczny komorek. Jest ono aktywowane w odpowiedzi na
zwigkszone wewnatrzkomorkowe stezenie NAD'. Wykazano istnienie zaleznosci
pomiedzy aktywnosciami enzymatycznymi biatek Sirtl i AMPK: stymulacja Sirtl
prowadzi do zwigkszenia poziomu fosforylacji AMPK i jej aktywnos$ci [79], z kolei
AMPK stymulujac Sirtl zwigksza stezenie NAD® w warunkach niedoboru substancji
odzywczych [80]. Sirtl pelni role w rozwoju ostrej niewydolnos$ci nerek, przewlektej
choroby nerek, tocznia rumieniowatego uktadowego z zajeciem nerek, a takze nefropatii
cukrzycowej [81]. W zwierzecych modelach doswiadczalnych cukrzycy typu 1 1 2
stwierdzono zmniejszong ilo§¢ i aktywno$¢ Sirtl w nerkach, a podanie zwierzetom
aktywatora Sirtl (resweratrol) miato korzystny wplyw na przebieg choroby
i spowalniato proces witdknienia nerek [82]. Jednym z ostatnio zaproponowanych
mechanizméw prowadzacych do nadmiernej syntezy i gromadzenia macierzy
zewnatrzkomoérkowej i wioknienia kigbuszkow nerkowych w nefropatii cukrzycowej
jest zwigkszanie poziomu acetylacji bialkka SMAD3 (regulatora czynnikéw
transkrypcyjnych odpowiedzialnych m.in. za transkrypcj¢ genu TGF-f1), spowodowane
zmniejszeniem aktywnosci Sirtl [83]. Wydaje sig¢, ze Sirtl moze by¢ powigzany takze
z procesem autofagii. Deacetylaza Sirt] w warunkach niedoboru substancji odzywczych
aktywuje proces autofagii poprzez deacetylacje gendéw i biatek, miedzy innymi, Atgd,
Atg7 i LC3 [84]. U myszy z wyciszonym genem Sirtl w podocytach oraz u myszy
z genetycznie uwarunkowang cukrzycg (myszy db/db) pod wptywem adriamycyny
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dochodzi do nagromadzenia uszkodzonych mitochondriow na skutek zaburzen
mitofagii [85]. Wiele wynikow badan potwierdza korzystny wptyw aktywacji Sirtl na
zwigkszenie wrazliwosci komoérek, np. hepatocytow, komorek miesni szkieletowych
i adipocytow, na dziatanie insuliny, co uzasadnia rozwazanie Sirtl jako potencjalnego
punktu uchwytu dla farmakoterapii cukrzycy [86].

Na aktywno$¢ autofagii wptywa takze zwigkszony poziom reaktywnych form
tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) [87-91], a utlenianie jest jedng z droég zmiany
aktywnos$ci biatek autofagalnych: proteazy Atg4, bioracej udziat w modyfikacjach
posttranslacyjnych LC3 [87, 92], AMPK [93], Bcl-2 [94] oraz kinazy JNK1 (ang. c-Jun
N-terminal Kinase 1) [95], ktora hamuje aktywno$¢ Bel-2 poprzez jego fosforylacje [96,
97].

2.4.1.1 Regulacja autofagii przez insuline

Insulina jest czynnikiem niezbednym dla prawidlowego funkcjonowania
podocytow 1 nerek [98]. Wykazano, ze w podocytach, oprocz znanych efektow
dziatania na metabolizm komorkowy, insulina reguluje dynamike filtracji ktgbuszkowe;j
i utrzymuje integralno$¢ filtru kiebuszkowego poprzez bezposredni wptyw na
kurczliwo$¢ podocytarnych  wypustek  cytoplazmatycznych [99].  Zaburzenia
w wydzielaniu 1 dzialaniu insuliny znajduja swdj wyraz w nieprawidtowej funkcji
podocytéw, na co wskazuja wyniki badan przeprowadzonych z wykorzystaniem
normoglikemicznych myszy pozbawionych w podocytach genu dla receptora
insulinowego. U tych zwierzat, po 5 tygodniach od urodzenia stwierdzono biatkomocz
towarzyszacy nieprawidlowej cytoarchitektonice wypustek podocytarnych, a po
8 tygodniach obserwowano szereg objawow charakterystycznych dla nefropatii
cukrzycowej, w tym albuminuri¢, nadmierng produkcje sktadnikéw GBM (np. kolagenu
typu IV), widknienie kigbuszkéw nerkowych, a takze zaburzong strukture podocytow
i ich apoptoze [99].

Wptyw sygnatowania insulinowego na regulacj¢ procesu autofagii w podocytach
nie byt dotychczas zbadany. Istniejg jednak przestanki aby sadzi¢, ze istnieje zwigzek
pomiedzy tymi dwoma szlakami komorkowymi. Jednym z czynnikow laczacych
dziatanie insuliny i regulacj¢ autofagii moga by¢ reaktywne formy tlenu (ROS).
Wykazano, ze wysokie st¢zenie insuliny juz po 15 minutach powoduje znaczne

zwigkszenie produkcji ROS w hodowli komodrek podocytarnych [100]. Istniejg dowody
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doswiadczalne wskazujace na istnienie bezposredniego zwigzku pomigdzy procesem
autofagii a przekazywaniem informacji od receptora insulinowego [101-105].
Aktywacja autofagii w tkance tluszczowej, watrobie i migsniach szkieletowych koreluje
z obnizong ekspresjg receptora insulinowego [108]. Wykazano, ze aktywacja autofagii
w komorkach watrobowych skutkuje obnizeniem stgzenia insuliny we krwi [106].
Zaobserwowano réwniez, ze zahamowanie autofagii wptywa na metabolizm glukozy
w komorkach migénia szkieletowego u myszy poddanych wysitkowi fizycznemu,
a efekt ten jest wynikiem zmniejszonej wrazliwo$ci komoérek mig$niowych na dziatanie
insuliny [107]. Mozna wiec przypuszczaé, ze autofagia jest waznym procesem
zaangazowanym w rozwoj insulinoopornosci komorek, w zwigzku z czym badania
zaleznosci pomigdzy autofagia i sygnatlowaniem insulinowym wydajg si¢ by¢ istotne
szczegolnie w przypadku podocytéw, ktére sa jedynymi wrazliwymi na insuling
komoérkami bariery filtracyjnej, a zarazem komorkami stanowigcymi najbardziej
wrazliwy na uszkodzenia element strukturalny bariery filtracyjnej kigbuszkow

nerkowych.
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3. Cel pracy

Gléwnym celem pracy bylo okresSlenie potencjalnej roli autofagii
w patomechanizmie uszkodzen podocytoéw prowadzacych do zaburzen funkcji bariery

filtracyjnej ktebuszkéw nerkowych w przebiegu cukrzycy.

Cele szczegbdlowe:

1. Ocena zmian aktywnosci autofagii w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej pod
wplywem insuliny oraz wysokiego st¢zenia glukozy z uwzglednieniem udziatu wolnych

rodnikow tlenowych.

2. Okreslenie zaangazowania autofagii w dziatanie insuliny oraz wysokiego stgzenia
glukozy na zywotnos¢ i przepuszczalnos¢ dla albuminy podocytow szczurzych hodowli
pierwotnej oraz dokomorkowy transportu glukozy i aktywacje apoptozy w tych

komorkach.
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4. Materialy i metody

4.1 Zwierzeta doswiadczalne

Do doswiadczen uzywano Szczurow stada Wistar (m. c. 110-120 g, samice)
pochodzacych ze zwierzetarni Instytutu Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej im.
Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Zwierzeta przed
doswiadczeniami przebywaly w pomieszczeniu bytowym o statej temperaturze (21°C)
i cyklu $wietlnym dzien/noc (12/12 godzin) na terenie Zaktadu Terapii Monitorowanej
i Farmakogenetyki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Zwierz¢ta mialy staly
1 swobodny dostep do paszy bytowej Labofeed B i wody.

Cze$¢ doswiadczen przeprowadzono z wykorzystaniem szczurow Zucker
(Crl:ZUC-Lepr™®) o fenotypie otytym (genetyczny model cukrzycy typu
2 charakteryzujacy si¢ hiperinsulinizmem; stezenie insuliny w surowicy krwi >5pg/l)
oraz szczuptym (Szczury kontrolne, normoinsulinizm; stezenie insuliny w surowicy
krwi <3pg/l). Zwierzeta pochodzily z hodowli Charles River, USA (m. c. 250-350 g,
samce).

Na przeprowadzenie wszystkich doswiadczen uzyskano zgode Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym (Zezwolenia Nr 4//2012 i Nr 2//2015). Catkowita liczba zwierzat, uzyta do
do$wiadczen, wynosita: 3 szczury Zucker otyte 1 3 szczury Zucker szczupte oraz 70

szczurow stada Wistar.

4.2 lzolacja kl¢buszkow nerkowych

Szczury Zucker lub Wistar (kazdorazowo dwa) znieczulano podajac
dootrzewnowo tiopental (150 mg/kg m. c.), po czym w sposob aseptyczny pobierano
nerki. Miazsz kory nerek rozdrabniano i przesiewano przez sita o malejacej wielkosci
oczek: 250 um, 125 pm i 75 pum (do izolacji kigbuszkow pochodzacych od szczurow
Zucker) lub 160 pm, 106 um i 53 um (do izolacji kilebuszkéw pochodzacych od
szczuréw stada Wistar), a otrzymang zawiesing ktebuszkéw nerkowych wirowano (400
X g, 10 minut) w temperaturze pokojowej. Wyizolowane kiebuszki zawieszano w 50 mi
pozywki RPMI 1640 wzbogaconej o bydleca surowice plodowa (FBS, 10% v/v),
penicyling (100 U/ml) 1 streptomycyng (100 pg/ml). W kolejnym etapie przenoszono po
10 ml zawiesiny kiebuszkow do pieciu ptaskodennych butelek hodowlanych,

optaszczonych kolagenem typu I, o powierzchni hodowlanej 75 cm?, po czym
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w butelkach uzupelniano objetos¢ pozywki do 20 ml, a zaraz potem butelki

umieszczano w inkubatorze w temperaturze 37°C i atmosferze o zawartosci 5% COx.

4.3 Hodowla pierwotna podocytéw szczurzych
Do hodowli pierwotnej podocytow uzywano kiebuszkow izolowanych od
szczurow stada Wistar. Hodowle prowadzono w oparciu o standardowa procedure
opracowang w Instytucie Anatomii i Biologii Komorki Uniwersytetu w Heidelbergu,
Niemcy [109].
Po 6 dniach hodowli kigbuszkow, powierzchnia hodowlana butelek byta
w 80-90% pokryta podocytami, ktore opuscity kiebuszki nerkowe i przytwierdzity sig
do kolagenowanego podtoza. W celu oddzielenia podocytow od kigbuszkéw, z butelek
hodowlanych usuwano pozywke¢ po czym dwukrotnie przeptukiwano kolagenowe dno
butelki cieptym (37°C) roztworem PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM
Na;HPO4, 1,5 mM KH,PO4, pH 7,4), nastgpnie dodawano roztwor trypsyny (5 g/l
trypsyny $winskiej i 2 g/l EDTA < 4Na w 0,9% NacCl) i umieszczano butelki hodowlane
na 5 minut w temperaturze 37°C. Aktywno$¢ enzymatyczng trypsyny hamowano
poprzez dodanie pozywki RPMI 1640 zawierajacej 10% FBS, 100 U/ml penicyliny, 100
pg/ml streptomycyny. Otrzymang zawiesing podocytow i1 kigebuszkéw nerkowych
przesiewano przez sito nylonowe 0 wielkosci oczek 33 um. Zebrany przesacz,
zawierajacy gltownie podocyty, wirowano przez 10 minut (400 x g) w temperaturze
pokojowej. Nadsgcz usuwano, a osad podocytarny zawieszano w 50 ml pozywki RPMI
1640 (10% FBS, 100 U/ml penicylina, 100 pg/ml streptomycyna) i zliczano podocyty
w komorze Fuchs-Rosenthal’a pod mikroskopem $wietlnym. W zalezno$ci od
zaplanowanego do$wiadczenia, podocyty wysiewano w liczbie:
e 10 tys/em® powierzchni hodowlanej wstawki (pomiar przepuszczalnosci
warstwy podocytow dla albuminy — pkt. 4.11);
o 30 tys./studzienke plytki 24-dotkowej (nukleofekcja — pkt. 4.8.2.2, test MTT —
pkt. 4.10.1, pomiar dokomorkowego transportu 2-deoksy-[1,2-*H]-D-glukozy —
pkt. 4.12);
e 60 tys./szkielko hodowlane o $rednicy 22 mm (immunofluorescencja — pkt.
4.6.2, transmisyjna mikroskopia elektronowa — pkt. 4.9).
e 90 tys./ptytke Petriego o $rednicy 33 mm (barwienie aneksyng V-FITC — pkt.
4.10.2);
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e 700 tys./butelke hodowlana o powierzchni 25 cm? (analiza ekspresji genéw na
poziomie mMRNA — pkt. 4.5, transfekcja podocytow przy uzyciu siRNA — pkt.
4.8.1);

e 1,3 min/butelke hodowlana o powierzchni 75 cm? (Western blot — pkt. 4.6.1,
pomiar aktywnosci PI3K klasy III — pkt. 4.7);

Podocyty hodowano 5-6 dni, po czym pozywke hodowlang zmieniano na
srodowisko odpowiadajace poszczegolnym uktadom badawczym. W przypadku
inkubacji podocytow z nadtlenkiem wodoru (100 pM, 30 min), komorki przed
dodaniem zwigzku inkubowano przez 2 godziny w buforze PBS z dodatkiem CaCl; (0,9
mM), MgCl; (0,49 mM) oraz 11 mM D-glukozy.

4.4 Ocena jakoSciowa hodowanych podocytow

4.4.1 Ocena mikroskopowa

4.4.1.1 Zywotno$¢ komérek

Zywotno$¢ podocytdw oceniano przy pomocy metody barwienia zawiesiny
podocytow blekitem trypanu przed ich wysianiem do butelek hodowlanych. Zwigzek
ten wnika do wnetrza komorek o zaburzonej integralnosci btony komorkowe;j i barwi je
na niebiesko, podczas gdy nieuszkodzone komorki pozostaja niezabarwione.

Do 10 pl zawiesiny podocytéw dodawano 5 pl 0,5% blekitu trypanu i inkubowano
przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie zliczano podocyty w komorze
Fuchs-Rosenthal’a pod mikroskopem §wietlnym i wyznaczano odsetek komorek
zabarwionych na niebiesko. W przeprowadzonych doswiadczeniach odsetek podocytow

zabarwionych blekitem trypanu wynosit nie wigcej niz 5.

4.4.1.2 Ultrastruktura komoérek

Ultrastrukture podocytdow badano przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii
elektronowej. Preparaty komorkowe przygotowano wedtug procedury opisanej w pkt.
4.9. Reprezentatywne elektronogramy przedstawiono na Ryc. 4. W komorkach
widoczne jest charakterystyczne dla podocytow duze, centralnie polozone jadro
komorkowe, a takze liczne mitochondria 1 pecherzyki wewnatrzkomérkowe

rozmieszczone w obrebie ciata podocyta.
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Ryc. 4. Elektronogramy transmisyjnej mikroskopii elektronowej podocytow szczurzych
hodowli pierwotnej. Skala 10 um (A) i 2 um (B). JK — jadro komérkowe, M — mitochondria,
pecherzyki wewnatrzkomoérkowe (autofagosomy/autofagolizosomy) zaznaczono strzatkami.
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4.4.2 Ocena metaboliczna

Stopien uszkodzenia podocytow oceniano metoda spektrofotometryczng
oznaczajac aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) uwalnianej przez podocyty
do srodowiska inkubacyjnego w odniesieniu do catkowitej aktywno$ci enzymu

w podocytach. W przeprowadzonych doswiadczeniach odsetek ten nie przekraczat 10.

4.4.3 Ocena immunofluorescencyjna
Fenotyp podocytow badano metoda immunofluorescencyjng przy uzyciu

przeciwcial skierowanych przeciwko swoistym biatkkom podocytow: podocynie,

nefrynie i synaptopodynie (Ryc. 5) sprz¢zonych z fluorochromem, wedlug metody

razem

opisanej w pkt. 4.6.2.

nefryna

podocyna

podokaliksyna

| .

Ryc. 5. Obraz immunofluorescencyjny podocytow szczurzych hodowli pierwotnej: nefryna
(Alexa 546, gorny rzad), podocyna (Alexa 546, srodkowy rzad) i podokaliksyna (Alexa 488,
dolny rzad). Jadra komérkowe (kolor niebieski) uwidoczniono poprzez barwienie z uzyciem
DAPI.



4.5 Analiza ekspresji genow na poziomie mRNA

4.5.1 Izolacja i oczyszczanie komorkowego RNA

Podocyty ptukano zimnym PBS, a nast¢pnie poddawano lizie z uzyciem roztworu
TRI Reagent (Sigma-Aldrich, USA) przez 5 minut w temperaturze pokojowe;j.
Zlizowane komorki zeskrobywano z powierzchni butelek hodowlanych i1 przenoszono
przy pomocy pipety do probowek typu Eppendorf. RNA ekstrahowano chloroformem
(1:2 v/v). Nastepnie probki wirowano przez 15 minut (20 000 x g, 4°C) otrzymujac
2 frakcje: dolng — organiczng, zawierajacg fenol 1 fragmenty komorek, oraz gorng —
wodng, zawierajaca RNA. Frakcje gorng przenoszono do nowych probowek, a RNA
wytrgcano izopropanolem (1:1 v/v). Probki delikatnie mieszano i umieszczano na 30
minut w temperaturze -20°C, po czym wirowano przez 30 minut (20 000 x g, 4°C).
Otrzymany osad RNA delikatnie przemywano 96% etanolem i ponownie wirowano (15
minut, 20000 x g, 4°C). Po usunieciu etanolu, osad RNA suszono poprzez
pozostawienie otwartej probowki pod wyciggiem laminarnym na 30 minut
w temperaturze pokojowej, a nastgpnie oczyszczony osad RNA rozpuszczano w 20 pl
dH,0.

Stezenie RNA mierzono metodg spektrofotometryczng (spektrofotometr typu
Nanodrop). Zanieczyszczenie biatkami i fenolem otrzymanego roztworu RNA
oznaczano mierzac jego absorbancje przy diugosci fali 260 1 280 nm. Roztwor RNA
przyjmowano za czysty gdy warto$¢ ilorazu Azgo/Azso miescita si¢ w przedziale 1,8-2,2.

W celu usunigcia ewentualnego zanieczyszczenia pochodzacego od DNA,
roztwor RNA oczyszczano za pomocg zestawu AMP-D1 DNase | Amplification Grade.
Oczyszczony RNA uzywano jako matryce do reakcji odwrotnej transkrypcji. Do pracy
z RNA zawsze stosowano wolny od RNAz sprzet laboratoryjny i odczynniki

laboratoryjne.

4.5.2 Reakcja odwrotnej transkrypcji

Do przeprowadzenia 1 reakcji uzywano 700 ng RNA, 100 U odwrotnej
transkryptazy M-MLV, dNTPs — 0,2 mM, DTT — 10 mM, starter ,(dT);s (Roche
Diagnostics) — 0,25 ug oraz inhibitor RNAz (EURX) — 8U.

Reakcje przeprowadzano w termocyklerze (Mastercycler, Eppendorf) przez
1 godzing w temperaturze 42°C. Produkt reakcji (cDNA) uzywano jako matryce

w polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR).
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4.5.3 PCR w czasie rzeczywistym

Ilosciowy pomiar ekspresji mRNA badanych genow przeprowadzano za pomoca
metody PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem reakcji hydrolizy podwojnie
znakowanej sondy molekularnej typu TagMan (Roche Diagnostics). Startery zostaty
zaprojektowane do sekwencji réznych egzonéw, dzigki czemu mozliwa byla
weryfikacja wlasciwego produktu PCR na zelu agarozowym. Sekwencje uzytych
starterow oraz sond molekularnych zamieszczono w Tabeli 1.

PCR przeprowadzano w aparacie Light Cycler 480 (Roche Diagnostics)
z uzyciem 20 ng cDNA, specyficznych starterow (0,4 uM) i sondy typu TagMan (0,2
uM), oraz dwukrotnie rozcienczonej mieszaniny LightCycler480 Probes Master (Roche
Diagnostics). Kontrole negatywna stanowila probka bez matrycy cDNA.

Warunki temperatury i czasu dla poszczegolnych etapéw PCR byly nastgpujace:
preinkubacja (10 min, 95°C), 45 cykli sktadajacych si¢ z: denaturacji (10 s, 95°C),
przytaczania starterow (30 s, 60°C) i syntezy produktu (1 s, 72°C), oraz koncowe
schtadzanie probki reakcyjnej w temperaturze 4°C. Wzgledng ilos¢ produktu PCR
obliczano metodg poréwnawcza AACt, gdzie Ct (ang. cycle threshold) odnosi si¢ do
liczby cykli PCR, po ktorych poziom intensywnosci fluorescencji przekracza
wyznaczong warto§¢ progowa. Poziom ekspresji p-aktyny stanowit kontrolg

wewnetrzna.

Tabela 1. Sekwencje starteréw i sond molekularnych uzytych do PCR w czasie rzeczywistym.

Nazwa Numer dostepu
genu w GenBank

Wielko§é

Sekwencje starterow (5'-3") Sekwencje sond (5'-3") produktu

F: CTGTTCGATCTTCTTGCATCA 5
atg5 | NM_001014250.1 Yellow555°-CTCTGCCT-dqd | 77 pz
R: TCCTTTTCTGGAAAACTCTTGAA

F: CATGAGCGAGTTGGTCAAGA ®
LC3a NM_199500.1 Yellow555°-TCCTGCTG-dqd | 91 pz
R: CACCATGCTGTGCTGGTT

F: TGAATATGAGCGAACTCATCAAG
LC3b NM_022867.2 Yellow555°-CCAGGAGG-dqd 109 pz
R: GGTGTGGACACACTCACCAT

F: AGGCCCCTCTGAACCCTA
p-aktyna | NM_031144.3 FAM-CGTGAAAAGATG-dgd | 70 pz
R: GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Yellow555" i FAM (fluoresceina) — fluorescencyjne barwniki reporterowe, dgd — wygaszacz
(ang. dark quencher dye) (nazwa zwiazku zastrzezona przez producenta).
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Produkty reakcji rozdzielano na 2,5% zelu agarozowym zawierajacym bromek
etydyny (1 pg/ml). Obrazy rozdziatow elektroforetycznych archiwizowano przy uzyciu
aparatu GelDoc-It Imaging System (UVP, Cambridge, Wielka Brytania).

4.6 Immunodetekcja bialek

4.6.1 Western blot

4.6.1.1 Przygotowanie lizatow komorkowych

Podocyty ptukano zimnym PBS, po czym przeprowadzano liz¢ komorek
z uzyciem buforu lizujacego (20 mM Tris, 140 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10% glicerol,
1% Nonidet P-40, pH 8.0) z dodatkiem mieszaniny inhibitorow proteaz (Protease
Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich) w rozcienczeniu 1:40 v/v. Podocyty zbierano
z powierzchni hodowlanej przy pomocy plastikowego skrobaka, po czym zawiesing
wirowano przez 20 minut (20 000 x g, 4°C). Osad odrzucano, a w nadsgczu 0znaczano
catkowite stezenie biatka metoda Lowry’ego (pkt. 4.13.1). Lizaty rozcienczano buforem
lizujacym tak, aby stezenie koncowe biatka wynosito 1 mg/ml, nast¢pnie je porcjowano
I przechowywano w temperaturze -20°C do czasu przeprowadzenia detekcji biatek, nie

dtuzej jednak, niz 3 miesiace.

4.6.1.2 Zele poliakrylamidowe

Zele poliakrylamidowe przygotowywano najpdzniej na dzien przed ich uzyciem.
Procentowo$¢ zeli rozdzielajacych wynosita: 8% — w przypadku detekcji biatek o masie
czasteczkowej >200 kDa, 10% — do detekcji bialek o masie czasteczkowej 40-160 kDa
oraz 12% — do detekcji bialek o masie czagsteczkowej 16-60 kDa. Procentowos¢ zelu

zageszczajacego wynosita zawsze 4,5%.

4.6.1.3 Elektroforeza i elektrotransfer

Do lizatéw komoérkowych dodawano bufor obcigzajacy (6-x stgzony: 350 mM
Tris/HCI, 10% SDS, 30% glicerol, 9,3% DTT, 0,012% bitekit bromofenolowy, pH 6,8),
probki umieszczano na 2 minuty w bloku grzejnym w temperaturze 96°C, a nastgpnie
schtadzano je na lodzie. Na jedng $ciezke zelu poliakrylamidowego naktadano 20 pg
biatka. Elektroforez¢ prowadzono w buforze elektrodowym (100 mM Tris, 100 mM
tricyna, 0,1% SDS, pH 8,3) przy stalym napigciu pradu elektrycznego (95 V). Po

zakonczeniu elektroforezy, zel rozdzielajacy umieszczano na 15 minut w buforze
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transferowym (25 mM Tris, 192 mM glicyna, 5% metanol, pH 8,3). Do elektrotransferu
uzywano membran PVDV aktywowanych bezposrednio przed uzyciem w 100%
metanolu. Transfer potsuchy prowadzono przez 50 minut przy stalym natezeniu pradu
elektrycznego (40 mA) w aparacie TE77x (Hoefer, Inc., USA). Po transferze,
membrany utrwalano w 100% metanolu, a nastepnie umieszczano je W roztworze
blokujacym (3% odtluszczone mleko w proszku, 1% Tween 20 w buforze TBS) na ok.
1,5-2 godzin z cigglym mieszaniem. Po tym czasie membrany plukano trzykrotnie po
5 minut buforem pluczacym (0,02% BSA, 2% Tween 20 w TBS), dodawano roztwor
0,2% BSA, 1% Tween 20 w TBS, zawierajacy przeciwciata I-rzgdowe (rozcienczenie
przeciwcial podano w Tabeli 2) i pozostawiano na noc w temperaturze 4°C. Nastgpnego
dnia, membrany ptukano buforem pluczacym (trzykrotnie po 15 minut), dodawano
roztwor 0,2% BSA, 1% Tween 20 w TBS zawierajacy przeciwciata Il-rzgdowe
sprzezone z fosfatazg alkaliczna, po czym membrany inkubowano przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej (rozcienczenie przeciwcial ll-rzedowych podano w Tabeli
3). W kolejnym etapie, membrany ptukano trzykrotnie po 15 minut buforem ptuczacym
1 przeprowadzano reakcj¢ barwng w obecnos$ci substratow dla fosfatazy alkalicznej:
BCIP — 0,15 mg/ml i NBT — 0,3 mg/ml, rozpuszczonych w buforze o sktadzie: 100 mM
Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl, i pH 9,5. Membrany ptukano w wodzie
dejonizowanej i archiwizowano przy uzyciu aparatu GelDoc-It Imaging System (UVP,
Cambridge, Wielka Brytania). Uzyskane obrazy poddawano analizie densytometrycznej

przy pomocy programu Quantity One (Bio-Rad, USA).

4.6.2 Immunofluorescencja

Podocyty hodowano na okraglych szkietkach o $rednicy 22 mm, pokrytych
kolagenem typu | (BD Biosciences, USA). W dniu do$wiadczenia usuwano pozywke, a
podocyty delikatnie ptukano cieptym buforem PBS (37°C), po czym utrwalano je przez
10 minut w 4% roztworze paraformaldenydu w PBS w temperaturze pokojowej.
Paraformaldehyd usuwano pluczac podocyty dwukrotnie cieptym PBS (37°C). Do
perforacji blony komdrkowej podocytéw uzywano 0,3% Triton X-100 w PBS, ktory
naktadano na szkietka na okres 4-5 minut, po czym podocyty ptukano PBS, dodawano
roztwor blokujacy (5% BSA w PBS) i pozostawiano na lodzie na 60 minut. W nastgpne;j
kolejnosci, na szkietka naktadano przeciwciata I-rzgdowe rozpuszczone w roztworze
blokujacym (rozcienczenie przeciwcial podano w Tabeli 2). Do niespecyficznego

barwienia podocytow uzywano roztwor blokujacy bez I-rzegdowych przeciwcial. Po 60
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minutach podocyty ptukano 3-krotnie PBS i dodawano do nich roztwoér II-rzedowych

przeciwcial (sprzgzonych z fluorochromem), rozcienczonych w roztworze blokujacym

(rozcienczenie przeciwcial podano w Tabeli 4). Po uptywie 45 minut przeciwciala

usuwano, a podocyty ptukano buforem PBS. Nast¢pnie szkietka z podocytami

przyklejano na szkietka podstawowe przy uzyciu odczynnika Fluoromount Aqueous

Mounting Medium (Sigma-Aldrich, USA). Obrazy immunofluorescencyjne preparatow

otrzymane z mikroskopu fluorescencyjnego Olympus 1X51 analizowano przy uzyciu

programu CellSens Dimension (Olympus, Japonia), a otrzymane z fluorescencyjnego

mikroskopu konfokalnego Leica SP8X za pomocg programu LAS X (Leica, Niemcy).

Tabela 2. Rozcienczenia przeciwciat I-rzedowych zastosowanych w

oraz immunofluorescencyjnej

metodzie Western blot

Epitop biatkowy Pochodzenie Rozcienczenie Producent
LC3 Kroélik 1:500
Beklinal Krolik 1:500
Aktyna Mysz 1:3000 S'Qma'A"_’”Ch’
Saint Louis, USA
p-JNK Mysz 1:400
Podocyna Krolik 1:50
Synaptopodyna Koza 1:50
ULK1 Krolik 1:200
Atg5 Mysz 1:200 Santa Cruz
. Biotechnology,
INK Mysz 1:200 Santa Cruz, USA
Vps34 Krolik 1:200
p-mTOR Krolik 1:200
mTOR Krolik 1:650
AMPK Krolik 1:750 Cell Signaling,
Danvers, USA
p-AMPK Krolik 1:750
Vps34 Krolik 1:1000 Echelon,
Salt Lake City, USA
NOX4 Krolik 1:500 Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania
Nefryna Koza 1:50 ProSci, Poway, USA
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Tabela 3. Rozcienczenia przeciwciat II-rzgdowych stosowanych w metodzie Western blot

SWOiS_tOé_é gatunkowa | p,chodzenie Rozcieczenie Producent

przeciwciala

anty-krolik koza 1:5000 Santa Cruz
Biotechnology,

anty-mysz koza 1:2000 Santa Cruz, USA

Tabela 4. Rozcienczenia przeciwcial Il-rzgdowych  stosowanych w  metodzie
immunofluorescencyjnej

Fluorochrom Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 546
Pochodzenie / krolicze anty-mysie kozie anty-krolicze
swoisto$¢ gatunkowa
1:75 (mikroskopia 1:75 (mikroskopia
Rozcieficzenie fluorescencyjna) _ fluorescencyjna) _
1:3000 (fluorescencyjna 1:3000 (fluorescencyjna
mikroskopia konfokalna) mikroskopia konfokalna)
Producent Invitrogen, Carlsbad, CA, USA | Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

4.7 Pomiar aktywnosci PI3K klasy II1
Aktywnos¢ kinazy fosfatydylo-3-inozytolu klasy 11 (PI3K klasy I11) oznaczano

metoda immunoenzymatyczng po immunoprecypitacji biatka z lizatow komorkowych.

4.7.1 Immunoprecypitacja PI3K klasy 111

Lizat podocytarny (300 pul, 300 pg biatka) oczyszczano z uzyciem
niespecyficznych przeciwciat klasy G 1 ztoza agarozowego zwigzanego z biatkiem A
(inkubacja na rotorze przez 1 godzing w temperaturze 4°C). Po odwirowaniu probek
(5 minut, 1 000 x g, 4°C) i odrzuceniu ztoza, do oczyszczonego lizatu dodawano 1 pg
przeciwcial skierowanych przeciwko PI3K klasy III (Vps34; Echelon Biosciences,
USA) i inkubowano z cigglym mieszaniem wertykalnym przez noc w temperaturze 4°C.
Nastepnego dnia dodawano 60 ul ztoza agarozowego zwigzanego z biatkiem A (Santa
Cruz, USA) i kontynuowano inkubacj¢ przez 1 godzing (4°C). Probki wirowano
(3 minuty, 1 000 x g, 4°C), nadsacz odrzucano, a osad przemywano kolejno: 3-krotnie
1% Nonidet P-40 w PBS, 3-krotnie buforem 500 mM LiCl, 100 mM Tris-HCI, pH 7,5,
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oraz 2-krotnie buforem TNE (10 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,5).
Po ostatnim ptlukaniu i wirowaniu (5 minut, 1 000 X g, 4°C) nadsgcz odrzucano, a osad
zawierajacy zloze wraz z kompleksami przeciwcial i biatka PI3K klasy III postuzyt do
oznaczania aktywno$ci Kkinazy fosfatydylo-3-inozytolu klasy I przy uzyciu
komercyjnego zestawu immunoenzymatycznego Class Il PI3K ELISA Kit (Echelon
Biosciences, USA). Obecnos¢ biatka PI3K klasy III w osadzie po immunoprecypitacji

potwierdzono metoda Western blot.

4.7.2 Oznaczanie aktywnosci PI3K klasy 111

Substratem dla PI3K klasy III jest fosfatydyloinozytol (PI), ktory pod wplywem
PI3K klasy Il1 jest fosforylowany do fosfatydyloinozytolo-3-fosforanu (P1(3)P).

Do 60 pl ztoza zwigzanego z PI3K klasy III dodawano 22 ul buforu reakcyjnego
(10 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM MnCl,, pH 8,0) i 2 ul PI (1 nmol).
Reakcje enzymatyczng rozpoczynano dodajac 1 ul 1,25 mM ATP (stezenie koncowe
50 uM). Zawiesine delikatnie mieszano i inkubowano przez 3 godziny w temperaturze
pokojowej, po czym reakcj¢ hamowano dodajac 5 ul 100 mM EDTA (pH 8,0).
Nastgpnie probke reakcyjng rozcienczano dodajac 130 pul H,O i wirowano (1000 x g,
5 min, 4°C). Nadsacz (160 ul) przenoszono do nowych probowek typu Eppendorf, do
ktorych dodawano po 40 pl komercyjnego buforu do detekcji PI(3)P.

Krzywa standardowa sporzadzano w oparciu 0 roztwory PI(3)P o stgzeniach:
39,1 nM, 156 nM, 625 nM, 2,5 uM i 10 uM w buforze komercyjnym zawierajacym
2,5 mM EDTA. Na 96-dotkowa ptytke, uprzednio optaszczong PI(3)P, naktadano
standardy PI(3)P, probki (50 pl/studzienke) oraz 50 pl roztworu z detektorem PI(3)P
(zestaw ELISA Echelon Biosciences), ktorego powinowactwo do PI(3)P jest wyzsze
w stosunku do PI(3)P znajdujacego si¢ w roztworze, niz do zwigzanego z podlozem
ptytki.

Piytke inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z cigglym
mieszaniem (mieszadto horyzontalne, predkos¢ 300 rpm), po czym usuwano
srodowisko reakcyjne, a ptytke ptukano 3 razy buforem TBS-T (50 mM Tris-HCI, 150
mM NacCl, 0,05% Tween 20, pH 7,6). Nastgpnie do studzienek dodano po 100 pl
komercyjnego roztworu zawierajacego tzw. wtorny detektor 1 kontynuowano inkubacj¢
przez 30 minut (mieszadto horyzontalne, predkos¢ 300 rpm, temperatura pokojowa). Po
trzykrotnym plukaniu ptytki buforem TBS-T, studzienki osuszano, a nastgpnie

dodawano do nich 100 pl komercyjnego roztworu wywotujacego. Po 10 minutach
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reakcje zatrzymano poprzez dodanie 50 pl 1IN H;SO, Pomiaru absorbancji
dokonywano przy dhugosci fali 450 nm.

Krzywa standardowg sporzadzono jako =zalezno$¢ pomiedzy wielkoscig
absorbancji dla poszczegdlnych standardow a logarytmem dziesigtnym z ilosci PI(3)P

w probie (Ryc. 6 i Tabela 5).

=450 nm)

oD (

0.0

0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
Log(PI(3)P), pmol

Ryc. 6. Zaleznos¢ pomigdzy log(PI(3)P) a wielko$cig absorbancji.

Tabela 5. Zalezno$¢ pomiedzy absorbancjg a zawartoscig PI(3)P w probach standardowych

Standard PI(3)P
oD
PI(3)P log(PI(3)P) A=450 nm
pmol/probe pmol/probe

0 0 1,062
1,95 0,290 0,925
7,81 0,392 0,754
31,25 1,495 0,272
125 2,097 0,135
500 2,699 0,118

Do obliczenia wartosci  PI(3)P w badanych probach zastosowano
czteroparametrowe rownanie regresji wyznaczone dla krzywej standardowej przy

uzyciu programu SigmaPlot (Systat Software, Inc.).
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4.8 Transfekcja podocytow

4.8.1 Transfekcja komérek przy uzyciu wyciszajacego RNA (SIRNA)

Podocyty hodowano w standardowych warunkach (RPMI 1640, 10% FBS, 1%
P/S) w butelkach hodowlanych o powierzchni 25 cm? optaszczonych kolagenem typu 1.
Na dzien przed transfekcja podocyty umieszczano w $rodowisku bez antybiotykow
(RPMI 1640, 10% FBS). Roztwory siRNA NOX4, Atg5 oraz niespecyficznego SiRNA
(ns siRNA) przygotowywano ex tempore w Srodowisku transfekcyjnym z dodatkiem
liposomalnego czynnika transfekcyjnego (Santa Cruz Biotechnology, USA) wedtug
wskazdéwek producenta.

Podocyty ptukano cieptym buforem PBS (37°C), a nast¢pnie dodawano 1,6 ml
pozywki transfekcyjnej (Santa Cruz Biotechnology, USA), i 0,4 ml uprzednio
przygotowanej mieszaniny zawierajacej siRNA dla badanych genow lub ns siRNA,
i inkubowano przez 7 godzin w temperaturze 37°C i atmosferze o zawartosci 5% COx.
Stezenie koncowe siRNA NOX4 wynosito 80 nM, a siRNA Atg5 — 50 nM. Nastepnie,
do $rodowiska inkubacyjnego dodawano 2 ml pozywki RPMI 1640 wzbogaconej 0 20%
FBS (20% v/v) oraz 2% penicyling i streptomycyng i prowadzono inkubacje przez 16
godzin, po czym wymieniono $rodowisko inkubacyjne na standardowa pozywke.
Inkubacje podocytow w badanych s$rodowiskach doswiadczalnych (z insuling lub
w wysokim stezeniu glukozy) rozpoczynano po 2 dobach od dnia transfekc;ji.

W celu oceny efektywno$ci transfekcji, po wyciszeniu okreslonego genu

przeprowadzano analize ilosci odpowiedniego biatka metoda Western blot.

4.8.2 Transfekcja podocytéw z uzyciem plazmidowego DNA

4.8.2.1 Przygotowanie plazmidowego DNA

Do do$wiadczen uzywano plazmid kodujacy konstrukt biatkowy RFP-GFP-LC3
(ptfLC3) izolowany z kultur bakterii E.coli (szczep DH5a) eksprymujacych ptfLC3.

Bakterie wprowadzono do ptynnej hodowli (pozywka LB: 1% NaCl, 1% bakto-
trypton, 0,5% wyciag drozdzowy z dodatkiem kanamycyny — 50 pg/ml) i hodowano
przy ciaglym mieszaniu W temperaturze 37°C przez noc. Nastepnego dnia plazmid
izolowano z komorek i oczyszczano na kolumnach jonowymiennych z uzyciem zestawu
Plasmid Midi AX (A&A Biotechnology, Polska). Stezenie koncowe DNA oraz czystos¢

preparatu analizowano metoda spektrofotometryczng mierzac absorbancje przy dlugosci
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fali 260 i 280 nm (spektrofotometr typu Nanodrop), a roztwér DNA przyjmowano za
czysty, gdy wartos¢ ilorazu Ao/ Azgo miescita si¢ w przedziale 1,8-2,2.

Plazmid sterylizowano przed jego dalszym uzyciem w podocytach. Roztwor
plazmidu rozcienczono w 100% izopropanolu z dodatkiem 1,2 M NaCl (10:6 v/v)
1 pozostawiono na 15 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano (20 000 X
g, 20 minut, 4°C). Nadsacz odrzucano, a osad zawieszano w 96% etanolu i przenoszono
do sterylnej probowki i ponownie wirowano (20 000 x g, 30 minut, 4°C). Po usunigciu
nadsacza, a osad suszono pod wyciggiem laminarnym, po czym rozpuszczano

wyjatowiony plazmid w sterylnej H,O i ponownie mierzono jego stezenie i czystosc.

4.8.2.2 Nukleofekcja

Podocyty hodowano na ptytkach 24-dotkowych optaszczonych kolagenem typu |
(Cellstar, Greiner Bio-One, Austria) do uzyskania ok. 70-80% konfluencji.
Nukleofekcje prowadzono z uzyciem zestawu Amaxa ™ AD1 Primary Cell 4D-
Nucleofector™-Y Kit (Lonza, Szwajcaria) i DNA plazmidowego (ptfLC3; 16
ng/studzienke). Optymalizacje warunkow transfekcji przeprowadzono z uzyciem
kontrolnego plazmidu (pmaxGFP™ Vector, Lonza) przy 11 réznych programach
roznigcych sie wielkoscia napigcia oraz dlugoscig trwania impulséw (doktadne
parametry nukleofekcji zastrzezone przez producenta). Optymalne warunki nukleofekcji
uzyskano przy wykorzystaniu programu FB-166. Wydajnos¢ nukleofekcji wynosita
ok. 10%.

W transfekowanych podocytach stwierdzono obecno$¢ biatka LC3 z dwoma
biatkami fluorescencyjnymi, tj. RFP (ang. red fluorescent protein; kolor czerwony)
i GFP (ang. green fluorescent protein; kolor zielony). Sygnat fluorescencyjny
pochodzacy od biatka LC3 zlokalizowanego w cytoplazmie i/lub autofagosomach ma
barwe z6lta (jako wynik nakladajacych si¢ fal o dlugosci odpowiadajacej; barwie
czerwonej i zielonej, RFP i GFP). Po fuzji autofagosomu z lizosomem zanika sygnat
pochodzacy od GFP (biatko to jest wrazliwe na niskie pH), stad autofagolizosomy maja
kolor czerwony (Ryc. 7).
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GFP-RFP-LC3

Ryc. 7. Obraz fluorescencyjny podocytow szczurzych hodowli pierwotnej po nukleofekcji przy
uzyciu plazmidu ptfLC3 kodujacego biatka LC3 oraz GFP i RFP. Zotta strzatka — autofagosom,
czerwona strzatka — autofagolizosom.

Podocyty po nukleofekcji inkubowano z insuling (300 nM, 5 dni) lub w obecnosci
wysokiego stezenia D-glukozy (30 mM, 5 dni). Co 24-godziny wykonywano od 15 do
30 zdje¢¢ obrazow z mikroskopu fluorescencyjnego Olympus IX51 1 obliczano catkowita
fluorescencj¢ dla autofagosomow i autofagolizosomoéw za pomocg programu CellSens
Dimension (Olympus, Japonia). Wyniki przedstawiano jako stosunek wielkosci sygnatu

fluorescencyjnego pochodzacego z autofagolizosomdéw do autofagosomow.

4.9 Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Podocyty hodowano na szkietkach nakrywkowych optaszczonych kolagenenem
typu | (Becton, Dickinson and Company, Wielka Brytania), a nast¢pnie utrwalano
w 2,5% roztworze aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze fosforanowym przez
3 godziny w temperaturze pokojowej, po czym ptukano PBS i ponownie utrwalano
przez 1 godzing w roztworze 1% czterotlenku osmu 1 1% zelazocyjanku potasu,
a nastgpnie odwadniano w etanolu, kolejno w roztworach o wzrastajagcym stezeniu
etanolu od 30% do 90%. Szkietka z podocytami cigto na mniejsze fragmenty, ktore
zatapiano w zywicy epoksydowej (Epon 812 resin, Fluka, Niemcy) i krojono
w ultramikrotomie na skrawki o grubosci 40 nm. Do kontrastowania skrawkow
umieszczonych na siateczce miedzianej uzywano nasyconego roztworu octanu uranylu
1 cytrynianu otowiu (0,4% w/v). Preparaty analizowano przy uzyciu transmisyjnego
mikroskopu elektronowego (Philips CM100) w Laboratorium Mikroskopii
Elektronowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego. Zdj¢cia wykonano pod
powiekszeniem 1650x za pomocg programu iTEM (Olympus Soft Imaging Solutions).
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4.10 Ocena zywotnosci podocytéw w ukladach badawczych

4.10.1 Test MTT (test redukcji soli tetrazolowej)

Test zywotno$ci komoérek MTT przeprowadzano na podocytach hodowanych na
24-dotkowej plytce oplaszczonej kolagenem typu I. Po inkubacji podocytow
z badanymi czynnikami — insulina (300 nM; 60 minut, 3 i 5 dni), D-glukoza (30 mM;
5 dni) — zmieniono pozywke na $wiezg i zawierajacg Sol tetrazolowg (MTT, bromek
3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu, 0,2 mg/ml), po czym podocyty
inkubowano przez 4 godziny w temperaturze 37°C oraz atmosferze o zawartosci 5%
CO,. Nastepnie usuwano pozywke znad komorek, a wytragcone krysztalty formazanu
rozpuszczano w DMSO. Pomiary absorbancji lizatéw podocytow wykonywano przy
dhugosci fali 560 nm (whasciwa) 1 690 nm (referencyjna) przy uzyciu aparatu VICTOR?
Multilabel Counter 1420 (PerkinElmer, USA)

4.10.2 Barwienie aneksyng V

W celu oceny wptywu badanych czynnikéw na liczbe podocytéw ulegajacych
apoptozie, komoérki hodowano na ptytkach Petriego o srednicy 33 mm optaszczonych
kolagenem typu I. Po inkubacji podocytéw z badanymi czynnikami — insulina (300
nM; 60 minut, 3 i 5 dni), D-glukoza (30 mM; 5 dni) — komorki ptukano cieptym PBS,
a nastepnie barwiono aneksyng V znakowang FITC (50 pg/ml, 10 minut, temperatura
pokojowa) stosujac komercyjny zestaw (Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit,
Sigma-Aldrich, USA). Po odptukaniu niezwigzanej z blonami komoérkowymi aneksyny
V-FITC, podocyty utrwalano w 4% paraformaldehydzie przez 15 minut i temperaturze
pokojowej, po czym jadra komorkowe uwidaczniano z zastosowaniem DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole; 20 pg/ml, 2 minuty, temperatura pokojowa).

Analize ilosciowg komorek przeprowadzono przy uzyciu aparatu Olympus
Scan”R screening system (Olympus, Japonia) w Zaktadzie Patologii Instytutu ,,Pomnik
— Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie. Caltkowita liczbe podocytow
W preparatach okreslono na podstawie liczby komorek wybarwionych DAPI.
Wykonano po 100 zdje¢ dla kazdego preparatu pochodzgcego z dwoch niezaleznych
hodowli pierwotnych podocytow. Srednia liczba zliczonych komérek w kazdym

preparacie wynosita ok. 2,5 tys.

50



4.11 Analiza przepuszczalnosci warstwy podocytow

Przepuszczalno$§¢ podocytow dla albuminy oceniano w oparciu o pomiar
wielkosci dyfuzji albuminy-FITC przez warstw¢ podocytdow hodowanych we
wstawkach umieszczonych w 24-dotkowej ptytce, w ktorych powierzchni¢ hodowlang
stanowita optaszczona kolagenem typu IV btona z politereftalanu etylenu o powierzchni
0,3 cm? i wielkosci porébw 1 um (BD Biosciences, USA). Po 4 dniach hodowli,
podocyty transfekowano przy uzyciu siRNA wedlug metody opisanej w pkt. 4.8.1
i kontynuowano hodowl¢ w obecnosci badanego czynnika — insuliny (300 nM,;
60 minut, 3 i 5 dni) lub D-glukozy (30 mM; 5 dni). Nast¢pnie wymieniano srodowisko
hodowlane na pozywke RPMI 1640 bez FBS. Po 2 godzinach pozywke we wstawce
zastepowano $wiezg pozywka RPMI 1640 bez FBS (0,3 ml), a pod wstawka pozywka
RPMI 1640 bez FBS ale wzbogacong o 1 mg/ml albuminy-FITC (1,5 ml) i inkubowano
przez 1 godzing (37°C, 5% CO,), po czym pobierano 200 ul $rodowiska znad
podocytow i mierzono absorbancj¢ ptynu przy dtugosci fali 490 nm (spektrofotometr
BioTek ELx808) (Ryc. 8).

— 200 ul

] 0 e _ale ‘
| T | c
Y ] P
pozywhabez FBES %=4%0 nm

+ 1 mgfml FITC-albumina

Ryc. 8. Schemat uktadu do§wiadczalnego stosowanego do badania przepuszczalnosci warstwy
podocytow szczurzych hodowli pierwotnej dla albuminy znakowanej FITC.

[los¢ albuminy, ktora przeszta przez warstwe podocytéw, obliczano na podstawie
krzywej standardowej sporzadzonej dla absorbancji roztworéw o znanym stezeniu
FITC-albuminy: 0, 10, 25, 50, 100, 250 oraz 375 pg/ml (Ryc. 9).
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Ryc. 9. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem albuminy-FITC w probie a jej absorbancja przy dtugosci
fali 490 nm.

4.12 Pomiar aktywnosci dokomérkowego transportu 2-deoksy-[1,2-*H]-D-glukozy

Podocyty hodowane na ptytkach 24-dotkowych optaszczonych kolagenem typu I
delikatnie ptukano cieptym buforem PBS (37°C), a nast¢pnie inkubowano przez
2 godziny w $rodowisku hodowlanym zawierajagcym pozywke RPMI 1640 bez FBS
i bez glukozy (900 ul/dotek) w temperaturze 37°C oraz atmosferze o zwarto$ci 5% COs.
Nastepnie do $srodowiska hodowlanego dodawano 100 pl/dotek pozywki RPMI 1640
wzbogaconej o 2-deoksy-[1,2-*H]-D-glukoze (1 pCi/dotek) oraz insuling (300 nM)
w przypadku badan dotyczacych insulinozaleznego transportu glukozy. Reakcje
prowadzono przez 3 minuty w temperaturze 37°C, po czym ptytk¢ umieszczano na
lodzie, z kazdego dotka pobierano 400 ul srodowiska inkubacyjnego do naczynek
scyntylacyjnych ~ zawierajagcych 2 ml  plynu  scyntylacyjnego  (proba
zewnatrzkomoérkowa), a reszte pozywki usuwano i podocyty przeptukiwano trzykrotnie
zimnym PBS. Po osuszeniu ptytki, podocyty lizowano przez 1,5 godziny w 0,05 N
NaOH (500 pl/dotek) w temperaturze pokojowej przy ciaglym mieszaniu. Lizat
komorkowy (400 pl z kazdego dotka) przenoszono do naczynek scyntylacyjnych
zawierajacych 2 ml ptynu scyntylacyjnego (proba wewnatrzkomorkowa) i mierzono
radioaktywno$¢ probek w liczniku phynnej scyntylacji (MicroBeta®™, Perkin Elmer,
Waltham, USA). W lizacie podocytarnym oznaczano rowniez stezenie biatka metoda
Bradforda (pkt. 4.13.2).
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4.13 Oznaczanie stezenia bialka

4.13.1 Metoda Lowry’ego

Stezenie biatka oznaczano w probkach z 20 pl lizatu dodajac 80 ul 0,2% roztworu
SDS w 0,2 N NaOH oraz 1 ml roztworu 0,01% CuSOQ,, 0,02% winian Na/K w 2%
Na,CO; w 0,1 N NaOH. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej
dodawano 100 pl odczynnika Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, USA) rozcienczonego
woda w stosunku 1:1. Proby intensywnie mieszano i po 20 minutach inkubacji
w temperaturze pokojowej mierzono wielkos¢ absorbancji przy dlugosci fali 600 nm.
Krzywa wzorcowg sporzadzano w oparciu o wielkos¢ absorbancji dla standardowych
roztworéw albuminy surowicy wotowej (BSA) o stezeniach: 0; 0,25; 0,5; 1,25 oraz 2,5

mg/ml.

4.13.2 Metoda Bradforda

Na 96-dotkowa ptytke naktadano po 50 pl/dotek badanych probek oraz 200
ul/dotek odczynnika Bradford (117 uM Commasie Brilliant Blue G-250, 4,75% etanol,
8,5% Hs3PO4) i inkubowano plytke przez 10 minut w temperaturze pokojowej.
Nastepnie mierzono wielko$¢ absorbancji przy dlugosci fali 630 nm i1 490 nm (BioTek
ELx808). Stezenie biatka w probkach obliczano na podstawie rdwnania krzywej
wzorcowej sporzadzanej w oparciu o wielko$¢ absorbancji dla standardowych

roztworow BSA o stezeniach: 0; 0,8; 1,6; 2,4; 3,2; 4; 8 oraz 16 ug/ml.

4.14 Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie + standardowy btad $redniej (SEM).
Prawdopodobienstwo identycznosci grup wynikéw oceniano metodg analizy wariancji
ANOVA oraz przy uzyciu testu Studenta-Newmana-Keulsa. Do obliczen statystycznych
wykorzystano oprogramowanie SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc., USA). Za

statystycznie znamienng réznic¢ uznawang taka, dla ktorej p<0,05.

4.15 Bufory, odczynniki, materialy

4.15.1 Bufory
Bufor fosforanowy (PBS): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na;HPQO,, 1,5 mM
KH,POy, pH 7,4
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Bufor lizujacy: 20 mM Tris, 140 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10% glicerol, 1% Nonidet
P-40, pH 8.0

Bufor obcigzajacy (6x): 350 mM Tris/HCI, 10% SDS (w/v), 30% glicerol (v/v), 9,3%
DTT (w/v), 0,012% BPB (w/v).

Bufor elektrodowy: 100 mM Tris, 100 mM Tricyna, 0,1% SDS, pH 8,3.

Bufor transferowy: 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 5% metanol, pH 8,3.

Bufor blokujacy: 3% odtluszczone mleko w proszku w TBS 1x, 1 ml Tween20 na kazde
100 ml TBS.

TBS 10x: 1,4 M NaCl, 0,2 M Tris/HCI, 0,1% NaN.

Bufor ptuczacy: 0,1% BSA, 0,1% Tween 20 w TBS 1x.

Roztwor do inkubacji przeciwciat: 1% BSA, 0,05% Tween 20 w TBS 1x.

Srodowisko reakcyjne dla fosfatazy alkalicznej: 100 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, pH 9,5.

Bufor TBE 5x: 438 mM Tris; 445 mM kwas borowy; 10 mM EDTA; pH 8,0.

4.15.2 Odczynniki

MP Biochemicals, Irvine, USA:

akrylamid, glicerol, N, N’-metylenobisakrylamid

Sigma-Aldrich, St Louis, USA:

pozywka hodowlana — RPMI 1640, agaroza, BCIP, BPB, bromek etydyny, BSA, D-
glukoza, DTT, EDTA, KH,PQ,4, L-glicyna, NBT, Tri Reagent, odczynnik Folin-
Ciocalteu, RNazeZAP, roztwor penicyliny i streptomycyny, tricyna, Tris, trypsyna,
inhibitory proteaz, apocynina, insulina, AMP-D1 DNase I Amplification Grade, SDS,
DMSO, MTT, aneksyna V-FITC, albumina-FITC, DAPI

Sandoz, Kundl, Austria:

tiopental

American Radiolabeled Chemicals, St Louis, USA:

2-deoksy-[1,2-*H]-D-glukoza

ThermoScientific, Waltham, USA:

paraformaldehyd, plodowa surowica bydlgca (FBS), Coomassie Brilliant Blue R-250
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA:

L-glukoza, zloze agarozowe zwigzane z biatkiem A, czynnik transfekcyjny do siRNA,

medium transfekcyjne do siRNA, kontrolne siRNA (scrambled)
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Promega, Madison, Wisconsin, USA

dNTPs, odwrotna transkryptaza M-MLV

POCH, Gliwice, Polska:

chloroform, CuSQ,, etanol, H;BOg3, izopropanol, metanol, Na,CO3z, Na;HPO,4, NaCl,
NaNs, winian sodowo-potasowy.

Qbiogene, Carlsbad, CA, USA

TEMED, Tween 20

Roche Diagnostics Ltd, Bazylea, Szwajcaria

Nonidet P-40, starter ,(dT);s, sondy molekularne, LightCycler480 Probes Master
EURX Sp. z 0.0., Gdansk, Polska

inhibitor RNAz

4.15.3 Materialy

Wytwérnia Pasz i Koncentratow, Kcynia, Polska

Pasza bytowa Labofeed B

Becton Dickinson Labware, Beckton, Wielka Brytania

Pokryte kolagenem typu I: butelki ptaskie do hodowli komoérek adherentnych, szkietka
nakrywkowe, ptytki hodowlane 12- lub 24-dotkowe, ptytki Petriego. Pokryte
kolagenem typu IV: inserty do badan przepuszczalnosci

Addgene, Cambridge, CA, USA

Plazmid ptfLC3 #21074
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5. Wyniki

5.1 Cytomorfologiczne wykladniki autofagii w podocytach szczurzych hodowli
pierwotnej

Na podstawie zdje¢ uzyskanych z transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
stwierdzono, ze podocyty szczurze w hodowli pierwotnej charakteryzuja si¢ obecnoscia
licznych  wewnatrzkomérkowych — struktur  autofagalnych:  autofagosomoéw
I autofagolizosomoéw (Ryc. 10). Autofagosomy sg pecherzykami o $rednicy od 200 nm
do 2 pm, otoczonymi podwodjng blong fosfolipidowa i powstajacymi podczas
poczatkowych etapow autofagii. Wnetrze autofagosoméw wypelnia heterogenny
materiat utworzony z rozpuszczalnych sktadnikow cytoplazmy, jak rowniez mniejszych
organelli wewnatrzkomoérkowych lub ich fragmentow i struktur btonowych. Po fuzji
autofagosomow z lizosomami powstaja autofagolizosomy, ktore sa pecherzykami
o wielkosci zblizonej do autofagosomoéw, lecz otoczone s3a pojedyncza blong
fosfolipidowa oraz charakteryzujg si¢ wyraznie eclektronowo ggstsza zawartoscia.
Zaréwno autofagosomy, jak i autofagolizosomy obserwowano w obrebie ciata podocyta
(Ryc. 10).

lizosomy

lizosomy

v

§ b y :
e > oF Y e . = | 2

RS/C. 10. Zdjecia pierwotnych podocytow szczurzych z transmisyjnej mikroskopii elektronowej
(TEM) (powigkszenie 1650x%, skala 2 um).
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Postugujac si¢ metoda barwienia immunofluorescencyjnego stwierdzono
w podocytach obecno$¢ biatka LC3 — gldwnego markera autofagii. W ciele podocyta,
a szczegoOlnie w obszarze okolojadrowym, LC3 wspotwystepuje z nefryng (Ryc. 11).
Natomiast nie stwierdzono wspotwystepowania LC3 z innym markerem podocytarnym

— podokaliksyng (Ryc. 11).
LC3

Ryc. 11. Zdjecia podocytéow szczurzych hodowli pierwotnej po podwojnym barwieniu

nefryna razem

podokaliksyna

immunofluorescencyjnym: LC3 i nefryna (gorny rzad) oraz LC3 i podokaliksyna (dolny rzad).

W nastepnych dos§wiadczeniach zbadano wptyw zmniejszonej ilosci biatka Atg5,
tworzacego kompleksy z biatkiem Atgl2, na obecno$¢ w podocytach pgcherzykow
autofagalnych. Stosujac transfekcje siRNA Atg5 wyciszono ekspresj¢ mRNA Atgs,
w efekcie czego zmniejszeniu o ok. 28% ulegta ilos¢ kompleksow Atg5-Atgl2 (Ryc.
12A i B). Podocyty po transfekcji SiRNA Atg5 charakteryzowaly si¢ mniejszg warto$cig
ilorazu sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego z autofagolizosomow do sygnalu
pochodzacego z autofagosoméw w poréwnaniu do podocytow transfekowanych ns
siRNA, tj. okoto 3-krotnie po 24 godzinach od transfekcji SIRNA AtgS (dzien 1),
7-krotnie w 2. dniu i ponad 9-krotnie w 3. dniu do$wiadczenia (p < 0,05) (Ryc. 12C).
W 4. 1 5. dniu do$wiadczenia warto$¢ ilorazu analizowanych sygnatow
fluorescencyjnych w podocytach po wyciszeniu Atg5 byla ok. 3-krotnie nizsza

w poréwnaniu do komorek transfekowanych kontrolnym siRNA (p < 0,05) (Ryc. 12C).
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Ryc. 12. Efekt wyciszenia ekspresji mMRNA Atg5 na ilo$¢ kompleksow Atg5-Atgl2 oraz profil
fluorescencyjny autofagosomow i autofagolizosoméw w podocytach szczurzych hodowli
pierwotnej. Podocyty transfekowano przy uzyciu siRNA AtgS lub kontrolnego siRNA (ns
siRNA), a nastgpnie hodowano przez 5 dni w standardowych warunkach (RPMI 1640, 10%
FBS). Panel A: ilos¢ kompleksow AtgS5-Atgl2 w stosunku do aktyny po 5 dniach od transfekcji
(*p<0,05 vs Kontrola, n = 3). Panel B: obraz reprezentatywnych immunoblotéw. Panel C:
zmiany wielko$ci sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego z autofagolizosoméw w stosunku
do wielkos$ci sygnatu pochodzacego z autofagosomow w zywych podocytach w czasie hodowli
(0-5 dni, n = 8-20 zdj¢¢ z dwoch niezaleznych hodowli podocytow, *p<0,05 vs Kontrola).
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie £ SEM. Kontrola — podocyty nie transfekowane.
RU — jednostki wzgledne.
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5.2 Ocena modyfikacji aktywnosci autofagii przez insuling w podocytach
5.2.1 llosé¢ biatka LC3 w kiebuszkach nerkowych szczurow Zucker

Przeprowadzono seri¢ wstepnych doswiadczen majacych na celu zbadanie
potencjalnego wptywu insuliny in vivo na ilos¢ LC3 w kiebuszkach nerkowych. Biatko
LC3 wystepuje w dwoch formach: LC3-1 (forma cytoplazmatyczna) i LC3-1l (forma
btonowa, zakotwiczona w blonie autofagosoméw). U otylych szczurow Zucker
cechujacych si¢ hiperinsulinemig stwierdzono zmniejszong o ok. 20% (p = 0,055) ilos¢
LC3-I, a zarazem zwigkszong o ok. 30% ilos¢ LC3-Il (p < 0,05) w poréwnaniu do
zwierzat kontrolnych, ktéorymi byly szczupte szczury Zucker z normoinsulinemig
(Ryc.13). Uzyskane wyniki sugeruja, iz insulina in vivo moze by¢ jednym z czynnikow

aktywujacych autofagi¢ w komorkach kigbuszka nerkowego.

A B
5 -
1 LC3-
LG MM Zucker Zucker
4 szczuply otyly
5 55kDa %
aktyna (42 kDa
=g 37kDa & yna ( )
©
=
£
£
© .
= 2+ 25kDa
&)
— 20 kDa
1F LC3-1 (16 kDa)
15 kDa LC3-1I (18 kDa)
0
Zucker szczupty Zucker otyty

Ryc. 13. Poziom biatek LC3-l1 i LC3-II w kiebuszkach nerkowych otytych i szczuptych
szczurow Zucker (*p<0,05 vs. LC3-II Zucker szczupty, n=3, panel A). Panel B przedstawia
obraz reprezentatywnych immunoblotoéw (MM — marker masowy). RU — jednostki wzgledne.
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5.2.2 Wptyw insuliny na poziom markerow autofagalnych w podocytach szczurzych
hodowli pierwotnej

Wykazano, ze insulina (300 nM) wplywa na ilo§¢ biatek LC3-1 i LC3-1I
w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej. Odnotowano zwigkszenie ilosci LC3-I
0 ok. 65% (0,46 + 0,05 vs. 0,76 + 0,12, p < 0,05), a LC3-1I o ok. 54% (0,39 + 0,03 vs.
0,61 = 0,06, p < 0,05) po 60 minutowej inkubacji podocytéw z insuling (Ryc. 14A i B).
Po 3 dniach inkubacji, poziom obu form LC3 zmniejszyt si¢, aczkolwiek w przypadku
LC3-1l wciaz byt wigkszy 0 ok. 25% od warto$ci kontrolnych (0,39 + 0,03 vs. 0,49 +
0,07, p < 0,05), podczas gdy ilos¢ LC3-I byta porownywalna do wartosci kontrolnych
(0,46 £+ 0,05 vs. 0,48 £ 0,05). Po 5 dniach inkubacji, poziomy LC3-I i LC3-II byly
poréwnywalne do wartosci uzyskanych w warunkach kontrolnych (odpowiednio: 0,46 +
0,05 vs. 0,46 £ 0,061 0,39 £ 0,03 vs. 0,38 = 0,04) (Ryc. 14A i B).

W kolejnych do$wiadczeniach zbadano wptyw insuliny na ilo$¢ kompleksow
biatkowych Atg5-Atgl2, ktore wraz z LC3 biorg udzial w procesie dojrzewania
autofagosomow. Wykazano, ze insulina po 3 dniach inkubacji powoduje statystycznie
znamienne zwigkszenie ilosci komplekséw AtgS-Atgl2 o ok. 17% (0,46 £ 0,02 vs. 0,54
+ 0,06, p < 0,05) (Ryc. 14C i D). W pozostatych badanych punktach czasowych, tj. 60.
minuta i po 5 dniach, obserwowano rowniez przyrost ilosci kompleksow (odpowiednio

0 10% i 17%), aczkolwiek zmiany te nie byty statystycznie znamienne (Ryc. 14C i D).
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Ryc. 14. Wplyw insuliny (300 nM) na poziom biatka LC3 i ilo$¢ kompleksow Atg5-Atgl2
w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej. Panel A: stosunek LC3-1 oraz LC3-1l do aktyny
(#p<0,05 vs. LC3-1 Kontrola, *p<0,05 vs. LC3-11 Kontrola). Panel B: obraz reprezentatywnych
immunoblotéw (LC3 i aktyna). Panel C: stosunek Atg5-Atgl2 do aktyny (*p<0,05 vs. Atg5-
Atgl2 Kontrola). Panel D: obraz reprezentatywnych immunoblotow (Atg5-Atgl2 i aktyna).
Wyniki ilosciowe przedstawiono jako wartosci $rednie £ SEM, n = 4-9. Kontrola — podocyty
hodowane 5 dni bez egzogennej insuliny. RU — jednostki wzgledne.

Ze wzgledu na fakt wystepowania genu LC3 w trzech wariantach (LC3a, LC3b,
LC3c), kodujacych LC3A, LC3B oraz LC3C, z ktorych biatka LC3A i LC3B s3
wspoélnie rozpoznawane przez przeciwciala uzywane w prowadzonych badaniach,
kolejne doswiadczenia wykonano z zastosowaniem metody PCR w czasie
rzeczywistym w celu oceny wptywu insuliny na poziom ekspresji mRNA LC3a oraz
LC3b. Stwierdzono, ze w podocytach ekspresja mRNA LC3b jest ponad 10-krotnie
wigksza, niz mRNA LC3a (Ryc. 15A i C). Insulina zwigkszata ekspresje mRNA LC3b;
statystycznie znamienny przyrost mRNA LC3b stwierdzono w 60. minucie (0,059 +
0,015 vs. 0,209 + 0,039, p < 0,05), natomiast efekt byl maksymalny po 3 dniach
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inkubacji — przyrost mRNA LC3b byt ponad 5-krotny (0,059 + 0,015 vs. 0,297 + 0,07,
p < 0,05). Po 5 dniach inkubacji poziom ekspresji mMRNA LC3b ulegt zmniejszeniu
w stosunku do wczesniejszych punktéw czasowych, ale nadal byt wickszy od wartosci
kontrolnych (0,059 + 0,015 vs. 0,118 + 0,013, p < 0,05) (Ryc. 15A). Ponadto
stwierdzono, ze insulina po 5 dniach inkubacji powodowata wzrost 0 90% ekspresji
mMRNA LC3a (0,009 £ 0,003 vs. 0,017 £ 0,001, p < 0,05) (Ryc. 15A).

Stymulujacy wpltyw insuliny zaobserwowano rowniez na poziom ekspresji
MRNA Atg5, ktory zwigkszyt si¢ dwukrotnie po 60 minutach inkubacji z insuling
(0,0049 + 0,001 vs. 0,0099 + 0,0004, p < 0,05), a po 3 dniach byt o ok. 2,5-krotnie
wigkszy od wartosci kontrolnych (0,005 + 0,001 vs. 0,013 + 0,002, p < 0,05) (Ryc.
15B i C). Po 5 dniach poziom ekspresji mMRNA Atg5 ulegt zmniejszeniu i nie r6znit si¢

od wartosci kontrolnych (Ryc. 15B).
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Ryc. 15. Wptyw insuliny (300 nM) na ekspresj¢ mRNA LC3a, LC3b i Atg5 w podocytach
szczurzych hodowli pierwotnej. Panel A: poziom mRNA LC3a i LC3b w stosunku do mRNA
beta-aktyny (#p<0,05 vs. Kontrola LC3a, *p<0,05 vs. Kontrola LC3b). Panel B: poziom
MRNA Atg5 w stosunku do mRNA beta-aktyny (*p<0,05 vs. Kontrola). Wyniki przedstawiono
jako wartosci $rednie + SEM, n = 6-12. Kontrola — podocyty hodowane 5 dni bez egzogennej
insuliny. Panel C: obraz reprezentatywnego zelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym
produktow PCR odpowiadajacych fragmentom mRNA poszczegdlnych genow: Atgb (77 pz),
LC3a (91 pz), LC3b (109 pz) i beta-aktyny (70 pz). MM — marker masowy, RU — jednostki
wzgledne.
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W celu potwierdzenia wplywu insuliny na poziom biatek LC3 i Atg5,
przeprowadzono podwoéjne barwienie immunofluorescencyjne podocytéw hodowanych
w obecnosci insuliny (300 nM) (Ryc. 16). Na zdjeciach podocytow
z immunofluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej widoczne sg =ziarnistosci
wewnatrzkomoérkowe wyraznie odrozniajace si¢ od tla, odpowiadajace skupiskom
biatek LC3 i Atg5, najprawdopodobniej umiejscowionych w strukturach autofagalnych
tj. autofagosomach i/lub autofagolizosomach. Po 60 minutach inkubacji podocytow
z insuling zaobserwowano wigcej ziarnistosci zawierajacych biatko Atg5 (kolor zielony)
oraz LC3 (kolor czerwony) w porownaniu do podocytow hodowanych warunkach
kontrolnych (bez egzogennej insuliny); wartos$ci $redniej intensywnosci fluorescencji
(MFI) zwigkszyty si¢ o ponad 50% dla obu biatek (MFIatgs — 156%, MFIl cs — 153%).
Efekt dziatania insuliny po 3 i 5 dniach inkubacji ulegat ostabieniu, jednak wcigz sygnat
fluorescencyjny pochodzacy od wybarwionych ziarnistosci byt wigkszy od sygnatu
fluorescencyjnego uzyskanego w warunkach kontrolnych: wartosci MFI dla Atg5 i LC3
wynosilty 129% kontroli (Ryc. 16). Powyzsze obserwacje potwierdzity uzyskane
uprzednio wyniki pétilosciowych analiz (mRNA 1 biatko) dotyczacych zmian ilosci LC3
i Atg5 pod wpltywem dziatania insuliny (Ryc. 14 i 15).
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Atg5 LC3 Razem

Kontrola

MFI = 1,00 MFI = 1,00

Insulina 60 min

MFI = 1,56 MFI = 1,563

Insulina 3 dni

MFI = 1,52 MFI = 1,34

Insulina 5 dni

MFI = 1,29 MFI = 1,29

Ryc. 16. Wptyw insuliny na ilo$¢ i rozmieszczenie biatek Atg5 i LC3 w podocytach szczurzych
hodowli  pierwotnej. Obrazy z immunofluorescencyjnej — mikroskopii  konfokalnej
wewnatrzkomorkowego rozmieszczenia biatek Atg5 (kolor zielony) i LC3 (kolor czerwony)
w podocytach po inkubacji z insuling (300 nM; 60 min, 3 i 5 dni). Jadra komorkowe
wybarwione DAPI (kolor niebieski). MFI — érednia intensywnos¢ fluorescencji (normalizowana
do kontroli). Kontrola — podocyty hodowane 5 dni bez egzogennej insuliny.
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W kolejnych doswiadczeniach zbadano efekt dziatania insuliny na poziom biatek
zaangazowanych w regulacje procesu autofagii na etapie inicjacji i elongacji blon
autofagosomalnych.

Poczatkowy etap autofagii (inicjacja) jest regulowany przez bialka o aktywnosci
kinaz, miedzy innymi, przez kinazy mTOR, AMPK oraz ULK1. Stwierdzono
zmniejszenie ilosci biatka mTOR po 3 i 5 dniach inkubacji podocytow z insuling,
odpowiednio 0 47% (0,19 + 0,03 vs. 0,10 + 0,01, p < 0,05) i 49% (0,19 + 0,03 vs. 0,096
+ 0,01, p < 0,05). Ilos¢ biatka mTOR fosforylowanego w pozycji Ser?8 (p-mTOR
Ser®*®) wyrazona w stosunku do aktyny byta poréwnywalna do wartosci kontrolnych
(Ryc. 17A i C), natomiast wyrazona w stosunku do catkowitej ilosci biatka mTOR byta
wigksza o ok. 1,8 razy w 60. minucie i po 3 dniach oraz ponad 2-krotnie po 5 dniach
inkubacji z insuling (p < 0,05) (Ryc. 17B).
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Ryc. 17. Wplyw insuliny (300 nM) na iloé¢ mTOR i p-mTOR Ser®***® w podocytach szczurzych
hodowli pierwotnej. Panel A: stosunek mTOR oraz p-mTOR Ser®** do aktyny (*p<0,05 vs.
Kontrola mTOR). Panel B: stosunek p-mTOR Ser®*® do mTOR (wartosci normalizowane do
kontroli, *p<0,05 vs. Kontrola). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie = SEM (n = 5).
Panel C: obraz reprezentatywnych immunoblotéw. Kontrola — podocyty hodowane 5 dni bez
egzogennej insuliny. RU — jednostki wzgledne.
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W przypadku biatka AMPK, nie stwierdzono wptywu insuliny na catkowitg ilo$¢
AMPK, jak réwniez na iloé¢ AMPK fosforylowanego w pozycji Thr''? (p-AMPK
Thr"?) w stosunku do aktyny (Ryc. 18A i C). Natomiast efekt insuliny wyrazony jako
ilos¢ p-AMPK Thr'"? w odniesieniu do catkowitej ilosci AMPK byl statystycznie
znamienny i miat charakter zmienny w czasie. Zaobserwowano zmniejszenie o ok. 50%
ilosci p-AMPK Thr'’)AMPK po 60 minutach inkubacji podocytéw z insuling
(p < 0,05), natomiast po 3 dniach ilos¢ p-AMPK Thrt’2/AMPK ulegla zwigkszeniu
i stanowita ok. 140% wartosci kontrolnej, aby po 5 dniach inkubacji ulec zmniejszeniu

do warto$ci poréwnywalnej do wartosci kontrolnych (Ryc. 18B).
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Ryc. 18. Wptyw insuliny (300 nM) na ilos¢ AMPK i p-AMPK Thr'"? w podocytach szczurzych
hodowli pierwotnej. Panel A: stosunek AMPK i p-AMPK Thr'’® do aktyny. Panel B: stosunek
p-AMPK Thr'? do AMPK (wartosci normalizowane do kontroli, *p<0,05 vs. Kontrola,
**p<0,05 vs. 60 minut). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SEM (n = 4). Panel C:
obraz reprezentatywnych immunoblotow. Kontrola — podocyty hodowane 5 dni bez egzogennej
insuliny. RU — jednostki wzgledne.
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Nie stwierdzono wptywu insuliny na poziom biatka ULK1 (Ryc. 19A i B).
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Ryc. 19. Wplyw insuliny (300 nM) na ilos¢ ULK1 w podocytach szczurzych hodowli
pierwotnej. Panel A: stosunek ULK1 do aktyny. Panel B: obraz reprezentatywnych
immunoblotéw. Wyniki ilosciowe przedstawiono jako wartosci $rednie + SEM, n = 12.
Kontrola — podocyty hodowane 5 dni bez egzogennej insuliny. RU — jednostki wzgledne.

W proces wydluzania btony autofagosomalnej (etap elongacji) zaangazowane s3,
mi¢dzy innymi, takie biatka, jak beklina 1 oraz kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K)
klasy III. Stwierdzono, ze insulina zwigksza poziom bekliny 1 w podocytach, ktorej
ilo$¢ po 3 i 5 dniach inkubacji zwigkszyta si¢ odpowiednio o 26% i 34%, p < 0,05 (Ryc.
20A 1 B). Natomiast nie stwierdzono wplywu insuliny na ilo$¢ biatka PI3K klasy III
(Ryc. 21A i B) oraz na jego aktywnos¢ enzymatyczng (Ryc. 21A).
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Ryc. 20. Wptyw insuliny (300 nM) na poziom bekliny 1 w podocytach szczurzych hodowli
pierwotnej. Panel A: stosunek bekliny 1 do aktyny (wartosci normalizowane do kontroli,
*p<0,05 vs. Kontrola). Panel B: obraz reprezentatywnych immunoblotow. Wyniki ilosciowe
przedstawiono jako wartos$ci $rednie + SEM, n = 10. Kontrola — podocyty hodowane 5 dni bez
egzogennegj insuliny.
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Ryc. 21. Wplyw insuliny (300 nM) na ilo$¢ biatka i aktywnos$¢ kinazy PI3K klasy III
w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej. Panel A: stosunek ilosci kinazy PI3K klasy I1I do
aktyny (czarne stupki) oraz aktywnos¢ PI3K klasy III (szare stupki, wartosci normalizowane do
kontroli). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie £ SEM (n = 7-8). Panel B: obraz
reprezentatywnych immunoblotow. Kontrola — podocyty hodowane 5 dni bez egzogennej
insuliny. RU — jednostki wzgledne.

W dalszej kolejnosci zbadano wplyw insuliny na poziom biatka JNK1 —
pozytywnego regulatora aktywnosci bekliny 1. Stwierdzono obecno$¢ dwoch izoform
biatkowych JNK1 — p46 i p54, ktore powstaja w wyniku alternatywnego sktadania
MRNA JNK1. Zaobserwowano zwiekszong 0 43% (0,94 + 0,1 vs. 1,35 £ 0,15, p < 0,05)
ilos¢ izoformy p54 JNK1 po 5 dniach inkubacji podocytow w obecnosci insuliny (Ryc.
22A 1 D). Poziom izoformy p46 JNKI zwigkszal si¢ wraz z czasem inkubacji
podocytow z insuling (o 26% — 60 min, 34% — 3 dni i 42% — 5 dni w odniesieniu do
wartosci kontrolnych), jednak wzrost ten nie byt statystycznie znamienny (Ryc. 22A),

183 185

podobnie jak ilo$¢ fosforylowanych izoform p46 i p54 JNK1 (Thr™" i Tyr—) wyrazona

w stosunku do ilo$ci aktyny (Ryc. 22B i D). Stwierdzono natomiast znamienny wptyw
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insuliny na ilo$¢ fosforylowanej izoformy p54 JNK1 wyrazonej w odniesieniu do
catkowitej ilosci pS4 JNKI1 po 60 minutach inkubacji podocytéw z insuling (wzrost

0 20%, p < 0,05) (Ryc. 22C).
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Ryc. 22. Wpltyw insuliny (300 nM) na ilo$¢ izoform p46 i p54 JNK1 w podocytach szczurzych
hodowli pierwotnej. Panel A: stosunek ilosci p46 i p54 JNK1 do aktyny (*p<0,05 vs. Kontrola
p54 JNK1). Panel B: stosunek ilosci p-p46 i p-p54 INK1 (p-Thr'® i p-Tyr'®®) do aktyny. Panel
C stosunek p-JNK1 do JNKI (wartosci normalizowane do kontroli, #p<0,05 vs. Kontrola
p-p54/p54 INK1). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SEM, n = 6-7. Panel D: obraz
reprezentatywnych immunoblotow. Kontrola — podocyty hodowane 5 dni bez egzogennej
insuliny. RU — jednostki wzgledne.
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5.2.3 Wptyw insuliny na tworzenie struktur autofagalnych w zZywych podocytach

Przeprowadzono nukleofekcje podocytow przy uzyciu plazmidu kodujacego gen
LC3 oraz dwa geny znacznikowe dla biatek zielonej i czerwonej fluorescencji (GFP
1 RFP). Wydajnos¢ nukleofekcji nie przekraczala 10%. Podocyty eksprymujace
egzogenne bialko charakteryzowaty si¢ zmianami morfologicznymi polegajacymi na
»Zlewaniu” si¢ ze sobg komorek, tworzeniu duzych obszaréw pokrytych cytoplazma lub
gesta siecig wypustek cytoplazmatycznych (Ryc. 23A). W takich grupach podocytow
obserwowano zazwyczaj od dwdéch do pigciu jader komorkowych.

W trakcie inkubacji podocytow w obecnosci 300 nM insuliny codziennie przez
5 dni wykonywano zdjecia W mikroskopii fluorescencyjnej dla dtugosci widma fali
swietlnej odpowiadajacej kolorowi zielonemu i czerwonemu. Zaobserwowano, ze
zarbwno w podocytach hodowanych w obecnos$ci insuliny, jak i hodowanych
w warunkach kontrolnych (bez egzogennej insuliny), wielko$§¢ sygnatu
fluorescencyjnego pochodzacego z autofagolizosoméw (kolor czerwony) w stosunku do
wielkosci sygnatu pochodzacego z autofagosomow (kolor zo6tty) zwigkszata si¢ wraz
z czasem hodowli, jednakze w komorkach stymulowanych insuling warto$¢ stosunku
analizowanych sygnatow fluorescencyjnych byla znacznie wyzsza w poczatkowych
punktach czasowych dos$wiadczenia 1 byla maksymalna po dwoch dniach inkubacji,
przewyzszajac wartos¢ kontrolng o ok. 2,2-krotnie (Ryc. 23B). Od trzeciego dnia
inkubacji obserwowano zmniejszenie wartosci badanych stosunkow sygnatow

fluorescencyjnych, ktore byty porownywalne do warto$ci kontrolnych (Ryc. 23B).
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Ryc. 23. Wpltyw insuliny na ilo$¢ i wewnatrzkomorkowe rozmieszczenie egzogennego biatka
GFP-RFP-LC3 oraz profil fluorescencyjny autofagosomoéw i autofagolizosoméw w zywych
podocytach szczurzych hodowli pierwotnej. Panel A: reprezentatywne zdjecia podocytow po
nukleofekcji powstate poprzez nalozenie na siebie zdje¢ wykonanych dla widma zielonego
(biatko GFP) i czerwonego (biatko RFP). Lewa kolumna: warunki kontrolne — dzien (D) 0, 1, 2,
3,415, prawa kolumna: po inkubacji podocytow z insuling (300 nM) — 60 minut, dzien (D) 1,
2, 3, 4 1 5. Panel B: zmiany wielko$ci sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego
z autofagolizosoméw w stosunku do wielkosci sygnatu pochodzacego z autofagosomow pod
wptywem insuliny. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SEM, n = 15-30 zdjgc
z dwoch niezaleznych hodowli podocytéw. Kontrola — podocyty hodowane bez egzogennej
insuliny.

5.3 Udzial reaktywnych form tlenu w regulacji autofagii przez insuline

5.3.1 Wplyw apocyniny na stymulowany insuling poziom biatek autofagalnych

W celu zbadania kwestii, czy wptyw insuliny na poziom biatek autofagalnych jest
zalezny od reaktywnych form tlenu (ROS), podocyty eksponowano na insuling,
a nastepnie na apocyning (2h, 100 puM), inhibitor oksydazy NAD(P)H — enzymu
bedacego gldéwnym zrodiem ROS w podocytach.

Stwierdzono, ze apocynina znosi efekt dziatania insuliny w zakresie ilo$ci biatek
LC3, Atg5-Atgl2, AMPK, mTOR, beklinyl i JINK1 (Tabela 6).
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Tabela 6. Efekt dziatania insuliny na poziom biatek autofagalnych w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej w obecnosci apocyniny

INS 60 minut INS 3 dni INS 5 dni
- APO + APO - APO + APO - APO + APO
LC3-1/ aktyna 1,46 £0,11* 0,95 + 0,04 1,26 +0,11* 0,82 + 0,08 1,16 40,11 0,84 +0,11
LC3-11/ aktyna 1,58 +£0,11* 0,84 + 0,09 1,19 + 0,09* 0,81+0,13 1,00+ 0,10 0,83 £0,16
Atg5-Atgl2 / aktyna 1,09 + 0,07 0,99 + 0,07 1,16 + 0,04* 0,99 + 0,03 1,16 + 0,04* 1,02 + 0,08
p-AMPK / AMPK 0,50 + 0,14* 0,88+ 0,18 1,27 £0,11%* 0,63 +0,09 1,04+ 0,08%* | 0,82+ 0,24
Beklina 1/ aktyna 1,05 + 0,06 0,77 + 0,03 1,26 + 0,09 1,09+ 0,16 1,34 +0,14* 0,90 £ 0,07
p-mTOR / mTOR 1,71 +0,22% 1,19 + 0,09 1,87 +0,32* 0,74 + 0,06 2,29 + 0,44* 0,81 £ 0,12
p-p46 / p46 (INK1) 121+0,11 1,02 + 0,09 1,20+0,13 1,11+0,19 0,99 + 0,08 1,12+0,27
p-p54 / p54 (JINK1) 1,20 £ 0,03* 0,90 + 0,09 1,08+ 0,12 1,03 +0,13 1,01 +0,12 1,10+ 0,16

Podocyty inkubowano z insuling (300 nM) przez 60 minut, 3 dni lub 5 dni (kontrola: -APO) oraz 2 godziny przed koncem doswiadczenia
z apocyning (100 uM) (proby badane: +APO). Analizie poddano ilos¢ LC3-I, LC3-1l, Atg5-Atgl2 i bekliny 1 w stosunku do aktyny, oraz
p-AMPK Thr'”? w stosunku do AMPK, p-mTOR Ser®*® do mTOR, p-INK1 (p-p46 i p-p54, Thri¥¥Tyr'®) do INK1 (p46 i p54). Wyniki zostaly
normalizowane do kontroli —APO lub +APO bez insuliny przyjetych jako 1; *p<0,05 vs. Kontrola —APO, **p<0,05 vs. INS 60 minut —APO,
n =4-10.
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5.3.2 Wplyw insuliny na ilos¢ biatek autofagalnych po wyciszeniu NOX4 (SIRNA NOX4)

W celu potwierdzenia udzialtu ROS w regulacji autofagii przez insuling,
przeprowadzono kolejne doswiadczenia, w przebiegu ktorych wyciszono ekspresje
MRNA NOX4 (katalitycznej podjednostki oksydazy NAD(P)H), metoda transfekcji
podocytow z uzyciem specyficznych, matych czastek interferujacego RNA (SiRNA), po
czym komorki inkubowano z insuling (300 nM; 60 minut, 3 1 5 dni). Stwierdzono, ze
wyciszenie podjednostki NOX4, powodujace zmniejszenie ilosci biatka NOX4 o ok.
46%, p<0,05 (Ryc. 24D), znosi stymulujacy wptyw insuliny na poziom LC3-I (60 min,
3 dni) oraz LC3-1I (60 min) (Ryc. 24A i C). Podobny efekt SiRNA NOX4 stwierdzono
w przypadku kompleksow Atg5-Atgl2, ktorych ilo$¢ po wyciszeniu NOX4 1 inkubacji
z insuling nie ulegala zwigkszeniu, podczas gdy w podocytach transfekowanych
kontrolnym siRNA (ns siRNA) insulina powodowata zwigkszenie ilosci komplekséw
Atg5-Atgl2 o ok. 18% po 60 minutach (0,73 £ 0,04 vs. 0,86 = 0,05, p < 0,05) i o ok.
16% po 3 dniach inkubacji (0,73 + 0,04 vs. 0,85 + 0,04, p < 0,05) (Ryc. 24B i C).
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Ryc. 24. Udziat podjednostki NOX4 oksydazy NAD(P)H w dziataniu insuliny na poziom biatka
LC3 i Atgh-Agtl2 w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej. Podocyty transfekowano
NOX4 siRNA lub kontrolnym siRNA (ns siRNA), a nastgpnie inkubowano w obecnosci
insuliny (300 nM; 60 min, 3 i 5 dni). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie = SEM. Panel
A: ilos¢ LC3-1 i LC3-11 w odniesieniu do aktyny, *p<0,05 vs. Kontrola LC3-I ns SiRNA;
#p<0,05 vs. Kontrola LC3-II ns siRNA, n = 12. Panel B: ilos¢ kompleksow Atg5-Atgl2
w stosunku do aktyny, *p<0,05 vs. Kontrola ns siRNA, n = 8. Panel C: obraz
reprezentatywnych immunoblotow: $ciezki 1-4 — ns siRNA: Kontrola (1), 60 minut (2), 3 dni
(3), 5 dni (4); Sciezki 5-8 — NOX4 siRNA: Kontrola (5), 60 minut (6), 3 dni (7), 5 dni (8). Panel
D: ilos¢ biatka NOX4 po transfekcji SiRNA NOX4 oraz ns siRNA. RU — jednostki wzgledne.
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Ze wzgledu na fakt, iz najwickszy efekt dzialania insuliny na poziom biatek LC3-
I, LC3-1T i ilo$¢ kompleksow Atg5-Atgl2 obserwowano po 60 minutach inkubaciji,
w kolejnym etapie zbadano wplyw insuliny na poziom ekspresji mRNA LC3a, LC3b
i Atg5 po wyciszeniu ekspresji NOX4 i godzinnej stymulacji insuling. W podocytach po
transfekcji SIRNA NOX4 insulina nie powodowala zmian w ekspresji mRNA LC3b
(0,17 £ 0,02 vs. 0,18 + 0,04) (Ryc. 25A) oraz mRNA Atg5 (0,012 £+ 0,001 vs. 0,013 +
0,002) (Ryc. 25B). Natomiast w podocytach kontrolnych, tj. transfekowanych
z uzyciem kontrolnego siRNA, po godzinnej inkubacji z insuling stwierdzono
zwigkszony o ok. 70% poziom ekspresji mMRNA LC3b (0,16 = 0,01 vs. 0,27 £ 0,02,
p < 0,05). Podobne obserwacje poczyniono dla ekspresji mRNA Atg5. Wyciszenie
NOX4 zapobiegalo stymulujagcemu wplywowi insuliny (60 min) na ekspresj¢ mRNA
Atg5, podczas gdy w podocytach transfekowanych kontrolnym siRNA insulina
powodowata 2,5-krotne zwigkszenie poziomu mRNA Atg5 (0,012 + 0,001 vs. 0,029 +
0,010, p < 0,05). Nie stwierdzono statystycznie znamiennego wplywu insuliny na
poziom ekspresji MRNA LC3a w podocytach czy to z wyciszonym NOX4, czy tez po
transfekcji kontrolnym siRNA (Ryc. 25A).
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Ryc. 25. Udzial podjednostki NOX4 oksydazy NAD(P)H w dzialaniu insuliny na ekspresje
LC3a, LC3b oraz Atg5 na poziomie mRNA w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej.
Podocyty transfekowano NOX4 siRNA lub kontrolnym siRNA (ns siRNA), a nastepnie
inkubowano w obecnoéci insuliny (300 nM; 60 min). Panel A: ekspresja mRNA LC3a i LC3b
w stosunku do mRNA beta-aktyny, *p<0,05 vs. Kontrola LC3b ns siRNA, n = 9. Panel B:
ekspresja mRNA Atg5 w stosunku do mRNA beta-aktyny,*p<0,05 vs. Kontrola ns siRNA,
n = 6. Wyniki przedstawiono jako warto$ci srednie + SEM. Kontrola — podocyty hodowane bez
egzogennej insuliny. RU — jednostki wzgledne.

Wptyw insuliny na poziom biatek LC3 i AtgS w podocytach po wyciszeniu
ekspresji NOX4 zbadano réwniez metoda barwienia immunofluorescencyjnego
komorek 1 ich obrazowania w mikroskopii konfokalnej (Ryc. 26). W podocytach
transfekowanych ns SiRNA, 60-minutowa inkubacja z insuling powodowata
zwigkszenie ilosci skupisk LC3 1 Atg5 (MFI c3 = 162%, MFlags = 152%). Natomiast
nie stwierdzono wptywu insuliny w podocytach z wyciszong ekspresja NOX4, gdzie

wielkos¢ sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego od LC3 1 Atg5 byta porownywalna
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(MFlaws = 112%) lub mniejsza (MFl cs = 70%) od warto$ci uzyskanych w warunkach
kontrolnych (Ryc. 26).

Atg5 LC3 Razem

ns siRNA
Kontrola

MFI = 1,00 MFI = 1,00

ns siRNA
60 minut insulina

MFI = 1,52 MFI = 1,62

NOX4 siRNA
Kontrola

MFI = 1,00 MFI = 1,00

NOX4 siRNA
60 minut insulina

MFI = 1,12

Ryc. 26. Wptyw insuliny na ilo$¢ i rozmieszczenie biatek Atg5 i LC3 w podocytach szczurzych
hodowli pierwotnej z wyciszong ekspresja NOX4. Obrazy z immunofluorescencyjnej
mikroskopii konfokalnej wewnatrzkomorkowego rozmieszczenia bialek Atg5 (kolor zielony)
i LC3 (kolor czerwony) w podocytach transfekowanych NOX4 siRNA lub kontrolnym siRNA
(ns siRNA) i po inkubacji z insuling (300 nM; 60 min). Jadra komorkowe wybarwione DAPI
(kolor niebieski). MFI — $rednia intensywno$¢ fluorescencji (normalizowana do kontroli).
Kontrola — podocyty hodowane bez egzogennej insuliny.
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W celu potwierdzenia udziatu ROS w aktywacji autofagii przez insuling
zastosowano chemiczny donor wolnych rodnikow — nadtlenek wodoru. Stosujac
metode immunofluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej stwierdzono, ze egzogenny
H.0, (100 uM, 30 min) powoduje zwigkszenie ilosci biatek Atg5 i LC3 w podocytach
transfekowanych siRNA NOX4, jak i kontrolnym siRNA (ns siRNA): wartosci MFI
ulegly zwigkszeniu do 258% dla Atg5 1459% dla LC3 w komorkach transfekowanych
siRNA NOX4, natomiast w komorkach transfekowanych ns siRNA wartosci MFI
wynosity 361% dla Atg5 i 385% dla LC3 (Ryc. 27).
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Atg5 LC3 Razem

ns siRNA
Kontrola

MFI = 1,00 MFI = 1,00

ns siRNA
H,O, 30 minut

MFI = 2,58 MFI = 4,59

NOX4 siRNA
Kontrola

MFI =1,00 MFI = 1,00

NOX4 siRNA
H,O, 30 minut

MFI = 3,61 MFI = 3,85

Ryc. 27. Wplyw egzogennego nadtlenku wodoru na ilos¢ i rozmieszczenie biatek Atg5 i LC3
w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej z wyciszong ekspresja NOX4. Obrazy
z immunofluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej wewnatrzkomoérkowego rozmieszczenia
bialek Atg5 (kolor zielony) i LC3 (kolor czerwony) w podocytach transfekowanych siRNA
NOX4 lub kontrolnym siRNA (ns siRNA) i po inkubacji z H,O, (100 uM, 30 minut). Jadra
komoérkowe wybarwione DAPI (kolor niebieski). MFI — $rednia intensywnos$¢ fluorescencji
(normalizowana do kontroli). Kontrola — podocyty hodowane bez egzogennej insuliny.
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Uzyskane wyniki sugeruja, iz insulina moduluje proces autofagii w pierwotnych
podocytach szczurzych gltownie na etapie dojrzewania 1 zamykania struktur
autofagalnych, a regulacja autofagii przez insuling odbywa si¢ za posrednictwem

reaktywnych fort tlenu.

5.4 Wplyw insuliny na zywotnos$¢ podocytow
5.4.1 Wplyw insuliny na zywotnos¢é podocytow po transfekcji SiRNA Atgs

Zywotno$¢ podocytdow oceniano na podstawie ich aktywno$ci metaboliczne;
stosujac test MTT. Nie stwierdzono statystycznie znamiennego wplywu insuliny (300
nM; 60 minut, 3 i 5 dni) na zywotnos¢ podocytow (Ryc. 28A). Kontrolg pozytywna
stanowity podocyty stymulowane 0,5 pM staurosporyng (Staur, 0,5 uM, 3 godziny),
ktorych zywotno$¢ zmniejszyla si¢ o 30% w porownaniu do podocytow hodowanych
w warunkach standardowych (Kontrola) (Ryc. 28A).

Nie stwierdzono aby transfekcja siRNA Atg5 lub ns siRNA powodowata zmiany
w zywotno$ci podocytow w standardowych warunkach (Ryc. 28B), jak rowniez miata
wplyw na zywotnos$¢ podocytow po inkubacji z insuling (300 nM; 60 minut, 3 1 5 dni)
(Ryc. 28C).
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Ryc. 28. Zywotnoéé podocytéw szczurzych hodowli pierwotnej oceniana przy pomocy testu
MTT. Panel A: wptyw insuliny (300 nM; 60 minut, 3 i 5 dni) oraz staurosporyny (Staur; 0,5
UM, 3 godziny), *p<0,05, n = 9. Panel B: wptyw transfekcji SiRNA Atg5 lub ns siRNA po
5 dniach hodowli (n = 3). Panel C: wptyw insuliny (300 nM; 60 minut, 3 i 5 dni) po transfekcji
podocytow SIRNA Atg5 lub ns siRNA, n = 3. Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie +
SEM. Kontrola — podocyty hodowane bez egzogennej insuliny.

5.4.2 Wplyw insuliny na liczbe podocytow ulegajgcych apoptozie po transfekcji SIRNA
Atg5

Odsetek podocytow ulegajacych apoptozie oceniano na podstawie liczby
podocytow wybarwionych aneksyng V znakowang FITC w stosunku do catkowitej
liczby podocytow.

Nie stwierdzono znamiennego wptywu insuliny (300 nM; 60 minut, 3 i 5 dni) na
odsetek podocytow wybarwionych aneksyng V-FITC (Ryc. 29A). Staurosporyna (0,5
uM, 3 godziny), zastosowana jako kontrola pozytywna, powodowala zwigkszenie
odsetka podocytow FITC-pozytywnych do odsetkowej wartosci 21, p < 0,05 (Ryc.
29A).
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W kolejnych do$wiadczeniach przeprowadzonych z zastosowaniem podocytow
transfekowanych siRNA Atg5, stwierdzono, ze insuling (300 nM) w krotkim czasie
inkubacji, tj. 60 minut, zwigkszata odsetek podocytow FITC-pozytywnych (1,5% + 0,4
vs. 14,5% + 3,1, p < 0,05) (Ryc. 29C), natomiast takiego efektu nie stwierdzono dla
dhuzszych czaséw inkubacji tj. po 3 i 5 dniach (Ryc. 29C, D). Nie stwierdzono zmian
w liczbie podocytow wybarwionych aneksyng V-FITC po inkubacji z insuling we
wszystkich punktach czasowych dla warunkéw kontrolnych (transfekcja ns siRNA)
(Ryc. 29B).
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Ryc. 29. Wpltyw insuliny i transfekcji siRNA Atg5 na odsetek podocytow ulegajacych
apoptozie. Panel A: wptyw insuliny (300 nM; 60 minut, 3 i 5 dni) oraz staurosporyny (Staur, 0,5
uM, 3 godziny), *p<0,05 vs Kontrola. Panel B: wptyw transfekcji SIRNA Atg5 lub ns siRNA po
2 dniach hodowli. Panel C: wplyw insuliny (300 nM; 60 minut, 3 i 5 dni) po transfekcji
podocytow SiRNA Atg5 lub ns siRNA, *p<0,05. Kontrola — podocyty hodowane bez
egzogennej insuliny. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SEM, otrzymane na
podstawie zliczen ze 100 zdje¢ dla kazdego preparatu pochodzgcego z dwoch niezaleznych
hodowli ($rednia liczba zliczen dla jednego preparatu to 2,5 tys. komorek). Panel D:
reprezentatywne zdjgcie podocytéw po barwieniu aneksyng V-FITC (widoczna jedna komoérka
FITC-pozytywna o zabarwieniu zielonym oraz 2 komorki (jadra komoérkowe) FITC-

negatywne).
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5.5 Udzial autofagii w regulacji funkcji podocytow stymulowanych insulina

5.5.1 Wphw insuliny na przepuszczalnosé¢ dla albuminy warstwy podocytow po
transfekcji sSiRNA Atg5

Podocyty stanowig gldwna bariera dla przepuszczalnosci albuminy w kigbuszku
nerkowym, dlatego podjeto probe zbadania potencjalnego udziatu autofagii w modulacji
przepuszczalnosci warstwy podocytdow przez insuling. Stwierdzono, ze insulina
zwigksza przepuszczalnos¢ dla albuminy warstwy podocytdw po transfekcji kontrolnym
siRNA: po 60 minutach obserwowano zwigkszenie przepuszczalnosci dla albuminy
047% (85 + 10 pg/ml vs. 125 + 14 pg/ml, p <0,05), po 3 dniach 0 48% (85 + 10 ng/ml
vs. 126 + 6 pg/ml, p < 0,05), a po 5 dniach inkubacji odnotowano wzrost
przepuszczalnosci o 84% (85 + 10 pg/ml vs. 156 = 16 pg/ml, p < 0,05) (Ryc. 30).

Kroétkotrwata (60 minut) inkubacja z insuling podocytow po transfekcji siRNA
Atg5 nie powodowata zmian w przepuszczalno$ci warstwy podocytow dla albuminy
(106 £ 16 pg/ml vs. 100 £ 13 pg/ml). Jednakze po 3 1 5 dniach inkubacji
zaobserwowano znaczny i postepujacy w czasie wzrost przepuszczalnosci podocytéw
dla albuminy, ktéra po 3 dniach inkubacji zwiekszyta si¢ o ok. 43% w porownaniu do
przepuszczalnosci 60 minucie inkubacji z insuling (100 £+ 13 pg/ml vs. 143 + 10 pg/ml,
p <0,05), a po 5 dniach zwigkszyta si¢ o ok. 70% w poréwnaniu do kontroli (106 + 16
ug/ml vs. 180 £ 17 pg/ml, p < 0,05) (Ryc. 30). Wydaje si¢ wiec, iz modulacja
aktywnoS$ci autofagii moze wpltywac¢ na efekt dziatania insuliny na przepuszczalno$¢

podocytéw dla albuminy.
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Ryc. 30. Wptyw insuliny (300 nM) na przepuszczalno§¢ dla albuminy podocytow po
transfekcji SIRNA Atg5. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie = SEM, #p<0,05 vs.
Kontrola ns siRNA, **p<0,05 vs. 60 minut siRNA Atg5, *p<0,05 vs. Kontrola siRNA Atg5,
n = 3. Kontrola — podocyty hodowane bez egzogennej insuliny.

5.5.2 Wplyw insuliny na aktywnos¢ dokomédrkowego transportu 2-deoksy-[1,2-*H]-D
glukozy w podocytach po transfekcji SIRNA Atg5

Stwierdzono, ze insulina (300 nM, 60 min) zwigksza aktywnos$¢ dokomdrkowego
transportu  2-deoksy-[1,2-*H]-D-glukozy (2-DG) w podocytach po transfekcji
kontrolnym siRNA (5,38 + 0,64 nmol/min/mg biatka vs. 7,27 + 1,23 nmol/min/mg
biatka, p < 0,05), natomiast efekt ten jest zniesiony w podocytach po transfekcji siRNA
Atg5 (3,92 £ 1,26 nmol/min/mg biatka vs. 3,80 + 0,69 nmol/min/mg biatka) (Ryc. 31).
Nie stwierdzono aby insulina po 3 i 5 dniach inkubacji wptywala statystycznie
znamiennie na aktywno$¢ dokomoérkowego transportu 2-DG w podocytach po
transfekcji czy to siRNA Atg5, czy tez ns siRNA (Ryc. 31). Przedstawione wyniKi
wskazuja, iz dlugotrwala stymulacja insulinowa moze prowadzi¢ do insulinoopornosci

podocytow, a obnizenie aktywnosci autofagii moze przyspieszac ten proces.
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Ryc. 31. Wplyw insuliny (300 nM) na aktywno$¢ dokomorkowego transportu
2-deoksy-[1,2-*H]-D-glukozy (2-DG) w podocytach po transfekcji SiRNA Atg5. Wyniki
przedstawiono jako wartosci $rednie = SEM, *p<0,05 vs. Kontrola ns siRNA, n = 4-8. Kontrola
— podocyty hodowane bez egzogennej insuliny.

5.6 Aktywno$¢ autofagii w podocytach hodowanych w Srodowisku o wysokim

stezeniu D-glukozy

W celu zbadania, czy zmniejszona wrazliwos¢ podocytow na insuling, jaka
obserwuje si¢ po 5 dniach hodowli w $rodowisku o wysokim stezeniu D-glukozy (30
mM), jest zwigzana ze zmianami aktywnosci autofagii, w kolejnych doswiadczeniach
analizie poddano poziom biatlek autofagalnych w podocytach hodowanych
w $rodowisku o standardowym (11 mM) oraz wysokim (30 mM) stgzeniu D-glukozy.

W podocytach hodowanych przez 5 dni w $rodowisku o wysokim stezeniu
D-glukozy (HG) stwierdzono zmniejszong o ok. 32% ilo$¢ LC3-II w poroéwnaniu do
srodowiska standardowego (SG), tj. 0,37 + 0,04 vs. 0,25 + 0,05, p < 0,05, natomiast nie
stwierdzono zmian w ilo$ci LC3-1 (Ryc. 32A i B). Ponadto, nie stwierdzono zmian
w ilosci LC3-1 i LC3-II w podocytach hodowanych przez 5 dni w $rodowisku z 11 mM
D-glukoza i 19 mM L-glukoza (LG, kontrola osmotyczna) w poréwnaniu do warunkow

SG (Ryc. 32A i B).
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Ryc. 32. Wplyw wysokiego stezenia glukozy na ilos¢ LC3 w podocytach szczurzych hodowli
pierwotnej. Podocyty hodowano przez 5 dni w obecnosci 30 mM D-glukozy (HG), 11 mM
D-glukozy (SG) lub 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy (LG). Panel A: poziom LC3-I
i LC3-1I w stosunku do aktyny. Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie + SEM, *p<0,05
vs. SG LC3-II/aktyna, n = 12. Panel B: obraz reprezentatywnych immunoblotow.

Przeprowadzono ocen¢ wielkosci sygnalu fluorescencyjnego pochodzacego
z autofagolizosomoéw w stosunku do wielkosci sygnatu pochodzacego z autofagosomow
w zywych podocytach hodowanych w warunkach HG po nukleofekcji
z wykorzystaniem plazmidowego DNA kodujacego LC3 oraz biatka GFP i RFP.
Stwierdzono, ze stosunek wartosci sygnalu fluorescencyjnego pochodzacego
z autofagolizosoméw do sygnatu z autofagosomow zwiekszat si¢ przez 2 dni hodowli
we wszystkich badanych warunkach (SG, LG i HG) (Ryc. 33A). W kolejnych dniach
hodowli (3-5 dni) obserwowano dalsze zwigkszanie wartoéci analizowanego stosunku
sygnatu fluorescencyjnego w podocytach hodowanych w warunkach SG 1 LG, podczas
gdy w komoérkach hodowanych w HG warto$¢ tego parametru nie ulegala dalszemu

zwigkszeniu (Ryc. 33A i B).
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Ryc. 33. Efekt wysokiego stezenia glukozy na ilo§¢ i wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie
egzogennego biatkka GFP-RFP-LC3 oraz profil fluorescencyjny autofagosoméow
i autofagolizosomoéw w zywych podocytach szczurzych hodowli pierwotnej. Panel A: zmiany
wielkosci sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego z autofagolizosoméw w stosunku do
wielkosci sygnatu pochodzacego z autofagosoméw w podocytach hodowanych w obecnos$ci
wysokiego stezenia D-glukozy (30 mM; HG), standardowego stezenia D-glukozy (11 mM; SG)
lub w obecnosci 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy (LG). Wyniki przedstawiono jako
wartosci §rednie £ SEM, n = 10-20 zdje¢ z dwdch niezaleznych hodowli podocytow. Panel B:
reprezentatywne zdjecia podocytow po nukleofekcji i po 5 dniach hodowli w badanych
srodowiskach.

W kolejnych doswiadczeniach zbadano ilo§¢ kompleksow Atg5-Atgl2 oraz
poziom bekliny 1 i PI3K klasy 111 w podocytach hodowanych przez 5 dni w warunkach
HG.

Nie stwierdzono zmian w ilo$ci komplekséw Atg5-Atgl2 oraz poziomie bekliny 1
w warunkach HG w poréwnaniu do warunkéw SG i LG (Ryc. 34A). Nie stwierdzono
takze zmian w ilosci biatka PI3K klasy Il (Ryc. 34B i C). Aktywnos¢ PI3K klasy 11
byta zwigkszona 0 ok. 19% w podocytach hodowanych w warunkach HG, aczkolwiek

zmiana ta nie byla statystycznie znamienna (Ryc. 34C).
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Ryc. 34. Wptyw wysokiego stezenia glukozy na ilo$¢ kompleksow Atg5-Atgl2 oraz poziom
bekliny 1 i PI3K klasy III oraz aktywno$¢ PI3K klasy III w podocytach szczurzych hodowli
pierwotnej. Podocyty hodowano przez 5 dni w obecnosci 30 mM D-glukozy (HG), 11 mM
D-glukozy (SG) lub 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy (LG). Panel A: ilo$¢ kompleksow
Atg5-Atgl2 w stosunku do aktyny, n = 6. Panel B: ilos¢ bekliny 1 w stosunku do aktyny, n = 3.
Panel C: ilo$¢ PI3K klasy III (czarne stupki, n=9) oraz normalizowana do kontroli (SG)
aktywno$¢ enzymatyczna PI3K klasy III (szare stupki, n=3). Wyniki przedstawiono jako
wartosci s$rednie + SEM. Obrazy reprezentatywnych immunoblotow zamieszczono pod
odpowiednimi wykresami.

PI3K klasy Il
102 kDa

aktyna
42 kDa

89



Ponadto, stwierdzono zwigkszony poziom biatka ULK1 w odniesieniu do aktyny
0 ok. 47% (0,20 = 0,01 vs. 0,30 + 0,02, p < 0,05) w podocytach hodowanych
w warunkach HG (Ryc. 35A i B). Zwigkszenie ilosci biatka ULK1 w stosunku do
aktyny o ok. 36% stwierdzono takze w podocytach hodowanych w warunkach LG (0,20
+0,01 vs. 0,28 + 0,02, p < 0,05) (Ryc. 35A i B).
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Ryc. 35. Wptyw wysokiego stezenia glukozy na ilos¢ biatka ULK1 w podocytach szczurzych
hodowli pierwotnej. Podocyty hodowano przez 5 dni w obecnosci 30 mM D-glukozy (HG),
11 mM D-glukozy (SG) lub 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy (LG). Panel A: ilos¢ ULK1
w stosunku do aktyny. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie = SEM, *p<0,05 vs. SG,
n = 10. Panel B: obraz reprezentatywnych immunoblotow.

5.7 Udzial autofagii w regulacji zywotnosci i apoptozy podocytow w $rodowisku
o wysokim stezeniu D-glukozy

5.7.1 Zywotnosé podocytéow w Srodowisku o wysokim stezeniu D-glukozy po transfekcji
siRNA Atg5

Stwierdzono zmniejszenie o ok. 22% zywotno$ci podocytdw po 5 dniach hodowli
w warunkach HG (Ryc. 36A) oraz o 30% pod wptywem staurosporyny (0,5 uM,
3 godziny; kontrola pozytywna) w porownaniu do podocytéw hodowanych
w warunkach SG (Ryc. 36A).

Transfekcja siRNA Atg5S spowodowata zmniejszenie o ok. 42% zywotnosci

podocytéw po 5 dniach hodowli w §rodowisku HG w poréwnaniu do warunkow SG,
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podczas gdy zywotno$¢ podocytdw po transfekcji kontrolnym siRNA i hodowanych
przez 5 dni w warunkach HG ulegla zmniejszeniu o ok. 24% (Ryc. 36B). Nie
stwierdzono zmian w zywotnosci podocytéw po transfekcji siRNA AtgS w warunkach

LG (Ryc. 36B).
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Ryc. 36. Zywotnoéé podocytow szczurzych hodowli pierwotnej oceniana przy pomocy testu
MTT. Panel A: podocyty hodowano przez 5 dni w $rodowiskach 30 mM D-glukozy (HG),
11 mM D-glukozy (SG), 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy (LG) oraz w SG w obecnosci
staurosporyny (Staur; 0,5 uM, 3 godziny), *p<0,05 vs. SG, n = 6-7. Panel B: podocyty po
transfekcji SIRNA Atg5 lub ns siRNA i po 5 dniach hodowli w warunkach SG, HG lub LG,
*p<0,05 vs. SG ns siRNA, **p<0,05 vs. SG siRNA Atg5, n = 3. Wyniki przedstawiono jako
wartosci srednie = SEM.
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5.7.2 Wplyw wysokiego stezenia D-glukozy w Srodowisku hodowlanym na liczbe
podocytow apoptotycznych po transfekcji SIRNA Atg5

Po inkubacji podocytéw przez 5 dni w warunkach HG odsetek podocytow
wybarwionych aneksyng V-FITC byt ponad 2-krotnie wigkszy, niz w podocytach
hodowanych w warunkach SG (4,3% + 1,5 vs. 10,8% =+ 2,3, p<0,05) i ponad 8-krotnie
wigkszy, niz w warunkach LG (1,32% + 04 vs. 10,8% = 2,3) (Ryc. 37A).
Staurosporyna (0,5 uM, 3 godziny) zwigkszala o 21% liczb¢ wybarwionych aneksyna
V-FITC podocytow hodowanych w warunkach SG (Ryc. 37A).

W hodowli podocytéw po transfekeji ns siRNA i1 5 dniach inkubacji w warunkach
HG stwierdzono ok. 4-krotne zwigkszenie liczby podocytoéw wybarwionych aneksyng
V-FITC (1,5% + 0,3 vs. 6,1% =+ 1,01, p<0,05), podczas gdy po transfekcji siRNA Atg5
nie stwierdzono istotnych zmian w odsetku podocytow FITC-pozytywnych (Ryc. 37B).
Ponadto, odsetek podocytow FITC-pozytywnych po transfekcji SiRNA Atg5
i hodowanych w warunkach LG byt poréwnywalny do wartosci otrzymanych dla

podocytow po transfekcji ns siRNA i hodowanych w warunkach LG (Ryc. 37B).
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Ryc. 37. Wplyw wysokiego stezenia D-glukozy w $rodowisku hodowlanym oraz siRNA Atg5
na odsetek podocytow szczurzych hodowli pierwotnej ulegajacych apoptozie. Panel A: odsetek
podocytow ulegajacych wybarwieniu aneksyng V-FITC po 5 dniach hodowli w 30 mM
D-glukozy (HG), 11 mM D-glukozy (SG), 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy (LG) lub pod
wplywem staurosporyny (Staur; 0,5 pM, 3 godziny) w warunkach SG (*p<0,05 vs. SG). Panel
B: odsetek podocytow ulegajacych wybarwieniu aneksyna V-FITC po transfekcji SIRNA Atg5
lub ns siRNA i po 5 dniach hodowli w warunkach HG, SG oraz LG, *p<0,05 vs. SG ns siRNA.
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie = SEM, otrzymane na podstawie zliczen ze 100
zdje¢ dla kazdego preparatu pochodzacego z dwoéch niezaleznych hodowli ($rednia liczba
zliczen dla jednego preparatu to 2,5 tys. komorek).
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5.8. Przepuszczalnos¢ dla albuminy warstwy podocytow hodowanych

w srodowisku o wysokim stezeniu D-glukozy po transfekcji SIRNA Atg5

Stwierdzono, ze wysokie stezenie D-glukozy w $rodowisku hodowlanym
powoduje zwigkszenie o ok. 110% przepuszczalnosci dla albuminy podocytow po
transfekcji ns siRNA (85 £ 10 pg/ml vs. 181 + 18 pg/ml, p < 0,05) oraz o ok. 67%
podocytoéw po transfekcji siRNA AtgS (106 £ 16 pg/ml vs. 175 £ 15 pg/ml, p < 0,05)
(Ryc. 38). Ponadto, stwierdzono zwigkszenie o 54% przepuszczalnosci dla albuminy
podocytow po transfekcji ns siRNA i hodowanych w warunkach LG (85 £ 10 pg/ml vs.
131 + 13 pg/ml, p < 0,05) (Ryc. 38).
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Ryc. 38. Wplyw wysokiego stezenia D-glukozy w S$rodowisku hodowlanym na
przepuszczalno$¢ dla albuminy podocytéw po transfekcji siRNA Atg5 lub ns siRNA. Po
transfekcji podocyty hodowano przez 5 dni w obecnosci 30 mM D-glukozy (HG), 11 mM
D-glukozy (SG) lub 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy (LG). Wyniki przedstawiono jako
warto$ci $rednie £ SEM, *p<0,05 vs. SG ns siRNA, #p<0,05 vs. SG siRNA Atg5, n=3.
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59 Wplyw insuliny na aktywno$s¢  dokomodrkowego  transportu
2-deoksy-[1,2-*H]-D-glukozy w podocytach hodowanych w §rodowisku o wysokim
stezeniu D-glukozy po transfekcji SiRNA Atg5

Hodowla podocytéw w warunkach HG po transfekcji siRNA Atg5 znosita
stymulujacy efekt dziatania insuliny (300 nM, 3 min) na aktywno$¢ dokomoérkowego
transportu 2-deoksy-[1,2->H]-D-glukozy (2-DG), podczas gdy w warunkach SG i LG
insulina zwigkszata aktywnos$¢ dokomorkowego transportu 2-DG; SG: 2,34 + 0,22
nmol/min/mg biatka vs. 2,99 + 0,15 nmol/min/mg biatka, p < 0,05 oraz LG: 2,47 £ 0,23
nmol/min/mg biatka vs. 3,20 + 0,26 nmol/min/mg biatka, p < 0,05 (Ryc. 39). Podobny
charakter mialy zmiany aktywno$ci dokomoérkowego transportu 2-DG po stymulacji
przez insuling w podocytach po transfekcji siRNA Atg5. A mianowicie, nie
stwierdzono efektu dziatania insuliny (300 nM, 3 min) na aktywno$¢ dokomoérkowego
transportu 2-DG w podocytach po transfekcji SIRNA Atg5 i hodowanych w warunkach
HG. Jednakze obserwowano znamienny efekt insuliny na aktywno$¢ dokomorkowego
transportu 2-DG w podocytach hodowanych w warunkach SG i LG; SG: 3,45 + 0,34
nmol/min/mg biatka vs. 4,55 & 0,63 nmol/min/mg biatka, p < 0,05 oraz LG: 3,71 + 0,47
nmol/min/mg biatka vs. 5,07 £+ 0,49 nmol/min/mg biatka, p < 0,05) (Ryc. 39).
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Ryc. 39. Wplyw insuliny na aktywno$¢ dokomoérkowego transportu 2-deoksy-[1,2-*H]-D-
glukozy (2-DG) w podocytach po transfekcji siRNA AtgS i hodowanych w s$rodowisku
o wysokim stezeniu glukozy. Podstawowa aktywnos$¢ transportu 2-DG (Kontrola; czarne stupki)
i po stymulacji insuling (300 nM, 3 min; biate stupki) w podocytach po transfekcji ns siRNA
(panel A) oraz siRNA Atg5 (panel B) i hodowanych przez 5 dni w s$rodowisku 30 mM
D-glukozy (HG), 11 mM D-glukozy (SG) lub 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy (LG).
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie £ SEM, *p<0,05 vs. Kontrola SG, **p<0,05 vs.
Kontrola LG, n = 5-7.
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6. Dyskusja

Autofagia nalezy do Kkluczowych mechanizméw zapewniajacych podocytom
utrzymanie homeostazy wewngtrzkomorkowej poprzez usuwanie nieprawidlowo
sfaldowanych biatek i niefunkcjonalnych organelli [65, 67, 110, 111]. Podocyty,
w porownaniu z innymi komorkami nerek, charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscia
autofagii w warunkach fizjologicznych [112]. Na otrzymanych elektronogramach TEM
pierwotnych podocytéw obserwowano liczne (od kilkunastu do kilkudziesieciu na
jednym przekroju komorki) struktury autofagalne, duze objetosciowo jadro komoérkowe,
zajmujace ok. 30% ciata podocyta, w obrebie ktérego znajdowalo si¢ kilka jaderek.
W ciele komoérek obserwowano takze bardzo ggsta sie¢ cystern mitochondrialnych
o roznorodnej wielkosci i morfologii, rozmieszczonych w okolicy jadra komoérkowego.
Cechy te moga wskazywaé¢ na wysoka aktywno$¢ metaboliczng podocytow
umozliwiajaca tym niedzielagcym si¢ komorkom wspottworzy¢ jedng z warstw bariery
filtracyjnej, ktora ze wzgledu na obcigzenie funkcjonalne wynikajace ze znacznej
objetosci filtrowanego osocza i ilosci filtrowanych biatek drobnoczasteczkowych oraz
albuminy, stale musi podlega¢ proteomicznej odnowie. Pomimo uznanej roli autofagii
1 sygnatowania insulinowego w podocytach w patogenezie nefropatii cukrzycowej,
bezposredni wplyw insuliny, ktorej wysokie stezenie we krwi wystepuje we wczesnych
stadiach cukrzycy typu 2, na proces autofagii w podocytach dotychczas nie byt
przedmiotem badan lub wyniki tych badan nie znalazly si¢ w obiegu naukowym.
W niniejszej pracy zastosowano stosunkowo wysokie stezenie insuliny w $rodowisku
hodowlanym (300 nM), znacznie wyzsze od stgzen insuliny, jakie wystepuja u ludzi,
gdzie prawidlowe stezenie insuliny we Krwi na czczo nie przekracza 150 pM, cho¢ po
pobudzeniu jej wydzielania przez glukoze lub po positku warto$¢ stezenia insuliny
wzrasta 3-10-krotnie. Stgzenie insuliny we Krwi u szczuréw zdrowych miesci sig¢
w zakresie 250-500 pM [113, 114], a u szczurdéw z hiperinsulinemig wynosi ok. 900 pM
[114]. Natomiast do hodowli immortalizowanych podocytow (mysich lub ludzkich)
pozywka hodowlana jest uzupetniana roztworem ITS (insulina-transferyna-selenit),
a stezenie insuliny w $rodowisku hodowlanym wynosi ok. 1,7 uM [26]. Zatem,
zastosowane stgzenie insuliny w obecnie prezentowanych wynikach doswiadczen
znajduje sie w zakresie stezen stosowanych przez badaczy prowadzacych badania na
podocytach, w tym rowniez przez nasz zespot [114-116]. Nalezy doda¢, iz w niektorych

zespotach cz¢$¢ badan prowadzonych jest przy st¢zeniu insuliny w zakresie 10-100 nM.
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Warto nadmieni¢ tez, iz insulina znajdujaca si¢ w $rodowisku hodowlanym ulega
czesciowej degradacji, co prowadzi do zmniejszania stezenia tego hormonu w trakcie
hodowli komorek [117].

Badania aktywnosci autofagii prowadzono w oparciu o analize potilosciows
poziomu ekspresji MRNA i ilosci biatek dwoch $ciezek autofagalnych zaangazowanych
w dojrzewanie autofagosomu, z ktorych jedna prowadzi do utworzenia kompleksu
biatkowego  Atgl2-Atg5-Atgl6, wbudowywanego do tworzacej si¢ blony
autofagosomalnej, a druga to $ciezka przeksztatcen LC3, w wyniku ktorej powstaje
lipidowana forma LC3 (LC3-II), takze zakotwiczona w blonie autofagosomu.
Glownymi markerami tych §ciezek sg biatka AtgS i Atgl2 (tworzace kompleks), a takze
biatko LC3: forma LC3-I (forma  wczedniejsza, bez  przylaczonej
fosfatydyloetanolaminy) i LC3-II. Sa to biatka stosowane jako markery autofagalne
przez niektorych badaczy zajmujacych sie autofagiag [118, 119].

Analizujac poziom markeréw autofagalnych nalezy mie¢ na uwadze, iz ilo$¢
biatka, a szczegolnie LC3, jest wypadkowg pomiedzy jego powstawaniem a degradacja,
dlatego wyniki uzyskane w badaniach ilosci LC3 i Atg5 metoda Western blot
potwierdzano takze innymi metodami, mig¢dzy innymi, stosujac PCR w czasie
rzeczywistym i barwienia immunofluorescencyjne podocytow.

W niniejszej pracy stwierdzono, iz w podocytach insulina zwigksza ekspresje
mRNA dwodch genéw markerowych autofagii, atgs i LC3 (LC3a i LC3b — warianty
alternatywnego sktadania mRNA), co wskazuje, ze insulina reguluje p6zniejsze etapy
autofagalne — dojrzewanie i zamykanie autofagosomow. Dodatkowo, efekt dziatania
insuliny zalezal od czasu inkubacji, gdzie krétkotrwata obecnos¢ hormonu
w Srodowisku powodowata wzrost aktywno$ci autofagii, natomiast po dlugotrwatej
stymulacji nie stwierdzono zmian w ekspresji mRNA badanych markerow
autofagalnych. Tlos¢ biatka LC3 (formy LC3-1 i LC3-11) byla takze wyraznie wigksza po
kroétkiej inkubacji podocytow z insuling, ale juz nie po 5 dniach hodowli. Interpretujac
uzyskane wyniki nalezy mie¢ na uwadze, ze cze$¢ puli LC3-II jest takze degradowana
w autofagolizosomach. W celu doktadniejszego oznaczenia ilo$ci obu form LC3, czgsto
stosuje si¢ Inhibitory proteaz lizosomalnych (pepstatyna, leupeptyna) lub czynniki
alkalizujace wnetrze lizosomow (chlorokina, chlorek amonu). Warto jednak nadmienic,

iz wszystkie powyzsze czynniki maja wiele ograniczen, bowiem ich dziatanie nie
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ogranicza si¢ do hamowania autofagii, ale takze wplywa na inne S$ciezki

wewnatrzkomoérkowe [120].

Otrzymane wyniki do$§wiadczen wskazujg, ze insulina aktywuje autofagie¢ na
etapach dojrzewania i zamykania sferycznej struktury autofagosomu, gdzie oba badane
markery, LC3 1 Atg5, s3 niezbednymi komponentami btony autofagosomalne;j.
Dotychczasowe doniesienia naukowe nie sa po§wiecone wptywu insuliny na autofagi¢
w podocytach. Warto jednak nadmieni¢, iz w ostatnio opublikowanej pracy
przedstawiono dane doswiadczalne wskazujace, ze w ludzkich immortalizowanych
podocytach z wyciszong ekspresjg receptora insulinowego aktywnos$¢ autofagii jest
obnizona: obserwowano zmniejszong ilo§¢ biatek LC3-1, LC3-II, bekliny 1, a takze
mniejszg liczbg struktur autofagalnych [121]. Wydaje si¢ wigc, iz wlasciwa
dokomoérkowa sygnalizacja insulinowa jest niezbedna do prawidlowego przebiegu

autofagii w podocytach.

Zatem, zbadano wptyw insuliny na ilo§¢ biatka i fosforylacje kinaz
zaangazowanych w proces inicjacji autofagii: ULK1, mTOR i AMPK. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi, insulina powodowata zwigkszenie fosforylacji mTOR
(Ser®*®) w odniesieniu do calkowitego poziomu bialka mTOR [122], a efekt ten byt
zalezny od czasu dziatania hormonu. Szlak PI3K/Akt/mTOR jest jednym z gtownych
szlakow wewnatrzkomorkowych —aktywowanych w  wyniku dziatania insuliny
I regulujagcym m.in. translacj¢ bialek i wzrost komorek [123]. Aktywna, szczegodlnie
w warunkach nadmiaru substancji odzywczych, kinaza mTOR jest uznawana za
inhibitor autofagii, cho¢ w podocytach w warunkach fizjologicznych paradoksalnie
zaro6wno autofagia, jak i szlak mTOR [74] odznaczaja si¢ wysoka aktywnos$cig, CO jest
mozliwe prawdopodobnie dzigki specyficznej organizacji przestrzennej S$ciezek
sygnalizacyjnych obu tych procesow, polegajacej na wydzieleniu w podocytach
specyficznych obszarow (kompartmentow cytoplazmatycznych) nazwanych TASCC
(ang. TOR-autophagy spatial coupling compartment), majagcych na celu rozdzielenie
tych dwoch szlakow [74].

Ze wzgledu na fakt, iz kinaza mTOR jest inhibitorem autofagii, wydaje sig, iz jej
dhlugotrwata stymulacja przez insuling w przebiegu doswiadczen (czego wyrazem bylo
ponad 2-krotne zwigkszenie fosforylacji mTOR po 5 dniach) mogta wplywaé

negatywnie na aktywnos$¢ autofagii w podocytach, co objawiato si¢ zmniejszeniem
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poziomu LC3 obserwowanym po 5 dniach inkubacji w poréwnaniu do wczesniejszych
punktow czasowych. Ponadto, po godzinnej inkubacji z insuling zwigkszonej
aktywno$ci MTOR towarzyszyla mniejsza aktywnos¢ AMPK, oceniana na podstawie
poziomu fosforylacji treoniny w pozycji 172. Aktywacja AMPK prowadzi do
zahamowania biatka Raptor (aktywatora kompleksu mTORC1), a takze do aktywacji
kompleksu stwardnienia guzowatego (TSC — z ang. tuberous sclerosis complex)
hamujgcego mTOR, coO moze leze¢ u podstaw przeciwstawnego efektu insuliny na
iloraz p-AMPK/AMPK i p-mTOR/mTOR. Dhugotrwata ekspozycja podocytow na
insuling powodowata przywrocenie aktywnosci AMPK do poziomu, ktory po 5 dniach
hodowli byt obserwowany w komorkach kontrolnych, co moze §wiadczy¢
0 desensytyzacji tej Sciezki sygnalizacyjnej na dziatanie insuliny. Z doniesien
naukowych wynika, iz dlugotrwale dziatanie wysokiego stezenia insuliny dodatnio
koreluje z rozwojem insulinoopornosci [124-126]. Pomimo zmian, jakie powodowata
insulina w poziomie fosforylacji mTOR i AMPK, nie stwierdzono efektu insuliny na
ilosci biatka ULKI, ktore jest regulowane przez obie te kinazy. W warunkach
fizjologicznych ULK1 podlega fosforylacji na wielu resztach aminokwasowych
1 wystepuje W kompleksie z AMPK oraz z innymi biatkami autofagalnymi np. Atgl3,
Atg101, FIP200. Aktywnos¢ ULKI1 jest zalezna od jej fosforylacji, m.in. przez mTOR,
AMPK, Akt, a takze jest regulowana przez autofosforylacje [77]. Do tej pory
zidentyfikowano 27 miejsc fosforylacji ULK1, w tym 6 miejsc fosforylacji ULK1 dla
AMPK, 2 miejsca dla mTOR, jedno miejsce dla Akt, jedno prawdopodobne miejsce
fosforylacji katalizowanej przez kinazg bialkowa aktywowang przez cAMP (PKA)
[127], a takze 2 miejsca autofosforylacji (Ser1042 i Thr1046). Stwierdzono takze, ze
ULK1 katalizuje reakcj¢ fosforylacji biatka Raptor (tym samym hamujac aktywnosé
swojego inhibitora mTOR) [128], a takze wszystkich 3 podjednostek AMPK (al, B2,
yl) [129]. W warunkach niedoboru substancji odzywczych nastgpuje rozlegla
defosforylacja ULK1 z nastepczym odtaczeniem AMPK od kompleksu biatkowego, co
prowadzi do indukcji autofagii. Fosfatazy katalizujace proces defosforylacji ULK1 na
chwile obecng nie sg poznane [130]. Do przywrocenia aktywnosci ULK1 do bazowego
poziomu dochodzi poprzez jej ponowna fosforylacje przez mTOR i przylaczenie
AMPK [58].

W niniejszej pracy, zbadano wptyw insuliny na ilo$¢ biatka ULK1, natomiast nie
badano aktywnosci biatka ULK1 (np. fosforylacji), zatem na tym etapie badan nie

mozna w sposob konkludywny ustali¢ znaczenia insuliny w regulacji autofagii na etapie
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inicjacji. Dalsze badania powinny by obja¢ analize poziomu fosforylacji ULK1
w niektorych kluczowych dla jej aktywnosci miejscach (np. Ser555 [131], Ser638
i Ser758 [58]), badz zbadanie stopnia fosforylacji biatek efektorowych dla ULK1,
takich, jak AMBRAL [132], Atg9 [133], beklina 1 [134].

W niniejszej pracy przeprowadzono takze oceng efektu insuliny na etap nukleacji
I elongacji btony autofagosomalnej, w ktérym uczestniczy migdzy innymi kompleks
bekliny 1 1 PI3K klasy III. W zaleznosci od konfiguracji biatlek w kompleksie, moze on
wykazywa¢ aktywno$¢ promujgcg badz hamujgcg tworzenie autofagosoméw [135].
Obecnos¢ beklinyl w kompleksie jest niezb¢dna do aktywnos$ci PI3K klasy III.
Stwierdzono, ze insulina zwigksza poziom bekliny 1, co moze by¢ zwigzane ze
wspotistniejacym zwiekszeniem ilosci biatka p54 JNK, ktore katalizuje fosforylacje
Bcl-2, inhibitora bekliny 1, i powoduje jego dysocjacj¢ od kompleksu beklinal/PI3K
klasy I1l. Zwigkszony, aczkolwiek statystycznie nieznamiennie, poziom fosforylacji p54
JNK1 (Thr183 i Tyr185) zanotowano po 60. minucie i po 3 dniach inkubacji podocytow
z insuling. Pomimo zwigkszonego poziomu bekliny 1 nie obserwowano zwigkszenia
ilosci biatka oraz aktywnosci PI3K klasy Il pod wplywem insuliny, co moze
swiadczy¢, iz stymulacja aktywnoS$ci autofagii przez insuling na etapie dojrzewania
i zamykania autofagosomow zachodzi niezaleznie od aktywacji kompleksu PI3K klasy
I11/beklina 1. Aktywacja autofagii bez udziatu kompleksow PI3K klasy 111 i bekliny 1
byta przedmiotem wczesniejszych badan [136-138]. Wykazano np., ze delecja genu
BCN1, kodujacego bekling 1, w komorkach HeLa praktycznie nie wpltywa na poziom
biatka LC3-1l podczas aktywacji autofagii przez nadtlenek wodoru lub w warunkach
gltodu [137], co wigcej, nienasycone kwasy tluszczowe aktywowaty autofagi¢ takze

niezaleznie od bekliny 1 [138].

Zwigkszona ilo$¢ kompleksow Atg5-Atgl2 po stymulacji insulinowej potwierdza
teze, iz proces dojrzewania i zamykania autofagosomow podlega pozytywnej regulacji
przez insuling. Efekt ten byl uwidoczniony za pomoca  barwienia
immunofluorescencyjnego i mikroskopii konfokalnej, w ktorej detekcji podlegaty biatka
LC3 i Atg5. Obserwowano znaczny wzrost sygnalu fluorescencyjnego
w stymulowanych insuling podocytach, aczkolwiek efekt ten miat charakter
przejsciowy. Jest to zgodne z wynikami otrzymanymi w badaniach poziomu ekspresji
MRNA i ilo$ci biatek LC3 i Atg5 z zastosowaniem metod PCR w czasie rzeczywistym

I Western blot. Zahamowanie stymulujacego efektu dzialania insuliny na autofagi¢
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w podocytach wraz z czasem inkubacji moze mie¢ zwigzek z jednej strony
z wzrastajaca iloécia fosforylowanej kinazy mTOR Ser’**, bedacej wyktadnikiem jej
aktywnosci, a z drugiej strony, moze wynika¢ ze zmniejszonej wrazliwo$ci komoérek na

dziatanie insuliny [124-126].

Chcac przesledzi¢ dynamike powstawania autofagosomow i autofagolizosomow
w zywych podocytach, zastosowano nukleofekcje z uzyciem plazmidu kodujacego
GFP-RFP-LC3 z nastgpcza 5 dniowa hodowla i1 analiza sygnatu fluorescencyjnego
pochodzacego od egzogennego biatka co 24 godziny. Ze wzgledu na fakt, iz podocyty
eksprymujace GFP-RFP-LC3 miaty zmieniong morfologi¢ (komorki czesto ,,zlewaty
si¢” ze soba, tworzac duze, wielojadrzaste twory cytoplazmatyczne), niemozliwe byto
doktadne okreslenie liczby komoérek w polu widzenia, dlatego tez analizowanym
parametrem byt stosunek wielkosci sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego od
autofagolizosomow (barwa czerwona, pochodzaca tylko od RFP, gdyz biatko GFP jest
wrazliwe na niskie pH i po fuzji autofagosomu z lizosomem barwa zielona zanika) do
wielkos$ci sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego od autofagosoméw (barwa zoita —
wynik naktadajacych si¢ widm o dtugosci odpowiadajacej barwie czerwonej i zielonej,
odpowiednio, RFP i GFP). Wielko$¢ tego ilorazu odpowiada stosunkowi ilo$ci
autofagolizosoméw (AL; poéznych struktur autofagalnych) do autofagosoméw (AF;
struktur  wczedniejszych) [139, 140]. Zaobserwowano, ze w obu ukladach
do$wiadczalnych, tj. w nieobecnos$ci i obecnosci egzogennej insuliny, stosunek AL/AF
zwigkszal si¢ wraz z czasem prowadzonej hodowli, co moglo by¢ zwigzane ze stresem
komoérkowym powstalym w wyniku nukleofekcji 1 stalej nadekspresji egzogennego
biatka. Dodatkowo, z doniesien naukowych wynika, iz nukleofekcja plazmidowym
DNA negatywnie wplywa na przezywalno$¢ komorek, zarowno w wyniku samej
procedury, jak i wskutek toksycznosci spowodowanej ekspresja transgenu [141, 142].
Niska, ok. 10% efektywnos¢ nukleofekcji podocytow w przeprowadzonych
doswiadczeniach oraz ich zmieniona morfologia s3 trudnymi do eliminacji
ograniczeniami tej metody i wydaje si¢, ze mogg one mie¢ wpltyw na otrzymane wyniki
dotyczace warto$ci AL/AF, ktore w tej sytuacji nalezy interpretowaé ostroznie, bardziej
w kontekscie trendu, niz znamiennych statystycznie roznic. Precyzyjne przesledzenie
zmian ilo$ci struktur autofagalnych w zywych komoérkach w dluzszym czasie
wymagatoby stabilnej transfekcji, np. dokonanej przy pomocy transdukcji

lentiwirusowej.
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W nastepnej kolejnosci przeprowadzono badania nad mechanizmem stymulacji
autofagii przez insuling. We wczesniej przeprowadzonych w naszym zespole pracach
wykazaliSmy, ze insulina zwigksza aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H (o ok. 40%)
w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej, czego wynikiem jest zwigkszona
produkcja nadtlenku wodoru [114]. Ze wzgledu na fakt, iz nadtlenek wodoru jest
znanym aktywatorem autofagii [143, 144], postanowiono zbadaé, czy efekt wywierany
przez insuling na pdzne etapy autofagii w podocytach jest zalezny od aktywacji
oksydazy NAD(P)H i reaktywnych form tlenu. W tym celu przeprowadzono
farmakologiczne (apocynina) i molekularne (siRNA) wyciszenie aktywnosci tego
enzymu. Apocynina jest inhibitorem oksydazy NAD(P)H (I1Cso = 10 uM), ktora hamuje

przemieszczanie podjednostki cytoplazmatycznej p47°"™

do btony komodrkowe;j
i tworzenie funkcjonalnego kompleksu enzymatycznego, miedzy innymi,
z podjednostka katalityczng NOX4 [114]. Nie stwierdzono efektu insuliny w obecnosci
apocyniny na poziom biatek zaangazowanych w dojrzewanie autofagosomow: LC3-I,
LC3-11, Atg5-Atgl2, a takze na poziom fosforylacji kinaz uczestniczacych w regulacji
poczatkowych etapow autofagii — mTOR i AMPK. Apocynina znosita rowniez efekt
insuliny na ilos¢ bekliny 1, jak i poziom fosforylacji p54 JNK1. Wyniki te wskazujg na
aktywacje autofagii w podocytach pod wptywem ROS. Ze wzgledu na fakt, iz
apocynina nie jest zwigzkiem o wysokiej selektywnosci i dodatkowo moze wptywaé na
stan oksydoredukcyjny (np. zwigkszajac wewnatrzkomorkowe stgzenie HyO»
I zmniejszajac stosunek GSH/GSSG [145]), aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H
zahamowano na poziomie mRNA katalitycznej podjednostki NOX4 (bgdacej ilosciowo
gtowng izoformg w nerkach) z zastosowaniem posttranskrypcyjnego wyciszania
ekspresji genu (SiIRNA). Warunki transfekcji podocytow z uzyciem siRNA NOX4,
w wyniku ktérej zaréwno poziom biatka NOX4, jak i aktywnos$¢ oksydazy NAD(P)H sa
zmniejszone o ok. 40%, zostaty zoptymalizowane uprzednio w naszym zespole [114].
Po wyciszeniu NOX4 insulina nie powodowata zmian w poziomie LC3-1, LC3-1l oraz
w ilo$ci kompleksow AtgS-Atgl2 w podocytach. Nie stwierdzono takze efektu insuliny
na poziomie ekspresji genéw LC3b i Atg5 w podocytach po zahamowaniu NOXA4.
Zniesienie wpltywu insuliny na ilo§¢ struktur autofagalnych w podocytach ze
Zmniejszong aktywno$cig NOX4 potwierdzono rowniez metoda
immunofluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej (barwienie LC3 i Atg5). W celu
dodatkowego potwierdzenia udziatu ROS w stymulacyjnym dziataniu insuliny na

autofagi¢, przeprowadzono inkubacj¢ podocytow z zahamowang ekspresja MRNA
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NOX4 w obecnosci egzogennego nadtlenku wodoru. Stwierdzono znaczne zwigkszenie
ilosci struktur autofagosomalnych (skupisk LC3 i Atg5), co przemawia za tym, ze
aktywacja autofagii przez insuling w podocytach moze zachodzi¢ poprzez stymulacje

aktywno$ci NOX4 i zwiekszenia produkcji H20,.

Aktywacja autofagii przez nadtlenek wodoru, generowany w wyniku dzialania
insuliny, moze nastegpowa¢ w wyniku kilku réznych zdarzen wewnatrzkomorkowych.
Najbardziej wyrazny efekt dziatania insuliny obserwowano na etapie dojrzewania
autofagosomow, gdzie istotng role odgrywa proteaza Atg4, ktora tuz po translacji LC3
bierze udzial w przeksztalceniu LC3 do LC3-I poprzez cigcie proteolityczne
bezposrednio za glicyng w pozycji 120. Poza tym, proteaza Atg4 bierze udziatl réwniez
w ,,odzyskiwaniu” frakcji LC3 zwigzanej z zewngtrzng btong autofagosomalng poprzez
hydroliz¢ wigzania pomiedzy LC3 1 PE, dzigki czemu powstaje nowa pula
cytoplazmatycznego LC3-1 wykorzystywana w kolejnych cyklach przemian. Zatem
aktywnos$¢ Atg4 podlega Scistej regulacji: proteaza powinna by¢ aktywna w miejscach
umozliwi¢ przemiang LC3-1 do LC3-I1, a z kolei do delipidacji LC3 i jego ponownego
odzyskania z btony autofagosomalnej Atgd powinna ponownie by¢ aktywna.
Z doniesien naukowych wynika, ze kluczowym regulatorem aktywnos$ci proteazy Atg4
jest nadtlenek wodoru, ktory utleniania cysteing w pozycji 81, znajdujgcej si¢ w miejscu
katalitycznym enzymu, czego efektem jest zmniejszona aktywnos¢ tej proteazy [87].
Mozna przypuszczaé, ze nukleacja oraz poczatkowe stadia biogenezy autofagosomow,
gdzie aktywno$¢ Atg4 powinna by¢ zahamowana, moga zachodzi¢ w poblizu
mitochondriow, gdzie fizjologiczne stezenie reaktywnych form tlenu jest wyzsze, niz
w innych obszarach wewnatrzkomorkowych [146]. Nalezy nadmieni¢ takze, iz inne
enzymy uczestniczace w przemianach LC3 (Atg7 i Atg3), a takze w koniugacji Atg5-
Atgl2 (Atg7 1 Atgl0), zawieraja reszty cysteinowe w swoich miejscach katalitycznych,
a wigc podobnie jak Atg4 ich aktywnos$¢ moze by¢ regulowana przez ROS.

Nadmierna i dlugotrwata produkcja ROS prowadzi do stresu oksydacyjnego
i uszkodzenia komoérek. Podocyty sg szczegdlnie wrazliwe na stres tlenowy z powodu
niskiego potencjalu do aktywacji enzymow antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza
ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa i katalaza [147]. Przedluzajaca si¢
I nadmiernie wysoka aktywno$¢ autofagii jest dla komorek szkodliwa i moze skutkowac

ich autofagowsg $miercig [55]. Biorgc pod uwage taka mozliwo$é, zbadano czy
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dlugotrwata stymulacja insulinowa nie wptywa na zywotno$¢ podocytéw oraz czy
zwigkszenie aktywnosci autofagii aktywuje takze $ciezki apoptotyczne. Wyniki analiz
wykazaly, ze insulina nie wptywa na przezywalnos$¢ i apoptoze komorek. Stad mozna
przypuszczaé, iz zalezna od dziatania insuliny aktywacja autofagii ma na celu
zapobiezenie badz redukcje stresu oksydacyjnego. Znaczenie autofagii dla zywotnoS$ci
1 funkcji podocytow oceniano w komoérkach z zahamowang ekspresja mRNA Atg5.
Zastosowane warunki transfekcji podocytow z uzyciem siRNA Atg5 skutkowaly
zmniejszeniem ilosci kompleksow Atg5-Atgl2 o ok. 28%, a takze ok. 3-krotnie
mniejszym stosunkiem autofagolizosomow do autofagosoméw. Wyciszenie ekspresji
MRNA Atg5 nie wpltywalo na zywotnos¢ podocytéw oraz liczbe komorek ulegajacych
apoptozie w standardowych warunkach hodowli (11 mM D-glukoza). Komorki
z zahamowang w ten sposob aktywno$cig autofagii poddano stymulacji insuling.
Insulina nie wptywata na zywotno$¢ podocytéw po transfekcji sSiRNA Atg5, oceniang
na podstawie ich aktywno$ci metabolicznej (test MTT). Natomiast w badaniach cech
apoptotycznych podocytéw, ocenianych na podstawie obecnosci fosfatydyloseryny
w zewnetrznej warstwie btony komorkowej, w podocytach z zahamowang autofagia
obserwowano zwigkszenie odsetka komorek apoptotycznych po 60 minutach inkubacji
z insuling, a wigc w czasie gdy stwierdzono takze najwickszy efekt dziatania insuliny na
poziom biatek LC3 i Atg5. Moze to wskazywa¢ na uruchomienie S$ciezek pro-
apoptotycznych w wyniku nadmiernej aktywacji autofagii przez insuling oraz stresu
tlenowego. Brak wplywu insuliny na zywotno$¢ podocytdw ze zmniejszona
aktywnoscia autofagii (oceniang w tescie MTT) moze wynika¢ ze stosunkowo niskiej
czutos$ci zastosowanego testu oraz z faktu, iz komorki we wczesnej fazie apoptozy

wcigz wykazuja aktywno$¢ metaboliczng [148].

Zaburzenia sygnatowania insulinowego w podocytach majg zwiazek z rozwojem
biatkomoczu u chorych na cukrzyce [149]. We wczesniejszych badaniach naszego
zespotu wykazano, ze przepuszczalno$¢ warstwy podocytow in vitro dla albuminy
znacznie zwieksza si¢ juz po 5 minutach stymulacji insuling (300 nM), a efekt ten jest
zalezny od zwigkszonej aktywnosci NOX4 i wzrostu produkcji ROS [114]. Zalezno$¢
pomiedzy przepuszczalnoscig bariery filtracyjnej dla albuminy a procesem autofagii
w podocytach zaobserwowano u myszy pozbawionych genu Atg5 w podocytach [112].
W niniejszej pracy postawiono pytanie, czy zwigkszenie przepuszczalnos$ci podocytow

dla albuminy, obserwowane po stymulacji insuling, moze zachodzi¢ poprzez regulacje

104



aktywnosci autofagii w tych komorkach. Po transfekcji podocytéw niespecyficznym
siRNA obserwowano znaczne zwigkszenie (o 47%) przepuszczalnosci podocytéw dla
albuminy po 60 minutach inkubacji z insuling. Natomiast nie stwierdzono tego efektu
insuliny w podocytach z wyciszong autofagiag (siRNA Atg5). Uzyskane wyniki byty
odmienne od spodziewanych, w ktérych zakladano, ze ostabienie potencjatu obronnego
podocytow spowoduje dodatkowo pogorszenie ich funkcji, ktorej wyktadnikiem moze
by¢ zwigkszona przepuszczalno$ci dla albuminy. Co wigcej, w ostatnio
opublikowanych pracach przedstawiono dowody do$wiadczalne wskazujgce na istnienie
zwigzku pomiedzy nieprawidtowym przebiegiem autofagii i utrata podocytow oraz
Z rozwojem biatkomoczu u zwierzat oraz chorych na cukrzyce [60]. Warto jednak
nadmieni¢, iz w badaniach tych obserwowano takze wigkszg umieralno$¢ podocytow,
co moglo wynika¢ ze zbyt silnego zahamowania autofagii — procesu peinigcego
kluczowg rolg w przezywalno$ci komoérek [65, 150]. W przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy badaniach, efektywnos$¢ wyciszenia mMRNA dla Atg5 byta na poziomie
28% i nie byta zwigzana z mniejszg zywotnoscig komorek lub apoptoza. Zahamowanie
efektu insuliny na przepuszczalno$¢ podocytow z wyciszong autofagia po 60 minutach
moglo by¢ zwigzane z mniejsza wrazliwosciag komoérek na jej dziatanie, co pokazaty
analizy dokomorkowego transportu egzogennej D-glukozy ([1,2-*H]-deoksy-D-
glukozy; 2-DG). W wyniku 60 minutowej stymulacji insuling, aktywnos¢
dokomoérkowego transportu 2-DG w podocytach zwigkszata si¢ o ok. 35%. Po dluzej
trwajacych inkubacjach podocytéow z insuling (3 1 5 dni) aktywno$¢ transportu 2-DG
byta porownywalna z aktywno$cig podstawowa (bez stymulacji insulinowej), co moze
$wiadczy¢ o nabyciu przez podocyty insulinoopornosci. Z wczesniejszych prac
doswiadczalnych przeprowadzonych na innych typach komoérek rowniez wynika, iz
dhugotrwata ekspozycja komorek na dziatanie insuliny prowadzi do zmniejszenia ich
insulinowrazliwos$ci [124, 125, 151]. Jednak bezposredni wpltyw autofagii na rozwoj
insulinoopornosci w podocytach dotychczas nie byl badany. W niniejszej pracy
uzyskano wyniki, dowodzace, iz po zmniejszeniu aktywnosci autofagii w podocytach
insulina nie powoduje zwigkszania transportu dokomorkowego egzogennej 2-DG,
a wiec mozna wnioskowac, iz zaburzenia autofagii obserwowane np. u chorych na
cukrzyce, moga pogarsza¢ wrazliwo$¢ podocytow na insuling, i w konsekwencji

przyczyniac¢ si¢ do wigkszej Smiertelnosci podocytow.
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Innym czynnikiem odgrywajacym role¢ w patogenezie uszkodzenia nerek
w cukrzycy jest hiperglikemia i/lub hiperosmia. W poprzednich pracach naszego
zespotu wykazano, ze podocyty szczurze hodowane w warunkach o wysokim stezeniu
D-glukozy (30 mM, HG) po pieciu dniach wykazujg zmniejszong aktywnos$¢
dokomorkowego transportu glukozy po stymulacji insuling [152]. W podocytach
hodowanych w $rodowisku HG stwierdzono zmniejszong ilos¢ LC3-11 (0 ok. 32%),
a takze mniejszy 0 ok. 40% stosunek liczby autofagolizosoméw do autofagosoméw. Nie
obserwowano jednak zmian w ilosci Atg5-Atgl2, bekliny 1 oraz PI3K klasy Ill, chociaz
aktywno$¢ PI3K klasy III byta zwigkszona o ok. 20%. Ponadto, stwierdzono znaczne
(o ok. 50%) zwigkszenie iloSci biatka ULK1, co bylo réwniez obserwowane
w podocytach hodowanych w obecnosci 11 mM D-glukozy i 19 mM L-glukozy, co
moze wskazywa¢ na zalezno$§¢ poziomu biatka ULKI od wzrostu ci$nienia
osmotycznego w srodowisku zewnatrzkomorkowym. Do tej pory ukazato si¢ niewiele
doniesien naukowych dotyczacych badan nad rolg stresu osmotycznego w regulacji
autofagii, aczkolwiek istniejg przestanki aby sadzi¢, iz autofagia moze by¢ aktywowana
w wyniku zwigkszonego cisnienia osmotycznego w srodowisku pozakomoérkowym, np.
w komorkach linii LLC-PK1 (ang. Pig Kidney Epithelial Cells) hodowanych
w srodowisku hipertonicznym obserwowano zwigkszony poziom markeréw

autofagalnych (LC3, ATG12, PI3K i SQSTML1) [153].

Oceniajgc aktywno$¢ procesu autofagii w podocytach po dtugotrwatej hodowli
w obecnos$ci wysokiego stezenia D-glukozy wydaje sie, ze zmniejszenie ilosci poznych
struktur autofagalnych, autofagolizosoméw (AL) w stosunku do autofagosomoéw (AF),
moze mie¢ zwigzek ze zmniejszong iloscia btonowej formy LC3 (LC3-II). Brak
obserwowanych zmian w poziomie LC3-1 moze wskazywa¢ na zahamowanie
przemiany LC3-1 do LC3-1l, co przy niezmienionej ilosci kompleksow Atg5-Atgl2
moze prowadzi¢ do mniejszej ilosci AL. Warto nadmienic¢, iz w niniejszej pracy nie byt
badany wpltyw wysokiego stezenia D-glukozy na etap fuzji autofagosomow
z lizosomami, w ktorym biorg udziat GTPazy Rab oraz biatka z rodziny SNARE (ang.

soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor-attachment protein receptor).

Z wczesniejszych doniesien naukowych nie wynika jednoznacznie, czy autofagia
jest aktywowana, czy tez hamowana pod wplywem srodowiska hiperglikemicznego, np.
stwierdzono wigkszg liczbg autofagosomow w podocytach szczuréw cukrzycowych

oraz zwigkszong ilo$¢ LC3 i bekliny 1 w uniesmiertelnionych podocytach mysich
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hodowanych w $rodowisku o wysokim stezeniu glukozy [66]. Inne badania natomiast
dostarczyly danych doswiadczanych wskazujacych na zmniejszenie poziomu markerow
oraz struktur autofagalnych w roznych modelach doswiadczalnych cukrzycy [68].
Zgodnie z ostatnio opublikowanymi wynikami badan, u chorych na cukrzyce oraz
u zwierzat cukrzycowych i w immortalizowanych podocytach mysich zaobserwowano
zmniejszong ilo$¢ struktur autofagalnych oraz zmniejszony poziom LC3-I1. Dodatkowo,
stwierdzono wigkszg $miertelnos¢ podocytow narazonych na dlugotrwale dziatanie
wysokiego stezenia glukozy, w szczegdlno$ci w wyniku apoptozy [60]. W niniejszej
pracy po raz pierwszy przedstawiono wyniki badan dotyczacych wplywu wysokiego
stezenia glukozy na autofagi¢ oraz apoptoze W podocytach szczurzych hodowli

pierwotnej.

Istnieje szereg mechanizméw odpowiedzialnych za aktywacj¢ apoptozy przez
hiperglikemi¢. Wykazano, ze wysokie stezenie glukozy indukuje reakcje
nieenzymatycznej glikacji bialek osocza i macierzy zewnatrzkomorkowej (albuminy,
kolagenu, fibrynogenu, globulin), w wyniku czego powstaja tzw. zaawansowane
produkty glikacji (AGEs). AGEs, wigzac si¢ do swoich receptorow (RAGES, ang.
receptors for advanced glycation end products) na powierzchni komorek, powoduja
aktywacje szlaku p38MAPK i czynnika transkrypcyjnego FOXO4, ktore indukuja
apoptoze [154]. Wysokie stezenie glukozy powoduje aktywacj¢ ukladu renina-
angiotensyna ll-aldosteron, co prowadzi do zwigkszenia produkcji angiotensyny II,
ktéra indukuje apoptoz¢ podocytdw migdzy innymi poprzez stymulacje produkcji
cytokiny TGF-B1, zwigkszanie aktywnosci oksydazy NAD(P)H (stres oksydacyjny),
a takze poprzez zwigkszanie ilosci RAGES na powierzchni podocytow [51]. Wysokie
stezenie glukozy powoduje takze reorganizacj¢ cytoszkieletu w tych komorkach
I ostabienie ich interakcji z GBM (poprzez zmniejszanie ilo$ci integryny a3p1 oraz
agryny), czego wynikiem jest odrywanie si¢ podocytow od blony podstawnej i ich
apoptoza [155].

Podjeto probe odpowiedzi na pytanie, czy zmniejszona aktywnos$¢ autofagii,
obserwowana w podocytach po dtugotrwatym narazeniu komoérek na wysokie stgzenie
glukozy, moze by¢ jednym z mechanizméw prowadzacych do uszkodzenia i $§mierci
podocytow w warunkach hiperglikemicznych. Po wyciszeniu autofagii i hodowli
podocytow przez 5 dni w obecnosci 30 mM D-glukozy (HG) obserwowano
zmniejszenie 0 42% odsetka aktywnych metabolicznie komorek, podczas gdy
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w komorkach kontrolnych (transfekowanych niespecyficznym siRNA) i hodowanych
w tych samych warunkach ilo$¢ aktywnych metabolicznie podocytéw zmniejszyta si¢
o ok. 24%, co moze wskazywaé na protekcyjng role autofagii dla przezywalnosci
podocytow w hiperglikemicznym $rodowisku. Jednak w badaniach dotyczacych
apoptozy podocytow, zwigkszenie odsetka komorek apoptotycznych obserwowano
tylko w podocytach transfekowanych kontrolnym siRNA, a nie w komorkach
Z Wyciszong autofagia. Jak do tej pory nie jest znana przyczyna tej obserwacji.

W pracy stwierdzono, zgodnie z wcze$niejszymi doniesieniami, zwigkszenie
przepuszczalnosci  dla  albuminy  warstwy  podocytow  (transfekowanych
niespecyficznym siRNA) po dtugotrwatym narazeniu komoérek na dziatanie wysokiego
stezenia glukozy, ktéry to efekt byl czeSciowo zalezny od wzrostu ci$nienia
osmotycznego. Po wyciszeniu autofagii obserwowano wigksza (o ok. 25%)
przepuszczalno$¢ podocytow dla albuminy, aczkolwiek efekt ten nie byt statystycznie
znamienny. Po dlugotrwatym dziataniu wysokiego stezenia glukozy, przepuszczalnosé
dla albuminy podocytow z wyciszong autofagia zwickszyta si¢ do poziomu, jaki byt
obserwowany takze w komorkach kontrolnych (transfekowanych ns SiRNA)
hodowanych przez 5 dni w HG, z czego mozna wnioskowac, iz pomimo zahamowanej
autofagii podocyty mogg uruchamia¢ inne mechanizmy obronne/adaptacyjne, ktore
pozwalaja w pewnym stopniu kompensowac¢ uszkodzenia powodowane przez czynniki
zewnetrzne (np. HG). Jednym z takich mechanizmow adaptacyjnych moze by¢
hipertrofia podocytow, obserwowana migdzy innymi w kl¢buszkach nerkowych
chorych na cukrzyce, a takze w cukrzycowych modelach zwierzgcych i hodowlach
komoérkowych. Hipertrofia podocytow w HG jest wynikiem deregulacji wielu $ciezek
sygnalizacyjnych, migdzy innymi, nadmiernej aktywacji szlaku kinazy mTOR [156],
oksydazy NAD(P)H [157], a takze zwigkszenia ilo$ci inhibitorow kinaz zaleznych od
cyklin (p27, p21) [158]. Wykazano takze, ze hipertrofia podocytow poprzedza apoptoze
w kiebuszkach szczurow z doswiadczalnie wywotang cukrzyca [159]. Rola autofagii
w regulacji hipertrofii podocytéw dotychczas nie byta zbadana, cho¢ mogtoby to by¢
zasadne biorac pod uwagg to, ze oba procesy posiadaja wspolne Sciezki sygnatowe (np.

szlak mTOR) modulowane w przebiegu cukrzycy.

W warunkach fizjologicznych, zwigkszone stezenie insuliny stymuluje szybki
wychwyt glukozy przez podocyty dzigki przemieszczaniu transporterow glukozy do

blony komorkowej, reorganizacji cytoszkieletu aktynowego i zwigkszeniu ilosci
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kanalow potasowych i wapniowych w btonie komérkowej [28, 99]. Zaburzenie funkcji
podocytéw w cukrzycy typu 2 jest bezposrednio zwigzane z utratg insulinowrazliwosci,
bedacej skutkiem niekorzystnego 1 wieloczynnikowego dzialania S$rodowiska
hiperglikemicznego. Na podstawie badan przeprowadzonych wcze$niej w naszym
zespole, przyjeto, ze insulinooporno$¢ podocytow rozwija si¢ po 5 dniach hodowli
w obecnosci wysokiego stezenia glukozy (30 mM), czego wyktadnikiem jest brak
aktywacji dokomorkowego transportu glukozy po stymulacji podocytow insuling (300
nM, 3 min) [152]. W obecnej pracy zbadano, jakg role moze mie¢ proces autofagii
w rozwoju insulinoopornosci podocytow, indukowanej dlugotrwalym dziataniem
wysokiego stezenia glukozy. Po zahamowaniu autofagii (SIRNA Atg5) i inkubacji
podocytow w warunkach HG przez 5 dni stwierdzono brak aktywacji dokomoérkowego
transportu 2-DG po stymulacji insulinowej, a szybko$¢ transportu 2-DG byla
poréwnywalna z komoérkami kontrolnymi (transfekowanymi niespecyficznym siRNA).
Stad wydaje si¢, ze zahamowanie procesu autofagii w podocytach w warunkach
hiperglikemicznych nie jest przyczyna rozwoju ich insulinoopornosci, lecz moze by¢
nastepstwem mniejszej wrazliwosci podocytéw na dziatanie insuliny, rozwijajacej si¢

wskutek dtugotrwatego narazenia komorek na dziatanie wysokiego stgzenia glukozy.
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7. Whnioski

1. Podocyty szczurze hodowli pierwotnej, niepobudzane egzogennymi czynnikami,
wykazuja cechy morfologiczne i biochemiczne charakterystyczne dla autofagii,
co sugeruje, iz autofagia w warunkach fizjologicznych moze stuzy¢ zachowaniu

integralno$ci warstwy podocytarnej bariery filtracyjnej ktgbuszkow nerkowych.

2. Egzogenna insulina indukuje, za posrednictwem reaktywnych form tlenu, proces
autofagii na etapie dojrzewania i zamykania struktur autofagalnych

w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej.

3. Autofagia warunkuje efektywne dziatanie insuliny w zakresie aktywnosci
dokomoérkowego transportu glukozy 1 przepuszczalnosci dla albuminy

w podocytach szczurzych hodowli pierwotnej.

4. Srodowisko pozakomérkowe charakteryzujace si¢ Wysokim stezeniem glukozy
powoduje obnizenie aktywnos$ci autofagii w podocytach szczurzych hodowli

pierwotnej, co przyczynia si¢ do zmniejszenia ich przezywalnosci.

S. Zmiany aktywnos$ci autofagii w podocytach wywotane przez czynniki obecne
w $rodowisku pozakomoérkowym — hiperinsulinemi¢ i hiperglikemi¢ — jakie
wystepuja na poczatkowym etapie rozwoju cukrzycy typu 2, moga by¢ jednym
z patomechanizméw nefropatii cukrzycowej prowadzacym do uszkodzenia

przepuszczalnos$ci klebuszkowej bariery filtracyjne;.
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