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Rola transporterow fosforanowych w rozwoju klebuszkowej kalcyfikacji oraz w indukcji

insulinoopornosci podocytow

Podocyty to wyspecjalizowane komorki nabtonka trzewnego, ktore wraz z srodbtonkiem
naczyn wlosowatych kigbuszka nerkowego oraz blong podstawng tworza unikalng strukture
jaka jest klgbuszkowa bariera filtracyjna (GFB). W morfologii podocyta wyrdzni¢ mozna
wypustki stopowate, ktore zazgbiajac si¢ ze soba tworza szczeliny filtracyjne (SD) — wysoce
dynamiczne, a co za tym idzie najbardziej wrazliwe na uszkodzenia elementy GFB. To wtasnie
SD zapobiegaja przedostawaniu si¢ makromolekut (m. in. biatek) z osocza krwi do ultrafiltratu
w torebce Bowmana. Podocyty wykazuja rowniez wrazliwo$¢ na dzialanie insuliny, przy czym
zmiany w homeostazie tego hormonu wplywaja na fizjologie omawianych komoérek. Cukrzyca
1 jej powiktanie, jakim jest cukrzycowa choroba nerek (DKD), to przyktady najczestszych
zaburzen prowadzacych do uszkodzenia podocytéw. Przewlekta hiperinsulinemia
i hiperglikemia, obecne w przebiegu DKD powoduja insulinoopornos¢ podocytow,
a w rezultacie postgpujaca dezintegracj¢ GFB, i albuminuri¢. Uszkodzenie GFB jest czgsto
niezauwazane w poczatkowych stadiach choroby ze wzgledu na skapoobjawowa manifestacje.

Kolejnym szkodliwym powiktaniem choroby cukrzycowej jest kalcyfikacja tkanek
migkkich. Z powodu rozregulowanej gospodarki hormonalnej oraz nieprawidlowej funkc;ji
nerek dochodzi do retencji w organizmie jondéw fosforanowych (Pi). Dlugotrwata
hiperfosfatemia sprzyja deponowaniu zlogéw fosforanu wapnia w organach, w ktorych
w warunkach fizjologicznych ten proces nie zachodzi. Do tej pory naukowcy najlepiej opisali
patomechanizm kalcyfikacji naczyn krwiono$nych (VC). Badacze ustalili istotny udziat w tym
zjawisku sodozaleznych transporteréw fosforanowych (NaPi 2c, Pit 1, Pit 2), ktorych funkcja
jest dokomorkowy transport Pi, oraz transportera XPR1 odpowiedzialnego za transport
Pi do przestrzeni pozakomodrkowej. W homeostazie fosforanowej bierze rowniez udzial
nukleotydowa pirofosfataza/fosfodiesteraza 1 (NPP1), ktéra poprzez hydrolizg¢ nukleotydow
generuje pirofosforan — najsilniejszy inhibitor kalcyfikacji. Zarowno NPP1, jak i Pit 1 sg takze
czynnikami regulujacymi wewnatrzkomérkowa sygnalizacje insulinowa.

Celem badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie
wptywu  $rodowiska cukrzycowego na homeostazg fosforanowa w podocytach.
W szczeg6lnosci skupiono si¢ na okreSleniu udzialu bialek transportujacych fosforan
w rozwoju ktebuszkowej kalcyfikacji, a takze w rozwoju insulinoopornosci podocytow.

W pierwszej czesci badan ustalono, iz warunki wysokiego stezenia glukozy (HG)

prowadzag do zmian w iloSci 1 komodrkowej lokalizacji analizowanych transporterow



fosforanowych. W blonie komorkowej podocytow zmniejszyta si¢ ilos¢ sodozaleznych
transporterow Pi, natomiast zwigkszyla si¢ translokacja XPR1 do btony plazmatycznej.
Dodatkowo, stwierdzono mniejszg blonowa ekspozycje NPP1, co skutkowalo mniej wydajng
produkcja PPi w przestrzeni zewnatrzkomorkowej (PZK). Powyzsze obserwacje sugeruja,
iz w warunkach HG moze dochodzi¢ do nasilenia procesoOw kalcyfikacyjnych z powodu
retencji jonow Pi w PZK oraz ostabienia dziatania naturalnych inhibitorow mineralizacji.

Nastegpnie zbadano rolg biatek Pit 1 i NPP1 w sygnalizacji insulinowej w podocycie.
Po raz pierwszy wykazano, iz w podocytach z wyindukowang insulinoopornoscig dochodzi
do formowania si¢ kompleksow enzymu NPP1 zaréwno z transporterem Pit 1 oraz z receptorem
insulinowym (IR). Ponadto stwierdzono, ze wyciszenie genu SLC20A [ kodujacego biatko Pit 1
prowadzi do utraty wrazliwosci komodrek podocytarnych na insuling. Objawiato si¢
to zahamowaniem  dokomodrkowego  transportu  glukozy oraz internalizacja IR
1 insulinozaleznego transportera glukozy typu 4 (GLUT 4). Wskazuje to na fakt, iz biatko Pit 1,
oprécz roli transportera Pi, jest kluczowym czynnikiem warunkujacym wrazliwos$¢ podocytow
na insuling.

Powyzsze ustalenia pozwalaja na lepsze zrozumienie mechanizmu uszkodzenia komorek
podocytarnych w przebiegu choroby cukrzycowej i moga przyczyni¢ si¢ do rozwoju
wydajniejszych narzgdzi diagnostycznych 1 terapeutycznych. Nowo poznane mechanizmy
nie tylko wzbogacaja wiedze dotyczaca fizjologii komodrki podocytarnej, lecz w dalszej
perspektywie mogg istotnie poprawi¢ komfort zycia oséb cierpigcych z powodu cukrzycy i jej

powiktan.



The role of phosphate transporters in the development of glomerular calcification and

in the induction of insulin resistance in podocytes

Podocytes are specialized cells of the visceral epithelium, which, together with
the glomerular capillary endothelium and the basement membrane, form a wunique
structure — the glomerular filtration barrier (GFB). In the morphology of the podocyte, foot
processes can be distinguished, which, by interlocking with each other, form slit diaphragms
(SD) — highly dynamic, and thus the most sensitive to damage, elements of the GFB. It is SD
that prevents macromolecules (including proteins) from entering the ultrafiltrate
in the Bowman’s capsule. Podocytes are also insulin sensitive cells, and alterations in
the homeostasis of this hormone affect their physiology. Diabetes and its complication, diabetic
kidney disease (DKD), are examples of the most common disorders leading to podocyte injury.
Chronic hyperinsulinemia and hyperglycemia present in the course of DKD cause insulin
resistance of podocytes and, as a result, progressive disintegration of GFB, which leads to
albuminuria. GFB damage is often overlooked in the initial stages of the disease due to its
oligosymptomatic manifestation.

Soft tissues calcification is another deleterious complication of diabetes. Due
to dysregulated hormonal balance and abnormal kidney function, phosphate ions (P1)
are retained in the body. Long-lasting hyperphosphatemia favors the deposition of calcium
phosphate salts in organs where this process does not occur under physiological conditions.
So far, scientists have most accurately described the pathomechanism of vascular calcification
(VC). From these studies it is known that mechanism of VC involves the significant
participation of sodium-dependent phosphate transporters (NaPi 2c, Pit 1, Pit 2), whose function
is the transport of Pi into the cell, and the XPR1 is transporter responsible for the export of Pi
from the cell. Nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (NPP1) also participates in
maintaining phosphate homeostasis, mainly by generation of pyrophosphate
(PP1) — the strongest inhibitor of calcification — as a result of hydrolysis of nucleotides. Both
NPP1 and Pit 1 are also regulators of intracellular insulin signaling.

The aim of the research within this doctoral dissertation was to determine the influence
of the diabetic environment on phosphate homeostasis in podocytes. In particular, the role of Pi
transport system in the development of glomerular calcification and the formation of insulin
resistance of podocytes was investigated.

In the first part of the study, it was established that high glucose (HG) concentration leads

to changes in the amount and cellular location of the analyzed phosphate transporters. In the cell



membrane of the podocyte, the amount of sodium-dependent Pi transporters decreased, while
the translocation of XPRI1 to the plasma membrane elevated. In addition, membrane exposure
of NPP1 was also reduced, resulting in attenuated production of PPi in the extracellular space
(ES). The above-mentioned observations suggest that under HG conditions, the calcification
processes are intensified due to the retention of Pi ions in ES and the reduction of the efficiency
of natural mineralization inhibitors.

Next, the role of Pit 1 and NPP1 proteins in insulin signaling in the podocyte was
determined. It was discovered for the first time that complexes of the NPP1 enzyme with both
the Pit 1 transporter and the insulin receptor (IR) are formed in insulin resistant podocytes.
In addition, silencing of the SLC20A41 gene encoding the Pit 1 protein led to the insensitivity
of podocytes to insulin, which was manifested by inhibition of glucose uptake
and internalization of IR and insulin-dependent glucose transporter type 4 (GLUT 4). This
indicates that Pit 1 protein, besides its role as the Pi transporter, is a key factor determining
the sensitivity of podocytes to insulin.

The above-mentioned findings allow for a better understanding of the mechanism
of podocyte damage in the course of diabetes and may contribute to the development of more
efficient diagnostic and therapeutic tools. The newly discovered mechanisms not only enrich
the knowledge on the physiology of the podocyte, but in the long run may significantly improve

the quality of life of people suffering from diabetes and its complications.



