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1.1. Streszczenie

Kluczowym elementem kigbuszkowej bariery filtracyjnej sa podocyty, ktére posiadaja
w swoich wypustkach stopowatych rozbudowany cytoszkielet aktynowy, majacy zdolnos¢
regulacji wielkosci powierzchni filtracyjnej. Wypustki stopowate sgsiednich podocytow
tworzag strukture blony szczelinowej, a kompleks zakotwiczonych w niej biatek $cisle
kontroluje dynamike przebudowy cytoszkieletu aktynowego. AMP-zalezna kinaza biatkowa
jest kluczowym enzymem odpowiedzialnym za utrzymanie energetycznej homeostazy oraz
wlasciwg odpowiedz metaboliczng w zaleznosci od zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiskowych, w tym réwniez na warunki stresowe. Podocyty, pokrywajace zewnetrzng
powierzchnie wtosniczek w kigbuszku, wydaja si¢ by¢ komodrkami szczegdlnie wrazliwymi
na dziatanie wysokiego stezenia glukozy czy tez stresu mechanicznego, co ma miejsce
w przebiegu licznych glomerulopatii m.in. nefropatii cukrzycowej. W stanach
patofizjologicznych gwattownie wzrasta uwalniane nukleotydéw z komodrek podocytarnych,
jak 1 z klebuszkow nerkowych, prowadzac do lokalnego wzrostu ich stezenia w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Uwalniane nukleotydy oraz produkty ich zewnatrzkomoérkowej
degradacji, dziatajac za posrednictwem receptoréw nukleotydowych P2 peinig funkcje
czastek sygnalowych regulujacych skurcz naczyn, tym samym przyczyniajac si¢ do modulacji
tempa filtracji kiebuszkowe;.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu aktywacji kinazy AMP w warunkach
hiperglikemii oraz stymulacji receptorow P2 na biatka zwigzane z cytoszkieletem aktynowym
komorek podocytarnych oraz funkcje ktebuszkowej bariery filtracyjne;.

Doswiadczenia przeprowadzono na izolowanych kiebuszkach nerkowych pochodzacych od
szczurdéw stada Wistar oraz na szczurzych podocytach hodowli pierwotne;.

W wyniku przeprowadzonych analiz immunoenzymatycznych w podocytach hodowanych

w obecnosci wysokich stezen glukozy stwierdzono zmniejszenie poziomu fosforylacji



AMPK, ktéry ulegal zwigkszeniu pod wpltywem stymulacji AMPK przez metforming.
Jednocze$nie stwierdzono, ze obserwowane zmiany sg skorelowane z iloscig kanatu
wapniowego TRPC6, stanowigcego istotny elementy btony szczelinowej. W s$rodowisku
hiperglikemicznym zaobserwowano wzrost ilosci biatka TRPC6, ktora byta przywracana do
warto$ci  kontrolnych w  obecnosci metforminy. Podobng zalezno$§¢ wykazano
w przeprowadzonym barwieniu immunofluorescencyjnym, ktore wykazalo zmniejszenie
ilosci kompleksu ztozonego z TRPC6 oraz podjednostki AMPKal w warunkach wysokiego
stezenia glukozy oraz zwigkszenie ilosci tego kompleksu w wyniku dziatania metforminy.
Z przeprowadzonych badan wynika rowniez, ze w warunkach wysokiego stezenia glukozy
dochodzi do zmniejszenia ilosci nefryny, a takze zmian w wewnatrzkomorkowej lokalizacji
aktyny oraz aktywnos$ci biatek modulujacych cytoszkielet aktynowy. Co wigcej, zastosowanie
metforminy skutkowalo odwrdceniem zmian zwigzanych z organizacjg wiokien aktynowych,
dlatego mozemy przypuszczaé ze proces ten jest zalezny od AMPK. W przeprowadzonych
doswiadczeniach na izolowanych kiebuszkach nerkowych 1 podocytach stwierdziliSmy wzrost
przepuszczalno$ci dla albuminy w warunkach hiperglikemii oraz jej znaczny spadek
w obecnosci metforminy, co potwierdza protekcyjne dziatanie metforminy na kigbuszkowsa
bariere filtracyjng w hiperglikemii.

Przeprowadzone badania wykazaly rowniez, ze aktywacja receptorow nukleotydowych
w komorkach podocytarnych wplywa na réwnowage metaboliczng poprzez zwigkszenie
poziomu fosforylacji AMPK, a takze rownowage oksydoredukcyjng poprzez zahamowanie
produkcji reaktywnych form tlenu. Spostrzezono rdéwniez, ze stymulacja purynergiczna
wplywa na wielkos$¢ syntezy cyklicznych nukleotydow (cAMP 1 cGMP) regulujacych skurcz
naczyn krwionos$nych. Ponadto, aktywacja receptorow P2, a w szczeg6lnosci receptora P2Y 4,
prowadzi do przebudowy cytoszkieletu aktynowego, czemu towarzyszg spadek aktywnos$ci

biatka RhoA oraz wzrost przepuszczalnosci dla albuminy przez warstwe podocytow. Proces



ten wydaje si¢ by¢ sprzezony z dziataniem kinazy biatkowej A, ktorej hamowanie aktywnos$ci
zapobiegato zmianom indukowanym przez stymulacj¢ purynergiczng.

Na podstawie otrzymanych danych mozna wnioskowaé, ze AMP-kinaza, jak
i zewnatrzkomoérkowe nukleotydy za posrednictwem receptorow P2 reguluja funkcje
podocytow, a takze modyfikuja reorganizacje cytoszkieletu aktynowego podocytéw oraz
przepuszczalno$¢ kiebuszkowej bariery filtracyjnej. Obserwowane w badanych warunkach
zmiany moga przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania mechanizméw regulujacych
funkcjonowanie kigbuszkowej bariery filtracyjnej w warunkach fizjologicznych oraz

patofizjologicznych.



