Tomasz Kulesza

Student III roku studiéw doktoranckich

Promotor: dr hab. inz. Agnieszka Piwkowska, prof. IMDiK
Pracownia Molekularnej i Komorkowej Nefrologii IMDiK PAN

SRODOWISKO HIPERGLIKEMICZNE ZABURZA DZIALANIE TRANSPORTEROW
FOSFORANOWYCH | PROMUJE PROCESY KALCYFIKACJI W PODOCYTACH I
KLEBUSZKACH NERKOWYCH

Wstep. Kalcyfikacja tkanek migkkich to jedno z najpowazniejszych powiklan wystepujacych w
przebiegu przewleklej choroby nerek (CKD). Uwaza si¢, ze cukrzyca przyczynia si¢ do potowy przypadkow
CKD na $wiecie. Nieorganiczny fosforan (Pi) i pirofosforan (PPi) to dwie kluczowe substancje biorgce udziat
w mineralizacji. Pi jest elementem sktadowym hydroksyapatytu, natomiast PPi to najsilniejszy inhibitor
kalcyfikacji. Przewlekta hiperfosfatemia obserwowana u chorych na CKD bezposrednio przyczynia si¢ do
defektu funkcjonowania kigbuszkowej bariery filtracyjnej (GFB). Najbardziej wrazliwym na uszkodzenia
elementem GFB sg podocyty, ktérych wypustki stopowate zazebiajg si¢ ze soba tworzac szczeliny filtracyjne
zapobiegajace przedostawaniu si¢ makromolekul do ultrafiltratu. Celem prowadzonych badafh byto
okreslenie wpltywu wysokich stezen glukozy na gospodarke fosforanowg w podocytach, z uwzglednieniem
transporterow nieorganicznego fosforanu oraz na klebuszkowa kalcyfikacje.

Metodologia. Uniesmiertelnione ludzkie podocyty hodowano w pozywce ze standardowym
stezeniem glukozy (11 mM, SG) i wysokim stezeniem glukozy (30 mM, HG) przez 5 dni. Do oceny ilosci
biatek transportujgcych Pi dokomorkowo (Pit 1, Pit 2, NaPi 2c) oraz biatka odpowiedzialnego za eksport Pi
z komérki (XPR1) uzyto metody western blot i immunohistochemii (wykorzystano preparaty nerek szczuréw
rasy Wistar z cukrzycg typu 1 wyindukowang streptozotocyng). Komoérkowa lokalizacje wyzej
wymienionych transporterow zbadano za pomocg biotynylacji biatek blony komorkowej oraz
immunofluorescencji ~ (mikroskop  konfokalny). Metodg luminescencyjng oceniono  stezenie
wewnatrzkomérkowego 1 zewnatrzkomorkowego ATP. Komercyjnie dostgpnym zestawem zbadano
zewnatrzkomorkowe i wewnatrzkomorkowe stezenie PPi. Intensywnos¢ kalcyfikacji w podocytach oceniono
wykorzystujac barwienie Alizarin Red.

Wyniki. Wysokie stezenie glukozy powoduje spadek w ilo$ci transporterow Pit 1 i Pit 2 w ludzkich
podocytach. Zaobserwowano takze zmniejszenie si¢ ilosci biatka Pit 1, Pit 2 oraz NaPi 2¢ w klebuszkach
nerkowych szczuréw z wyindukowana cukrzyca. W warunkach HG spada blonowa lokalizacja transporterow
Pit 1, Pit 2 oraz NaPi 2c, wzrasta natomiast blonowa ilo$¢ transportera XPR 1. Ustalono réwniez spadek w
zewnatrzkomorkowym i wewnatrzkomorkowym stezeniu ATP oraz w zewnatrzkomorkowym stezeniu PPi
w podocytach hodowanych w wysokim stezeniu glukozy. Srodowisko hiperglikemiczne powoduje takze
wzrost intensywnosci kalcyfikacji w ludzkich podocytach.

Podsumowanie. Otrzymane wyniki wskazuja, ze ekspozycja komoérek podocytarnych na wysokie
stezenie glukozy prowadzi do zaburzenia homeostazy fosforanowej w tych komodrkach. Zmienia sig¢
rozmieszczenie transporterow fosforanowych, spada rowniez zewnatrzkomorkowe stezenie PPi i dochodzi
do promocji procesu kalcyfikacji. Otrzymane zalezno$ci majg swoje odzwierciedlenie w badaniach in vivo

przeprowadzonych na szczurzym modelu z wyindukowang cukrzyca typu 1.



