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Nefropatia cukrzycowa (NC) jest jednym z najczestszych powiktan cukrzycy, charakteryzujacym sie
postepujacg dysfunkcjg bariery filtracyjnej ktebuszkoéw nerkowych (glomerular filtration barrier; GFB) oraz
utratg funkcji nerek. Komorki podocytarne stanowia kluczowa warstwg GFB, a ich uszkodzenie lezy u podstaw
patogenezy NC. Mitochondria odgrywaja gléwng rol¢ w utrzymaniu prawidlowej wewngtrzkomorkowej
homeostazy energetycznej, lipidowej i weglowodanowej, ponadto dynamika mitochondriow jest $cisle
zwigzana z wrazliwo$cig na insuling w podocytach. Uszkodzone mitochondria wywieraja negatywny wptyw
na komorki, miedzy innymi poprzez indukowanie stresu oksydacyjnego, odpowiedzi zapalnej, czy aktywacje
apoptozy. Modyfikacja funkcji mitochondriow moze wptywaé na produkcje i uwalnianie pgcherzykow
zewnatrzkomorkowych (extracellular vesicles; EVS), takich jak egzosomy. Coraz wigcej dowodow wskazuje,
ze W warunkach patologicznych podocyty uwalniaja EVS, ktére nastgpnie stymuluja odpowiedz
immunologiczng i1 poteguja reakcje prozapalne. Jednak rola mitochondriow w efektach zwigzanych
z dziataniem egzosoméw na podocyty w NC nie zostata jak dotad wyjasniona.

Przypuszczamy, ze zaburzenia homeostazy mitochondriow w $rodowisku hiperglikemii wptywa na
biogeneze egzosomow i ich wydzielanie w podocytach, co nasila szkodliwe zmiany w bioenergetyce, funkcji
1 zywotno$ci tych komorek. Dlatego gltownym celem projektu jest wyjasnienie roli i mechanizmow
molekularnych regulacji szlakow mitochondrialno-egzosomalnych w podocytach w stanie fizjologicznym
i patologicznym. W ramach projektu zbadamy potencjat inhibitorow biogenezy egzosomalnej oraz
metforminy, popularnego leku przeciwcukrzycowego, do poprawy wydolnosci mitochondriéw w podocytach
i utrzymania funkcji nerek w zwierzecym modelu cukrzycy. Ponadto, wyniki projektu moga wskaza¢ nowy
mechanizm uszkodzenia podocytéw, polegajacy na regulacji mitofagii i wydzielania egzosomow przez
wysokie stezenie glukozy, co moze miec istotne znaczenie kliniczne w profilaktyce i leczeniu NC.

Nasze wczesniejsze badania wykazaty, ze po 5 dniach hodowli w warunkach o wysokim st¢zeniu glukozy
(30 mM; HG) w podocytach rozwija si¢ insulinoopornos¢. WykazaliSmy rowniez, ze w podocytach
hodowanych w HG uszkodzona jest funkcja mitochondriéw, co moze wynika¢ z zaburzenia dynamiki
mitochondrialnej i mitofagii. Biologia mitochondriow jest $cisle zwigzana z powstawaniem egzosomow,
jednak w podocytach mechanizmy regulacyjne biogenezy egzosomow, selekcji ich zawartosci oraz
wydzielania z komorek sa wcigz mato poznane. Nasze wstgpne wyniki pokazaty, ze w warunkach o wysokim
stezeniu glukozy podocyty wydzielajag wicksza liczbg egzosoméw i o wigkszej $rednicy, niz w warunkach
kontrolnych. Dodatkowo, gtéwny marker mitofagalny, PINK1, jak rowniez stres metaboliczny (np. HG)
Zmieniaja poziom ekspresji bialek zaangazowanych w biogeneze i sekrecje egzosomoéw. Dlatego istotne
wydaje si¢ dalsze badanie mechanizméw mitochondrialno-egzosomalnych w podocytach, zwlaszcza jako
potencjalnych przyczyn uszkodzenia podocytow w NC.

W projekcie najpierw okre§limy role egzosomdéw w biologii, funkcji i bioenergetyce podocytow poprzez
zastosowanie farmakologicznych inhibitorow réznych szlakow biogenezy egzosomow (np. Manumycyna A,
GW4869) oraz poprzez genetyczne modyfikacje podocytow (wyciszenie ekspresji markera egzosomalnego
CD63). W uktadach tych bedziemy oceniaé poziom réznych markeréw egzosomalnych w lizatach
komorkowych i izolowanych egzosomach, zywotno$¢ podocytow, ich morfologie, przepuszczalno$¢ dla
albuminy, wrazliwo$¢ na insuling, a takze okre$limy ilo$¢ i rozmiar izolowanych egzosomow (nanoparticle
tracking analysis; NTA). Zbadamy réowniez wptyw zahamowania powstawania egzosoméw na rézne
parametry mitochondrialne, np. wydolnos¢ oddechowa, dynamike mitochondriéw, poziom mitochondrialnego
DNA (mtDNA). W kolejnych krokach okreslimy wptyw stresu metabolicznego (np. HG) na biogeneze
egzosomow w podocytach i sprawdzimy, czy zahamowanie biogenezy egzosomow moze ztagodzi¢ odpowiedz
immunologiczng w podocytach hodowanych w HG. Jednym z celow projektu jest scharakteryzowanie roli
mitochondriow w tworzeniu i wydzielaniu egzosomoéw w podocytach, zwlaszcza w podocytach hodowanych
w HG. W tym celu zbadamy obecnos¢ mtDNA oraz poziom metabolitow mitochondrialnych w wydzielanych
EVs. Ponadto, za pomoca barwnikow fluorescencyjnych i super-rozdzielczej mikroskopii fluorescencyjnej
(STED) sprawdzimy, czy w odpowiedzi na stres metaboliczny podocyty wydzielaja funkcjonalne
mitochondria w EVs. Dodatkowo w ramach projektu zbadamy nowy mechanizm regulacyjny biogenezy
egzosomOw w podocytach, zwigzany z dziataniem metforminy na mitochondria.

Biorac pod uwagg, ze podocyty sa wrazliwe na dziatanie egzosomow wydzielanych przez inne komorki,
zbadamy efekty egzosomow uwalnianych przez podocyty pod wplywem stresu zwigzanego z HG na funkcje
komorek i parametry mitochondrialne. Na koniec, sprawdzimy wptyw inhibitorow biogenezy egzosomalnej
i metforminy na funkcje nerek in vivo przy uzyciu szczurzego modelu NC. Badania te okresla, czy te zwiazki
mogg zapobiegac lub tagodzi¢ chorobe nerek w cukrzycy.

Wyniki badan zaplanowanych w ramach projektu dostarczg nowej wiedzy na temat roli egzosomow
w biologii podocytéw i okresla znaczenie szlakow egzosomalnych w rozwoju NC. Biorac pod uwage, ze
zaréwno mitochondria, jak i egzosomy odgrywaja kluczowg role w funkcjonowaniu podocytdw w cukrzycy,
wydaje sig istotne zrozumienie mechanizméw ich wzajemnej regulacji w celu opracowania skuteczniejszych
strategii zapobiegania lub leczenia NC.



