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Cukrzycowa choroba nerek (DN) jest wynikiem przewlektej hiperglikemii w przebiegu cukrzycy. DN
charakteryzuje si¢ albuminurig, ktéra rozwija si¢ w wyniku uszkodzenia klebuszkowej bariery filtracyjne;j,
w sktad ktorej, obok komorek $rodbtonka naczyn wtosowatych oraz btony podstawnej, wchodza podocyty -
wysoko wyspecjalizowane komorki epitelialne otaczajace naczynia wlosowate klebuszka nerkowego.
Zaburzenia w prawidlowym funkcjonowaniu podocytow najczes$ciej prowadza do cofania bogatych
w filamenty aktynowe wypustek stopowatych i rozwoju albuminurii. W zaawansowanym stadium DN
dochodzi do nieodwracalnego odtaczania podocytow od kiebuszkowej btony podstawnej i ich utraty wraz
z moczem. Dlatego tez poznanie mechanizméw prowadzacych do uszkodzenia podocytow, a tym samym
wptywajacych na funkcje nerki, pozwala na zaprojektowanie terapii celowanej molekularnie u chorych na DN.

Podocyty sa komorkami wrazliwymi na dziatanie insuliny, ktora determinuje ich morfologie oraz
funkcje. Insulina jest glownie odpowiedzialna za regulacje dokomoérkowego transportu glukozy poprzez
aktywacj¢ procesu translokacji transporterow glukozowych typu 4 (GLUT4) z cytoplazmy do btony
komoérkowej. Kinaza biatkowa aktywowana przez AMP (AMPK), ktéra jest sensorem i regulatorem
rownowagi energetycznej, rowniez bierze udzial w insulinozaleznej regulacji dokomoérkowego transportu
glukozy w podocytach. Insulina jest jednym z czynnikow zwickszajacych ilo$¢ kanatéw wapniowych TRPC6
w btonie komoérkowej podocytow. Zauwazono, iz w wielu zaburzeniach zwigzanych z oporno$cia na insuling
aktywno$¢ AMPK ulega ostabieniu, za$ u 0s6b ze stwierdzonag DN wykazano zwigkszong ekspresj¢ TRPC6.
Wydaje si¢ wiec, ze zahamowanie insulinozaleznego transportu glukozy w cukrzycy moze by¢ zwigzane
Z zaburzeniami w homeostazie wapnia, ktore moga prowadzi¢ do zmniejszenia aktywnosci AMPK. Wydaje
si¢ zatem zasadnym zbadanie, czy $ciezka sygnalowa TRPC6-AMPK jest zaangazowana w insulinozalezny
dokomorkowy transport glukozy oraz reorganizacjg¢ cytoszkieletu, ktory warunkuje translokacje GLUT4 do
btony komérkowej podocytow.

Insulina, poprzez oddziatywanie na biatka zaangazowane w regulacj¢ dynamiki cytoszkieletu, wptywa
na przepuszczalnos¢ kiebuszkowej bariery filtracyjnej. Kinaza biatkowa G typu la (PKGla) jest zaangazowana
W przenoszenie sygnalu generowanego przez insuling do cytoszkieletu aktynowego powodujac jego
reorganizacj¢, a co za tym idzie zmian¢ w przepuszczalnosci bariery filtracyjnej kiebuszka. Biatko VASP
bierze udzial w regulacji dynamiki filamentow aktynowych. Ponadto, jest substratem dla PKGloa, a poziom
fosforylacji biatka VASP (w pozycji Ser239) jest miarg stopnia aktywacji PKGla. Rola biatka VASP
w funkcjonowaniu podocytéw oraz regulacji ktebuszkowej bariery filtracyjnej jest stabo poznana. Dlatego
celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest okreslenie roli biatka VASP i jego ufosforylowanej formy
w funkcjonowaniu podocytéw, a takze wplyw biatka VASP na PKGla-zalezng regulace cytoszkieletu
aktynowego i jego rola w przepuszczalnosci bariery filtracyjnej podocytéw w warunkach normo-
i hiperglikemicznych.

Doswiadczenia sg prowadzone na komoérkach podocytarnych wyizolowanych z nerek szczuréw rasy
Wistar i hodowane w warunkach standardowego (SG, 11 mM) i wysokiego (HG, 30 mM) ste¢zenia glukozy
przez 5 dni (czas potrzebny do wyindukowania insulinoopornosci w szczurzych podocytach). W celu
okreslenia roli szlakéw sygnalizacyjnych TRPC6-AMPK oraz PKGla-VASP w funkcjonowaniu podocytow,
komorki sa transfekowane z uzyciem siRNA dla odpowiedniego genu i hodowane w warunkach SG lub HG
w obecnosci wysokiego stezenia insuliny (300 nM) lub modulatoréw konkretnych biatek w celu zbadania ich
udzialu w dokomoérkowym transporcie glukozy, reorganizacji cytoszkieletu aktynowego i przepuszczalnosci
bariery filtracyjnej podocytow.

Otrzymane wyniki pozwola na lepsze poznanie molekularnych i komoérkowych mechanizmow
wplywajacych na funkcjonowanie podocytow i ich role w regulacji klgbuszkowej bariery filtracyjnej. Ponadto,
poznanie i zrozumienie roli szlakow sygnalizacyjnych w podocytach, a takze doktadne zglebienie zaleznosci
pomiedzy poszczegdlnymi biatkami zaangazowanymi w przekazywanie sygnatu w podocytach moze miec
szczegdlne znaczenie dla znalezienia nowych mechanizmow rozwoju DN, co pozwoli na zastosowanie
skuteczniejszego leczenia farmakologicznego tej choroby.



