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Wykaz skrótów 

ANKH (ang. progressive ankylosis protein homolog) – homolog białka postępującej ankylozy; 

Akt (ang. protein kinase B) – kinaza białkowa B; 

ATP – adenozyno-5′-trifosforan; 

AUC (ang. area under the curve) – pole powierzchni pod krzywą; 

BSA (ang. bovine serum albumin) – albumina surowicy bydlęcej; 

CTRL – kontrolne szczury rasy Wistar; 

DKD (ang. diabetic kidney disease) – cukrzycowa choroba nerek; 

FBS (ang. fetal bovine serum) – płodowa surowica bydlęca; 

GFB (ang. glomerular filtration barrier) – kłębuszkowa bariera filtracyjna; 

GLUT 4 (ang. facilitated glucose transporter member 4) – transporter glukozy typu 4; 

Glvr-1 (ang. Gibbon ape leukemia virus receptor) – receptor wirusa białaczki gibbonowatych; 

HG (ang. high glucose medium) – medium hodowlane z wysokim stężeniem (30 mM) glukozy; 

HI (ang. high insulin medium) – medium hodowlane z wysokim stężeniem (100 nM) insuliny; 

INS  – insulina; 

IR (ang. insulin receptor) – receptor insulinowy; 

mRNA (ang. messenger RNA) – matrycowy RNA; 

NaPi 2c (ang. sodium-dependent phosphate transport protein 2C) – zależny od sodu transporter 

fosforanowy typu 2c; 

NPP1 (ang. nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1) – nukleotydowa 

pirofosfataza/fosfodiesteraza 1; 

PBS (ang. phosphate buffered saline) – buforowana fosforanami sól fizjologiczna; 

Real-time PCR (ang. real-time polymerase chain reaction) – reakcja łańcuchowa polimerazy 

w czasie rzeczywistym; 

Pi – nieorganiczny fosforan; 

PPi – pirofosforan; 

Pit 1 (ang. sodium-dependent phosphate transporter 1) – zależny od sodu transporter 

fosforanowy 1; 

Pit 2 (ang. sodium-dependent phosphate transporter 2) – zależny od sodu transporter 

fosforanowy 2; 

PWK – przestrzeń wewnątrzkomórkowa; 
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PZK – przestrzeń zewnątrzkomórkowa; 

Rab5a (ang. Ras-related protein Rab-5A) – białko Rab5a związane z białkami Ras; 

RONS (ang. reactive oxygen/nitrogen species) – reaktywne formy tlenu i azotu; 

SD (ang. slit diaphragm) – szczelina filtracyjna; 

SDS (ang. sodium dodecyl sulfate) – laurylosiarczan sodu; 

SG (ang. standard glucose medium) – medium hodowlane ze standardowym stężeniem 

(11 mM) glukozy; 

shControl – ludzkie komórki podocytarne będące kontrolą do komórek z wyciszoną ekspresją 

genu SLC20A1; 

shPit 1 – ludzkie komórki podocytarne z wyciszoną ekspresją genu SLC20A1; 

shRNA (ang. short harpin RNA) – interferujący RNA o strukturze „spinki do włosów”; 

siRNA (ang. small interfering RNA) – krótki interferujący RNA; 

SLC (ang. solute carrier family) – rodzina błonowych białek transportujących; 

STZ – szczury rasy Wistar z cukrzycą wyindukowaną podaniem streptozotocyny; 

TNAP (ang. tissue nonspecific alkaline phosphatase) – tkankowa niespecyficzna fosfataza 

zasadowa; 

T2D (ang. type 2 diabetes) – cukrzyca typu 2; 

VC (ang. vascular calcification) – naczyniowa kalcyfikacja; 

VSMC (ang. vascular smooth muscle cell) – komórka mięśni gładkich naczyń krwionośnych; 

XPR1 (ang. xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1) – ksenotropowy i politropowy 

receptor retrowirusowy 1. 

  

http://rcin.org.pl



7 

 

 

 

1. Streszczenie polskojęzyczne i anglojęzyczne 

Rola transporterów fosforanowych w rozwoju kłębuszkowej kalcyfikacji oraz w indukcji 

insulinooporności podocytów 

 

Podocyty to wyspecjalizowane komórki nabłonka trzewnego, które wraz z śródbłonkiem 

naczyń włosowatych kłębuszka nerkowego oraz błoną podstawną tworzą unikalną strukturę 

jaką jest kłębuszkowa bariera filtracyjna (GFB). W morfologii podocyta wyróżnić można 

wypustki stopowate, które zazębiając się ze sobą tworzą szczeliny filtracyjne (SD) – wysoce 

dynamiczne, a co za tym idzie najbardziej wrażliwe na uszkodzenia elementy GFB. To właśnie 

SD zapobiegają przedostawaniu się makromolekuł (m. in. białek) z osocza krwi do ultrafiltratu 

w torebce Bowmana. Podocyty wykazują również wrażliwość na działanie insuliny, przy czym 

zmiany w homeostazie tego hormonu wpływają na fizjologię omawianych komórek. Cukrzyca 

i jej powikłanie, jakim jest cukrzycowa choroba nerek (DKD), to przykłady najczęstszych 

zaburzeń prowadzących do uszkodzenia podocytów. Przewlekła hiperinsulinemia 

i hiperglikemia, obecne w przebiegu DKD powodują insulinooporność podocytów, 

a w rezultacie postępującą dezintegrację GFB, i albuminurię. Uszkodzenie GFB jest często 

niezauważane w początkowych stadiach choroby ze względu na skąpoobjawową manifestację. 

Kolejnym szkodliwym powikłaniem choroby cukrzycowej jest kalcyfikacja tkanek 

miękkich. Z powodu rozregulowanej gospodarki hormonalnej oraz nieprawidłowej funkcji 

nerek dochodzi do retencji w organizmie jonów fosforanowych (Pi). Długotrwała 

hiperfosfatemia sprzyja deponowaniu złogów fosforanu wapnia w organach, w których 

w warunkach fizjologicznych ten proces nie zachodzi. Do tej pory naukowcy najlepiej opisali 

patomechanizm kalcyfikacji naczyń krwionośnych (VC). Badacze ustalili istotny udział w tym 

zjawisku sodozależnych transporterów fosforanowych (NaPi 2c, Pit 1, Pit 2), których funkcją 

jest dokomórkowy transport Pi, oraz transportera XPR1 odpowiedzialnego za transport 

Pi do przestrzeni pozakomórkowej. W homeostazie fosforanowej bierze również udział 

nukleotydowa pirofosfataza/fosfodiesteraza 1 (NPP1), która poprzez hydrolizę nukleotydów 

generuje pirofosforan – najsilniejszy inhibitor kalcyfikacji. Zarówno NPP1, jak i Pit 1 są także 

czynnikami regulującymi wewnątrzkomórkową sygnalizację insulinową. 

Celem badań prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej było określenie 

wpływu środowiska cukrzycowego na homeostazę fosforanową w podocytach. 
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W szczególności skupiono się na określeniu udziału białek transportujących fosforan 

w rozwoju kłębuszkowej kalcyfikacji, a także w rozwoju insulinooporności podocytów. 

W pierwszej części badań ustalono, iż warunki wysokiego stężenia glukozy (HG) 

prowadzą do zmian w ilości i komórkowej lokalizacji analizowanych transporterów 

fosforanowych. W błonie komórkowej podocytów zmniejszyła się ilość sodozależnych 

transporterów Pi, natomiast zwiększyła się translokacja XPR1 do błony plazmatycznej. 

Dodatkowo, stwierdzono mniejszą błonową ekspozycję NPP1, co skutkowało mniej wydajną 

produkcją PPi w przestrzeni zewnątrzkomórkowej (PZK). Powyższe obserwacje sugerują, 

iż w warunkach HG może dochodzić do nasilenia procesów kalcyfikacyjnych z powodu 

retencji jonów Pi w PZK oraz osłabienia działania naturalnych inhibitorów mineralizacji. 

Następnie zbadano rolę białek Pit 1 i NPP1 w sygnalizacji insulinowej w podocycie. 

Po raz pierwszy wykazano, iż w podocytach z wyindukowaną insulinoopornością dochodzi 

do formowania się kompleksów enzymu NPP1 zarówno z transporterem Pit 1 oraz z receptorem 

insulinowym (IR). Ponadto stwierdzono, że wyciszenie genu SLC20A1 kodującego białko Pit 1 

prowadzi do utraty wrażliwości komórek podocytarnych na insulinę. Objawiało się 

to zahamowaniem dokomórkowego transportu glukozy oraz internalizacją IR 

i insulinozależnego transportera glukozy typu 4 (GLUT 4). Wskazuje to na fakt, iż białko Pit 1, 

oprócz roli transportera Pi, jest kluczowym czynnikiem warunkującym wrażliwość podocytów 

na insulinę. 

Powyższe ustalenia pozwalają na lepsze zrozumienie mechanizmu uszkodzenia komórek 

podocytarnych w przebiegu choroby cukrzycowej i mogą przyczynić się do rozwoju 

wydajniejszych narzędzi diagnostycznych i terapeutycznych. Nowo poznane mechanizmy 

nie tylko wzbogacają wiedzę dotyczącą fizjologii komórki podocytarnej, lecz w dalszej 

perspektywie mogą istotnie poprawić komfort życia osób cierpiących z powodu cukrzycy i jej 

powikłań. 
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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 unique 

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 (Pi) 

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 

(PPi) – 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. 
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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 XPR1 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 SLC20A1 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. 
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2. Innowacyjność rozprawy 

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy 

udowodniły, że: 

• podocyty posiadają w swojej błonie plazmatycznej białka transbłonowe (NaPi 2c, 

Pit 1, Pit 2, XPR1), których główną funkcją jest transport jonów fosforanowych; 

• wysokie stężenie glukozy prowadzi do zmniejszenia całkowitej ilości oraz ilości 

frakcji błonowej transportera Pit 1 w podocycie, co promuje procesy kalcyfikacji 

kłębuszka nerkowego; 

• długotrwała inkubacja podocytów z insuliną powoduje tworzenie kompleksów 

białka NPP1 z transporterem Pit 1, co skutkuje zahamowaniem sygnałowania 

insulinowego w tych komórkach; 

• wyciszenie genu SLC20A1 kodującego transporter Pit 1 powoduje zniesienie 

wrażliwości komórek podocytarnych na działanie insuliny. 

  

http://rcin.org.pl



12 

 

 

 

3. Wstęp 

Cukrzyca typu 2 (T2D) jest definiowana jako grupa zaburzeń metabolicznych 

objawiających się przewlekłą hiperglikemią. Patogeneza T2D opiera się na insulinooporności, 

czyli braku wrażliwości na insulinę tkanek, które w warunkach fizjologicznych odpowiadają 

na działanie tego hormonu1. Jedną z konsekwencji upośledzenia gospodarki węglowodanowej 

w przebiegu T2D są groźne dla zdrowia zaburzenia w mikrokrążeniu krwi. 

Do najpoważniejszych powikłań choroby cukrzycowej, które są bezpośrednio powiązanie z 

wyżej wymienionymi nieprawidłowościami można zaliczyć naczyniową kalcyfikację (VC) 

i cukrzycową chorobę nerek (DKD)2,3. Dodatkowo warto zaznaczyć, iż DKD jest najczęstszą 

przyczyną końcowego stadium niewydolności nerek w krajach rozwiniętych4. 

Jedną ze struktur, w której mikrokrążenie odgrywa kluczową rolę i która ulega 

bezpośredniemu uszkodzeniu w DKD jest kłębuszek nerkowy. To sieć naczyń włosowatych 

otoczonych z zewnątrz torebką Bowmana, a ograniczona przez dwa naczynia 

oporowe – tętniczkę doprowadzającą i odprowadzającą. Naczynia włosowate kłębuszka 

nerkowego nie są wspierane przez tkankę śródmiąższową, jak ma to miejsce w innych rejonach 

ludzkiego ciała. Za stabilizację tej unikatowej struktury odpowiedzialne jest mezangium oraz 

podocyty – wyspecjalizowane komórki nabłonka trzewnego5. To właśnie podocyty, obok 

śródbłonka naczyń włosowatych i błony podstawnej, są najbardziej dynamicznym elementem 

kłębuszkowej bariery filtracyjnej (GFB) odpowiedzialnej za filtrację osocza i produkcję moczu 

pierwotnego6,7. 

W morfologii podocyta można wyróżnić trzy elementy: ciało komórki, wypustki główne 

oraz odchodzące od nich wypustki stopowate, które oplatają naczynia włosowate kłębuszka. 

Zazębiające się wypustki stopowate sąsiednich podocytów tworzą wyjątkową 

strukturę – szczelinę filtracyjną (SD). Jest ona najbardziej wrażliwą częścią GFB, która jako 

pierwsza ulega uszkodzeniu w przebiegu wielu glomerulopatii, m. in. DKD. Objawia się to 

mikroalbuminurią, przeradzającą się w jawny białkomocz wraz z postępem choroby8. Co 

więcej, SD to nie tylko element aktywnie uczestniczący w filtracji krwi. Poprzez obecność 

charakterystycznych dla podocyta białek (nefryny, podocyny, Neph1) pozwala na wzajemną 

sygnalizację między przyległymi komórkami9. Dlatego też zmiany morfologiczne, takie jak 

spłaszczenie, poszerzanie się i zlewanie szczelin filtracyjnych obserwowane w przebiegu DKD, 

oprócz hamowania procesu powstawania ultrafiltratu, wpływają również na metabolizm 
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i prawidłowe funkcjonowanie podocytów. Ma to ogromne znaczenie, ponieważ są one 

komórkami terminalnie zróżnicowanymi, nie wykazującymi zdolności do proliferacji 

i odnowy10. 

Podocyty są komórkami wrażliwymi na insulinę, a ich prawidłowe funkcjonowanie jest 

ściśle powiązane z fizjologiczną odpowiedzią na ten hormon. W badaniach in vivo na myszach 

ze specyficzną delecją receptora insulinowego (IR) w podocytach zaobserwowano objawy 

charakterystyczne dla DKD, na czele z albuminurią11. Warto zaznaczyć, iż zmiany te rozwinęły 

się u zwierząt z prawidłową glikemią. Powyższe dane wskazują na znaczenie insulinooporności 

podocytów w dezintegracji kłębuszkowej bariery filtracyjnej, czego najpoważniejszą 

konsekwencją jest utrata białka z moczem. Insulina stymuluje także dokomórkowy transport 

glukozy w komórkach podocytarnych12. Po przyłączeniu się insuliny do podjednostki α IR 

dochodzi do autofosforylacji podjednostki ß tego białka, co aktywuje dokomórkowy szlak 

sygnalizacyjny. Następująca w dalszej kolejności fosforylacja kinazy białkowej B (PKB, znanej 

również jako Akt) stymuluje translokację pęcherzyków egzosomalnych zawierających 

transporter glukozy typu 4 (GLUT 4) do błony komórkowej podocyta, co w konsekwencji 

pozwala na napływ glukozy13. Inkubacja podocytów w środowisku hiperglikemicznym 

imitującym warunki panujące w przebiegu cukrzycy, prowadzi do insulinooporności tych 

komórek, manifestującej się jako spadek dokomórkowego transportu glukozy z udziałem białka 

GLUT 414,15 oraz do ich uszkodzenia i apoptozy16,17. 

Kalcyfikacja tkanek miękkich to patologiczne zjawisko polegające na odkładaniu się 

złogów fosforanu wapnia w postaci hydroksyapatytu, przede wszystkim w ścianach naczyń 

krwionośnych lub zastawkach serca. Strukturą, która jako pierwsza ulega uszkodzeniu w 

procesie wapnienia są komórki mięśni gładkich naczyń krwionośnych (VSMC). Szacuje się, 

że u około 40% pacjentów cierpiących z powodu przewlekłej niewydolności nerek rozwija się 

naczyniowa kalcyfikacja18. Dodatkowo, istnieje ścisła korelacja pomiędzy VC a progresją 

uszkodzenia nerek, przy czym związek ten jest znacznie ściślej zaznaczony u chorych z DKD19. 

Ponadto, upośledzona funkcja nerek u diabetyków skutkuje rozregulowaniem równowagi 

mineralnej organizmu. Wraz ze współwystępującymi zaburzeniami metabolicznymi obserwuje 

się wzrost poziomu nieorganicznego fosforanu (Pi) w surowicy oraz spadek stężenia 

pirofosforanu (PPi), najsilniejszego endogennego inhibitora wapnienia20,21. Z kolei przewlekła 

hiperfosfatemia prowadzi do nasilonej ekspresji genów promujących formowanie 

hydroksyapatytu czego wypadkową jest obraz charakterystyczny dla VC22,23. Ze względu 
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na fakt, iż jony Pi są swobodnie filtrowane w kłębuszku nerkowym, a ich nadmiar inicjuje 

procesy wapnienia, dokładne zrozumienie mechanizmu kalcyfikacji jest kluczowe 

w zapobieganiu uszkodzenia tej podstawowej jednostki funkcjonalnej nerki. Ponieważ ciało 

komórki podocytarnej jest swobodnie zawieszone w przestrzeni moczowej kłębuszka, 

w której – ze względu na swoją wielkość – nieobecne są białkowe inhibitory kalcyfikacji 

(albumina, osteopontyna, fetuina A)24, to właśnie podocyt wydaje się być elementem 

najbardziej narażonym na kłębuszkową kalcyfikację. Co więcej, z danych literaturowych 

wynika, że podocyt, zarówno pod kątem funkcjonowania, jak i procesów molekularnych, 

wykazuje duże podobieństwo do komórek mięśni gładkich25. Dlatego też zmiany zachodzące 

w podocytach w przebiegu DKD mogą być tożsame z mechanizmami obserwowanymi w 

VSMC podczas wapnienia naczyń krwionośnych. 

 

Ryc. 1. Schematyczna prezentacja sytemu enzymów i transporterów uczestniczących w homeostazie 

fosforanowej 

W zachowaniu homeostazy fosforanowej – obok czynników hormonalnych, takich jak 

parathormon czy witamina D – uczestniczą wyspecjalizowane białka transportowe 

i enzymatyczne (Ryc. 1). W nerkowej reabsorpcji jonów Pi biorą udział sodozależne 

transportery fosofranowe typu II (NaPi 2a i NaPi 2c) zlokalizowane głównie w kanalikach 

proksymalnych. Natomiast sodozależne transportery typu III (Pit 1 i Pit 2) są odpowiedzialne 

za dokomórkowy napływ Pi i występują w większości tkanek organizmu26,27. Co ważne, 

transporter Pit 1 jest kluczowym czynnikiem indukującym mineralizację macierzy kostnej 

przez osteoblasty28. Kolejnym białkiem uczestniczącym w dokomórkowym transporcie Pi jest 

ksenotropowy i politropowy receptor retrowirusowy 1 (XPR1). W badaniach na myszach 
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Ansermet i in. wykazali, iż inaktywacja XPR1 w kanalikach proksymalnych nerki upośledza 

reabsorpcję Pi, co prowadziło do wystąpienia objawów charakterystycznych dla zespołu 

Fanconiego – glikurii, aminoacydurii, oraz albuminurii29. Istnieje także system ściśle 

kontrolujący ilość najsilniejszego drobnocząsteczkowego inhibitora mineralizacji jakim jest 

PPi. Należy do niego izoforma 1 nukleotydowej pirofosfatazy/fosfodiesterazy (NPP1). Enzym 

ten jest odpowiedzialny za kontrolę tkankowej kalcyfikacji poprzez hydrolizę 

zewnątrzkomórkowych nukleotydów (głównie ATP), której jednym z produktów jest PPi30–32. 

Do przestrzeni zewnątrzkomórkowej PPi może być także przetransportowany dzięki 

transbłonowemu homologowi białka postępującej ankylozy (ANKH)33. Tamże, PPi może 

funkcjonować jako inhibitor kalcyfikacji, dopóki nie ulegnie hydrolizie do dwóch cząsteczek 

Pi przez tkankową niespecyficzną fosfatazę zasadową (TNAP). 

Białko Pit 1 (znane także jako SLC20A1 lub Glvr-1), obok funkcji transportera jonów Pi 

oraz uczestniczenia w fizjologicznej mineralizacji tkanki kostnej, bierze aktywny udział 

w procesie kalcyfikacji tkanek miękkich. Istnieje szereg doniesień na temat jego roli w rozwoju 

VC. Za pomocą siRNA Li i in. stworzyli VSMC, które cechowała obniżona ekspresja Pit 134. 

Inkubowanie tych komórek w medium hodowlanym z podwyższonym stężeniem jonów Pi nie 

zainicjowało procesów kalcyfikacji, co miało miejsce w przypadku komórek kontrolnych. 

Ustalenia te zostały potwierdzone przez Masumoto i in., którzy hodując skrawki szczurzych 

aort w pożywce ze zwiększonym stężeniem fosforanu i wapnia zaobserwowali nasiloną 

mineralizację badanych preparatów tkankowych, a we wspomnianej kalcyfikacji uczestniczyło 

białko Pit 135. Warto zaznaczyć, iż w aortach szczurów uremicznych wzrasta ilość mRNA 

Pit 136, co również dowodzi udziału tego białka w mechanizmie VC, będącej konsekwencją 

niewydolności nerek. Istnieją także doniesienia o roli białka Pit 1 w fizjologii samych 

podocytów. Kiedy w szczurzych komórkach podocytarnych wyindukowano nadekspresję 

transportera SLC20A1, u zwierząt zaobserwowano białkomocz i hipoalbuminemię37. 

Większość kłębuszków nerkowych badanych szczurów wykazywała zmiany sklerotyczne, 

takie jak dezintegracja GFB, hiperplazja mezangium i adhezja kapilar do ściany torebki 

Bowmana. Podocyty utraciły swoje wypustki stopowate, a nadprodukcja białek przez 

uszkodzone komórki doprowadziła do poszerzenia i usztywnienia błony podstawnej, 

co pogłębiało defekt GFB. Dalsze badania wykazały, że zastosowanie kwasu ryzedronowego 

(bisfosfonianiu wykorzystywanego w leczeniu osteoporozy) zapobiega powstaniu opisanych 

wyżej zmian38. Co interesujące, w dokomórkowym sygnałowaniu insulinowym, które jest 
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kluczowe dla prawidłowego funkcjonowania podocytów, pośrednio uczestniczy białko Pit 1. 

Wyciszenie ekspresji tego transportera w hepatocytach uwrażliwiło komórki wątroby na 

działanie insuliny oraz usprawniło metabolizm glukozy39. 

Drugim białkiem, które istotnie wpływa na szlak sygnałowy zależny od insuliny jest 

NPP1. Przyłączenie się NPP1 do podjednostki α IR prowadzi do zmian konformacyjnych 

receptora insulinowego, wskutek czego niemożliwa staje się jego autofosforylacja, co na tak 

wczesnym etapie hamuje dalszą transdukcję sygnału40,41. Aby NPP1 mógł pełnić rolę inhibitora 

IR konieczna jest jego aktywność katalityczna42. Najnowsze badania wykazują, iż wysokie 

stężenia kwasu moczowego – często obserwowane w cukrzycy i DKD – powodują zwiększenie 

powinowactwa NPP1 do IR, co przyczynia się do rozwoju insulinooporności43. Jednakże, 

główną funkcją NPP1 jest enzymatyczny rozkład zewnątrzkomórkowych nukleotydów, co 

czyni go ważnym elementem w recyklingu tych związków i mediatorem w sygnałowaniu 

purynergicznym. Badania naszego zespołu wykazały, że zewnątrzkomórkowe nukleotydy 

powodują wzrost przepuszczalności GFB dla albuminy poprzez nadprodukcję tlenku azotu 

i rearanżację cytoszkieletu w podocytach44. Natomiast sygnałowanie purynergiczne jest 

niezbędne w regulacji wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia w komórkach kłębuszka 

nerkowego45. Chociaż powszechnie przyjmuje się, że zewnątrzkomórkowe nukleotydy 

odgrywają istotna rolę w fizjologii podocytów, brak jest informacji odnośnie udziału enzymu 

NPP1 w rozwoju kłębuszkowej kalcyfikacji bądź insulinooporności podocytów. 

Do tej pory wiedza na temat równowagi fosforanowej w komórkach podocytarnych była 

znacznie ograniczona. Ze względu na fakt, iż u pacjentów cierpiących na niewydolność nerek 

istnieje związek między rozregulowaniem homeostazy fosforanowej a insulinoopornością46, 

wydaje się zasadne, aby określić rolę systemu enzymów i transporterów fosforanowych 

w rozwoju kłębuszkowej kalcyfikacji i insulinooporności podocytów. Zważywszy na powyższe 

informacje, szczególna uwaga powinna być poświęcona dwóm białkom – transporterowi Pit 1 

oraz enzymowi NPP1. 
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4. Cel pracy 

4.1. Cel główny 

Celem pracy było wyjaśnienie wpływu środowiska cukrzycowego na homeostazę 

fosforanową w podocytach, z uwzględnieniem roli białek transportujących fosforan w regulacji 

sygnałowania zależnego od insuliny oraz rozwoju kłębuszkowej kalcyfikacji. 

 

 

4.2. Cele szczegółowe 

• Ilościowe ustalenie zewnątrzkomórkowego poziomu PPi i ATP oraz ocena stopnia 

kalcyfikacji zarówno w podocytach jak i kłębuszkach nerkowych w warunkach 

hiperglikemicznych. 

• Ustalenie poziomu ekspresji białek biorących udział w reabsorpcji Pi (NaPi 2a/2c, 

Pit 1/2) i eksporcie Pi (XPR1), a także ich komórkowej lokalizacji i roli w procesie 

kalcyfikacji. 

• Analiza ekspresji genów, a także aktywności oraz komórkowej lokalizacji białek 

zaangażowanych w regulację zewnątrzkomórkowego stężenia PPi (TNAP, NPP1) 

w warunkach normo- i hiperglikemii. 

• Określenie roli białek biorących udział w homeostazie Pi (Pit 1, NPP1) w regulacji 

sygnałowania zależnego od insuliny oraz insulinozależnego dokomórkowego 

transportu glukozy. 

 

 

4.3. Uzasadnienie połącznia wskazanych publikacji w niniejszy zbiór 

Kłębuszkowa kalcyfikacja jest skomplikowanym procesem, w którym uczestniczy wiele 

białek i enzymów. W pierwszym etapie prowadzonych badań skupiono się na 

scharakteryzowaniu systemu białek transportujących Pi w komórkach podocytarnych. 

Oceniono ich rolę i wpływ na gromadzenie się złogów hydroksyapatytu w kłębuszku 

nerkowym. W kolejnej części badań położono nacisk na ustalenie mechanizmu uszkodzenia 

podocytów, w szczególności na sposób w jaki białka uczestniczące w homeostazie 

Pi przyczyniają się do rozwoju insulinooporności tych komórek. 
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5. Metodologia 

5.1. Hodowla podocytów ludzkich 

Ludzkie immortalizowane komórki podocytarne otrzymano dzięki uprzejmości 

prof. Moin A. Saleema z Uniwersytetu w Bristolu. W wyniku transfekcji wrażliwego na 

temperaturę genu SV40-T namnażanie podocytów było możliwe poprzez hodowanie ich 

w temperaturze 33°C. Po osiągnięciu pożądanej konfluencji komórki inkubowano 

w temperaturze 37°C przez 10-14 dni, w trakcie których dochodziło do różnicowania 

podocytów i produkcji specyficznych dla nich białek (nefryny, podocyny, synaptopodyny, 

CD2AP)47. 

Podocyty hodowano w pożywce RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific) z dodatkiem 

10% FBS oraz 100 U/ml penicyliny i 100 mg/ml streptomycyny (Thermo Fisher Scientific) 

w następujących układach badawczych: 

• Standardowe stężenie glukozy (SG, 11 mM) oraz wysokie stężenie glukozy (HG, 

30 mM, 5 dni) – dane literaturowe wskazują, iż pięciodniowa inkubacja 

podocytów w warunkach HG prowadzi do ich insulinooporności co objawia się 

zahamowaniem insulinozależnego dokomórkowego transportu glukozy14,15,48; 

• SG oraz wysokie stężenie insuliny (HI, 100 nM, 5 min/1h/24h). 

 

5.2. Doświadczenia z wykorzystaniem szczurów rasy Wistar 

Eksperymenty przeprowadzono na samcach szczurów rasy Wistar, które utrzymywano 

w cyklu 12h światła/12h ciemności, ze swobodnym dostępem do paszy i wody pitnej. 

Eksperymenty przeprowadzono zgodnie z dyrektywą 2010/63/UE, a protokół został 

zatwierdzony przez Lokalną Komisję Etyczną w Bydgoszczy (nr 51/2018 i 47/2018 BIS). 

Cukrzycę wyindukowano poprzez dootrzewnowe podanie streptozotocyny (STZ, 80 mg/kg). 

Grupę kontrolną (CTRL) stanowiły szczury o wieku tożsamym ze szczurami z grupy 

badawczej. Eksperymenty przeprowadzono po 14 dniach od wyindukowania cukrzycy. Szczury 

umieszczono w oddzielnych klatkach metabolicznych na 48h, ze swobodnym dostępem 

do paszy i wody pitnej. Zwierzętom pozwolono na adaptację do warunków przez pierwsze 24h. 

W ciągu następnych 24h zbierano mocz, w którym oznaczono dobowe wydalanie kreatyniny 

i albuminy. Następnie dokonano eutanazji zwierząt i natychmiast pobrano krew, w celu oceny 
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poziomu albuminy, fosforanów, kreatyniny oraz aktywności fosfatazy zasadowej. Pomiaru 

parametrów biochemicznych dokonano w zewnętrznym laboratorium. 

 

5.3. Western blot 

Aby ocenić obecność analizowanych białek w podocytach lizaty komórkowe nakładano 

na 10% żel poliakrylamidowy (20 – 30 µg białka na ścieżkę żelu) i rozdzielano pod względem 

masy cząsteczkowej za pomocą elektroforezy SDS-PAGE. Następnie białka poprzez 

elektrotransfer przenoszono na membrany z polifluorku winylidenu. Kolejnym krokiem była 

całonocna inkubacja membran ze specyficznymi przeciwciałami pierwszorzędowymi 

skierowanymi przeciwko badanym białkom (Tabela 1). Detekcja białek odbywała się przez 

zastosowanie przeciwciał drugorzędowych sprzężonych z peroksydazą chrzanową (Sigma 

Aldrich). Otrzymane prążki analizowano densytometrycznie w programie Quantity One 

(Bio-Rad). 

 

Tabela 1. Spis przeciwciał pierwszorzędowych użytych w badaniach. 

Białko Rozcieńczenie Producent 

Pit 1 1:4000 (WB), 1:25 (IF), 1:25 (IHC) Biorbyt 

Pit 2 
1:1000 (WB), 1:25 (IF), 1:100 

(IHC) 
Biorbyt (WB, IF), Novus Biological (IHC) 

NaPi 2c 1:500 (WB), 1:30 (IF), 1:100 (IHC) 
Novus Biological (WB), MyBioSource (IF), Biorbyt 

(IHC) 

XPR1 1:450 (WB), 1:25 (IF), 1:50 (IHC) Sigma Aldrich (WB, IF), Novus Biological (IHC) 

NPP1 1:100 (WB), 1:15 (IF) Santa Cruz Biotechnology 

ß-aktyna 1:5000 (WB) Sigma Aldrich 

Nefryna 1:50 (IF) Santa Cruz Biotechnology 

IRß 1:250 (WB), 1:20 (IF) Santa Cruz Biotechnology 

p-IRß 

(Tyr 1150/1151) 
1:250 (WB) Santa Cruz Biotechnology 

IRα 1:1500 (WB), 1:30 (IF) Thermo Fisher Scientifc 

Akt 1:350 (WB) Santa Cruz Biotechnology 

p-Akt 

(Ser 473) 
1:350 (WB) Santa Cruz Biotechnology 

Rab5a 1:50 (IF) ABclonal 

GLUT 4 1:300 (WB) Santa Cruz Biotechnology 

WB – Western blot, IF – immunofluorescencja, IHC – immunohistochemia. 

 

 

5.4. Biotynylacja 

Aby ocenić obecność analizowanych białek w błonie komórkowej, podocyty inkubowano 

z 1 mg/ml roztworem biotyny (Thermo Fisher Scientific) w temperaturze 4°C przez 30 min. 

Niezwiązaną biotynę usunięto przez pięciokrotne przemycie komórek PBS z 100 mM glicyną, 
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a następnie wykonano lizaty komórkowe. Część lizatu zamrożono w celu oceny całkowitej 

ilości badanych białek. Drugą część próbki inkubowano ze złożem Neutr/Avidin (Thermo 

Fisher Scientific) na kołysce obrotowej w temperaturze 4°C przez noc. Białka obecne w błonie 

komórkowej pokryte biotyną wiązały się ze złożem awidynowym. Tak przygotowane próbki 

były poddane dalszej analizie Western blot. 

 

5.5. Immunoprecypitacja 

W celu identyfikacji kompleksów białkowych lizaty komórkowe oczyszczono przy 

użyciu Protein G PLUS-Agarose (Santa Cruz Biotechnology) na rotorze w temperaturze 4°C 

przez 30 min. Tak przygotowane próbki inkubowano z odczynnikiem IP/WB Optima B lub 

IP/WB Optima C (Santa Cruz Biotechnology) wzbogaconym o przeciwciało anty-NPP1 

na kołysce obrotowej w temperaturze 4°C przez noc. Aby eluować kompleksy białkowe, lizaty 

ogrzewano w buforze obciążającym zawierającym SDS w temperaturze 96°C przez 10 min. 

Następnie eluat poddano analizie Western blot. 

 

5.6. Immunofluorescencja i obrazowanie pęcherzyków endosomalnych 

Podocyty utrwalono w 4% formaldehydzie w temperaturze pokojowej przez 20 min, 

permabilizowano w 0,1% Triton X-100, a następnie inkubowano w roztworze blokującym 

(2% FBS, 2% BSA, 0,2% żelatyna rybia) w temperaturze pokojowej przez 1h. Komórki 

następnie inkubowano z przeciwciałami pierwszorzędowymi (Tabela 1) w temperaturze 4°C 

przez noc. Następnego dnia szkiełka zanurzono w roztworze przeciwciał drugorzędowych 

(Thermo Fisher Scientific) w temperaturze 4°C na 2h. Do wykrywania pęcherzyków 

endosomalnych użyto zestawów komercyjnych pHrodo™ Green Dextran i pHrodo™ Red 

Dextran (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z protokołem producenta. Obrazowania 

fluorescencyjnego dokonano przy użyciu mikroskopu konfokalnego (Eclipse Ti, Nikon 

Instruments). 

 

5.7. Immunohistochemia 

Utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie skrawki nerek szczurów CTRL i STZ 

odparafinowano przy użyciu odczynnika Histochoice (Sigma Aldrich) i ponownie uwodniono 

w szeregu malejących stężeń roztworu etanolu (100%, 95%, 90%, 70%, i 50%). Indukowane 

ciepłem odkrywanie epitopów przeprowadzono przez ogrzewanie szkiełek w 10 mM buforze 
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cytrynianowym w temperaturze 100°C przez 20 min. Po blokowaniu szkiełek w 5% BSA 

w PBS, preparaty inkubowano z przeciwciałami pierwszorzędowymi (Tabela 1) 

w temperaturze 4°C przez noc. Następnego dnia skrawki nerek inkubowano z przeciwciałami 

drugorzędowymi (Cell Signaling Technology) w temperaturze pokojowej przez 30 min 

i barwiono używając substratu SignalStain DAB (Cell Signaling Technology) Na koniec 

preparaty podbarwiono hematoksyliną i odwodniono. Skrawki tkanek obrazowano za pomocą 

mikroskopu świetlnego (Eclipse Ti, Nikon Instruments). 

 

5.8. Transdukcja lentiwirusowa 

Aby wyciszyć gen SLC20A1 kodujący transporter Pit 1, podocyty transdukowano 

specjalnie zaprojektowanymi cząstkami lentiwirusowymi: GIPZ SLC20A1 shRNA Viral 

Particles oraz GIPZ Non-silencing shRNA Viral Particles (Dharmacon) jako kontrola 

negatywna. Selekcję podocytów wykazujących ekspresję shRNA przeprowadzono przy użyciu 

puromycyny. Następnie podocyty hodowano w temperaturze 37°C w celu różnicowania. 

Wyciszanie genu oceniono za pomocą real-time PCR i immunofluorescencji. 

 

5.9. Izolacja mRNA i real-time PCR 

Całkowite RNA izolowano przy użyciu zestawu RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen), a jego 

czystość i stężenie oceniono za pomocą urządzenia NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). 

Następnie wyizolowany RNA poddano analizie PCR z odwrotną transkrypcją. Otrzymane 

komplementarne DNA analizowano metodą real-time PCR z wykorzystaniem aparatu 

LightCycler 480 (Roche) przy użyciu specyficznych starterów oraz fluorescencyjnych sond. 

Dzięki metodzie ΔΔCt z genem β-aktyny jako genem referencyjnym określono względną ilość 

specyficznych transkryptów mRNA. 

 

5.10. Aktywność TNAP i  eNPP 

Aktywność TNAP oznaczono za pomocą zestawu SteamTAG Alkaline Phosphatase 

Activity Assay Kit (BioCat) zgodnie z zaleceniami producenta  

Pomiaru aktywności ektonukleotydowej pirofosfatazy/fosfodiesterazy (eNPP) dokonano 

przy użyciu 5’-monofosforanu p-nitrofenylotymidyny (pNTMP) jako substratu. Podocyty 

poddano lizie w 200 mM buforze Tris-HCl z dodatkiem 1% Triton X-100 i 1,6 mM MgCl2. 
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Po 20 minutowej inkubacji lizatu z 1 mg/ml roztworem substratu, zmierzono absorbancję 

powstającego żółto zabarwionego produktu przy λ = 405 nm. 

 

5.11. Ocena intensywności kalcyfikacji kłębuszków nerkowych i podocytów 

Preparaty szczurzych nerek były odparafinowane i uwodnione w taki sam sposób jak w 

przypadku analizy immunohistochemicznej. Skrawki inkubowano w 2% roztworze barwnika 

Alizarin Red S (Sigma Aldrich) w temperaturze pokojowej przez 1h. Po odpłukaniu barwnika 

preparaty podbarwiono hematoksyliną i odwodniono. 

Ludzkie podocyty były utrwalone i permabilizowane identycznie jak w przypadku 

barwienia immunofluorescencyjnego. Komórki następnie barwiono w 2% roztworze Alizarin 

Red S w temperaturze pokojowej przez 1h. Po tym czasie nadmiar barwnika odpłukano wodą 

destylowaną. Skrawki szczurzych nerek oraz zabarwione podocyty obrazowano za pomocą 

mikroskopu świetlnego (Eclipse Ti, Nikon Instruments). Do ilościowej oceny intensywności 

kalcyfikacji użyto programu ImageJ (National Institutes of Health). 

 

5.12. Poziom ATP 

Pomiar wykonano za pomocą komercyjnego zestawu ATP Determination Kit (Invitrogen) 

zgodnie z zaleceniami producenta. Otrzymaną luminescencję mierzono za pomocą 

luminometru Sirius 2 (Berthold Technologies). 

 

5.13. Dokomórkowy transport glukozy 

24h przed rozpoczęciem doświadczenia podocyty inkubowano w pożywce bez FBS 

i antybiotyków. Ocenę prowadzono przez dodanie 1 μCi/studzienkę 

(1,2-3H)-dezoksy-D-glukozy rozcieńczonej w „zimnej” glukozie o końcowym stężeniu 

wynoszącym 50 μM. Radioaktywność zewnątrzkomórkową mierzono w pożywce zebranej 

znad komórek. Aby ocenić radioaktywność wewnątrzkomórkową podocyty poddano lizie 

w 0,5 M NaOH. Pomiarów dokonano aparatem MicroBeta2 Microplate Counter (Perkin 

Elmer). 

 

5.14. Aktywność oksydazy NADPH i poziom RONS 

W celu ustalenia aktywności oksydazy NADPH zastosowano pomiar chemiluminescencji 

indukowanej lucygeniną za pomocą luminometru Sirius 2 (Berthold Technologies). Metoda 
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polegała na ocenie AUC w celu wyznaczenia ilości anionu ponadtlenkowego i odniesienia jej 

do scharakteryzowanej wcześniej krzywej wzorcowej49. 

Dioctan 2′,7′-dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCFDA) zastosowano jako fluorosondę 

do oceny wytwarzania RONS. H2DCFDA była wewnątrzkomórkowo transformowana do 

2′,7′-dichlorodihydrofluoresceiny (DCF). Pomiar fluorescencji DCF przeprowadzono za 

pomocą czytnika EnSpire (Perkin Elmer) przy Eex/Eem = 485/525 nm. 

 

5.15. Analiza statystyczna 

Wyniki zaprezentowano jako średnia ± standardowy błąd średniej (SEM). Do analizy 

rozkładu otrzymanych danych wykorzystano test Shapiro-Wilka. Jeśli rozkład danych podlegał 

rozkładowi normalnemu grupy porównywano wykorzystując testy parametryczne (test 

t-Studenta bądź ANOVA). W przeciwnym wypadku stosowano testy nieparametryczne. Poziom 

istotności ustalono na poziomie p < 0,05. Wszystkie analizy wykonano w programie Prism 8.4.3 

(GraphPad).  
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6. Omówienie i podsumowanie najważniejszych wyników 

6.1. Rola transporterów fosforanowych w kłębuszkowej kalcyfikacji indukowanej wysokim 

stężeniem glukozy 

 

Publikacja 150 

W ludzkim organizmie formowanie się hydroksyapatytu jest stanem pożądanym tylko 

w przypadku mineralizacji kości i zębów. Jeśli wytrącanie się soli fosforanu wapnia ma miejsce 

w innych tkankach, prowadzi to do groźnych dla zdrowia konsekwencji, m. in. do usztywnienia 

ścian naczyń krwionośnych w przebiegu VC, upośledzenia funkcji zastawek serca czy rozwoju 

niewydolności nerek wraz z postępującym białkomoczem51,52. Wymienione zaburzenia są 

najczęściej obserwowane jako powikłania choroby cukrzycowej. Do tej pory badacze 

najdokładniej poznali mechanizm rozwoju VC, kładąc nacisk na udział transporterów 

fosforanowych i białek enzymatycznych kontrolujących poziom samego Pi. Jednakże, 

w przebiegu T2D jedną z pierwszych struktur doznających uszkodzenia jest kłębuszek 

nerkowy. Moment ten wydaje się być często niezauważalny ze względu na swój 

skąpoobjawowy przebieg. Dlatego też kluczowe jest ustalenie patomechanizmu deregulacji 

GFB przez hiperfosfatemię i następową kalcyfikację. 

W pierwszym etapie badań oceniono stopień zaburzenia homeostazy fosforanowej oraz 

jej wpływ na nerkową kalcyfikację. W tym celu posłużono się szczurzym modelem z cukrzycą 

wyindukowaną streptozotocyną (szczury STZ). Dzięki analizie parametrów biochemicznych 

krwi i moczu tychże zwierząt zaobserwowano nieprawidłowości dotyczące funkcji nerek, które 

są charakterystyczne dla pacjentów cierpiących z powodu DKD53. W porównaniu do szczurów 

kontrolnych (CTRL), u szczurów STZ stwierdzono prawie siedemnastokrotny wzrost 

wydalania albuminy z moczem, któremu towarzyszyła hipoalbuminemia oraz podwyższone 

stężenie kreatyniny w surowicy (Tabela 5). U szczurów STZ w porównaniu do szczurów CTRL 

doszło także do deregulacji gospodarki fosforanowej, o czym świadczy 44% wzrost 

surowiczego stężenia jonów Pi, a także dwukrotny wzrost aktywności fosfatazy zasadowej. 

Oprócz powyższych nieprawidłowości, dzięki wybarwieniu złogów fosforanu wapnia 

w preparatach nerek badanych zwierząt, u szczurów STZ stwierdzono wzmożone procesy 

kalcyfikacyjne (Fig. 1). Co warte zauważenia, analogiczne obserwacje odnotowano 
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w przypadku ludzkich komórek podocytarnych hodowanych w warunkach wysokiego stężenia 

glukozy (Fig. 8). 

Chcąc ustalić czy w rozwoju kłębuszkowej kalcyfikacji uczestniczą białka transportujące 

nieorganiczny Pi, preparaty szczurzych nerek poddano analizie immunohistochemicznej 

(Fig. 2A-B). W badaniu tym ustalono istotny spadek ilości sodozależnych transporterów 

fosforanowych typu II (NaPi 2c) oraz typu III (Pit 1 i Pit 2) w kłębuszkach nerkowych szczurów 

STZ (Fig. 2C-E). Nie zmieniła się natomiast ilość białka XPR1 odpowiedzialnego za eksport 

jonów Pi (Fig. 2F). 

W celu potwierdzenia prawidłowości ustalonych w modelu in vivo, postanowiono 

scharakteryzować stopień ekspresji genów kodujących analizowane transportery fosforanowe 

oraz ilość i lokalizację tych białek in vitro w ludzkich immortalizowanych podocytach. 

Wykorzystując metodę real-time PCR ustalono obecność transkryptów genów SLC20A1, 

SLC20A2, SLC34A3 i XPR1, które kodują odpowiednio białka Pit 1, Pit 2, NaPi 2c oraz XPR1 

(Fig. 3A). W barwieniu immunofluorescencyjnym badane transportery zlokalizowane były 

głównie w błonie komórkowej podocyta oraz w wypustkach stopowatych sąsiadujących 

komórek, o czym świadczy wysoka intensywność fluorescencji (Fig. 3B). W podocytach 

hodowanych w warunkach HG doszło do spadku produkcji białka Pit 1, zarówno na poziomie 

transkrypcji jak i translacji. Odnotowano 19% zmniejszenie ilości mRNA (Fig 4A) oraz 48% 

redukcję w ilości samego białka (Fig. 4E). Podobną zależność ustalono w przypadku białka 

Pit 2, gdzie jego ilość w warunkach HG zmniejszyła się o 34% (Fig. 4F), przy czym ekspresja 

genu SLC20A2 pozostawała na niezmienionym poziomie. Nie stwierdzono natomiast zmian 

w ilości transporterów NaPi 2c i XPR1 w podocytach inkubowanych w środowisku HG 

w porównaniu do warunków kontrolnych. 

Wszystkie dotychczas analizowane białka pełnią swoją funkcję w błonie komórkowej. 

Dlatego kolejnym etapem niniejszych badań było ustalenie w jaki sposób warunki 

hiperglikemiczne wpływają na komórkową lokalizację transporterów Pi w podocycie. Dzięki 

metodzie biotynylacji białek błony komórkowej odkryto, iż w warunkach HG dochodzi 

do zmniejszenia ilości wszystkich sodozależnych transporterów fosforanowych w błonie 

plazmatycznej podocyta. Największy, bo aż 60% spadek w błonowej lokalizacji odnotowano 

dla transportera Pit 1 (Fig 5A). W podobnym stopniu zmniejszyła się ilość białek Pit 2 i NaPi 2c 

w błonie komórkowej podocyta, odpowiednio o 36% i 41% (Fig. 5B-C). Natomiast 

w środowisku HG odnotowano prawie czterokrotny wzrost ilości transportera XPR1 w błonie 
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plazmatycznej, którego główną rolą jest eksport jonów Pi (Fig. 5D). Powyższe dane sugerują, 

iż w środowisku hiperglikemicznym może dochodzić do retencji jonów Pi w PZK z powodu 

zmniejszenia sodozależnego dokomórkowego transportu fosforanów z udziałem białek Pit 1, 

Pit 2 oraz NaPi 2c i nasilonego eksportu Pi poprzez białko XPR1. 

Oprócz transporterów Pi w homeostazie fosforanowej uczestniczą także białka 

enzymatyczne, które ściśle kontrolują poziom fosfatemii. Dlatego też w dalszych etapach badań 

w ludzkich komórkach podocytarnych ustalono stopień ekspresji i aktywności dwóch 

kluczowych enzymów – NPP1 oraz TNAP. Środowisko HG spowodowało 14% spadek 

ekspresji genu ENPP1, kodującego białko NPP1 (Fig. 6A), natomiast nie zauważono różnic 

w ekspresji genu ALPL, który koduje enzym TNAP (Fig 6B). Jednak pomimo stałej ilości 

mRNA, aktywność TNAP zwiększyła się o 24% w warunkach HG w porównaniu do SG 

(Fig. 6D). Można więc domniemywać, iż w podocytach narażonych na przewlekłą 

hiperglikemię wzrasta produkcja jonów Pi. Warto zwrócić uwagę na fakt, iż warunki 

hiperglikemiczne nie wpłynęły na ogólną aktywność eNPP (Fig. 6C). Jednakże enzym NPP1 

jest również białkiem transbłonowym i z tego powodu postanowiono sprawdzić jego ilość 

w błonie komórkowej podocyta. Okazało się, iż w środowisku HG dochodzi do ponad 60% 

spadku w ilości NPP1 w błonie plazmatycznej (Fig. 6E). Konsekwencją tegoż zjawiska, jest 

22% spadek w zewnątrzkomórkowym stężeniu PPi (Fig. 7C), który jest jednym z produktów 

hydrolizy nukleotydów katalizowanej przez NPP1. Dodatkowo, redukcja zewnątrzkomórkowej 

ilości PPi jest także potwierdzeniem zwiększonej aktywności TNAP, ponieważ enzym ten 

bierze udział w hydrolizie PPi do dwóch cząsteczek Pi. 

Podsumowując, niniejsze badania po raz pierwszy wykazały obecność w ludzkich 

podocytach sodozależnych transporterów fosforanowych oraz dowiodły, iż warunki 

hiperglikemiczne wpływają na ich ilość i rozmieszczenie w komórce. Obserwacje uzyskane 

w ramach badań in vitro potwierdziły wyniki uzyskane w badaniach in vivo na szczurzym 

modelu z cukrzycą wyindukowaną podaniem streptozotocyny. U szczurów STZ 

zaobserwowano spadek ilości sodozależnych transporterów Pi w kłębuszkach nerkowych. 

Stwierdzono także zwiększenie aktywności TNAP w ludzkich podocytach oraz zmniejszenie 

ilości białka NPP1 w błonie komórkowej, co w rezultacie przyczyniło się do spadku 

zewnątrzkomórkowego stężenia PPi, będącego jednym z najsilniejszych inhibitorów 

mineralizacji. Powyższe zmiany mogą przyczynić się do nasilenia procesów zwapnienia 
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zarówno w ludzkich podocytach w warunkach HG, jak i w nerkach szczurów z wyindukowaną 

cukrzycą. 
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6.2. Transporter Pit 1 jako kluczowy czynnik w zależnej od NPP1 inhibicji sygnalizacji 

insulinowej w ludzkich podocytach 

 

Publikacja 254 

Insulina jest hormonem odgrywającym znaczącą rolę w fizjologii komórki podocytarnej. 

Oprócz stymulacji dokomórkowego transportu glukozy przez transporter GLUT 455, 

insulina – przyłączając się do swojego receptora56,57 – inicjuje szereg różnorodnych procesów 

wewnątrzkomórkowych umożliwiających prawidłowe funkcjonowanie podocytów, 

a w konsekwencji kłębuszkowej bariery filtracyjnej. Badania prowadzone w naszym zespole 

udowodniły, że główną wypadkową zaburzenia w sygnałowaniu insulinowym jest rearanżacja 

podocytarnego cytoszkieletu. Zjawisko to prowadzi do zmian w morfologii podocyta, indukcji 

stresu oksydacyjnego, a także do utraty spójności SD tworzonej przez wypustki stopowate, 

co w konsekwencji powoduje dezintegrację GFB i zwiększenie przepuszczalności tej struktury 

dla albuminy58–63. Mając na uwadze wcześniejsze ustalenia roli białek Pit 1 i NPP1 w procesach 

kalcyfikacyjnych zachodzących w podocytach, a także fakt, iż omawiane cząsteczki biorą 

udział w sygnalizacji insulinowej39,64, postanowiono sprawdzić w jaki sposób przyczyniają się 

one do rozwoju insulinooporności podocytów w przebiegu DKD. 

W pierwszym etapie prowadzonych badań sprawdzono czy hodowla ludzkich podocytów 

w warunkach hiperinsulinemicznych (HI, 100 nM) przez 5 min, 1h i 24h wpływa na ekspresję 

genów kodujących analizowane białka oraz na ilość tychże białek. Ustalono 22% zwiększenie 

ilości transkryptu genu ENPP1 po 1h inkubacji podocytów z insuliną, przy czym po dobie 

wzrost ten osiągnął 30% (Fig. 1A). Natomiast ilość mRNA Pit 1 zwiększyła się o 30% już 

po pięciominutowej inkubacji z insuliną, a przyrost ten utrzymywał się przez cały analizowany 

okres (Fig. 1B). Odwrotną tendencję zaobserwowano na poziomie białka. Pięciominutowa 

inkubacja podocytów z insuliną spowodowała prawie 50% spadek ilość enzymu NPP1 

w porównaniu do komórek kontrolnych, natomiast ilość transportera Pit 1 spadła o 30% 

(Fig. 1C). Zaobserwowany wzrost ilości mRNA może być mechanizmem kompensującym 

redukcję ilości dwóch badanych białek. Następnie ustalono wzrost aktywności eNPP już 

po 5 minutowej hodowli podocytów warunkach HI, który utrzymywał się do 1h (Fig. 1D). 

Powyższe obserwacje potwierdza spadek zewnątrzkomórkowego stężenia ATP (Fig. 1D). 

Dodatkowo warto zauważyć, że już krótkotrwała inkubacja podocytów w warunkach HI 
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doprowadziła do rozwoju stresu oksydacyjnego, o czym świadczy zwiększona aktywność 

oksydazy NADPH oraz wzrost ilości RONS (Fig. 1E). 

Ważnym elementem prowadzonych badań było ustalenie momentu, w którym podocyty 

tracą wrażliwość na działanie insuliny. W tym celu dokonano pomiaru poziomu 

dokomórkowego transportu glukozy. Warunki hiperinsulinemiczne spowodowały wzrost 

poboru glukozy przez podocyty tylko w dwóch analizowanych punktach czasowych – po 5 min 

oraz po 1h. Natomiast po 24h inkubacji w środowisku HI dokomórkowy transport glukozy był 

porównywalny do transportu glukozy do komórek kontrolnych (Fig. 2A), co może świadczyć 

o rozwoju insulinooporności podocytów. Aby potwierdzić powyższe ustalenia, zbadano stopień 

fosforylacji receptora insulinowego (IR) oraz kinazy białkowej B (Akt). Są to jedne z głównych 

elementów szlaku sygnalizacyjnego zależnego od insuliny, a fosforylacja tych molekuł 

umożliwia translokację pęcherzyków egzosomalnych zawierających transporter GLUT 4 

do błony komórkowej i następowy napływ glukozy. Największy wzrost poziomu fosforylacji 

IR i Akt uzyskano dla podocytów inkubowanych w warunkach HI przez 5 min (Fig 2B), 

co pozostaje w korelacji z wynikami otrzymanymi podczas pomiarów transportu glukozy 

opisanymi powyżej. Po 24h inkubacji podocytów z insuliną nie wykryto różnic w stopniu 

fosforylacji IR i Akt w porównaniu do komórek kontrolnych, co świadczy o zahamowaniu 

sygnałowania insulinowego w podocycie. Dodatkowo, zbadano także komórkową lokalizację 

zarówno receptora insulinowego oraz transportera GLUT 4. Oba te białka ulegały translokacji 

z błony komórkowej podocyta po 5 min inkubacji z wysokim stężeniem insuliny (Fig 2D). 

Zjawisko to jest fizjologiczną odpowiedzią komórki na krótkotrwałą stymulację insuliną65,66. 

Dodatkowo ustalono również, iż po pięciominutowej inkubacji podocytów z insuliną ilość 

NPP 1 i Pit 1 w błonie komórkowej zmniejsza się odpowiednio o 90% i 83% (Fig. 3B). 

We wcześniejszych badaniach ustalono związek między aktywnością NPP1 a jego 

zdolnością do hamowania IR poprzez bezpośrednią interakcję z podjednostką α42. Dlatego też 

zbadano, czy NPP1 oddziałuje z IR i Pit 1 w warunkach HI. Dzięki metodzie 

immunoprecypitacji ustalono formowanie się kompleksów NPP1/IR oraz NPP1/Pit 1 po 24h 

hodowli podocytów w środowisku HI, kiedy komórki te tracą wrażliwość na insulinę (Fig. 3A). 

Interakcja NPP1 z IR i Pit 1 była również zbadana poprzez barwienie immunofluorescencyjne. 

Dzięki analizie współczynników kolokalizacji k1 oraz k2 zaobserwowano istotny wzrost 

w nakładaniu się sygnałów fluorescencji dla par NPP1/IR oraz NPP1/Pit 1 po 24h inkubacji 

podocytów z insuliną (Fig. 4A-B). Ponadto, dzięki wybarwieniu białka Rab5a 
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(odpowiedzialnego za fuzję błony komórkowej z wczesnymi endosomami) oraz samych 

pęcherzyków endosomalnych ustalono, że do szybkiej internalizacji analizowanych białek 

dochodzi właśnie na drodze endocytozy (Fig. 4C). 

Opierając się na wzajemnej interakcji NPP1 i Pit 1 oraz naszych wcześniejszych 

ustaleniach dotyczących zmniejszenia ilości białka Pit 1 w podocytach hodowanych 

w warunkach hiperglikemicznych, postanowiono sprawdzić, czy białko Pit 1 jest 

odpowiedzialne za regulację sygnałowania insulinowego w ludzkich podocytach. W tym celu 

poprzez transdukcję lentiwirusową do podocytów wprowadzono shRNA wyciszające ekspresję 

genu SLC20A1 kodującego transporter Pit 1 (komórki shPit 1). Ekspresja wyciszanego genu 

zmniejszyła się o 42%, natomiast produkcja białka Pit 1 spadła o 31% (Fig. 5A-B) 

w porównaniu do komórek kontrolnych (shControl). Kolejnym krokiem było sprawdzenie 

aktywności eNPP w komórkach shPit 1. W porównaniu do komórek shControl, w komórkach 

shPit 1 wykazano istotny wzrost aktywności enzymatycznej eNPP, przy czym inkubacja 

komórek shPit 1w środowisku HI nie prowadziła do zwiększenia tej aktywności (Fig. 5C). 

Analogiczne obserwacje poczyniono w przypadku zewnątrzkomórkowego stężenia 

ATP – wyciszenie ekspresji genu SLC20A1 spowodowało spadek ilości ATP, lecz było to 

niezależne od warunków w jakich hodowano podocyty (Fig. 5C). Warto również zauważyć, iż 

zahamowanie ekspresji SLC20A1 prowadziło do indukcji stresu oksydacyjnego, na co wskazuje 

zwiększona aktywność oksydazy NADPH oraz generacja RONS w komórkach shPit 1 

(Fig. 5D). 

W następnym etapie sprawdzono, czy w komórkach shPit 1 doszło do zmian w ilości 

lub lokalizacji białka NPP1. W komórkach transdukowanych za pomocą kontrolnego shRNA 

pięciominutowa inkubacja z insuliną spowodowała niemal całkowitą translokację NPP1 

z błony komórkowej (co obserwowano w podocytach, których nie poddawano transdukcji). 

Taką samą prawidłowość zaobserwowano dla podocytów shPit 1 hodowanych w warunkach 

SG, jednakże krótkotrwała stymulacja tych komórek insuliną nie wpływała na lokalizację NPP1 

(Fig. 6A). Następnie, w komórkach shPit 1 dzięki immunofluorescencji postanowiono 

wybarwić pęcherzyki endosomalne oraz analizowane wcześniej białko Rab5a (Fig. 6B). 

W komórkach kontrolnych, pięciominutowa inkubacja w warunkach HI prowadziła 

do translokacji pęcherzyków endosomalnych w pobliże błony komórkowej podocyta. 

Natomiast w komórkach shPit 1, niezależnie od działania insuliny, pęcherzyki endosomalne 

gromadziły się w przestrzeni okołojądrowej. Podobne obserwacje poczyniono dla białka 
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Rab5a. W podocytach shPit 1 białko Rab5a zlokalizowane było w pobliżu jądra komórkowego, 

niezależnie od obecności insuliny w środowisku hodowlanym. Powyższe dane sugerują, 

że procesy endocytozy są tłumione w komórkach z wyciszoną ekspresją genu SLC20A1. 

Ostatnim elementem, na którym skupiono się w niniejszych badaniach była ocena w jaki 

sposób wyciszenie ekspresji genu SLC20A1 wpływa na sygnałowanie insulinowe w podocycie. 

Analizując stosunek p-IR/IR oraz p-Akt/Akt nie stwierdzono różnic w stopniu fosforylacji tych 

dwóch białek w komórkach shPit 1 w porównaniu do komórek kontrolnych. Jednakże, 

krótkotrwała inkubacja podocytów shPit 1 w warunkach HI nie doprowadziła do wzrostu 

stopnia fosforylacji IR i Akt, a w konsekwencji nie doszło do aktywacji szlaku zależnego 

od insuliny (Fig. 7A). Warto również zaznaczyć, iż w komórkach shPit 1 zmieniło się także 

komórkowe rozmieszczenie receptora insulinowego i transportera GLUT 4. Oba analizowane 

białka były przemieszczane z błony komórkowej podocyta, bez względu na to, czy komórki 

hodowano w pożywce SG, czy HI (Fig. 7B). Mając na uwadze powyższe obserwacje 

postanowiono zbadać dokomórkowy transport glukozy. W komórkach shControl 

pięciominutowa inkubacja z insuliną spowodowała 25% wzrost wychwytu glukozy, podczas 

gdy w podocytach z wyciszonym genem SLC20A1 ten efekt insuliny był zniesiony (Fig. 7C). 

W niniejszej pracy wykazano, iż zmiany we wrażliwości podocytów na insulinę rozwijają 

się po 24h inkubacji komórek w środowisku hiperinsulinemicznym. Świadczy o tym 

zmniejszona fosforylacja białek IR oraz Akt – które są jednymi z kluczowych elementów w 

kaskadzie sygnalizacyjnej insuliny. Po tym czasie zahamowaniu uległ także insulinozależny 

dokomórkowy transport glukozy. W podocytach ze zmniejszoną wrażliwością na insulinę 

stwierdzono również tworzenie się kompleksów NPP1/IR oraz NPP1/Pit 1. Ponadto 

zaobserwowano, iż wyciszenie genu SLC20A1 kodującego transporter Pit 1 prowadzi 

do wystąpienia zmian charakterystycznych dla komórek z wyindukowaną insulinoopornością. 
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6.3. Podsumowanie wyników 

Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazują, iż warunki 

hiperglikemiczne i hiperinsulinemiczne obserwowane w przebiegu cukrzycy przyczyniają się 

do rozwoju patologicznej kłębuszkowej kalcyfikacji oraz do zaburzeń sygnalizacji insulinowej 

w podocycie. W obu tych zjawiskach aktywnie uczestniczą białka i enzymy warunkujące 

homeostazę fosforanową. Do rozwoju procesów kalcyfikacyjnych prowadzą zmiany 

w komórkowym rozmieszczeniu transporterów fosforanowych. Środowisko hiperglikemiczne 

powoduje zwiększenie produkcji jonów Pi oraz ich retencji w przestrzeni zewnątrzkomórkowej 

z jednoczesną redukcją naturalnie występujących inhibitorów mineralizacji. 

Prawidłowe funkcjonowanie komórek podocytarnych ulega zaburzeniu nie tylko przez 

rozwój kłębuszkowej kalcyfikacji. Białka uczestniczące w homeostazie Pi – w szczególności 

Pit 1 i NPP1 – przyczyniają się do uniewrażliwienia podocytów na działanie insuliny. 

Fizjologiczna reakcja podocytów na ten hormon warunkuje zachowanie integralności 

kłębuszkowej bariery filtracyjnej. Natomiast wedle ustaleń prezentowanych w niniejszej pracy, 

do insulinooporności podocytów przyczynia się formowanie kompleksów zarówno NPP1/IR 

oraz NPP1/Pit 1. Skutkiem tegoż zjawiska jest inhibicja sygnalizacji insulinowej w podocycie, 

a także rozwój stresu oksydacyjnego co upośledza prawidłowe funkcjonowanie tych komórek. 

Na szczególną uwagę zasługuje fakt, iż zahamowanie ekspresji genu kodującego transporter 

Pit 1 bezpośrednio przyczynia się do zaburzenia wrażliwości podocytów na działanie insuliny 

w przebiegu cukrzycowej choroby nerek. 
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7. Wnioski 

1. W podocytach długotrwale eksponowanych na wysokie stężenie glukozy, które 

odzwierciedla warunki panujące w przebiegu cukrzycowej choroby nerek, 

dochodzi do zmian zarówno w ilości, jak i w komórkowej lokalizacji 

analizowanych transporterów fosforanowych. Zmniejszenie błonowej frakcji 

sodozależnych transporterów Pi przy współistniejącym zwiększeniu ilości białka XPR1 

w błonie komórkowej podocyta prowadzi do retencji jonów Pi w przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej, co skutkuje nasileniem procesów mineralizacji. Analogiczne 

obserwacje poczyniono w badaniach in vivo na szczurzym modelu z cukrzycą 

wyindukowaną podaniem streptozotocyny. 

 

2. Środowisko hiperglikemiczne powoduje zmiany w aktywności i rozmieszczeniu 

białek enzymatycznych biorących udział w homeostazie fosforanowej. Warunki 

wysokiego stężenia glukozy prowadzą do wzrostu aktywności TNAP, co skutkuje 

zwiększoną generacją jonów Pi będących podstawowym składnikiem w powstawaniu 

hydroksyapatytu. Dodatkowo, w omawianych warunkach zmniejsza się ilość enzymu 

NPP1 w błonie komórkowej podocyta. Prowadzi to do spadku w produkcji PPi 

w przestrzeni zewnątrzkomórkowej, będącego jednym z najsilniejszych naturalnych 

inhibitorów mineralizacji. 

 

3. Zmniejszenie wrażliwości podocytów na insulinę in vitro rozwija się po 24h 

inkubacji w warunkach hiperinsulinemicznych. Po tym czasie dochodzi 

do zahamowania wewnątrzkomórkowej sygnalizacji zależnej od insuliny oraz 

do wygaszenia insulinozależnego dokomórkowego transportu glukozy. Środowisko 

hiperinsulinemiczne prowadzi także do rozregulowania metabolizmu oksydacyjnego 

podocyta, o czym świadczy zwiększona aktywność oksydazy NADPH oraz wzmożona 

generacja reaktywnych form tlenu i azotu. 
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4. W podocytach z zahamowanym sygnałowaniem insulinowym dochodzi 

do formowania kompleksów enzymu NPP1 zarówno z transporterem Pit 1, jak 

i receptorem insulinowym. Bezpośrednia interakcja NPP1 z podjednostką α IR może 

być jednym z mechanizmów, w wyniku którego w podocycie dochodzi do zahamowania 

wewnątrzkomórkowej sygnalizacji zależnej od insuliny. 

 

5. Wyciszenie genu SLC20A1 kodującego transporter Pit 1 powoduje zmniejszenie 

wrażliwości podocytów na insulinę. Zjawisko to objawia się inhibicją szklaku 

sygnalizacyjnego zależnego od insuliny oraz niemal całkowitą internalizacją IR 

i transportera glukozy GLUT 4. W rezultacie zmniejszeniu ulega dokomórkowy 

transport glukozy, a także nasila się stres oksydacyjny spowodowany nadmiernym 

wytwarzaniem RONS, których jednym z głównych źródeł w podocycie jest oksydaza 

NADPH. Obserwacje te są analogiczne do tych poczynionych w przypadku komórek 

podocytarnych stymulowanych insuliną przez 24h. 

 

 

 

 

 

 

WNIOSEK KOŃCOWY 

Warunki obserwowane w przebiegu cukrzycowej choroby nerek powodują promowanie 

procesów kalcyfikacji zarówno w kłębuszku nerkowym, jak i w samym podocycie. 

Patomechanizm tego zjawiska opiera się na zmianach w systemie białek transportujących 

i enzymatycznych biorących udział w homeostazie fosforanowej. Na szczególną uwagę 

zasługuje udział transportera Pit 1 i enzymu NPP1 w powstawaniu insulinooporności 

podocytów w trakcie rozwoju DKD. Otrzymane wyniki sugerują, iż białko Pit 1 jest kluczowym 

czynnikiem uczestniczącym w NPP1-zależnym hamowaniu wewnątrzkomórkowej sygnalizacji 

insulinowej, która odgrywa znaczą rolę w fizjologii nie tylko samego podocyta, ale także 

kłębuszkowej bariery filtracyjnej. 

  

http://rcin.org.pl



35 

 

 

 

8. Bibliografia 

1.  Schmidt AM. Highlighting Diabetes Mellitus. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 

2018;38(1):e1-e8. doi:10.1161/ATVBAHA.117.310221 

2.  Lee SJ, Lee IK, Jeon JH. Vascular calcification—new insights into its mechanism. Int J 

Mol Sci. 2020;21(8). doi:10.3390/ijms21082685 

3.  Valencia WM, Florez H. How to prevent the microvascular complications of type 2 

diabetes beyond glucose control. BMJ. 2017;356. doi:10.1136/bmj.i6505 

4.  Samsu N. Diabetic Nephropathy: Challenges in Pathogenesis, Diagnosis, and Treatment. 

Biomed Res Int. 2021;2021:1497449. doi:10.1155/2021/1497449 

5.  Pollak MR, Quaggin SE, Hoenig MP, Dworkin LD. The glomerulus: The sphere of 

influence. Clin J Am Soc Nephrol. 2014;9(8):1461-1469. doi:10.2215/CJN.09400913 

6.  Pavenstädt H, Kriz W, Kretzler M. Cell biology of the glomerular podocyte. Physiol Rev. 

2003;83(1):253-307. doi:10.1152/physrev.00020.2002 

7.  Garg P. A Review of Podocyte Biology. Am J Nephrol. 2018;47(suppl 1):3-13. 

doi:10.1159/000481633 

8.  Deegens JKJ, Dijkman HBPM, Borm GF, et al. Podocyte foot process effacement as a 

diagnostic tool in focal segmental glomerulosclerosis. Kidney Int. 2008;74(12). 

doi:10.1038/ki.2008.413 

9.  Fukasawa H, Bornheimer S, Kudlicka K, Farquhar MG. Slit diaphragms contain tight 

junction proteins. J Am Soc Nephrol. 2009;20(7):1491-1503. 

doi:10.1681/ASN.2008101117 

10.  Brinkkoetter PT, Ising C, Benzing T. The role of the podocyte in albumin filtration. Nat 

Rev Nephrol. 2013;9(6). doi:10.1038/nrneph.2013.78 

11.  Welsh GI, Hale LJ, Eremina V, et al. Insulin signaling to the glomerular podocyte is 

critical for normal kidney function. Cell Metab. 2010;12(4). 

doi:10.1016/j.cmet.2010.08.015 

12.  Coward RJM, Welsh GI, Yang J, et al. The human glomerular podocyte is a novel target 

for insulin action. Diabetes. 2005;54(11). doi:10.2337/diabetes.54.11.3095 

13.  Coward R, Fornoni A. Insulin signaling: Implications for podocyte biology in diabetic 

kidney disease. Curr Opin Nephrol Hypertens. 2015;24(1):104-110. 

doi:10.1097/MNH.0000000000000078 

http://rcin.org.pl



36 

 

 

 

14.  Jankowski M, Piwkowska A, Rogacka D, Audzeyenka I, Janaszak-Jasiecka A, Angielski 

S. Expression of membrane-bound NPP-type ecto-phosphodiesterases in rat podocytes 

cultured at normal and high glucose concentrations. Biochem Biophys Res Commun. 

2011;416(1-2). doi:10.1016/j.bbrc.2011.10.144 

15.  Piwkowska A, Rogacka D, Audzeyenka I, Jankowski M, Angielski S. High glucose 

concentration affects the oxidant-antioxidant balance in cultured mouse podocytes. J 

Cell Biochem. 2011;112(6):1661-1672. doi:10.1002/jcb.23088 

16.  Li C, Siragy HM. High glucose induces podocyte injury via enhanced (Pro)renin 

receptor-Wnt-β-catenin-snail signaling pathway. PLoS One. 2014;9(2). 

doi:10.1371/journal.pone.0089233 

17.  Guo W, Gao H, Pan W, Yu P, Che G. High glucose induces Nox4 expression and 

podocyte apoptosis through the Smad3/ezrin/PKA pathway. Biol Open. 2021;10(5). 

doi:10.1242/BIO.055012 

18.  Russo D, Palmiero G, De Blasio AP, Balletta MM, Andreucci VE. Coronary artery 

calcification in patients with CRF not undergoing dialysis. Am J Kidney Dis. 

2004;44(6):1024-1030. doi:10.1053/j.ajkd.2004.07.022 

19.  Kramer H, Toto R, Peshock R, Cooper R, Victor R. Association between chronic kidney 

disease and coronary artery calcification: The Dallas heart study. J Am Soc Nephrol. 

2005;16(2):507-513. doi:10.1681/ASN.2004070610 

20.  Azpiazu D, Gonzalo S, González-Parra E, Egido J, Villa-Bellosta R. Role of 

pyrophosphate in vascular calcification in chronic kidney disease. Nefrologia. 

2018;38(3):250-257. doi:10.1016/j.nefroe.2018.03.003 

21.  Villa-Bellosta R, Egido J. Phosphate, pyrophosphate, and vascular calcification: A 

question of balance. Eur Heart J. 2017;38(23):1801-1804. doi:10.1093/eurheartj/ehv605 

22.  Moe SM, Chen NX. Pathophysiology of vascular calcification in chronic kidney disease. 

Circ Res. 2004;95(6):560-567. doi:10.1161/01.RES.0000141775.67189.98 

23.  Moe SM, Chen NX. Mechanisms of vascular calcification in chronic kidney disease. J 

Am Soc Nephrol. 2008;19(2):213-216. doi:10.1681/ASN.2007080854 

24.  Villa-Bellosta R. New insights into endogenous mechanisms of protection against 

arterial calcification. Atherosclerosis. 2020;306:68-74. 

doi:10.1016/j.atherosclerosis.2020.03.007 

25.  Saleem MA, Zavadil J, Bailly M, et al. The molecular and functional phenotype of 

http://rcin.org.pl



37 

 

 

 

glomerular podocytes reveals key features of contractile smooth muscle cells. Am J 

Physiol - Ren Physiol. 2008;295(4). doi:10.1152/ajprenal.00559.2007 

26.  Biber J, Hernando N, Forster I, Murer H. Regulation of phosphate transport in proximal 

tubules. Pflugers Arch Eur J Physiol. 2009;458(1):39-52. doi:10.1007/s00424-008-

0580-8 

27.  Biber J, Hernando N, Forster I. Phosphate Transporters and Their Function. Annu Rev 

Physiol. 2013;75(1):535-550. doi:10.1146/annurev-physiol-030212-183748 

28.  Suzuki A, Ghayor C, Guicheux J, et al. Enhanced expression of the inorganic phosphate 

transporter Pit-1 is involved in BMP-2-induced matrix mineralization in osteoblast-like 

cells. J Bone Miner Res. 2006;21(5):674-683. doi:10.1359/jbmr.020603 

29.  Ansermet C, Moor MB, Centeno G, et al. Renal fanconi syndrome and 

hypophosphatemic rickets in the absence of xenotropic and polytropic retroviral receptor 

in the nephron. J Am Soc Nephrol. 2017;28(4). doi:10.1681/ASN.2016070726 

30.  Lee SY, Müller CE. Nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (NPP1) and its 

inhibitors. Med Chem Comm. 2017;8(5):823-840. doi:10.1039/c7md00015d 

31.  Mackenzie NCW, Zhu D, Milne EM, et al. Altered bone development and an increase in 

FGF-23 expression in Enpp1-/- mice. PLoS One. 2012;7(2). 

doi:10.1371/journal.pone.0032177 

32.  Jansen S, Perrakis A, Ulens C, et al. Structure of NPP1, an ectonucleotide 

pyrophosphatase/phosphodiesterase involved in tissue calcification. Structure. 

2012;20(11). doi:10.1016/j.str.2012.09.001 

33.  Carr G, Moochhala SH, Eley L, Vandewalle A, Simmons NL, Sayer JA. The 

pyrophosphate transporter ANKH is expressed in kidney and bone cells and colocalises 

to the primary cilium/basal body complex. Cell Physiol Biochem. 2009;24(5-6). 

doi:10.1159/000257515 

34.  Li X, Yang HY, Giachelli CM. Role of the sodium-dependent phosphate cotransporter, 

Pit-1, in vascular smooth muscle cell calcification. Circ Res. 2006;98:905-912. 

doi:10.1161/01.RES.0000216409.20863.e7 

35.  Masumoto A, Sonou T, Ohya M, et al. Calcium overload accelerates phosphate-induced 

vascular calcification via pit-1, but not the calcium-sensing receptor. J Atheroscler 

Thromb. 2017;24:716-724. doi:10.5551/jat.36574 

36.  Mizobuchi M, Ogata H, Hatamura I, et al. Up-regulation of Cbfa1 and Pit-1 in calcified 

http://rcin.org.pl



38 

 

 

 

artery of uraemic rats with severe hyperphosphataemia and secondary 

hyperparathyroidism. Nephrol Dial Transplant. 2006;21(4):911-916. 

doi:10.1093/ndt/gfk008 

37.  Sekiguchi S, Suzuki A, Asano S, et al. Phosphate overload induces podocyte injury via 

type III Na-dependent phosphate transporter. Am J Physiol - Ren Physiol. 

2011;300(4):848-856. doi:10.1152/ajprenal.00334.2010 

38.  Asada Y, Takayanagi T, Kawakami T, et al. Risedronate Attenuates Podocyte Injury in 

Phosphate Transporter-Overexpressing Rats. Int J Endocrinol. 2019;2019:4194853. 

doi:10.1155/2019/4194853 

39.  Forand A, Koumakis E, Rousseau A, et al. Disruption of the Phosphate Transporter Pit1 

in Hepatocytes Improves Glucose Metabolism and Insulin Signaling by Modulating the 

USP7/IRS1 Interaction. Cell Rep. 2016;16(10):2736-2748. 

doi:10.1016/j.celrep.2016.08.012 

40.  Maddux BA, Sbraccia P, Kumakura S, et al. Membrane glycoprotein PC-1 and insulin 

resistance in non-insulin-dependent diabetes mellitus. Nature. 1995;373:448-457. 

41.  Maddux BA, Goldfine ID. Membrane glycoprotein PC-1 inhibition of insulin receptor 

function occurs via direct interaction with the receptor alpha-subunit. Diabetes. 

2000;49(1):13-19. doi:10.2337/diabetes.49.1.13 

42.  Chin CN, Dallas-Yang Q, Liu F, et al. Evidence that inhibition of insulin receptor 

signaling activity by PC-1/ENPP1 is dependent on its enzyme activity. Eur J Pharmacol. 

2009;606(1-3):17-24. doi:10.1016/j.ejphar.2009.01.016 

43.  Tassone EJ, Cimellaro A, Perticone M, et al. Uric acid impairs insulin signaling by 

promoting ENPP1 binding to insulin receptor in human umbilical vein endothelial cells. 

Front Endocrinol (Lausanne). 2018;9:98. doi:10.3389/fendo.2018.00098 

44.  Kasztan M, Piwkowska A, Kreft E, et al. Extracellular purines’ action on glomerular 

albumin permeability in isolated rat glomeruli: insights into the pathogenesis of 

albuminuria. Am J Physiol Physiol. 2016;311(1):F103-F111. 

doi:10.1152/ajprenal.00567.2015 

45.  Ilatovskaya D V., Palygin O, Levchenko V, Staruschenko A. Pharmacological 

characterization of the p2 receptors profile in the podocytes of the freshly isolated rat 

glomeruli. Am J Physiol - Cell Physiol. 2013;305(10). doi:10.1152/ajpcell.00138.2013 

46.  Garland JS, Holden RM, Ross R, et al. Insulin resistance is associated with Fibroblast 

http://rcin.org.pl



39 

 

 

 

Growth Factor-23 in stage 3-5 chronic kidney disease patients. J Diabetes 

Complications. 2014;28(1). doi:10.1016/j.jdiacomp.2013.09.004 

47.  Saleem MA, O’Hare MJ, Reiser J, et al. A conditionally immortalized human podocyte 

cell line demonstrating nephrin and podocin expression. J Am Soc Nephrol. 

2002;13(3):630-638. 

48.  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. Exp Cell Res. 2016;349(2):328-338. 

doi:10.1016/j.yexcr.2016.11.005 

49.  Münzel T, Kurz S, Rajagopalan S, et al. Hydralazine prevents nitroglycerin tolerance by 

inhibiting activation of a membrane-bound NADH oxidase: A new action for an old drug. 

J Clin Invest. 1996;98(6). doi:10.1172/JCI118935 

50.  Kulesza T, Typiak M, Rachubik P, et al. Hyperglycemic environment disrupts phosphate 

transporter function and promotes calcification processes in podocytes and isolated 

glomeruli. J Cell Physiol. 2022;237(5):2478-2491. doi:10.1002/jcp.30700 

51.  McIntyre CW. The functional cardiovascular consequences of vascular calcification. 

Semin Dial. 2007;20(2). doi:10.1111/j.1525-139X.2007.00258.x 

52.  Rocha-Singh KJ, Zeller T, Jaff MR. Peripheral arterial calcification: Prevalence, 

mechanism, detection, and clinical implications. Catheter Cardiovasc Interv. 

2014;83(6). doi:10.1002/ccd.25387 

53.  Nordheim E, Jenssen TG. Chronic kidney disease in patients with diabetes mellitus. 

Endocr Connect. 2021;10(5). doi:10.1530/EC-21-0097 

54.  Kulesza T, Typiak M, Rachubik P, et al. Pit 1 transporter (SLC20A1) as a key factor in 

the NPP1‐mediated inhibition of insulin signaling in human podocytes. J Cell Physiol. 

2023:1-16. doi:10.1002/jcp.31051 

55.  Audzeyenka I, Rogacka D, Rachubik P, et al. The PKGIα–Rac1 pathway is a novel 

regulator of insulin-dependent glucose uptake in cultured rat podocytes. J Cell Physiol. 

2021;236(6):4655-4668. doi:10.1002/jcp.30188 

56.  Hale LJ, Coward RJM. The insulin receptor and the kidney. Curr Opin Nephrol 

Hypertens. 2013;22(1). doi:10.1097/MNH.0b013e32835abb52 

57.  McMahon GM, Datta D, Bruneau S, et al. Constitutive activation of the mTOR signaling 

pathway within the normal glomerulus. Biochem Biophys Res Commun. 2012;425(2). 

http://rcin.org.pl



40 

 

 

 

doi:10.1016/j.bbrc.2012.07.075 

58.  Rachubik P, Szrejder M, Rogacka D, et al. The TRPC6-AMPK pathway is involved in 

insulin-dependent cytoskeleton reorganization and glucose uptake in cultured rat 

podocytes. Cell Physiol Biochem. 2018;51(1):393-410. doi:10.1159/000495236 

59.  Rogacka D, Audzeyenka I, Rachubik P, et al. Insulin increases filtration barrier 

permeability via TRPC6-dependent activation of PKGIα signaling pathways. Biochim 

Biophys Acta - Mol Basis Dis. 2017;1863(6):1312-1325. 

doi:10.1016/j.bbadis.2017.03.002 

60.  Rachubik P, Szrejder M, Audzeyenka I, et al. The PKGIa/VASP pathway is involved in 

insulin- And high glucose-dependent regulation of albumin permeability in cultured rat 

podocytes. J Biochem. 2020;168(6):575-588. doi:10.1093/jb/mvaa059 

61.  Piwkowska A, Rogacka D, Audzeyenka I, Angielski S, Jankowski M. Combined effect 

of insulin and high glucose concentration on albumin permeability in cultured rat 

podocytes. Biochem Biophys Res Commun. 2015;461(2):383-389. 

doi:10.1016/j.bbrc.2015.04.043 

62.  Piwkowska A, Rogacka D, Kasztan M, Angielski S, Jankowski M. Insulin increases 

glomerular filtration barrier permeability through dimerization of protein kinase G type 

Iα subunits. Biochim Biophys Acta - Mol Basis Dis. 2013;1832(6):791-804. 

doi:10.1016/j.bbadis.2013.02.011 

63.  Szrejder M, Rachubik P, Rogacka D, et al. Metformin reduces TRPC6 expression 

through AMPK activation and modulates cytoskeleton dynamics in podocytes under 

diabetic conditions. Biochim Biophys Acta - Mol Basis Dis. 2020;1866(3):165610. 

doi:10.1016/j.bbadis.2019.165610 

64.  Zhou HH, Chin C-N, Wu M, et al. Suppression of PC-1/ENPP-1 expression improves 

insulin sensitivity in vitro and in vivo. Eur J Pharmacol. 2009;616(1-3):346-352. 

doi:10.1016/J.EJPHAR.2009.06.057 

65.  Fagerholm S, Örtegren U, Karlsson M, Ruishalme I, Strålfors P. Rapid insulin-dependent 

endocytosis of the insulin receptor by caveolae in primary adipocytes. PLoS One. 

2009;4(6). doi:10.1371/journal.pone.0005985 

66.  Fazakerley DJ, Koumanov F, Holman GD. GLUT4 On the move. Biochem J. 

2022;479(3):445-462. doi:10.1042/BCJ20210073 

  

http://rcin.org.pl



41 

 

 

 

9. Kopie publikacji będących podstawą rozprawy 

9.1. Poświadczony przez Bibliotekę IMDiK PAN pięcioletni impact factor (IF5) publikacji 

będących podstawą rozprawy 

 

  

http://rcin.org.pl



42 

 

 

 

9.2. Kopie prac oryginalnych 

9.2.1. Kulesza T, Typiak M, Rachubik P, Audzeyenka I, Rogacka D, Angielski S, 

Saleem MA, Piwkowska A. Hyperglycemic environment disrupts 

phosphate transporter function and promotes calcification processes in 

podocytes and isolated glomeruli. J Cell Physiol. 2022; 237(5): 2478-2491. 

 

 

http://rcin.org.pl



43 

 

 

 

http://rcin.org.pl



44 

 

 

 

http://rcin.org.pl



45 

 

 

 

http://rcin.org.pl



46 

 

 

 

http://rcin.org.pl



47 

 

 

 

http://rcin.org.pl



48 

 

 

 

http://rcin.org.pl



49 

 

 

 

http://rcin.org.pl



50 

 

 

 

http://rcin.org.pl



51 

 

 

 

http://rcin.org.pl



52 

 

 

 

http://rcin.org.pl



53 

 

 

 

http://rcin.org.pl



54 

 

 

 

http://rcin.org.pl



55 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



56 

 

 

 

9.2.2. Kulesza T, Typiak M, Rachubik P, Rogacka D, Audzeyenka I, Saleem MA, 

Piwkowska A. Pit 1 transporter (SLC20A1) as a key factor in the 

NPP1-mediated inhibition of insulin signaling in human podocytes. J Cell 

Physiol. 2023; doi: 10.1002/jcp.31051 

 

http://rcin.org.pl



57 

 

 

 

http://rcin.org.pl



58 

 

 

 

http://rcin.org.pl



59 

 

 

 

http://rcin.org.pl



60 

 

 

 

http://rcin.org.pl



61 

 

 

 

http://rcin.org.pl



62 

 

 

 

http://rcin.org.pl



63 

 

 

 

http://rcin.org.pl



64 

 

 

 

http://rcin.org.pl



65 

 

 

 

http://rcin.org.pl



66 

 

 

 

http://rcin.org.pl



67 

 

 

 

http://rcin.org.pl



68 

 

 

 

http://rcin.org.pl



69 

 

 

 

http://rcin.org.pl



70 

 

 

 

http://rcin.org.pl



71 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



72 

 

 

 

9.3. Kopia pracy przeglądowej 

9.3.1. Kulesza T, Piwkowska A. The impact of type III sodium-dependent 

phosphate transporters (Pit 1 and Pit 2) on podocyte and kidney function. 

J Cell Physiol. 2021; 236(10): 7176-7185. 

 

http://rcin.org.pl



73 

 

 

 

http://rcin.org.pl



74 

 

 

 

http://rcin.org.pl



75 

 

 

 

http://rcin.org.pl



76 

 

 

 

http://rcin.org.pl



77 

 

 

 

http://rcin.org.pl



78 

 

 

 

http://rcin.org.pl



79 

 

 

 

http://rcin.org.pl



80 

 

 

 

http://rcin.org.pl



81 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



82 

 

 

 

10. Pisemne oświadczenia autorów prac tworzących zbiór 

10.1. Oświadczenie kandydata określające jego indywidualny wkład w powstanie każdej 

z prac tworzących niniejszy zbiór 

 

  

http://rcin.org.pl



83 

 

 

 

 

 

http://rcin.org.pl



84 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



85 

 

 

 

10.2. Oświadczenia wszystkich pozostałych współautorów, w których określają swój 

indywidualny wkład w powstanie każdej z prac tworzących niniejszy zbiór 

 

  

http://rcin.org.pl



86 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



87 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



88 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



89 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



90 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



91 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



92 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



93 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



94 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



95 

 

 

 

 

  

http://rcin.org.pl



96 

 

 

 

 

http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI



