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Nerki sg kluczowym narzadem utrzymujgcym homeostaze ustroju a ich wydolnosé
ulega obnizeniu w przebiegu szeregu chordb ogoélnoustrojowych np. cukrzycy. Jednym z
pierwszych stwierdzanych zaburzen funkcji nerek w cukrzycy jest zwigkszona
przepuszczalno$¢ filtru kigbuszkowego czego wyrazem jest zwigkszenie ilos¢ albuminy w
moczu. W patogenezie tego zjawiska istota role ogrywaja zaburzenie morfologiczno-

funkcjonalne podocytow tzw. podocytopatia cukrzycowa.

Podocyty sa wysoko zréznicowanymi komorkami nablonkowymi kigbuszka nerkowego,
ktore poprzez modyfikacj¢ przepuszczalnosci filtru klebuszkowego, uczestniczg w regulacji
filtracji kiebuszkowej. Ich aktywno$¢ moze podlega¢ regulacji przez zewnatrzkomoérkowe
nukleozydy i nukleotydy, ktore wywierajg swoj efekt przez receptory purynergiczne; P1 oraz
P2. Obecnos¢ receptorow purynergicznych stwierdzono na podocytach.

W cukrzycy dochodzi do zmniejszenia liczby podocytow co prowadzi do zwigkszonego
obcigzenia metabolicznego 1 hipertrofii pozostatych w klebuszku nerkowym podocytow,
czemu towarzysza zmiany aktywnos$ci kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK),

enzymu uwazanego za wewnatrzkomorkowy czujnik stanu energetycznego komorki.

Celem pracy byto scharakteryzowanie transportu glukozy do podocytoéw w warunkach
prawidtowych i wysokich stezen glukozy z uwzglednieniem potencjalnej roli receptoréw
purynergicznych oraz AMPK. Podjeto rowniez probe odpowiedzi na pytanie czy zaburzenia
powyzszych mechanizmow mogg ogrywa¢ ewentualng role w patogenezie podocytopatii

cukrzycowej?

Dos$wiadczenia wykonywano na pierwotnej hodowli szczurzych podocytow w
srodowisku inkubacyjnym o stezeniu glukozy 5,6 mM i 24,4 mM mannitolu (NG) oraz
stezeniu glukozy 30 mM (HG). Transport glukozy byt oceniany na podstawie akumulacji w
komoérkach 2-deoxy-[1-*H]-D-glukozy (2-DG) w obecnoéci agonistow i antagonistow
receptorOw purynergicznych oraz aktywatora AMPK. Mierzono aktywno$¢ ekto-ATPazy i
ekto-5’-nukleotydazy. Obecnos¢ AMPK w nie$miertelnej linii mysich podocytow badano
przy uzyciu metody Western blot. Detekcja ufosforylowanej Thr-172 w podjednostce a
AMPK postuzyta do badania aktywacji AMPK. Metoda immunofluorescencyjng zbadano

wystgpowanie receptoroOw purynergicznych P2Y.



Transport 2-DG w $rodowisku HG wynosit 1271 £ 86 nmol/h/mg biatka 1 byl 2,7-X
wigkszy od tempa transportu w Srodowisku NG (477 + 37 nmol/h/mg biatka, P<0.05).
Florydzyna, inhibitor sodo-zaleznego transportu glukozy, powodowata w $rodowisku NG
zmniejszenie aktywnosci transportu 2-DG 0 20% (426 + 39 vs. 544 + 34 nmol/h/mg bialka;
P<0,05) natomiast cytochalazyna B, inhibitor dyfuzji ulatwionej glukozy o 80% (92 + 2 vs.
470 + 16 nmol/h/mg biatka; P<0,05). Zewnatrzkomorkowe stezenie ATP w §rodowisku NG
wynosito 30,0 + 2,4 nM i bylo wigksze od st¢zenia ATP w $rodowisku HG (20,8 + 1,4 mM,
P<0,05). Nizszemu zewnatrzkomorkowemu stezeniu ATP w §rodowisku HG towarzyszyto
wyzsze stezenie adenozyny w plynie zewnatrzkomoérkowym (0,73 + 0,12 nM vs 0,48 + 0,01
nM; P<0,05). Nie stwierdzono statystycznie znamiennych réznic pomiedzy aktywnoscig ekto-
ATPazy oraz ekto-5’-nukleotydazy w srodowisku NG i HG. Zewnatrzkomorkowy ATP w
sposob zalezny od st¢zenia zwigkszat tempo transportu 2-DG do podocytéw; w §rodowisku
NG: 25 uM ATP — 18 £ 0,5%; 50 uM ATP- 25 + 0,7%; 100 uM ATP- 30,5 + 0,6% oraz w
srodowisku HG: 50 uM ATP — 14 + 0,5%; 100 uM ATP — 24 + 0,5%. Zablokowanie
receptorow P2 zmniejszato tempo podstawowego transportu 2-DG natomiast analogi ATP
(B,y-metylene ATP, 2-metylotio ATP oraz Bz-ATP) zwigkszaty tempo transportu 2-DG w
srodowisku NG 1 HG. W S$rodowisku NG, sita dzialania agonistow receptorow
purynergicznych przedstawiala si¢ nastgpujaco: 2-MeSATP — 21%, Bz-ATP - 24% oraz B,y-
meATP — 39%. W srodowisku HG najsilniejszy efekt na tempo transportu 2-DG tj. wzrost o
50% wywieral Bz-ATP natomiast sita dziatania B,y-meATP i 2-MeSATP byta zblizona do
siebie 1 wynosita okoto 17%. Aktywacja AMPK powodowata zmniejszenie tempa transportu
2-DG a efekt ten byl zalezny od stezenia glukozy w plynie zewnatrzkomoérkowym.
Stwierdzono rowniez, ze aktywacja receptorow P2 powoduje wzrost aktywnosci AMPK w

podocytach a stosujac metod¢ immunofluorescencyjng wykazano obecno$¢ receptorow P2Y.

Wyniki przeprowadzonych do§wiadczen wskazuja ze transport glukozy do podocytow
odbywa si¢, przede wszystkim, na drodze dyfuzji utatwionej 1 jest regulowany przez
zewnatrzkomorkowe stezenie glukozy a aktywacja receptoréw purynergicznych P2 zwigksza
transport glukozy do podocytow. Efekt ten jest nasilony w warunkach zwigkszonego stezenia
glukozy w ptynie zewnatrzkomorkowym.

Wydaje si¢ prawdopodobne, ze ewentualne zaburzenia wewnatrzkorkowego przekazywania
informacji pomiedzy receptorami purynergicznymi P2 a kinaza bialkowg aktywowang przez
AMP moga prowadzi¢ do zaburzen transportu i wewnatrzkomérkowej przemiany glukozy

prowadzac, miedzy innymi, do rozwoju podocytopatii cukrzycowe;.



