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1. Imie i Nazwisko: Dorota Rogacka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

1999 magister biotechnologii, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, promotor Prof. Jolanta
Tarasiuk

2005 doktor nauk biologicznych, Wydziat Biologii, Oceanografii i Geografii

Uniwersytetu Gdanskiego, promotor Prof. Jolanta Tarasiuk.
Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Przywracanie aktywnosci pirarubicyny w stosunku
do komorek nowotworowych o opornosci wielolekowe;j”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych.

1999 — 2004 studia doktoranckie w Katedrze Technologii Lekow 1 Biochemii Politechniki
Gdanskiej

2007 asystent w Zespole Kiliniczno-Badawczym Molekularnej i Komorkowe;j
Nefrologii IMDiK PAN

2007-2010  adiunkt w Zaktadzie Immunologii Klinicznej i Transplantologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego

od 2011 adiunkt w Zespole Kliniczno-Badawczym Molekularnej i Komorkowe;j
Nefrologii IMDiK PAN

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego,

* w przypadku, gdy osiagnigciem tym jest praca/ prace wspolne, nalezy przedstawi¢ o$wiadczenia wszystkich jej
wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie

Zgodnie z trescia w/w ustawy, osiagnieciem naukowym, dotaczonym do wniosku
0 wszczecie postepowania habilitacyjnego, jest cykl pigciu prac powigzanych tematycznie,

objetych wspolnym tytutem:

»Potencjalne mechanizmy indukcji insulinoopornosci komoérek podocytarnych

kl¢buszka nerkowego”
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b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

1) Rogacka D, Piwkowska A, Jankowski M, Kocbuch K, Dominiczak MH, Stepinski JK,
Angielski S. Expression of GFAT1 and OGT in podocytes: transport of glucosamine and
the implications for glucose uptake into these cells. Journal of Cellular Physiology 2010;
225:577-84.
IF = 3,986; KBN/MNiSW = 32

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: sformutowaniu hipotezy badawczej, zaplanowaniu
i kierowaniu projektem badawczym, zaplanowaniu i wykonaniu wigkszosci doswiadczen, wykonaniu
obliczen i analizy statystycznej wynikow, interpretacji wynikow, przygotowaniu wigkszosci rycin,
napisaniu manuskryptu a nastepnie dyskusji z recenzentami i edycji ostatecznej wersji manuskryptu.

Moj indywidualny udzial w autorstwie pracy szacuje na 85%.

2) Piwkowska A, Rogacka D, Jankowski M, Dominiczak MH, Stepinski JK, Angielski S.
Metformin induces suppression of NAD(P)H oxidase activity in podocytes. Biochemical
and Biophysical Research Communications 2010; 393:268-73.
IF =2,595; KBN/MNIiSW = 27

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: sformutowaniu hipotezy badawczej, wykonaniu czesci
doswiadczen i analizy statystycznej wynikow, interpretacji wynikow 1 wspotudziale w napisaniu

manuskryptu. Mdj indywidualny udziat w autorstwie pracy szacuje na 15%.

3) Piwkowska A, Rogacka D, Angielski S, Jankowski M. Hydrogen peroxide induces
activation of insulin signaling pathway via AMP-dependent kinase in podocytes.
Biochemical and Biophysical Research Communications 2012; 428:167-72.

IF = 2,406; KBN/MNISW = 25

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: sformutowaniu hipotezy badawczej, wykonaniu czesci
doswiadczen i analizy statystycznej wynikow, interpretacji wynikow, wspotudziale w napisaniu
manuskryptu i udziale w weryfikacji manuskryptu po recenzjach. Moj indywidualny udziat

W autorstwie pracy szacuje na 25%.

4) Rogacka D, Piwkowska A, Audzeyenka I, Angielski S, Jankowski M. Involvement of the
AMPK-PTEN pathway in insulin resistance induced by high glucose in cultured rat
podocytes. International Journal of Biochemistry and Cell Biology 2014; 51:120-30.

IF = 4,046; KBN/MNISW = 35
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Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: sformutowaniu hipotezy badawczej, zaplanowaniu
i kierowaniu projektem badawczym, zaplanowaniu i wykonaniu wiekszosci doswiadczen, wykonaniu
obliczen i analizy statystycznej wynikow, interpretacji wynikow, przygotowaniu wigkszosci rycin,
napisaniu manuskryptu a nastepnie dyskusji z recenzentami i edycji ostatecznej wersji manuskryptu.

Moj indywidualny udzial w autorstwie pracy szacuje na 85%.

5) Rogacka D, Piwkowska A, Audzeyenka I, Angielski S, Jankowski M. SIRT1-AMPK
crosstalk is involved in high glucose-dependent impairment of insulin responsiveness in
primary rat podocytes. Experimental Cell Research 2016; 349:328-38.

IF = 3,546; KBN/MNiSW = 30

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: sformutowaniu hipotezy badawczej, zaplanowaniu
| kierowaniu projektem badawczym, zaplanowaniu i wykonaniu wigkszosci doswiadczen, wykonaniu
obliczen i analizy statystycznej wynikow, interpretacji wynikow, przygotowaniu wigkszosci rycin,
napisaniu manuskryptu a nastepnie dyskusji z recenzentami i edycji ostatecznej wersji manuskryptu.

Moy indywidualny udziatl w autorstwie pracy szacuje na 85%.

Prace te zostaly opublikowane w latach 2010-2016, po uzyskaniu stopnia doktora nauk
biologicznych, w recenzowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation

Reports (JCR).

Sumaryczny IF w/w prac wynosi 16,579; (KBN/MNiSW: 149 punktow).
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¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Insulina pelni kluczowa role w utrzymaniu integralnosci klgbuszkowej bariery filtracyjnej.
W komorkach podocytarnych kiebuszka nerkowego z zaburzong sygnalizacja insulinowg
rozwijaja si¢ cechy charakterystyczne dla zmian obserwowanych w nefropatii cukrzycowe;.
Wyjasnienie mechanizméw indukcji insulinoopornosci podocytow moze mie¢ kluczowe
znaczenie dla zrozumienia zaburzen struktury i funkcji tych komorek oraz catych kiebuszkoéw

nerkowych, a w konsekwencji nerek w cukrzycy.

Wprowadzenie

Nefropatia cukrzycowa jest jedng z gtownych przyczyn niewydolnosci nerek (Xue
i wsp., 2017). Do skrajnej postaci niewydolnosci dochodzi u okoto 40% pacjentow chorych na
cukrzyce typu 1 i u okoto 30% pacjentow chorych na cukrzyce typu 2. Wiaze si¢ to
z konieczno$ciag dializoterapii lub przeszczepu nerek (Sharma i wsp., 2017). Nasza wiedza
0 przyczynach i mechanizmach tej postaci nefropatii jest wcigz bardzo ograniczona.
Pierwszym objawem rozwoju glomerulopatii cukrzycowej sa zaburzenia filtracji
ktebuszkowej i mikroalbuminuria. Na poczatku lat osiemdziesigtych wykazano istnienie
zaleznosci pomiedzy wielkoscig dawki insuliny i ilo$cig glukozy przemieszczanej z krwi do
tkanek, a nasileniem albuminurii (Mogensen i wsp., 1980).

Wiele badan klinicznych 1 eksperymentalnych wskazuje na istnienie $cistego zwiazku
pomigdzy wystgpowaniem glomerulopatii cukrzycowej a uszkodzeniem  struktury
I zaburzeniami funkcji komoérek podocytarnych kilebuszka nerkowego (Quaggin, 2007).
Ki¢buszek nerkowy jest wysoce zroznicowanym organellum wchodzacym w sktad nefronu,
podstawowej jednostki funkcjonalnej i strukturalnej nerek. Tworzy go kulista wigzka kapilar
otoczona torebkg Bowmana ($rednica klebuszka u cztowieka wynosi 100-280 um). Od strony
swojego $wiatla naczynia wlosowate pokryte sa komorkami $rodblonka okienkowego,
natomiast od strony $wiatla torebki Bowmana warstwa wyspecjalizowanych komorek
nabtonkowych — podocytow (Samuel i wsp., 2007). W prawidlowych warunkach przenikaniu
bialek do moczu zapobiega selektywne dziatanie bariery filtracyjnej, utworzonej przez
komorki $rodblonka naczyn wlosowatych, blon¢ podstawng (GBM, ang. glomerular
basement membrane) oraz warstwe podocytow. Podocyty zbudowane sg z trzech
morfologicznie 1 funkcjonalnie réznych segmentdéw: ciata komorki, wyrostkow gtownych
I wyrostkow stopowatych (Pavenstadt i wsp., 2003). Wyrostki glowne wyrastaja z ciata

komorki, a nastepnie rozgateziaja si¢ w wyrostki stopowate bogate w aktyne, bedaca
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podstawa wysoce zorganizowanego szkieletu komorkowego. Sgsiadujace ze sobg wyrostki,
zakotwiczone za posrednictwem integryn a3 1 oraz dystroglikandw w btonie podstawnej, sg
przedzielone szczelinami filtracyjnymi szerokosci 20-30 nm, ktorych brzegi laczy blona
szczelinowa (SD, ang. slit diaphragm), przepuszczalna dla wody i matych molekutl, nie
przepuszczajaca wigkszych biatek, w tym albuminy, stanowigca najwazniejszy element
bariery filtracyjnej (Lennon i wsp., 2014). Zlepianiu si¢ lezagcych obok siebie wyrostkow
stopowatych  zapobiega ujemnie natadowany ,plaszcz” proteglikanow, glownie
podokaliksyny — biatka bogatego w kwas sjalowy. W blonach szczelinowych wystgpuje wiele
biatek, m.in. P-kadheryna (Reiser i wsp., 2000), nefryna (Ruotsalainen i wsp., 1999),
podocyna (Schwarz iwsp., 2001) i biatko Nephl (Barletta i wsp., 2003), dodatkowo
zidentyfikowano rowniez kilka biatek tworzacych potaczenia Sciste (TJ, ang. tight junctions)
takie jak okludyna i biatko ZO-1 (Fukasawa i wsp., 2009). Gtéwnym biatkiem strukturalnym
blony szczelinowej jest nefryna, umocowana w tratewce plazmatycznej wypustek. Jej
fragment pozakomodrkowy tworzy sie¢ homo- i heterofilowych potaczen, natomiast fragmenty
przezbtonowe tancucha nefryny przechodzac do wnetrza ciata wyrostkow stopowatych Scisle
kontaktujg si¢ zrozbudowanym szkieletem komoérkowym podocytéw, tworzac System
receptorowy, ktorym podocyt odbiera bodzce generowane przez sity hydrostatyczne
wymuszajace proces filtracji ktebuszkowej. Te same sily prowadza do ekspansji §wiatla
kapilary klgbuszkowej, a podocyty przeciwstawiajg si¢ im zintegrowanym systemem bion
szczelinowych i cytoszkieletu. Obecno$¢ nefryny w podocycie jest rowniez niezbgdna do
stymulacji transportu glukozy przez insuling (Coward i wsp., 2007). W przeciwienstwie do
pozostatych komorek kigbuszka podocyty, podobnie jak neurocyty, nie sa zdolne do
proliferacji iodnawiania swojej populacji, stanowig wigc najbardziej wrazliwy na
uszkodzenia element klebuszka. Zmiany patologiczne w nerkach pacjentéw chorych na
cukrzyce dotycza zanikania wypustek podocytow oraz zmniejszenia liczby tych komorek, co
prowadzi do utraty szczelnosci filtra kigbuszkowego dla biatek (Lin i Susztak, 2016). Do
uszkodzenia podocytow moze dochodzi¢ pod wplywem roéznych czynnikow, jak wysokie
stezenie glukozy, stres oksydacyjny, czy stres mechaniczny wywolany pulsacyjnymi
zmianami ci$nienia wewnatrzkapilarnego. Ilo$§¢ podocytow w moczu koreluje ze stopniem
rozwoju zaburzen filtracji kigbuszkowe;j i funkcji nerek (Wolf i wsp., 2005).

Gléwnym substratem fizjologicznym podocytow jest glukoza. W komorkach tych
stwierdzono obecno$¢ biatek transportujacych z rodziny GLUT (GLUT1-4 oraz GLUTS)
(Lewko i wsp., 2005; Schiffer i wsp., 2005; Wasik i wsp., 2014), ktore przemieszczaja

glukoze na drodze dyfuzji ulatwionej zgodnie z gradientem jej stezen, oraz sodozaleznego
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kotransportera SGLT1, ktory transportuje glukoze wbrew gradientowi jej stezen (Lewko
i wsp., 2005; Lewko i Stepinski, 2009). W podocytach zidentyfikowano rowniez biatko
GLUTS bedace nosnikiem fruktozy GLUTS (Wang i wsp., 2015). Wigkszos¢ biatek GLUT2
i GLUT4 zlokalizowano w wewnatrzkomérkowych przedziatach podocytéw, co sugeruje, ze
komorki te posiadaja wysoki potencjal, aby znaczaco zwigkszy¢ 1ilo$¢ czasteczek
transporterow glukozy na swojej powierzchni i1 adaptowa¢ poziom dokomdrkowego
transportu glukozy do warunkéw, w ktorych sie znajduja. Szacuje si¢, ze 80% transportu
glukozy do podocytow odbywa si¢ na drodze dyfuzji utatwionej poprzez nosniki glukozy,
natomiast pozostate 20% glukozy jest transportowane przez biatko SGLT1 (Lewko i wsp.,
2005). W ostatnich latach wykazano, ze podocyty sa komérkami wrazliwymi na dziatanie
insuliny (Coward i wsp., 2005; Lewko iwsp., 2005). Insulina w sposob bezposredni
oddziatuje na te komorki, uruchamiajac w nich rézne $ciezki sygnatowe i prowadzac m.in. do
dynamicznych zmian w cytoszkielecie aktynowym. Wykazano, ze insulina petni kluczowa
role w utrzymaniu integralnosci kigbuszkowej bariery filtracyjnej, a nieprawidlowosci
w transdukcji sygnatu tego hormonu prowadza do rozwoju cech charakterystycznych dla
zmian obserwowanych w nefropatii cukrzycowej (Welsh i wsp., 2010).

Insulina zwigksza dokomoérkowy transport i metabolizm glukozy (Pessin i Saltiel,
2000). Schemat 1. przedstawia drog¢ sygnalowania uruchomiong w komorce po zwigzaniu
insuliny do jej receptora (IR). Receptor insulinowy (IR) jest heterotetramerycznym biatkiem
zlozonym z dwoéch podjednostek o oraz dwoch podjednostek [, ktore sa polaczone
wigzaniem dwusiarczkowym w kompleks ala2-B1p2. Insulina wigze si¢ ze zlokalizowang
pozakomorkowo podjednostka o receptora i przekazuje sygnaty przez bton¢ komorkowa,
prowadzac do aktywacji kinazy tyrozynowej znajdujacej si¢ w obrebie C-koncowej domeny
podjednostki . Wskutek zwigzania insuliny z IR dochodzi do wielu jego
wewnatrzczasteczkowych transfosforylacji. Autofosforylacja reszt tyrozynowych IR indukuje
aktywnos$¢ katalityczng kinazy tyrozynowej receptora, co prowadzi do rekrutacji biatek IRS
(ang. insulin receptor substrate): IRS-1 i IRS-2 oraz aktywacji 3-kinazy fosfatydyloinozytolu
(PI3K), ktora generuje powstawanie w blonie cytoplazmatycznej 3.4,5-trdjfosforanu
fosfatydyloinozytolu (PIP3) aktywujac za jego posrednictwem kinaze PDKI1, ktora z kolei
fosforyluje kinaz¢ Akt. Kinaza Akt odgrywa kluczowa role we wlaczaniu transporteréw
glukozy GLUT4 na drogg sygnalowania insuliny, poprzez translokacje tych transporteréw ze
zlokalizowanych w cytosolu blonowych pecherzykow na powierzchnie¢ komorki docelowej,

w celu utatwienia dokomorkowego transportu glukozy (Deshmukh, 2016). Negatywnym
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regulatorem aktywnos$ci szlaku sygnatowania insulinowego jest fosfataza biatkowo-lipidowa
PTEN, ktora specyficznie defosforyluje PIP; do 3,4,-dwufosforanu fosfatydyloinozytolu
(P1P,) dziatajac przeciwstawnie wobec $ciezki PI3K/Akt (Vanhaesebroeck i wsp., 2012).

. . glukoza

PIBK

. fosforylacja

Schemat 1. Sygnalowanie insuliny. Zwigzanie si¢ insuliny do jej receptora prowadzi do translokacji
GLUT4 do blony cytoplazmatycznej w celu utatwienia dokomoérkowego transportu
glukozy.

Jednym z kluczowych czynnikow sprawczych w patogenezie cukrzycy typu 2, ktéra
charakteryzuje si¢ przewlekta hiperglikemia, jest insulinoopornos¢, ktérej towarzyszy wzrost
aktywnosci  kilku szlakéw metabolicznych, m.in. szlaku biosyntezy heksozamin
i poliolowego, aktywacja kinazy biatkowej C (PKC), transformujacego czynnika wzrostu 3
(TGF-B), wukladu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS), zwigkszona produkcja
zaawansowanych produktow glikacji (AGEs, ang. advanced glycation end products),
nadprodukcja reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxigen species), a takze aktywacja
odpowiedzi biatek nieufatdowanych (UPR, ang. unfolded protein response), majacej na celu
ztagodzenie stresu retikulum endoplazmatycznego (Samuel i Shulman, 2012). Wykazano, ze
stres oksydacyjny indukowany w komoérkach wskutek utrzymujacej sie¢ w cukrzycy
hiperglikemii moze wynika¢ ze wzrostu aktywnosci enzymdéw zaangazowanych
w generowanie ROS, co moze zaburza¢ rownowage oksydoredukcyjng w komorce (Rains
i Jain, 2011). Indukcja insulinoopornosci w cukrzycy moze rowniez wynika¢ z zaburzen na
poziomie S$ciezek zwigzanych z metabolizmem glukozy, peligcych w komorce funkcje
czujnikow stanu energetycznego komorki, regulowanych naptywem substancji odzywczych,
takich jak Sciezka regulowana przez AMP-zalezng kinaze biatkowa (AMPK) (Towler
I Hardie, 2007), czy biatkowa deacetylazg SIRT1 (Sun i wsp., 2007), ktore odpowiadaja za



Dorota Rogacka
Zatacznik nr 2 do Wniosku o wszczgcie postepowania habilitacyjnego

wlasciwg odpowiedz metaboliczng komodrki na zmieniajace si¢ stezenie skladnikow

odzywczych, w tym réwniez na warunki stresowe (ich niedobdr lub nadmiar).

Nasze badania wykazaty, ze wskutek dtugotrwatej ekspozycji komorek podocytarnych
ktebuszka nerkowego na wysokie stezenie glukozy (HG) w komorkach tych dochodzi do
indukcji insulinoopornosci, przejawiajacej si¢ zniesieniem stymulujacego efektu insuliny na
dokomorkowy transport glukozy (Publikacja 4. z cyklu prac) oraz powoduje wzrost
przepuszczalnosci dla albuminy przez warstwe filtracyjng wytworzong przez te komorki
(Piwkowska i wsp., 2014). Podj¢lismy badania majace na celu wyjasnienie potencjalnych
mechanizmow indukcji insulinoopornosci w podocytach hodowanych w srodowisku HG, co
moze mie¢ istotne znaczenie dla zrozumienia zaburzen struktury i funkcji tych komorek
w cukrzycy. Nasza hipoteza badawcza zaktadata, ze nadmiar glukozy moze prowadzi¢ do
zaburzen aktywno$ci szlakéw regulowanych dokomoérkowym napltywem substancji
odzywczych i zaangazowanych w regulacj¢ homeostazy glukozy, a w konsekwencji do
uniewrazliwienia podocytow na dziatanie insuliny. Wykazali§my, ze insulinoopornos$ci
podocytow towarzyszy zmniejszenie stopnia fosforylacji AMPK bedacej miarg aktywnosci
tego enzymu (Publikacja 4. z cyklu prac) oraz redukcja iloéci biatka i aktywnosci
enzymatycznej deacetylazy SIRT1 (Publikacja 5. z cyklu prac). Wykazalismy rowniez, ze do
indukcji insulinoopornosci w podocytach moze dochodzi¢ wskutek potencjalnego wzrostu

przepltywu substratow przez szlak biosyntezy heksozamin (Publikacja 1. z cyklu prac).

AMP-zalezna kinaza bialkowa

Powszechnie wystepujaca w komorkach ssakow serynowo-treoninowa kinaza
biatkowa AMPK, pefni role gldéwnego czujnika stanu energetycznego komorki, ktory wzmaga
dokomoérkowy naptyw glukozy 1 aktywuje S$ciezki metaboliczne majace na celu
,»0szczgdzanie” energii. AMPK ulega aktywacji gdy w komorce wzrasta stosunek AMP/ATP.
Enzym ten sklada si¢ z trzech podjednostek: katalitycznej podjednostki a i podjednostek
regulatorowych B i y, wystgpujacych w kilku izoformach (Carling, 2004). Jedna z izoform
podjednostki katalitycznej enzymu — AMPKal jest szeroko rozpowszechniona w tkankach,
podczas gdy druga izoforma — AMPKa2 wystepuje gléwnie w komorkach migsni
szkieletowych, serca i watroby. Obecnos¢ obu podjednostek AMPKa wykazaliSmy réwniez
w podocytach (Publikacja 4. z cyklu prac). AMPKB wystepuje w dwoch izoformach (1
i B2), przy czym forma B2 zlokalizowana jest przede wszystkim w migéniach szkieletowych.

W bezposrednie interakcje wchodzg podjednostki o i B oraz B i vy, podczas gdy nie



Dorota Rogacka
Zatacznik nr 2 do Wniosku o wszczgcie postepowania habilitacyjnego

stwierdzono takich oddziatywan pomigdzy podjednostka o i y. Wydaje si¢ zatem, ze
podjednostka B stuzy jako rusztowanie pomigdzy podjednostkami o i y. W komorkach
ssakow podjednostka vy jest niezbedna dla aktywnosci katalitycznej enzymu. Zidentyfikowano
trzy izoformy podjednostki y: wszystkie charakteryzuja si¢ wysokim stopniem homologii
sekwencji aminokwasowej. AMPK jest aktywowana wskutek fosforylacji podjednostki a na
Thrt’, gdy w komorce wzrasta stosunek AMP do ATP. Proces ten jest regulowany przez
nadrzedng wobec AMPK kinaze serynowo-treoninowg LKB1 (Woods i wsp., 2003).
Aktywnos¢ AMPK jest regulowana rowniez przez inne nadrzedne kinazy, jak kinaza  kinazy
bialkowej zaleznej od wapnia i kalmoduliny (CaMKKp) oraz kinaza aktywowana
transformujacym czynnikiem wzrostu  (TAK1) (Viollet i Andreelli, 2011).

Wykazano, ze zastosowanie aktywatora AMPK jakim jest 5-aminoimidazolo-
4-karboksyamido-13-D-rybofuranozyd (AICAR) redukuje zaburzenia metaboliczne i obniza
ci$nienie krwi u szczuréw charakteryzujacych si¢ insulinoopornos$cia, co sugeruje wazng rolg
AMPK w regulacji wrazliwosci na insuline (Iglesias i wsp., 2002). W adipocytach AMPK
wplywa na transport glukozy poprzez zwigkszanie translokacji GLUT4 do btony
komorkowej. W obecnosci AICAR transport glukozy do tych komorek jest porownywalny do
transportu obserwowanego po stymulacji insuling (Yamaguchi i wsp., 2005). Aktywacja
AMPK za pomocg AICAR zwigksza rowniez wrazliwos¢ komorek migsniowych na insuling
(Fryer i wsp., 2002). Farmakologiczna aktywacja AMPK moze wigc stwarzaé¢ potencjalne
mozliwosci terapii cukrzycy, co potwierdzono w badaniach, w ktorych zastosowano myszy ze
znokautowanym genem AMPK (AMPK o1™ i 02™), u ktorych stwierdzono insulinoopornosé
(Viollet i wsp., 2003). Innym znanym aktywatorem AMPK jest metformina (MTF),
dimetylowa pochodna biguanidu powszechnie stosowana w leczeniu cukrzycy typu 2.
Metformina stymuluje zalezny od insuliny transport glukozy do tkanek obwodowych, jak

miegsnie szkieletowe i tkanka thuszczowa (Zou i wsp., 2004).

Rola reaktywnych form tlenu w regulacji aktywnosci AMPK w komdrkach

podocytarnych

Jednym z gtownych czynnikéw majacych swdj udzial w powiklaniach cukrzycowych
jest stres oksydacyjny (Forbes i1 wsp., 2008). Wskutek utrzymujacej sie¢ w cukrzycy
hiperglikemii wzrasta aktywno$¢ enzyméw zaangazowanych w generowanie ROS. Sugeruje
si¢, ze nadprodukcja ROS jest jednym z czynnikow inicjujacych i podtrzymujgcych rozwoj
nefropatii  cukrzycowej. Glownym  wewnatrzkomorkowym  Zrodtem  ROS  jest

wielopodjednostkowy kompleks oksydazy NAD(P)H, ktory katalizuje powstawanie rodnika
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nadtlenowego (O,") poprzez jednoelektronows redukcje tlenu z udzialem NADPH lub
NADH jako donora elektronow. Powstajacy O," ulega reakcji dysmutacji do H,O; i tlenu
czasteczkowego. W sklad oksydazy NAD(P)H wchodza dwie blonowe podjednostki: p22P"™
i gp91P"™ (Nox2) oraz tworzace kompleks biatka cytozolowe p47°"™ p67°"% i p4oP"™.
Zidentyfikowano 6 homologéw oksydazy NAD(P)H (Nox1, Nox3, Nox4, Nox5, Duoxl

1P"% (Nox2) oraz skfadem pozostatych

I Duox2), ktore roznig si¢ budowa podjednostki gp9
podjednostek. W nerkach stwierdzono wystepowanie podjednostek Nox1, Nox2 i Nox4,
z duza przewaga ilosciowg Nox4, ktora odgrywa istotng role w sygnatowaniu insuliny
(Goldstein i wsp., 2005).

Wyniki naszych badan, w ktorych zastosowane zostaty inhibitory réznych enzymow
zaangazowanych w produkcj¢ ROS (rotenon, apocynina, N-acetylocysteina) potwierdzity, ze
rowniez w podocytach glownym zrédtem ROS jest oksydaza NAD(P)H (Publikacja 2.
z cyklu prac). Wykazalismy, ze juz po krotkotrwalej ekspozycji podocytdow na wysokie
stezenia glukozy aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H wzrasta o 117%, a produkcja ROS o 27%.
Maksymalny wzrost ilosci ROS obserwowano po pigtym dniu inkubacji (dlugotrwata
ekspozycja) (Piwkowska i wsp., 2011). Krotkotrwata ekspozycja na HG nie powoduje zmian
w aktywno$ci AMPK mimo wzrostu aktywnosci oksydazy NAD(P)H i ilosci ROS
(Publikacja 2. z cyklu prac), natomiast po dlugotrwalej ekspozycji podocytow na HG
aktywno$s¢ AMPK maleje 0 25% z towarzyszacym zniesieniem stymulujacego efektu insuliny
na dokomorkowy transport glukozy (Publikacja 4. z cyklu prac). Otrzymane wyniki sugeruja,
ze po krotkotrwalej ekspozycji na srodowisko HG w podocytach obserwowane sg pierwsze
przejawy stresu oksydacyjnego, natomiast dopiero nasilenie tych przejawdéw wskutek
dlugotrwatej hiperglikemii w konsekwencji moga prowadzi¢ do zmian w aktywno$ci AMPK
zaangazowanej w regulacj¢ wrazliwosci podocytow na dziatanie insuliny. Aby zbadac
zaleznos¢ pomigdzy aktywnoscig AMPK a aktywnos$ciag oksydazy NAD(P)H zastosowali$my
metforming. Wykazalismy, ze MTF dziata antyoksydacyjnie zmniejszajac produkcje ROS
wskutek obnizenia aktywnosci oksydazy NAD(P)H. Preinkubacja z MTF prowadzi do
zmniejszenia aktywnosci tego enzymu o 36% w warunkach kontrolnych, oraz o 86%
w komorkach hodowanych w warunkach hiperglikemicznych (Publikacja 2. z cyklu prac).
Aktywnos¢ AMPK pod wptywem MTF wzrasta o 70% w komorkach kontrolnych, podczas
gdy w komorkach inkubowanych przez dwie godziny w srodowisku HG zaobserwowano 15%
wzrost stopnia fosforylacji tego enzymu. Otrzymane wyniki wykazuja zatem, ze aktywnosci
AMPK i oksydazy NAD(P)H w podocytach sg ze sobg powigzane, a antyoksydacyjny efekt
metforminy wynika przede wszystkim ze zdolnosci tego zwiazku do aktywacji AMPK.
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Hamujacego efektu MTF na aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H nie stwierdzono w komoérkach
inkubowanych w obecnosci inhibitora AMPK (zwigzku C, CC) (Publikacja 2. z cyklu prac).
Reaktywne formy tlenu nie sg jedynie zb¢dnym i szkodliwym produktem ubocznym
metabolizmu tlenowego w komorce, jak byly postrzegane przez wiele lat. Sg one
aktywatorami wielu proceséw komoérkowych oraz pelnig rolg przekaznikow w obrebie
réznych $ciezek sygnalowania komorkowego. Rowniez aktywnos¢ AMPK moze by¢
regulowana przez ROS (Emerling i wsp., 2009). Wplyw reaktywnych form tlenu na
aktywnos¢ AMPK w podocytach zbadaliSmy inkubujac komorki w obecnosci Hy0;
(Publikacja 3. z cyklu prac). W warunkach fizjologicznych nadtlenek wodoru jest wazna
czasteczka sygnalowa w komorkach. Powstaje z rodnika nadtlenowego w reakcji
katalizowanej przez dysmutaze ponadtlenows, jest jednak czasteczkg duzo bardziej stabilng
i jako elektrycznie obojetna moze tatwiej dyfundowac przez btone cytoplazmatyczng (Rhee,
2006). Wykazalismy, ze H,O; bierze udziat w regulacji $ciezki sygnatowania insulinowego
w podocytach w sposob zalezny od AMPK (Publikacja 3. z cyklu prac). Stopien fosforylacji
AMPK zwicksza si¢ wraz ze wzrostem czasu inkubacji podocytéw z H,0; (do dziesiatej
minuty). Po 3 minutach inkubacji aktywnos$¢ AMPK wzrosta 0 78%, po 5 minutach o 107%
i po 10 minutach o 244%. Do indukowanej H,O, aktywacji AMPK nie dochodzi w obecnosci
CC. Wykazalismy, ze H,O, zwigksza stopien fosforylacji receptora insulinowego (IR)
0276%, oraz wzmacnia aktywujacy efekt insuliny (wzrost fosforylacji IR 0 113%)
powodujac wzrost fosforylacji receptora o dodatkowe 314%. Inhibitor AMPK zmniejsza
stymulujacy wptyw H20, na fosforylacje IR oraz zapobiega aktywacji IR przez insuling, cO
sugeruje, ze efekt nadtlenku wodoru na $ciezke zalezng od insuliny jest zalezny od AMPK.
AMPK reguluje transport glukozy w wielu typach komorek, jak komorki migsniowe (Fryer
i wsp., 2002), adipocyty (Yamaguchi i wsp., 2005) oraz neurony (Patel i wsp., 2011). Nasze
badania pokazaty, ze rowniez w podocytach enzym ten odgrywa kluczowa role w regulacji
wychwytu glukozy (Publikacje 3., 4. 1 5. z cyklu prac). Pod wptywem H,0, dokomoérkowy
transport glukozy wzrasta o0 47%, a efekt ten nie wystepuje w obecno$ci inhibitora AMPK
(Publikacja 3. z cyklu prac). W badaniach, w ktorych zastosowana zostata MTF (Publikacja
4. z cyklu prac) oraz inny znany aktywator AMPK — resweratrol (RSV) (Publikacja 5. z cyklu

prac) rowniez wykazaliSmy AMPK-zalezny wzrost transportu glukozy do podocytow.
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AMPK-zalezna regulacja aktywnos$ci szlaku sygnalowania insulinowego w podocytach

hodowanych w obecnosci wysokiego stezenia glukozy

Dhugotrwata ekspozycja podocytoéw na wysokie stezenia glukozy powoduje spadek
aktywnosci AMPK o 25%, ktorej towarzyszy zniesienie stymulujgcego efektu insuliny na
dokomorkowy transport glukozy do podocytow (Publikacja 4. z cyklu prac). Powstato
pytanie w ktorym miejscu szlaku sygnatowania insuliny dochodzi do zaburzen wskutek
ekspozycji podocytow na wysokie stezenia glukozy. ZbadaliSmy stopien fosforylacji
receptora insulinowego oraz kinazy Akt w komodrkach kontrolnych oraz inkubowanych
W obecnosci insuliny. StwierdziliSmy, ze wysokie st¢zenie glukozy powoduje obnizenie
fosforylacji IR i Akt w podocytach, odpowiednio o0 34 i 14%. W komorkach kontrolnych
insulina powoduje wzrost fosforylacji IR o 104%, a kinazy Akt o 32%. Mimo obnizenia
fosforylacji IR w komérkach inkubowanych w srodowisku HG, efekt insuliny na fosforylacje
IR nie jest zniesiony (zaobserwowano wzrost o 140%), podczas gdy zalezny od insuliny
wzrost fosforylacji Akt po ekspozycji na wysokie stezenie glukozy jest zahamowany.
Otrzymane wyniki sugeruja zatem, ze do zmian na szlaku sygnalowania insulinowego
w podocytach eksponowanych na $rodowisko HG dochodzi w miejscu zlokalizowanym
dystalnie wobec receptora insulinowego (Publikacja 4. z cyklu prac). Aby zbada¢, czy
w regulacji aktywnosci szlaku insulinowego w podocytach eksponowanych na wysokie
stezenia glukozy zaangazowana jest AMPK, zbadali$my stopien fosforylacji tego enzymu
W obecnosci insuliny i wykazaliSmy, ze w komorkach kontrolnych insulina powoduje wzrost
aktywnosci AMPK o0 47%, natomiast po dlugotrwatej ekspozycji na HG efekt ten jest
zniesiony. Istotnym celem badan bylo wigc okreslenie, czy AMPK moze wplywaé na
aktywno$¢ $ciezki PI3K/Akt w podocytach. Zbadalismy ilo§¢ biatka fosfatazy PTEN
i wykazalismy, ze pod wplywem wysokiego stezenia glukozy poziom biatka PTEN
w podocytach jest wigkszy 0 45%, co moze prowadzi¢ do ostabienia aktywnosci $ciezki
PI3K/Akt, a w konsekwencji do zaburzenia transdukcji sygnatu insuliny. Po zastosowaniu
modulatorow AMPK stwierdzono, ze po aktywacji AMPK metforming (wzrost fosforylacji
AMPK 0 35% w normo- i o 88% w hiperglikemii) ilo§¢ biatka PTEN maleje o 31%
w komorkach kontrolnych i o 64% w komorkach hodowanych w $rodowisku HG.
W obecnosci inhibitora AMPK ilo$¢ biatka PTEN w komorkach kontrolnych rosnie 0 26%,
nie stwierdzono natomiast dodatkowego wzrostu poziomu biatka PTEN w komorkach
eksponowanych na HG w obecnosci CC. W podocytach wykazalismy obecno$¢ mRNA

I biatek podjednostek AMPKal i AMPKo2. Po wyciszeniu ekspresji genow kodujacych
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biatka tych podjednostek za pomocg odpowiednich wyciszajacych RNA (siRNA)
potwierdziliSmy, ze zmiana ilosci biatka PTEN w podocytach jest zalezna od AMPK. Po
transfekcji ilos¢ biatka podjednostki AMPKal jest mniejsza o 50% a podjednostki AMPKa2
0 45%. W podocytach transfekowanych siRNA AMPKal ilos¢ biatka PTEN zwieksza sie
0 26%, a siRNA AMPKo2 o 25%, podczas gdy transfekcja komorek kontrolnym siRNA nie
ma wplywu na poziom PTEN (Publikacja 4. z cyklu prac).

W podocytach hodowanych w warunkach normoglikemicznych insulinozalezny transport
glukozy wzrasta 0 50% (Publikacje 4. i 5. z cyklu prac). Wykazali$my, ze efekt insuliny na
dokomorkowy transport glukozy zalezy od $ciezki AMPK-PTEN (Publikacja 4. z cyklu
prac). W utrzymaniu stymulujgcego dziatania insuliny na dokomoérkowy transport glukozy
zaangazowane sg obie izoformy katalitycznej podjednostki AMPK: AMPKal i AMPKa2, co
wykazaliSmy wyciszajac ekspresj¢ ich genow. Wyciszenie ekspresji genu juz jednej
z podjednostek znosi efekt insuliny na dokomoérkowy transport glukozy, podczas gdy
w komorkach transfekowanych kontrolnym siRNA, transport glukozy pod wplywem insuliny
wzrasta 0 50%. WykazaliSmy rowniez, ze po wyciszeniu ekspresji genu PTEN podocyty
eksponowane na wysokie stezenia glukozy zachowuja wrazliwo$¢ na dziatanie insuliny. Ilo$¢
biatka PTEN wskutek transfekcji byla zmniejszona o45% w komoérkach hodowanych
w normoglikemii i o 49% w komorkach hodowanych w $rodowisku HG. W podocytach
transfekowanych kontrolnym siRNA a nast¢pnie inkubowanych w obecno$ci HG insulina nie
stymuluje transportu glukozy, natomiast w komorkach z wyciszong ekspresja genu PTEN
wzrost transportu glukozy pod wptywem insuliny wynosi 37% (Publikacja 4. z cyklu prac).
Otrzymane wyniki wykazuja, ze Sciezka AMPK-PTEN zaangazowana jest w regulacje szlaku
sygnatowania insulinowego i wrazliwo$ci podocytow na dziatanie insuliny, a zaburzenia tego

oddzialywania mogg przyczynia¢ si¢ do indukcji insulinoopornosci tych komorek.

Wrazliwo$¢ na insuling w wielu typach komorek, jak adipocyty, hepatocyty czy
komorki migsniowe, jest regulowana roéwniez aktywnoS$cig enzymu deacetylazy SIRT1, ktora
odpowiada za wlasciwg odpowiedZz metaboliczng komorki na zmieniajace si¢ stezenie
sktadnikéw odzywczych. Stwierdzono, ze w cukrzycy dochodzi do obnizenia poziomu biatka
SIRT1 (de Kreutzenberg i wsp., 2010). Nasze kolejne badania miaty na celu okreslenie, czy
indukcja insulinoopornosci podocytow w hiperglikemii moze by¢ zwigzana ze zmianami

W ilo$ci/aktywnosci deacetylazy SIRTI.
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Acetylacja bialek komérkowych i sirtuiny

Aktywnos$¢ wielu biatek (histonowych i niehistonowych) regulowana jest poprzez
odwracalng modyfikacje potranslacyjna, polegajaca na przylaczeniu grupy acetylowej do
reszty aminowej lizyny. Reakcja acetylacji katalizowana jest przez enzymy zwane
acetylotransferazami. Jak dotad zidentyfikowano ponad 2000 modyfikowanych w ten sposob
bialek, w wigkszosci cytoplazmatycznych. Niemal wszystkie enzymy metaboliczne
zaangazowane w glikolizg, glukoneogeneze, cykl kwasow trojkarboksylowych, utlenianie
kwasow tluszczowych, cykl mocznikowy, metabolizm azotu 1 glikogenu sg modyfikowane na
drodze acetylacji, co sugeruje, ze proces ten jest waznym koordynatorem metabolizmu
komorkowego (Zhao i wsp., 2010). Usunigcie grupy acetylowej z reszty lizyny katalizowane
jest przez konserwowane ewolucyjnie deacetylazy. Trzecia klasa deacetylaz, zwana sirtuinami
(SIRT) obejmuje siedem zidentyfikowanych dotad sirtuin (SIRT1-7), z ktorych najlepiej
poznang 1 najintensywniej badang jest SIRT1. SIRT1 zlokalizowana jest glownie w jadrze
komoérkowym i cytoplazmie. SIRT2 jest biatkiem gléwnie cytoplazmatycznym, SIRT3-5
wystepuja w mitochondriach, natomiast SIRT6 i SIRT7 w jadrze komorkowym (Yu
i Auwerx, 2010). Kluczowym kofaktorem reakcji deacetylacji jest NAD a w jej wyniku
powstaje czasteczka nikotynamidu (NAM) oraz czasteczka 2’-O-acetylo-ADP-rybozy
(AADPT). Nieodzownos¢ NAD w przebiegu reakcji deacetylacji sugeruje, ze zwigzek ten
moze shuzy¢ jako komorkowy czujnik w sytuacji stresu metabolicznego, gdy jego poziom
ulega obnizeniu. W tym kontekscie regulacja biosyntezy NAD nabiera nowego znaczenia.
W komorkach ssakow wystepuje dwuetapowy cykl odzyskiwania NAD. Pierwszy etap
stanowi reakcja katalizowana przez fosforybozylotransferazg nikotynamidu (Nampt), w ktore;j
z czasteczki NAM 1 5’-fosforybozylo-1-pirofosforanu (5’-PRPP) powstaje mononukleotyd
nikotynamidu (NMN). W nastgpnym etapie adenylylotransferaza NMN (Nmnat) przenosi
grupe adeninowg z ATP na NMN odtwarzajac NAD (Yang i Sauve, 2006).

bialko g =

Schemat 2. Deacetylacja bialek
komoérkowych i szlak
odzyskiwania NAD. SIRT1
katalizuje reakcje usunigcia grupy
acetylowej z reszty Lys biatka z
wykorzystaniem  NAD  jako
niezbednego kofaktora. NAD jest
odtwarzany w  dwuetapowym
cyklu odzyskiwania NAD.
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Deacetylaza SIRT1

SIRT1 uczestniczy w regulacji wielu procesOw metabolicznych. W watrobie SIRT1
reguluje glukoneogenez¢ aktywujac czynnik PGC-1a (Rodgers i wsp., 2005). W komoérkach 3
trzustki jest pozytywnym regulatorem sekrecji insuliny 1 zabezpiecza te komorki przed
stresem oksydacyjnym przez deacetylacje¢ biatek transkrypcyjnych FOXO (Kitamura i wsp.,
2005). Ostatnie badania wskazuja na istnienie zwigzku pomigdzy SIRT1 i insulinoopornos$cig.
W cukrzycy aktywno$¢ SIRTI jest obnizona, a zastosowanie inhibitoréw SIRT1 indukuje
insulinooporno$¢ komoérek wrazliwych na insuling. Zwickszona ekspresja biatka SIRT1
redukuje ilo$¢ biatka PTP1B — fosfatazy receptora insulinowego, zwigkszajagc wrazliwosé
mioblastoéw C2C12 i hepatocytow HepG2 z wywotang insulinooporno$cig (Sun i wsp., 2007).
Wykazano takze, ze zmniejszenie aktywnosci SIRT1 selektywnie hamuje insulinozalezng
fosforylacje biatka IRS-2 w komorkach pierwotnej linii hepatocytow, co moze sugerowac
potencjalng funkcje regulatorowg SIRT1 w szlaku sygnatowania insuliny (Zhang, 2007).
Obnizony poziom biatka SIRT1 wykazano w opornych na dziatanie insuliny komorkach
migsniowych (Frojdo i wsp., 2011) oraz w komorkach B trzustki (Luu i wsp., 2013), ponadto
u myszy, w ktorych w sposob specyficzny zahamowano ekspresje genu SIRT1 w adipocytach,
stwierdzono indukcj¢ insulinoopornosci (Chalkiadaki i Guarente, 2012). Wykazano, ze do
obnizenia poziomu biatka SIRT1 moze dochodzi¢ wskutek stresu oksydacyjnego
powodujacego nieodwracalne modyfikacje biatka, prowadzac do jego inaktywacji 1 degradacji
(Caito i wsp., 2010). Wykazano odwrotng zalezno$¢ poziomu biatka SIRT1 od poziomu stresu
oksydacyjnego u szczurow z wyindukowang za pomocg streptozotocyny cukrzyca (Iskender
iwsp., 2017). Z drugiej strony aktywatory SIRT1 przywracaja homeostaze glukozy
I wrazliwos$¢ na insuling w tkankach metabolicznych, takich jak watroba, migsnie czy tkanka
ttuszczowa (Milne i wsp., 2007). Nasze badania wykazaty, ze w podocytach eksponowanych
na warunki hiperglikemiczne zmniejsza si¢ ilo§¢ biatka iaktywno$¢ enzymatyczna
deacetylazy SIRTI, co prowadzi do obnizenia stopnia fosforylacji AMPK i w konsekwencji
do zniesienia stymulujagcego dziatania insuliny na dokomodrkowy transport glukozy

(Publikacja 5. z cyklu prac).

Znaczenie Sciezki SIRT1-AMPK w regulacji wrazliwosci komorek podocytarnych na

insuling

Dhugotrwata ekspozycja podocytéw na wysokie stezenia glukozy powoduje
zmniejszenie iloéci biatka SIRT1 o 27% i aktywnos$ci deacetylazy o 22% oraz zmienia stan

oksydoredukcyjny komorki zmniejszajac stosunek NAD/NADH. Aby odpowiedzie¢ na
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pytanie, czy SIRT1 reguluje wrazliwos¢ podocytow na insuling, zastosowano modulatory
aktywnos$ci SIRT1: RSV (aktywator) i EX-527 (inhibitor). Inhibitor zmniejsza aktywnos$¢
enzymu o 15% w podocytach kontrolnych, natomiast nie wykazuje dalszego wplywu
hamujacego w obecnosci wysokich stezen glukozy. EX-527 zmniejsza rowniez poziom biatka
SIRT1 0 32% w normoglikemii oraz znosi efekt insuliny na dokomoérkowy transport glukozy.
RSV zwigksza ilo$¢ biatka SIRT1 o 28% w komdrkach kontrolnych i o 43% w komorkach
eksponowanych na warunki hiperglikemiczne. W srodowisku HG pod wptywem RSV 0 37%
zwieksza si¢ aktywno$¢ enzymatyczna SIRT1. Wzrostowi poziomu biatka 1 aktywacji SIRT1
pod wptywem RSV towarzyszy zwickszenie stopnia fosforylacji AMPK (o 23% w normo-
1 70% w hiperglikemii) i obnizenie poziomu fosforylacji kinazy Akt (odpowiednio o 46
i 37%) (Publikacja 5. z cyklu prac). Aby okresli¢, czy sg to efekty zalezne od SIRTI,
w podocytach wyciszyliSmy ekspresj¢ genu kodujacego biatko SIRT1. Tlo$¢ biatka
deacetylazy po transfekcji siRNA SIRT1 jest mniejsza o 40%, a aktywno$¢ enzymatyczna
0 20% w pordéwnaniu z komoérkami transfekowanymi kontrolnym siRNA. Wykazalismy, ze
wyciszenie ekspresji genu SIRT1 prowadzi do zmniejszenia fosforylacji AMPK o 30%,
a takze znosi stymulujacy efekt insuliny na aktywno$¢ AMPK, podczas gdy w podocytach
transfekowanych kontrolnym siRNA insulina zwigksza fosforylacie AMPK o 30%.
Transfekcja sSiRNA SIRT1 nie ma natomiast wptywu na poziom fosforylacji kinazy Akt ani
na zalezny od insuliny wzrost fosforylacji Akt. W komorkach transfekowanych kontrolnym
siRNA 1 siRNA SIRT1 insulina zwigksza stopien fosforylacji Akt odpowiednio o 17 i 28%
(Publikacja 5. z cyklu prac). Pod wptywem RSV ilo§¢ biatka SIRT1 wzrasta o 24%
w komorkach transfekowanych kontrolnym siRNA i o 61% w komorkach transfekowanych
SiRNA SIRT1, co prowadzi do wzrostu stopnia fosforylacji AMPK. Wyciszenie ekspresji
genu SIRT1 nie zapobiega natomiast spadkowi fosforylacji Akt pod wptywem RSV, co
sugeruje, ze efekt RSV na Akt moze by¢ niezalezny od SIRT1 (Publikacja 5. z cyklu prac).
Obserwowane w hiperglikemii zniesienie efektu insuliny na fosforylacj¢ Akt nie zalezy wigc
w sposob bezposredni od aktywnosci SIRT1, ale jest to raczej efekt posredni, wynikajacy
z zaleznego od SIRT1 obnizenia aktywnosci AMPK (Publikacja 4. z cyklu prac).

Po wyciszeniu ekspresji genu SIRT1 w podocytach zbadalismy réwniez dokomorkowy
transport glukozy w warunkach normoglikemicznych w obecnosci insuliny. W komoérkach
transfekowanych kontrolnym siRNA transport glukozy pod wplywem insuliny zwigksza si¢
0 50%, podczas gdy w komorkach transfekowanych siRNA SIRT1 stymulujacy efekt tego
hormonu jest zniesiony. Otrzymane wyniki wykazuja, ze zmniejszenie stopnia fosforylacji

AMPK w podocytach eksponowanych na wysokie st¢zenia glukozy prowadzi do indukcji
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insulinoopornosci tych komoérek w sposob zalezny od SIRT1 (Publikacja 5. z cyklu prac).
AMPK i SIRTI1, ktore odgrywaja tak wazng role w kontroli stanu odzywienia i utrzymaniu
robwnowagi energetycznej komodrki mogg stanowic istotny cel molekularny w leczeniu
insulinoopornosci, a przywrocenie podocytom wrazliwosci na insuling stanowitoby

mozliwos¢ skuteczniejszej terapii nefropatii cukrzycowe;.
Potencjalna rola szlaku biosyntezy heksozamin w indukcji insulinoopornosci podocytow

Jednym z proponowanych mechanizméw insulinoopornosci jest zwiekszona
aktywno$¢ szlaku biosyntezy heksozamin (HBP, ang. hexosamine biosynthesis pathway),
ktory odpowiada za powstawanie i przemiany glukozaminy (GIcN) w komorce (Buse, 2006).
HBP stanowi swoisty czujnik stanu odzywienia komorki. HBP rozpoczyna si¢ reakcja
katalizowang przez kluczowy enzym tego szlaku: amidotransferaze glutamino-fruktozo-6-
fosforanowa (GFAT), w ktorej z fruktozo-6-fosforanu (F-6-P) i glutaminy powstaje
glukozamino-6-fosforan (GIcN-6-P). GFAT odgrywa istotng rol¢ w regulacji homeostazy
glukozy. Wykazano rowniez udzial GFAT w mechanizmach toksycznosci glukozy
przejawiajacych si¢ uniewrazliwieniem komorek na insuling (Marshall i wsp., 1991). Ukazato
si¢ wiele doniesien o wptywie HBP na aktywno$¢ insuliny w regulacji transportu glukozy
w roznych typach komorek, migdzy innymi w komoérkach migsni szkieletowych (Kim i Youn,
1997), mezangium (Haneda i wsp., 2003) i adipocytach (Robinson i wsp., 1995).
W warunkach fizjologicznych HBP konsumuje 2-5% naptywajacej do komorki glukozy.
Koncowym  produktem  szlaku  biosyntezy  heksozamin  jest  urydylo-difosfo-
N-acetyloglukozamina (UDP-GIcNAc), wykorzystywana jako substrat w reakcji
O-glikozylacji, czyli przylaczania reszt N-acetyloglukozaminy wigzaniem O-glikozydowym
do reszt serynowych i treoninowych biatek komoérkowych, katalizowanej przez cytosolowa
B-N-acetyloglukozaminylotransferazg ~ UDP-GIcNAc:polipeptyd  (O-glikozylotransferaze,
OGT). Reakcje¢ usunigcia reszt N-acetyloglukozaminy katalizuje p-N-acetyloglukozaminidaza
(OGA). Dynamiczny i odwracalny proces O-glikozylacji stanowi jedna z najczestszych
modyfikacji potranslacyjnych wielu bialek zaangazowanych w regulacje metabolizmu, w tym
m.in. biatek szlaku sygnatowania insuliny (np. IR, IRS-1, IRS-2) (D'Alessandris i wsp., 2004).
Wykazano, ze wzrost ilosci bialek O-glikozylowanych jest zwigzany z insulinoopornoscia
komorek (Walgren i wsp., 2003). Aktywnos$¢ biatek, ktore sa modyfikowane na drodze
O-glikozylacji, jest regulowana roéwniez na drodze fosforylacji, przy czym obie te
modyfikacje wzajemnie si¢ wykluczaja generujac cykl O-glikozylacja:fosforylacja.
Stwierdzono, ze OGT posiada wiele wspolnych z AMPK biatek docelowych. Oba enzymy
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oddziatuja na te same procesy w komoérce. Aktywnos¢ AMPK reguluje selektywnos¢
substratowg OGT, bedac jednoczesnie regulowana przez O-glikozylacje (Bullen i wsp., 2014).

Narzedziem farmakologicznym i zwigzkiem modelowym stosowanym w badaniach
dotyczacych HBP jest glukozamina, ktora wiacza sie¢ w szlak biosyntezy heksozamin
z pominieciem reakcji katalizowanej przez GFAT i ,nasladuje” indukowang wysokim
stezeniem glukozy insulinooporno$§¢ komorek, jednak jest pod tym wzgledem
czterdziestokrotnie bardziej aktywna niz sama glukoza (Marshall i wsp., 1991; Marshall
i wsp., 2005).

Schemat 3. Przemiany glukozy na
szlaku biosyntezy = heksozamin
i O-glikozylacja bialek. Czesc
transportowanej do komorki glukozy
inkorporowana jest w szlak HBP.

bialko bialko

Koncowy produkt reakcji
katalizowanej przez GFAT shuzy jako
substrat w reakcji O-glikozylacji biatek
UDF-GleAc komorkowych  katalizowanej — przez
? OGT. Fru-6-P: fruktozo-6-fosforan;
GIcN-6-P <—— GleN Glc-6-P: glukozo-6-fosforan; GIcN:
|@ glukozamina; GIcN-6-P: glukozamino-
6-fosforan; UDP-GIcNAc: urydylo-

glukoza Gle-6-P Fru-6-P —— glikoliza difosfo-N-acetyloglukozamina

Nasze badania wykazaty po raz pierwszy, ze podocyty charakteryzuja si¢ wysokim
w porownaniu z GFAT poziomem biatka OGT. Wysoki poziom biatka GFAT wykazalismy
w korze nerek oraz klebuszkach nerkowych, podczas gdy w podocytach wykryliSmy jego
sladowe ilosci (Publikacja 1. z cyklu prac). Ilo§¢ biatka OGT oraz poziom biatek
O-glikozylowanych w podocytach sugeruje natomiast, ze modyfikacja biatek na drodze
O-glikozylacji moze odgrywaé istotng role w regulacji metabolizmu tych komorek.
Otrzymane wyniki sugeruja, ze w komodrkach tych w procesie O-glikozylacji biatek
wykorzystywana jest GIcN pochodzgca w wigkszoSci najprawdopodobniej ze srodowiska
pozakomorkowego, a w mniejszym stopniu wygenerowana na szlaku biosyntezy heksozamin.
Zbadali$my zatem czy podocyty moga transportowac GlcN ze Srodowiska pozakomoérkowego
1 wykazaliSmy, ze wychwyt GIcN do tych komorek odbywa si¢ z predkoscia zblizong do
predkosci wychwytu glukozy, a w transporcie tym uczestniczy w gltdéwnej mierze system
biatek transportu utatwionego z rodziny GLUT, o ktére GlcN konkuruje z glukozg. Szybkos¢
transportu GIcN w obecnosci glukozy maleje wraz ze wzrostem stezenia glukozy.
W obecnosci GIcN maleje rowniez szybkos¢ dokomorkowego transportu glukozy (Publikacja

1. z cyklu prac). Metabolizm glukozy na szlaku biosyntezy heksozamin odgrywa kluczowa
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role w regulacji procesu O-glikozylacji. Utrzymujacy si¢ nadmiar glukozy doplywajacy do
komorki w konsekwencji moze prowadzi¢ do zwigkszenia ilosci biatek O-glikozylowanych,
co w konsekwencji wigze si¢ z indukcjg insulinoopornosci (McLarty i wsp., 2013). Nasze
badania wykazaly, ze poziom biatek zmodyfikowanych na drodze O-glikozylacji zwicksza si¢
wraz ze wzrostem stezenia pozakomorkowej GIcN: o 45, 60 i 100% dla odpowiednio 0,25,
0,512 mM GIcN (Publikacja 1. z cyklu prac). Uzyskane wyniki sugeruja, ze potencjalny
wzrost przeptywu glukozy przez HBP w podocytach moze prowadzi¢ do indukcji
insulinoopornosci tych komoérek wskutek podwyzszenia poziomu O-glikozylowanych biatek
komorkowych.

Wyniki naszych badan zblizaja nas do zrozumienia mechanizméw bioragcych udziat
W rozwoju insulinoopornosci komoérek podocytarnych kiebuszka nerkowego w warunkach
towarzyszacej cukrzycy hiperglikemii, oraz dostarczaja nowej wiedzy na temat przyczyn
rozwoju nefropatii cukrzycowej. Stanowig rowniez punkt wyjscia do dalszych, bardziej
szczegotowych badan majacych na celu poznanie nowych mozliwosci zapobiegania
uszkodzeniom kigbuszka nerkowego 1 opracowania skuteczniejszych metod leczenia

cukrzycy.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Po ukonczeniu studiow na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, w 1999 roku
rozpoczetam studia doktoranckie w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki
Gdanskiej pod kierunkiem pani Profesor Jolanty Tarasiuk. Prowadzone przeze mnie badania
dotyczyly jednego z waznych probleméw w klinicznej onkologii jakim jest opornosci
wielolekowa nowotworéw na stosowane w terapii chemioterapeutyki. Badatam zdolno$¢
dwodch nowych grup zwiazkéw: estréw latentnych benzoperymidyny i antrapirydazownéw do
hamowania cksportu aktywnego 1 przywracania wewnatrzkomorkowej akumulacji
pirarubicyny w komorkach nowotworowych o opornosci wielolekowej z nadekspresja
P-glikoproteiny lub biatka MRP1. Uzyskane wyniki byly przedmiotem rozprawy doktorskiej
pod tytulem ,Przywracanie aktywnos$ci pirarubicyny w stosunku do komorek
nowotworowych o opornosci wielolekowej”, ktora obronitam na Wydziale Biologii,
Oceanografii i Geografii Uniwersytetu Gdanskiego w 2005 roku uzyskujac stopien doktora
nauk biologicznych. Otrzymane wyniki zostaly opublikowane w trzech publikacjach
W czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym znajdujacych si¢ na liscie filadelfijskiej
(Zatacznik 6., punkt I1.A) i czterech doniesieniach kongresowych (Zatacznik 6., punkt I11).
W trakcie studium doktoranckiego bralam udziat w organizacji konferencji ,,8" International
Symposium on Molecular Aspects of Chemotherapy”, ktora odbyta si¢ w 2001 roku
w Gdansku. Bylam rowniez wykonawcg promotorskiego grantu KBN (Zatacznik 6., punkt
11.G).

W 2007 roku rozpoczgtam prace na stanowisku asystenta w Zespole Kliniczno-
Badawczym Molekularnej i Komorkowej Nefrologii IMDiK PAN w Gdansku. Glowny nurt
badan prowadzonych w Zespole dotyczy molekularnych podstaw funkcji komorek klebuszka
nerkowego — podocytow - w stanach fizjologicznych i patologicznych np. cukrzycy, oraz
czynnikow endo-/para-/autokrynych regulujacych funkcje kigbuszka nerkowego, ze
szczegblnym uwzglednieniem przepuszczalno$ci bariery filtracyjnej dla albuminy.
Prowadzone badania dotyczg roéwniez patogenezy nefropatii cukrzycowej. Tutaj rozpocze¢tam
badania dotyczace poznania potencjalnych mechanizméw indukcji insulinoopornosci
komorek podocytarnych kigbuszka nerkowego w warunkach wysokiego st¢zenia glukozy

odzwierciedlajacych warunki cukrzycowe.
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W latach 2007-2010 realizowatam projekt badawczy POLPOSTDOC III (Zatgcznik 6.,
punkt 11.G) pracujac na stanowisku adiunkta w Zakladzie Immunologii Klinicznej
I Transplantologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Od 2011 roku do chwili obecnej jestem pracownikiem Zespotu Kliniczno-
Badawczego Molekularnej i Komorkowej Nefrologii IMDIK PAN w Gdansku i kontynuuj¢
tematyke badan dotyczacych insulinoopornosci podocytow w cukrzycy. Inne wazniejsze
kierunki prowadzonych przeze mnie badan naukowych dotyczg roli kinazy biatkowej G typu
la  wregulacji kigbuszkowej bariery filtracyjnej 1 aparatu kurczliwego podocytow
w warunkach normo- i hiperglikemii oraz regulacji procesu autofagii w podocytach.

Wyniki badan ostatnich lat wskazuja na istnienie S$cistego zwigzku pomiedzy
wystepowaniem glomerulopatii cukrzycowej a uszkodzeniem struktury i zaburzeniami funkcji
komorek podocytarnych kigbuszka nerkowego. Uszkodzenie podocytow prowadzi do
biatkomoczu, aich utrata jest wczesnym i kluczowym objawem rozwoju nefropatii
cukrzycowej, ktora rozwija si¢ u co najmniej 40% pacjentéw chorych na cukrzyce. Podocyty
odpowiadaja za mechaniczne wzmocnienie bariery filtracyjnej klebuszkow, synteze
i rozbudowg blony podstawnej i blony szczelinowej oraz za regulacje filtracji kigbuszkowe;.
W cukrzycy procesy te sa zaburzone, a strukturalne uszkodzenia podocytow, btony
podstawnej 1 blony szczelinowej sa pierwszymi wykladnikami morfologicznymi rozwijajacej
si¢ glomerulopatii. W warunkach cukrzycowych ostabione sg $ciezki sygnatowe regulowane
przez cykliczny GMP (cGMP). Nasze badania wykazaly po raz pierwszy, ze w hodowli
pierwotnej komorek podocytarnych obecna jest zalezna od cGMP kinaza biatkowa G typu la
(PKGla), ktora w podocytach wystepuje w kolokalizacji z nefryna, co sugeruje, ze biatko to
jest zlokalizowane w blonach szczelinowych. Wykazalismy, ze PKGla jest czasteczka
wrazliwg na stan oksydoredukcyjny komoérki a waznym czynnikiem regulujagcym aktywnosé
tego enzymu jest nadtlenek wodoru. Nadtlenek wodoru powoduje tworzenie mostkow
dwusiarczkowych, ktore taczg dwie podjednostki PKGIa w aktywny homodimer, co prowadzi
do reorganizacji cytoszkieletu aktynowego komorki iw konsekwencji do pigciokrotnego
wzrostu przepuszczalnosci warstwy utworzonej przez podocyty dla albuminy. Otrzymane

wyniki zostaty opublikowane w pracy:

® Piwkowska A, Rogacka D, Jankowski M, Kocbuch K, Angielski S. Hydrogen peroxide
induces dimerization of protein kinase G type lo subunits and increases albumin

permeability in cultured rat podocytes. Journal of Cellular Physiology 2012; 227:1004-16.
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Rowniez w podocytach eksponowanych na wysokie stezenia glukozy dochodzi do aktywacji
PKGla, a enzym ten jest zaangazowany w regulacje zaleznego od insuliny transportu
glukozy. StwierdziliSmy, ze aktywatory PKGlo znaczaco zwickszajg wychwyt glukozy

w podocytach, podczas gdy zastosowanie inhibitora PKGlo znosi stymulujacy efekt insuliny

na dokomoérkowy transport glukozy. Podobny efekt uzyskaliSmy po wyciszeniu ekspresji

genu kodujgcego biatko PKGla. Aktywatory PKGla regulujg $ciezke sygnalowania
insulinowego zwigkszajac stopien fosforylacji receptora insulinowego oraz kinazy Akt,

podczas gdy efekt insuliny na fosforylacje jej receptora oraz kinazy Akt jest zniesiony w

obecnosci inhibitora PKGla. Otrzymane wyniki opublikowane zostaty w pracy:

e Piwkowska A, Rogacka D, Angielski S, Jankowski M. Insulin stimulates glucose transport
via protein kinase G type | alpha-dependent pathway in podocytes. Biochemical and
Biophysical Research Communications 2014; 446:328-34.

Wyniki naszych badan pokazuja takze, ze insulina zwigksza przepuszczalno$¢ warstwy

filtracyjnej podocytéw oraz izolowanych kilebuszkow nerkowych dla albuminy, stymulujac

produkcje reaktywnych form tlenu, co prowadzi do zmian w wewnatrzkomorkowej lokalizacji

PKGla i aktywacji tego enzymu. Powyzsze wyniki wykazujg istnienie zaleznos$ci pomiedzy

generowanym w cukrzycy stresem oksydacyjnym, aktywacja PKGla, reorganizacja

cytoszkieletu aktynowego oraz zmianami w przepuszczalnosci bariery filtracyjnej podocytow.

Otrzymane wyniki zostaly opublikowane w pracy:

e Piwkowska A, Rogacka D, Kasztan M, Angielski S, Jankowski M. Insulin increases
glomerular filtration barrier permeability through dimerization of protein kinase G type la
subunits. Biochimica et Biophysica Acta — Molecular Basis of Disease 2013; 1832:791-
804.

Kolejnym krokiem byto podjecie badan majacych na celu wyjasnienie zaleznego od insuliny

i PKGla. mechanizmu regulacji przepuszczalnosci warstwy filtracyjnej podocytéow dla

albuminy. WykazaliSmy, Zze w mechanizm ten zaangazowane sg bialka regulujace

wewnatrzkomorkowy poziom jonéw wapnia. Pod wptywem insuliny dochodzi do btonowej
mobilizacji wielkich kanalow potasowych aktywowanych jonami wapnia (BKcy). Nasze
badania wykazaty, ze w obecnosci inhibitora BKc, oraz w komoérkach z wyciszong ekspresja
genu kodujacego BKca zniesiony zostaje efekt insuliny na przepuszczalno$¢ bariery
filtracyjnej podocytow zwigzany z aktywacja PKGla. Kanaly BKc, oddzialujg z kanatami
wapnia TRPC6 tworzac kompleksy regulujace przezblonowy przeptyw Ca?*. Nasze badania
wykazaty, ze zalezny od TRPC6 naptyw jonow wapnia zwigksza aktywnos¢ PKGla
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w podocytach. Wyciszenie ekspresji genu TRPC6 w konsekwencji prowadzi do zniesienia
zwigzanego z aktywacja PKGla stymulujacego efektu insuliny na przepuszczalno$¢ warstwy
filtracyjnej podocytéw dla albuminy. Wydaje si¢ zatem, ze oddziatywania pomiedzy PKGlo a
BKca 1 TRPC6 mogg stanowi¢ czes¢ wigkszego kompleksu regulujacego filtracje
ktebuszkowa w odpowiedzi na insuling. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w pracach:

e Piwkowska A, Rogacka D, Audzeyenka I, Kasztan M, Angielski S, Jankowski M. Insulin
increases glomerular filtration barrier permeability through PKGIla-dependent mobilization
of BKCa channels in cultured rat podocytes. Biochimica et Biophysica Acta — Molecular
Basis of Disease 2015; 1852:1599-609.

e Piwkowska A, Rogacka D, Audzeyenka I, Kasztan M, Angielski S, Jankowski M.
Intracellular calcium signaling regulates glomerular filtration barrier permeability: the role
of the PKGla-dependent pathway. FEBS Letters 2016; 590:1739-1748.

e Rogacka D, Audzeyenka I, Rachubik P, Rychtowski M, Kasztan M, Jankowski M,
Angielski S, Piwkowska A. Insulin increases filtration barrier permeability via TRPCG6-
dependent activation of PKGla signaling pathways. Biochimica et Biophysica Acta 2017;
1863:1312-1325.

Autofagia jest procesem polegajacym na degradacji sktadowych komoérki w pecherzykach
zwanych autofagosomami. Proces ten umozliwia komorce usunigcie nieprawidtowych lub
uszkodzonych organelli komérkowych i biatek, z drugiej za$ strony aktywowany jest jako
mechanizm obronny umozliwiajacy komorce przezycie w warunkach dla niej niekorzystnych.
Nasze badania wykazaty, ze pod wptywem insuliny w podocytach dochodzi do wzrostu
ekspresji gendw kodujacych markery autofagii: Atg5 i LC3, co sugeruje, ze hormon ten
wplywa na aktywno$¢ procesu autofagii na etapie dojrzewania pecherzykow
autofagosomalnych. Wykazali§my rowniez, ze stymulacja autofagii pod wplywem insuliny
zalezy od poziomu produkcji reaktywnych form tlenu. Uzyskane wyniki zostaty
opublikowane w pracy:

e Audzeyenka I, Rogacka D, Piwkowska A, Rychlowski M, Bierla JB, Czarnowska E,
Angielski S, Jankowski M. Reactive oxygen species are involved in insulin-dependent
regulation of autophagy in primary rat podocytes. International Journal of Biochemistry &
Cell Biology 2016; 75:23-33.
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Na prowadzone badania zostalo mi przyznanych pig¢ grantéw, w ktérych jestem
kierownikiem. W szesciu kolejnych projektach jestem glownym wykonawcg (Zafgcznik 6.,
punkt I1.G). Mdj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje 24 prace oryginalne
opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej o tagcznym wspdlczynniku wptywu IF =
77,777 oraz punktacji KBN/MNiSW = 656. Jestem pierwszym autorem w 5 publikacjach
i autorem korespondencyjnym w 1 publikacji (Zatacznik 6., punkty LB i [L.A).

Biorac pod uwage publikacje opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora nauk
biologicznych jestem autorem i wspotautorem 21 prac oryginalnych o tacznym
wspoltczynniku wptywu IF = 70,647 oraz punktacji KBN/MNiSW = 614. Jestem pierwszym
autorem w 4 publikacjach i autorem korespondencyjnym w 1 publikacji (Zatacznik 6., punkt
I1.A). Odejmujac cykl publikacji wehodzacych w sktad osiggnigcia naukowego, sumaryczny
IF = 54,068 (KBN/MNiSW = 465).

M6j dorobek uzupetnia 36 doniesien zjazdowych prezentowanych na krajowych (12)

i miedzynarodowych (24) zjazdach i sympozjach naukowych (Zatacznik 6., punkt I1I).

Dowela




