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Nefropatia cukrzycowa (NC) jest przewleklym powiktaniem cukrzycy bedacym najczestsza przyczyng
niewydolno$ci nerek wymagajacej terapii nerkozastepczej — dializ badZz przeszczepu nerki. Wazng rolg w
rozwoju NC przypisuje si¢ zaburzeniom Strukturalno-funkcjonalnym podocytow — komorek, wyscielajacych
zewngtrzng powierzchni¢ btony podstawnej $rodbtonka naczyn wilosowatych kigbuszkéw nerkowych.
Podocyty cechujg si¢ wysoka aktywno$cia metaboliczng, umozliwiajaca tym niedzielacym si¢ komoérkom
wspottworzy¢ jedng z warstw bariery filtracyjnej, ktéra ze wzgledu na obcigzenie funkcjonalne wynikajace
ze znaczne]j objgtosci filtrowanego osocza i ilosci filtrowanych bialek, stale musi podlega¢ proteomiczne;j
odnowie. Podocyty charakteryzuja si¢ bardzo gesta siecig cystern mitochondrialnych o rdéznorodnej
wielkos$ci i morfologii, wskazujacych na wysokie zapotrzebowanie energetyczne tych komoérek. Wigze si¢ to
z konieczno$cig utrzymania przez podocyty odpowiedniej liczby mitochondriow oraz zapewnienia ich
wlasciwej aktywnosci i funkcji, co z kolei uzaleznione jest od proceséw fuzji i podziatu mitochondriow, a
takze ich transportu wewnatrzkomdérkowego. Procesy te podlegaja Scistej kontroli przez mechanizmy
regulatorowe, wsrdd ktorych istotng role odgrywa szczeg6élny rodzaj autofagii — mitofagia. Mitofagia jest
procesem selektywnej degradacji niefunkcjonalnych i uszkodzonych mitochondriow, ponadto, stuzy do
zaprogramowanego usuwania mitochondriéw np. w erytrocytach i komodrkach soczewki oka w trakcie
rozwoju embrionalnego. Prawidlowy przebieg mitofagii warunkuje sprawne usuwanie uszkodzonych
mitochondriow, ktérych nagromadzenie prowadzi do stresu komérkowego (np. stresu tlenowego) i $mierci
na drodze apoptozy. Z kolei fuzja mitochondriow jest istotna przede wszystkim w warunkach wickszego
zapotrzebowania energetycznego komorek, gdyz promuje fosforylacje oksydacyjna, umozliwia
wewnatrzcytoplazmatyczng biodystrybucje kwasow thuszczowych oraz zapewnia efektywna produkcje ATP.

Stwierdzono, ze zaburzenia w dynamice mitochondrialnej sg zwigzane z procesami starzenia, a takze z
patogeneza chordb neurodegeneracyjnych oraz cukrzycy typu 2. W komorkach migéniowych nagromadzenie
uszkodzonych mitochondriéw prowadzi do zaburzenia szlakéw sygnalizacyjnych insuliny oraz zahamowania
dokomoérkowego transportu glukozy. Z kolei zahamowanie ekspresji jednego z kluczowych markeréw
biogenezy mitochondriow w komorkach B trzustki u gryzoni powoduje znaczne zmniejszenie iloSci
mitochondrialnego DNA, spadek wydolno$ci oksydacyjnej i rozwoj cukrzycy. W podocytach procesy
mitofagii i biogenezy mitochondriéw nie zostaty dotychczas doktadnie zbadane, cho¢ wydaje sie, ze moga
one mie¢ wazne znaczenie szczegolnie w rozwoju insulinoopornosci tych komoérek w przebiegu cukrzycy.
Stad, gtéwnym celem projektu jest zbadanie potencjalnych zmian bioenergetyki podocytow w cukrzycy, a
takze okreslenie roli dynamiki mitochondrialnej i mitofagii w patogenezie NC.

Doswiadczenia, zaplanowane w projekcie, pozwola uzyska¢ odpowiedzi na nastepujace pytania
badawcze: 1) Jak srodowisko o zwigkszonym stezeniu glukozy i insuliny wptywa na profil bioenergetyczny
podocytow? 2) Jaka jest rola mitofagii i biogenezy mitochondrialnej dla prawidlowej funkcji podocytow oraz
ich przezywalnosci? oraz 3) Czy zaburzenia dynamiki mitochondrialnej i mitofagii w podocytach moga
prowadzi¢ do rozwoju insulinoopornosci komorek oraz dysfunkcji bariery filtracyjnej nerek? Badania beda
prowadzone zaré6wno na linii immortalizowanych podocytow ludzkich, jak i pierwotnych podocytach
szczurzych. Dodatkowo, cze$¢ badan zostanie przeprowadzona na modelach zwierzecych cukrzycy:
szczurach z chemicznie indukowang cukrzyca (poprzez podanie dootrzewnowe streptozotocyny) oraz na
modelu hiperinsulinemii i opornosci insulinowej uwarunkowanej genetycznie (szczury stada Zucker). Ocena
profilu bioenergetycznego bedzie oparta o analizy tempa zuzycia tlenu oraz zmian zewnatrzkomérkowego
pH w podocytach po inkubacjach w obecnosci wysokiego stgzenia glukozy i insuliny, ktore jest
charakterystyczne w poczatkowych stadiach rozwoju NC. W badanych uktadach zostang przeprowadzone
wieloparametrowe analizy mitochondriéw: ich ilo$¢, wielkos¢ i ksztatt (z wykorzystaniem mikroskopii
elektronowej), zawarto$¢ mitochondrialnego DNA, ich rozmieszczenie wewnatrzkomérkowe i kolokalizacja
z markerami autofagii oraz z wakuolami autofagalnymi. Zbadane bedzie rowniez znaczenie mitofagii i
biogenezy mitochondriow w rozwoju insulinoopornosci podocytow oraz dla ich prawidtowych funkcji, co
bedzie oceniane w uktadach po zahamowaniu ekspresji wybranych genow odpowiedzialnych za
podziaty/fuzje mitochondriow, badZ uczestniczacych w procesach mitofagii (np. Drpl, Mfnl/2, parkina,
PINK1). W celu zbadania funkcji podocytow analizowana bedzie ich przepuszczalnosci dla albuminy in
vitro, a w kolejnych etapach badan — mierzona albuminuria u zwierzat cukrzycowych wraz z ocena poziomu
markeréw mitofagalnych w nerkach.

Biorac pod uwage fakt, iz srodowisko pozakomorkowe, charakterystyczne dla cukrzycy, wplywa na
funkcje podocytow, a takze moduluje mitofagi¢ i dynamike mitochondrialng w innych komoérkach, proby
okreslenia roli tych procesow w bioenergetyce podocytow w Srodowisku o wysokim stezeniu glukozy i
insuliny wydajg si¢ by¢ uzasadnione i istotne w celu uzyskania nowej wiedzy na temat patogenezy NC.
Wydaje si¢ prawdopodobne, iz glebsze poznanie kluczowych mechanizméw przyczyniajacych si¢ do
regulacji bioenergetyki w podocytach w cukrzycy umozliwi nie tylko lepsze leczenie NC, ale takze wskaze
potencjalne $ciezki molekularne, ktorych farmakologiczna badz genetyczna modulacja bedzie w stanie
zapobiega¢ rozwojowi tego powiktania u chorych na cukrzyce.



