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ABSTRAKT 

Úvod: 
Akt kináza (Akt) je součástí kaskád převádějících signály vasoaktivních a růstových faktorů. 
Akt-dependentní procesy se podílejí na regulaci mechanismů relevantních pro renální 
patofyziologii jako jsou syntéza proteinů, viabilita, produkce NO, reabsorbce sodíku atd. 
Poruchy regulace renálních isoforem cyklooxygenáz produkujících biologicky významné 
prostanoidy mohou rovněž přispět k známým patofyziologickým mechanismům v rozvoji 
nefropatie a hypertenze jako důsledek molekulárních abnormalit při diabetu. 

Cíl: 
Práce je zaměřena na studium aktivity Akt a jejích efektorů, proteinů "mammalian target of 
rapamycin"(mTOR) a endoteliální NO syntázy (eNOS), spolu s expresí a aktivitou 
cyklooxygenázy 2 (COX2) v časných fázích diabetu a jejich úlohu v patofyziologii renálních 
moďologických a hemodynamických změn při diabetu. 

Materiál a metody: 
Aktivita Akt v renálním kortexu byla měřena pomocí kinázové assay. Exprese proteinů byla 
kvantifikována immunoblottingem. Studie byly prováděny na modelu DMI, tj. na potkanech 
u nichž byl diabetes navozen podáním streptozotocinu. Pokusná zviřata byla rozdělena do 3 
skupin. První skupina diabetických zvířat byla ponechána bez léčby (STZO), druhá skupina 
(STZ4) byla léčena 4 jednotkanň insulinu denně a třetí skupina (STZ 12) byla léčena 12 
jednotkanů insulinu denně. Cílem rozdílného dávkování insulinu bylo navození různého 
stupně metabolické kontroly a inzulinemie. Potkany kmene Zucker (ZDF) a kontrolní Lean 
potkany (ZL) ve věku 4 a 12 týdnů jsme použílijako model DM2. 

Výsledky: 
U STZ potkanů odpovidala aktivita a exprese Akt a mTOR núře metabolické kompenzace s 
poklesem aktivity u hyperglykemických STZO potkanů a obnovou aktivity s ohledem na 
intenzitu léčby insulinem. ZDF potkaní demontrovali nárůst aktivity Akt a mTOR spolu se 
zvýšenou expresí COX2 v závislosti na rozvoji metabolického syndromu na rozdíl od exprese 
. aktivní eNOS, která byla za těchto podnúnek snížená v porovnání s kontrolni skupinou. 
Akutní podání wortmanninu (100 !lg! kg) redukovalo produkci prostanoidů v moči spolu s 
renální aktivitou Akt a mTOR u ZDF, ale ne u kontrolní skupiny. 

Závěr: 
Pozorování u diabetických STZ potkanů ukazuje, že hodnota g1ykémie je spolu s intenzitou 
léčby insulinem důležitým modulátorem Akt!mTOR kaskády u DMI. Na rozdíl od alterace 
signalizace ve vasodílatační Akt! eNOS kaskádě, nálezy nesvědčí pro přítomnost insulinové 
rezistence v hypertrofické kaskádě Akt! mTOR u ZDF. Zvýšená exprese COX2 pak rovněž 
naznačuje progradující endotheliální dysfunkci u tohoto DM2 modelu. Zmíněné mechanísmy 
tak mohou přispět k objasnění strukturálních a hemodynamických abnormalit asociovaných s 
časnými fázemi diabetické nefropatie v závislosti na metabolické kontrole a rozvoji 
metabolického syndromu. 



SUMMARY 

Introduction: Renal hypertrophy, extracellular matrix accumulation, aItered apoptosis as well as 
changes in regional hemodynamics have been implicated in the pathophysiology of nephropathy in 
diabetes mellitus (DM). On the molecular level the detailed mechanisms for development of diabetic 
nephropathy (DN) have becn intensively studied. Insulin induces a variety of biologicaI effects in a 
number of cell types via phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/Akt kinase signaling pathway. 
Considering multiple function of Akt that incIude potentiaIly hannful pro-growth effects mediated by 
mTOR and cyclooxygenas-2 (COX-2), as well as protective effects mediated by endotheliaI nitric 
oxide synthase (eNOS), it is possible that aIterations in activities of Akt may play role in the 
pathophysiology ofDN. 

Renal corticaI activity and expression of Akt, its down-strearn effectors mTOR, eNOS, and 
"C<JIX-:Z. as well as PTEN, an endogenous Akt inhibitor, were investigated in streptozotocin (STZ)­

:diabetic rats as a model of Type 1 DM with different levels of glycenůc control, and in Zucker 
~d.iabetic fatty rats, a model ofDM2, and in nondiabetic rats as controls. 

Methods: Akt activity was measured by kinase assay. Protein expressions were measured by 
.immunoblotting and immunohistochemistry in renal cortex of 4- and 12- week old Zucker rats (ZDF), 
and lean controls (ZL). STZ rats were treated with various doses of exogenous insulin per day (OU, 

. 4U, 12U of insulin) to obtain different levels of metabolic control (STZO, STZ4, STZI2). The 
·nneasnr<ml€mts were made 4 weeks after induction of DM, and results were compared with age 
matched non-diabetic control rats (K). 

Results: PhysicaI and metabolic parameters in aIl groups of STZ and control rats retlected differences 
in metabolic control. In accordance with increased plasma insulin concentration, renaI Akt activity and 
expression of active Akt (p-Ser 473-Akt) paraIleled the differences in metabolic control and insulin 
trea1ment, with a significant reduction in STZO rats, partiaI restoration in moderately hypeglycemic 
STZ4 rats, and normalization in STZ12 rats, as compared to K. Expression oftotaI Akt protein did not 
differ between groups. Expression of active mTOR corresponded to Akt activity in STZO, but not in 
STZ4 and STZ12 that demonstrated increases in active mTOR as compared to K. 

ZDF rats demonstrated age-dependent progressive hyperinsulinenůa and other metabolic 
abnormalities. Renal Akt activity and P-Ser 473 Akt were significantly enhanced in ZDF12 as 
compared to ZL. PTEN protein expression was similar in ZDF and ZL rats. Corresponding to 
increases in renal Akt activity, ZDF12 rats demonstrated enhanced phosphorylation of mTOR, 
increased COX-2 expression and urinary secretion of prostanoids. In contrast to mTOR, eNOS 
phosphorylation was sim.ilar in ZDF and ZL rats, despite higher total eNOS expression. Acnte PI3K 
inhibition with wortmannin (l00 IIW'kg), used as inhibitor of insulin signaling, attenuated renal Akt 
and mTOR activities and reduced prostanoid release in ZDF, bnt not in ZL rats . 

. Conclusions: Glycemic control and intensity of insulin treatment are important modulators of renal 
Akt and mTOR activity in experimentaI Type 1 DM. However, in addition to Akt, other signaling 
pathways contribute to renal mTOR activity in Type 1 DM. In experimental Type 2 DM, increased 
renaI activity of Akt and mTOR suggests no resistance in insulin pro-growth signaling while 
vasodilator, and potentiaIly protective Akt! eNOS pathway is impaired in this condition. In addition, 
PI3K1 Akt signaling has been linked to increased renaI expression and activity in COX-2, a known 

.. player in renal pathophysiology. Altogether, these findings support recently emerging evidence about 
.-'C.c·tllle role of aIterations in renal Akt activity in the pathophysiology of nephropathy in DM. 
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Úvod do diabetické nefropatie a Akt signalizace (literární rešerše) 

1.1. Diabetes mellitus 

Diabetes mellitus je chronické endokrinní onemocnění vznikající jako následek řady faktoru 

zevnich a genetických působících současně. V pravém slova smyslu není diabetes jednou 

chorobou, ale syndromem, jehož základem je nedostatečné působení insulínu projevující se 

zvýšením hladiny glukosy v krvi. Onemocnění zároveň postihuje i hospodaření s ostatními 

živinami a ovlivňuje tak celkovou přeměnu látek v organísmu. Nedostatečné působení 

insulinu může být způsobeno buď jeho absolutním nedostatkem nebo jeho chybnou funkcí při 

relativnim nadbytku insulinu. Díky tomu také rozlišujeme dva základní typy diabetu, které 

mají podobné manífestační projevy, ale odlišné příčiny vzniku. 

1.1.1. Diabetes mellitus 1. typu (DM 1) 

Vzniká nejčastěji v dětství nebo v mládí, může však vzniknout kdykoliv během života. 

Onemocnění se vyznačuje různě rychle probíhajícím zánikem B - buněk pankreatu vedoucím 

až k absolutnimu nedostatku insulinu. Léčba proto vždy vyžaduje celoživotní dodávání 

insulinu. Příčinou onemocnění je kombinace genetických vlivů, autoimunítního procesu a 

spouštěče, kterým může být např. virová infekce. 

1.1.2. Diabetes mellitus 2. typu (DM 2) 

nejběžnějším typem diabetu. K manifestaci onemocnění dochází nejčastěji po 40. roce 

'života. Avšak z důvodů epidemie obezity již nejsou výjimkou aní mladší pacienti. DM2 je 

onemocněni rozvíjející se postupně v důsledku insulinové rezistence a 

)OI1LlC~ly sekrece insulinu. Vznik DM2 je dáván do souvislosti s genetickými vlivy, nezdravou 

stresem, nedostatečným pohybem a zejména s nadváhou. Základem léčby 

emocnlěni je dodržováni diety. Další léčba spočívající v podáváni léků. Pozdější insulinová 

nastupuje až v případě, je-Ii předchozi léčba neefektivní. IDavnim předpokladem pro 

léčbu je trvalé sniženi nadváhy a pravidelný pohybový a dietni režim. 
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Základní aspekty diabetické nefropatie 

Definice a epidemiologie 

á6etid:á nefropatie (DN) je chronické progresivně postupující onemocnění vznikající na 

specifických moďologických a funkčních změn ledvin u pacientů s diabetem. 

je důsledkem spolupůsobení dlouhodobě působící hyperglykémie, dosud 

definované genetické predispozice, hypertenze a řady dalších faktorů. Hlavními 

projevy DN jsou perzistující albuminurie (>300mgl 24 hod), hypertenze a 

Stupnjrp,okles renálních funkcí. DN postihuje přibližně 300!o DMI pacientů. V zemich 

úrovní diabetologické péče se daři v posledních letech podíl těchto pacientů snižovat 

!Ývčaslllérrlu zahájení nefroprotektivní léčby. Riziko vzniku DN u DM2 osob je obdobné, 

'vl!:hlc::delm k vysoké kardiovaskulární mortalitě údaje o výskytu DN u DM2 kolísají ve 

rozmezí než u DMI. Z důvodu vysokého počtu DM2 pacientů představuje DN u 

typu diabetu narůstající medicínský a ekonomický problém. Mimo to celosvětově 

značné rozdíly v incidenci onemocnění v různých etnických skupinách. U 

iŤoamerii:anů, Asiatů a původních obyvatel Ameriky je riziko rozvoje onemocnění vyšší než 

populace (Muneta B a kol. 1993). DN je nejčastější příčinou chronického selhání ledvin 

vyspělých zemí (Ritz E 1999). Přibližně jedna třetina DMI pacientů, u nichž byla 

gn()stiko1{án.a manifestni DN dospěje bez terapeutické intervence do stádia selhání ledvin 

~UKI. ESDR se rozvijí u 500!o těchto DMI pacientů v průběhu 10 let a u 75% z nich po 

11vt11uti 20 let. Kumulativní incidence ESDR je u DM2 pacientů nižší. Po 20 letech od 

I>ie,'ení manifestní DN dosahuje hodnot kolem 20% (Molitch ME a kol. 2004). Mortalita, 

náklady a snížená kvalita života spojená s hemodialýzou motivují výzkum zabývající 

!'plfíčilllanlŮ a léčbou, která by buď zcela zabránila nebo alespoň výrazně omezila rozvoj 

lemocnlění až do stádia ESDR. V současné době je léčebný pos~p zaměřen především na 

cIiž()válÚ uspokojivé metabolické kompenzace a úrovně sérových lipidů, kontrolu krevního 

s častou potřebou kombinační terapie několika různými typy antihypertenziv, dietu 

)tičív~il"; v omezení příjmu solí, tuků a bílkovin ve stravě a zákaz kouření. Ve fázi 

hrclni(;ké renální insuficience je dále nutno korigovat případnou těžší acidózu a preventivně 

-_'·V" proti vzniku sekundární anemie a kostní choroby. 
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Stadia a klinický průběh onemocnění 

DN lze rozdělit u DMI do 5 stadií. U DM2 jsou klinická stádia hůře definována, i když 

onemocnění je obdobný. 

"""~ (hyperfiltračně hypertrofické) je charakterizováno zvětšením velikosti ledvin a 

glomerulánú filtrace (GFR) o 20-40%. (Mogensen CE a kol. 1983). V průběhu 

let přechází nemocnění do stadia 2 (latentní), kdy je klinicky zcela němé. Prvním 

prokazatelným stadiem DN je stadium 3. (incipientní DN), které se vyvíjí cca po 6-

standardní léčby. Albuminurie dosáhne klinických hodnot (30-300 mg! den). 

stadiu dochází rovněž ke vzestupu krevního tlaku, často v rámci normálních hodnot, 

e::-:i'ece,ntn~ch poznatků lze u některých pacientů zaznamenat počínající pokles GFR. 

se vyznačuje makroalbuminurií (>300mgl 24 hod), což odpovídá proteinurii 

24 hod), hypertenzí a progresivním poklesem GRF. Paralelně výrazně narůstá 

dio'vaslruliirní riziko a sklon k anemii ve srovnání s nediabetickými pacinty se srovnatelnou 

. Terminální stadium 5. se vyznačuje chronickým selháním ledvin vyžadujícím zařazení 

pro~!flUIlU náhrady funkce ledvin 

Patofyziologie 

vzníku DN je spatřována v souhře genetických, metabolických a hemodynamických 

Relevantní faktory tak například zahrnují mechanický stres vzniklý důsledkem 

dnť~něrlé glomerulánú hemodynamiky, mechanísmy spojené s působením hyperglykémie a 

diabetického milieu, jako například tvorbu pozdních produktů glykosylace (AGE), 

polyolové cesty, zvýšenou tvorba volných radikálů, dále pak aktivaci 

ózámě1:livvch působků a růstových faktorů (angiotenzin II, transformující růstový faktor 

endoteliální růstový faktor, atd.) 

Metabolické faktory 

Úloha hyperglykémie 

~jznárno. že u pacientů se špatnou metabolickou kontrolou je průběh DN rychlejší. Na 
lólElkulánú úrovni je působehl hyperglykémie spojováno mimo jiné s vystupňováním 
,óly'o\c.véa hexosaminové cesty, tvorbou glykačních produktů, oxidačním stresem a dalšímu 

Metabolické faktory se rovněž samostatně nebo ve spoluprácí s 
lemod:ynami,ck)'mi faktory podílejí na aktivaci kináz zapojených do přenosu signálu (např. 

kinázy C nebo mitogeny aktivované protein kinázy), nukleárních transkripčních 
i1l<1'Oru (např. nukleánú faktor kappa B), růstových faktorů a dalších faktorů přispívajících 
,patogenezi onemocnení (Cooper ME 1998, Wolf G 2004). 
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1.2.3.1.1.1. Tvorba g1ykosylačních produktů 

Produkty pokročilé glykace (AGE) tvoří heterogenní skupinou látek vzniklých 
neenzymatickou glykací a vlivem oxidačniho a karbonylového stresu. Tvorba AGE je 
dlouhodobý proces. Alterace tak postihují především proteiny s dlouhým poločasem jakými 
jsou bazální membrány nebo složky buněčné matrix a cévni komponenty (Heidland A a kol. 
2001). AGE mohou přímo poškodit strukturu extracelulárni matrix, změnit fyziká1ni a 
chemické vlastnosti proteinů, jejich metabolismus a funkce (Singh R a kol. 2001). AGE 
mohou rovněž působit přes specifické receptory RAGE (receptory pro AGE) náleží do rodiny 
imunoglobulinových receptorů běžně exprimovaných na površích buněk (Yamamoto Y a kol. 
2001). Stimulace těchto receptorů vede k aktivaci kaskád nepříznivě ovlivňujících vitalitu, 
funkce a trofický stav buněk, neboť přispívá ke zvýšené tvorbě kyslíkových radikálů s 
následnou aktivací nukleárniho faktoru kappa B (NF-kappa B) a zvýšené syntéze cytokínů, 
růstových faktorů a adheznich molekul. Těmíto účinky AGE je vysvětlována jejich účast na 
patogeneze závažných vaskulárnich komplikací diabetu včetně nefropatie a renálního selhání 
(Singh R a kol 2001). 

1.2.3.1.1.2. Hexosaminová cesta 

Hexosaminová cesta představuje další možný směr metabolismu glukosy. Ta je nejprve 
zpracována v rámci procesu glykolýzy na fruktoso-6-fosfát a následně enzymem glutamín: 
fruktose-6-fosfát amínotransferázou konvertována na glukosamín-6-lOsfát. Tato látka slouží 
jako prekursor pro syntézu glykoproteinů, glykolipidů, proteoglykanů a glykosamínoglykanů. 
Vystupňováni hexosaminové cesty v konečném důsledku ovlivňuje buněčný růst, syntézu 
extracelulárni rnatrix nebo oxidativni stres. Konkrétně v ledvinách je pak hexosaminová dráha 
zapojena například v transaktívaci genů extracelulárni matrix skrze mechanismus zahrnující 
spolupůsobeni transformujícího růstového faktoru beta a regulace aktivity cAMP 
rozpoznávajícího faktoru, na kterém se podílí protein kínázy A a C (Singh LP a kol. 2001, 
Singh LP a kol. 2004 ). 

1.2.3.1.1.3. Polyolová cesta 

V rámci polyolové cesty metabolismu glukosy je glukosa prostřednictvím aldosové reduktázy 
za přispěni ko-faktoru nicotin amín fosfo dinukleotidu (NADPH) redukována na sorbitol. 
NADPH je nutný pro udržováni hladiny nitrobuněčného glutathionu-ďůležitého antioxidantu. 
Spotřebováváni NADPH vystupňováním polyolové cesty tak přispívá k tvorbě ROS. 
Akumulace sorbitolu, k niž dochází v důsledku nadměrné dostupnosti glukosy při 
hyperglykemii, má tak mímo jiné za následek poruchu vnitrobuněčné homeostáze vzniklou na 
podkladě zvýšené osmolarity, imbalance redoxních potenciálů, zvýšené akumulace DAG a 
aktivace PKC isoforem, což vede k rozvoji četných komplikací diabetu včetně DN ( Koya D a 
kol. 1997, li S a kol. 2004, Steffgen J a kol. 2003). 
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1.2.3.1.1.4. Oxidativní stres 

Zvýšený oxidační stres je běžným patologickým faktorem diabetických komplikací. 
Základem oxidačního stresu je zvýšená tvorba reaktivních forem dusíku, kyslíku a 
lipoperoxidů, které nestačí zneškodnit antioxidační systém. Za diabetických podmínek byly 
například zjištěny snížené koncentrace kyseliny askorbové, alfa-tokoferolu spolu se sníženou 
aktivitou enzymů odstraňujících ROS jakými jsou superoxid dismutásy a glutathion. 
Reaktivní formy kyslíku (ROS) provádějí přímé oxidace spojené s poškozením struktury a 
funkce lipidů, proteinů a nukleových kyselin. Přispívají tak k patogenezi diabetických 
komplikací (Brownlee M. 2001). Mimo to se ROS rovněž podílí na regulaci mnoha 
buněčných procesů včetně proliferace, kontroly buněčného cyklu nebo apoptosy a to díky 
ovlivňování procesu buněčné signalizece na mnoha úrovních (Thannickal VI a Fanburg BL 
2000, Kunsch C a Medford RM.1999). 

Aerobní metabolismus obratlovců je závislý na procesech oxidační fosforylace, během 
kterých je oxidačně-redukční energie elektronového transportu mitochondrií představovaném 
čtyřmi proteinovými komplexy dýchacího řetězce dávající vzník protonovému gradientu 
převedena pátým komplexem, ATP syntetázou, na vysokoenergetickou fosfátovou vazbu v 
molekule ATP. Část energie proteinového gradientu je pak přeměněna, díky činnosti UCP 
like proteinů, na teplo využívané k udržení tělesné teploty. Hyperglykemie primárně indukuje 
tvorbu ROS díky zmíněnému elektron transportnímu řetězci mitochondrií. Vystupnování 
procesů glykolýzy a beta oxidace v diabetíckých podminkách vede ke zvýšené tvorbě donorů 
elektronů (NADH a FADH2), díky čemuž dosáhne elektrochemický napěťový gradient 
v mitochondrii hraniční hodnoty. To vše pak v konečném důsledku vede ke kolapsu elektron 
transportního řetězce a tvorbě ROS. Mimo popsané děje však existuje řada dalších 
mechanismů zvyšující tvorbu ROS v diabetických podminkách. Vystupňování polyolové 
cesty snižuje hladinu cytosolického NADPH a glutathionu. Proces tvorby ROS může být 
stimulován také činností glykosylačních produktů. Rovněž aktivace NADPH oxidazy se zdá 
být důležitým mechanismem zvyšujícím oxidační stres během diabetu ( Li JM a Shah AM. 
2003). 

Hyperglykémie 

1 
1 Mitochondriálnf ROS 

1 
1 OXldativnf stres 

1 Protein kináza C t Cytokiny 

t Sorbitol t AGE 

t Prostanoidy t NF kappa B 

Obr 1: Patofyziologické efekty hyperglykémie. ReaktiVIÚ formy kysliku (ROS) jsou mediátorem 
patofyziologického efektu hyperglykémie. Zvýšená tvOlba ROS prostřednictvím oxidatiVlÚho stresu přispívá 
k patogenezi diabetických komplikací a mimo jiné se podili na aktivaci protein kinázy C a NF- kappa B; zvýšené 
produkci produktů pokročilé g1ykace (AGE), sOlbitolu, prostanoidů nebo cytokinů (Wolf G 2004 ). 
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1.2.3.2. Hemodynamické faktory 

Hemodynamické faktory zapojené v patogenezi DN zahrnují zvý~ení systémového a 
intraglomerulárního tlaku a aktivaci různých hormonálních vasoaktivních drah včetně 
systému renin-angiotensin (RAS) a endotelinu. 

Změny intraglomerulárního tlaku jsou důsledkem hyperglykemií indukované poruchy 
glomerulární kapilární autoregulace vzníklé vlivem nerovnováhy v aktivitě vasoaktivních 
faktorů (např.' angiotensin II, prostanoidy, NO, endotelin-l , atd. ) ovlivňujících aferentní a 
eferentní arteriolární tonus (Anderson S a Komers R 2004), což vede ke vzestupu 
glomerulámí filtrace a ke zvýšení renálního plazmatického průtoku. Pokles aferentní 
rezistence pak rovněž usnadňuje přenos systémových tlaků do glomerulů a je podkladem pro 
vznik "glomerulární hypertenze". Významným faktorem přispívajícím k rozvoji hyperfiltrace 
je také glomerulární hypertrofie zvyšující filtrační plochu glomerulů a tím také ultrafiltrační 
koeficient. Glomerulární hyperfiltrace představuje významnou funkční změnu zapojenou 
v patogenezi DN. Tento klinicky dobře popsaný fenomén se obvykle sdružuje se vzestupem 
filtrační frakce. Kromě disbalance aferentního a eferentního arteriálního tonu se na vzníku 
diabetické hyperfiltrace může podílet i porucha tubuloglomerulární zpětné vazby (Vallon 

V 2003). 

1.2.3.3. Cytokiny a růstové faktory 

Na vzníku DN se podílí řada různých růstových faktoru, cytokinů a chemokinů (Flyvbjerg A 
2000, Wolf G 2003, Chiarelli F a kol. 2000, Ziyadeh FN 2004, Schrijvers BF a kol. 2004). Je 
známo, že angiotenzin II (Ang ll) a transformující růstový faktor beta (TGF-beta), dva 
důležité profibrogenně-hypertrofické faktory, jsou úzce spjaté s patogenezí DN (Ziyadeh FN 
2004, WolfG a kol. 1992). Jak Ang II, tak systém TFG beta se významně podílí na indukci 
diabetické renální hypertrofie a produkci extracelulární matrix (WolfG a kol. 1992). Výzkum 
prokázal, že ke stimulaci těchto faktorů dochází mimo jiné účinkem hyperglykemie, 
glykosylačních produktů nebo ROS (Zhang SL a kol. 2000, Singh R a kol. 2003, Leehey DJ a 
kol. 2005, Yamagishi S a kol. 2003, Fukami K a kol. 2004). Oba faktory jsou funkčně 
propojeny. Hovoří se dokonce o významu prosklerotické a profibrotické osy renin - Ang II -
TGF beta. Útlum této osy inhibitory RAS podstatně zpomaluje rozvoj glomerulosklerosy a 
intersticiální fibrosy. Přibývá důkazu i o účasti dalších faktorů jako je destičkový růstový 
faktor (pDGF), růstový faktor pojivové tkáně (CTGF), vaskulární endote\iální růstový faktor 
(VEGF), insulin-like růstový faktor, epidermální růstový faktor a další. (Flyvbjerg A 2000). 
Extracelulární matrix (ECM) představuje velmi dynamickou strukturu. Deposita ECM 
v ledvině jsou závislá na rovnováze syntézy a degradace ECM. Hyperglykémie a účinky TFG 
beta nejeDŽe zvyšují syntézu ECM v diabetické ledvině, ale zároveň také snižují míru její 
degradace inhibicí proteolytických systémů plasminu a metalloproteináz (Ha H a Lee RB 

2003). 
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1.2.3.4. Úloha zánětu 

Progrese DN je významně ovlivněna přítomností zánětu. Jak v glomerulech, tak v renálních 
tubulech se nacházejí infiltrované monocyty produkující řadu látek jako jsou ROS, faktory 
komplementu nebo. prozánět1iné cytokiny. Profibrogenní cytokiny produkované makrofágy 
jako například TGF-beta, plasminogen-activující inhibitor nebo inhibitor metalloproteinases 
se pak podílejí na zvýšené produkci ECM v diabetických ledvinách (Sean Eardley K a 
Cockwell P. 2005). 

1.2.3.5. Změny signální transdukce v diabetické ledvině 

V důsledku působeni hyperglykémie, akumulace glykosylačních produktů, vystupňování 
hexosaminové a polyolové cesty nebo působeni ROS a řady vasoaktivnich a růstových 
faktorů dochází v ledvinách, ale i dalších orgánech a tkáních postižených diabetem, ke změně 
signální transdukce projevující se alteracemi v kaskádách proteinových kináz a dalších 
signálnich molekul zajišťujícíchintercelu1árni a intracelulárni komunikaci. 

V souvislosti s rozvojem diabetické nefropatie je dobře známa aktivace protein kinázy C 
(PKC). Rodina PKC je skupinou příbuzných, ubikviternich, serin-thereoninových kináz. 
Individuálni formy PKC ovlivňují řadu buněčných procesů včetně permeability, kontraktility, 
proHferace, apoptózy, regulace genové exprese nebo tvorby ECM (Meier M a kol. 2007). 
V souvislosti s rozvojem DN se uplatňují zejména klasické PKC isoformy, PKC alfa a PKC 
beta 1. (Meier M a kol. 2007a). PKC se dále podílí i na aktivaci další významné signální 
kaskády aktivované pří DM a specificky v ledvinách, kterou jsou tzv. mitogeny aktivovaná 
proteinové kinázy (MAPK), zejména pak "extracellular signa1-regulated kinase" (BRK) 
kináza ERK p42/44. V procesu progrese DN se významně uplatňuje i další kináza z rodíny 
MAPK, kterou je stresem aktivovaná p38 MAP kináza. K aktivaci MAPK může dojít, stejně 
jako v případě PKC, rovněž synergickým působenim hyperglykémie a vasoaktivnich, 
popřípadě růstových faktorů s mnoha důsledky pro funkci a trofický stav buněk. 

1.2.3.6. Úloha změn regulace buněčného růstu 

Buněčný cyklus představuje soubor vysoce organizovaných, vzájemně navazujících dějů 
zahrnujících expresi genů primárni a sekundární odpovědí kodujících proteiny nezbytné pro 
vlastní realizaci buněčného cyklu. Regulace buněčného cyklu se us~tečňuje na vice úrovni ch 
a rozhoduje o tom, zda buňka bude fungovat v neproliferačnim modu (GO fáze) nebo 
v proliferačnim modu buněčného cyklu a podstoupí buněčné děleni. Vstoupí-li buDka vlivem 
stimulačniho signálu do buněčného cyklu, potom opakovaně prochází jednotlivými fázemi 
cyklu (Gl-S-G2-M-Gl) až do okamžiku, kdy je signálními mechanismy nasměrována ke 
zpětnému přechodu do klidové GO f'aze. IDavni úlohu při řízeni progrese mají cykliny a cyklin 
dependentní kinázy (CDK). Zastaví-li buňka svůj průchod buněčným cyklem v určitých 
bodech cyklu, děje se tak v důsledku nepříznivých okolností. Jeden takový bod je v GI fázi. 
G 1 blok je typicky pozorován v mesangiálních buněkách diabetických ledvín nebo in vitro u 
mesangiálních buněk pěstovaných v podmínkách vysoké koncentrace glukosy v mediu a je 
doprovázen zvýšenou expresí inhibitorů CDK jako např. p21 WAFI a p27 KIPI, které 
inaktivují funkčni komplex CDK a tím zabrání dokončeni Gl fáze cyklu a přechodu do S f'aze 
cyklu. Kromě hyperglykemie se na zvyšené expresi a aktivitě inhibitorů CDK v ledvinách 
podílejí například TGF-beta a Ang II (Marshall CB a Shankland SJ 2006, WolfG 2000). 
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1.2.4.2. Strukturuě-funkční vztahy v diabetické ledvině 

Zároveň s expanzí mesangia v glomerulech dochází ke kompresi kapilár a poklesu plochy 
filtrace (Mauer SM et a\. 1981, Mauer SM et a\. 1984). Jak ukazují moďometrické analýzy, 
mesangiální frakční objem [Vv (mes/glom)] vyjadřující míru mesangiální expanze přesně 
koreluje nejen s mírou glomerulární filtrace, ale také s proteinurií a dokonce s hypertenzí 
(Da\la Vestra et a\. 2001). 

Strukturně-funkční vztahy u DM2 jsou v porovnání s těmi u DMI pacientů méně 
signifikantní v důsledku vysoké heterogenity histologického nálezu (Fioretto P a kol. 1998). 

hyperglykémie glykace ANG II Mechanický stres 

./ ---------~ 

1 TGF J3 receptor II -+ 

I 
Zhušťováni bazálni 
membrány glomerulů 

Glomeruloskler6za 

Podocyt ~ 

Integriny l L \1 VEGF • 1 ANG II 

I N' '------:měna +nábOje 
efnn l proteoglykanu 

.~_.....:~~ ~ heparin sulfátu 

Podocytopatie Potlačeni 

apoptózy 

pro;ein~-:::::':::::::==:-----
~ 

Renálni insuficience 

Obr. 2: Mechanismus vedoucí k poškození podocytů a rozvoji proteinurie v průběhu 
diabetické nefropatie Metabolické faktory diabetického milieu (TGF beta, vysoká hladina 
glukosy, glykované proteiny, ROS a ANG II) spolu s hemodynamickými faktory (mechanický 
stres) indukují zvýšenou produkci faktorů VEGF a ANG II . Dalším efektem je pak zvýšení 
produkce receptoru TGF beta II nebo snížená produkce povrchových integrinů. To vše 
nakonec vede ke stimulaci produkce kolagenu a alteracím glomeru\ární membrány zahrnující 
její zbytnění a alterace filtrační bariéry spolu se stimulací produkce extracelulární matrix, 
snížením produkce nemnu, podocytopatií nebo potlačením apoptózy. Účinky TGF beta se 
projevují rovněž nárůstem produkce extracelulární matrix v mesangiu. Zmíněné a\terace 
vedou ke glomeruosklerose a proteinurii přispívající k rozvoji tubulointestinální fibrosy 
podílející se na progresi renální insuficience. (Wolf G a kol. 2005). 
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1.2.4. Histopatologické změny 

Patogeneze DN zahrnuje řadu charakteristických strukturálních a funkčních změn jakými jsou 

glomerulární hypertenze a hyperfiltrace, následovaná mikroalbuminuri~ rozvojem hypertenze, 

manifestní proteinurií a nefrotickým syndromem majícím za následek progresivní pokles 

glomerulární filtrace v pozd~ších fázích DN. Je dobře mámo, že jmenované strukturální a 

funkční změny spolu úzce souvisejí. Porozumění těmto vztahům je základem celkového 

pochopení vzniku a progrese DN. 

1.2.4.1. Histologický obraz v diabetické ledvině 

Glomerulopatie, charakterizována zhušťováním basální membrány a zvětšováním objemu 

mesangia způsobeném zvýšenou tvorbou a ukládáním extracelulární matrix a hypertrofií 

buněk mesangia, je časnou a nejdůležitější morfologickou změnou u DMI (Dalla Vestra Ma 

kol 2000, Fioretto P a kol. 1995, Brito,PL a kol. 1998). V glomerulech se rovněž nacházejí 

infiltrované monocyty ovlivňující hypertrofii glomerulů produkcí cytokinů. S pokročilostí 

onemocnění narůstá mesangiá1ní expanze, která může vytvářet tzv. dífumí diabetickou 

glomerulosklerózu nebo nodulární diabetickou glomerulosklerózu (Kimmelstiel-Wilsonovy 

noduly). Nodulární formace jsou pravděpodobně důsledkem postupné progrese difuzních 

lézL S rozvojem g1omerulopatie korelují a1terace filtračni bariery (Wolf G and Ziyadeh FN 

2007) bránící pohybu solutů na základě jejich velikosti a náboje. Při stejné velikosti jsou pak 

filtrovány kationy lépe než aniony. Změny architektury a složeni g10merulární membrány při 

diabetu zahrnují kromě kvantitativnich a kvalitativnich změn kolagenu IV rovněž změny 

syntézy fibronektinu a změny náboje proteoglykánu heparln sulfátu, jehož negativni náboj 

bráni filtraci sérového albuminu. Charakteristickou a1terací při diabetu je rovněž 

podocytopatie ( Wolf G a kol. 2005) vymačující se poklesem počtu a density podocytů, 

glomerulárních viscerálnich buněk epitelu, vytvářejících glomerulární membráně póry volně 

propustné pro vodu a solventy s malou molekulovou hmotno~ ale relativně nepropustnou 

pro plasmatické proteiny (Tryggvason K 1999, Wartiovaara J a kol. 2004). Současně 

s rozvojem glomeruloskleózy dochází rovněž ke změnám v tubulointersticiálním 

kompartmentu. Tyto změny obvykle odráží stupeň cévniho poškozeni a jsou určujícím 

faktorem rychlosti progrese renální insuficience. Mezi charakteristické změny v tomto 

kompartmentu pak náleží především intersticiální fibroza, tubulární atrofie a infiltrace 

mononukleáry (Dalla Vestra M. a kol. 2000, Lane PH a kol. 1993, Harris RD a kol. 1991). 

Tubulointersticiální hypertrofie se významně podílí na růstu velikosti lédvin. 

Podobně jako u DMI je také u DM2 mesangiální expanze klíčovou strukturální 

abnormalitou vedoucí k zániku funkce ledvin. Nicméně, na srovnatelné úrovni renálni funkce 

jsou glomerulární změny u DM2 méně pokročilé a řada DM2 pacientů dokonce vykazuje 

normální glomerulární strukturu navzdory abnormálnimu vylučováni albuminu. Další skupina 

pacientů pak vykazuje atypické změny projevující se relativně mírnými g10merulárními 

změnami spolu s disproporčně pokročilými tubulointersticiálními a vaskulárními změnami 

(Fioretto P a kol. 1996, Brocco E a kol. 1997). 
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1.3. Modely zvířat používané pro studium diabetu 

Zvířata jako myši, potkani, prasata, psi nebo kočky se využívají jako modelové organismy při 
studiu diabetu již po desetiletí. Některé z používaných zvířecích modelů jsou spontánní, jiné 
vznikají po podání toxických substancí. 

1.3.1. IDodavci jako model nefropatie 

V rámci experimentu jsou u laboratorních zvířat studovány patogenetické mechanismy vzniku 
a progrese poškození ledvín v průběhu diabetu a možnosti jejich prevence a léčby. 
Experimentální modely hlodavců vykazují řadu strukturálních a funkčních změn 
pozorovaných rovněž u lidí jako například nárůst glomerulární filtrace, renální hypertrofii, 
albuminurii nebo glomerulárnía tubulointestinální abnormality. Ideální model DN však 
neexistuje. Mnohé z poznatků o DN byly získány díky experimentálním studiím 
insulinopenického modelu potkana po aplikaci streptozotocinu představujícím model DMI. 
Existuje rovněž celá řada hyperinsulinemických DM2 modelů majících genetický základ, 
které vykazují poškozeni ledvín a metabolické abnormality v závíslosti na na věku, výživě 
nebo pohlaví pokusných zvířat. 

1.3.1.1. STZ potkan - model DMI 

Experimentální DMI model lze indukovat chemickou destrukcí B buněk pankreatu. Za tímto 
účelem se obvykle využívají vysoké dávky chemických látek streptozotocinu (STZ) a 
aloxanu. Z důvodu vyšší specifity je preferováno užití STZ (Lown JN a kol. 1979, LeDoux 
SP a kol. 1986), ačkoli je jeho působení ovlivněno řadou faktorů jako například pohlavím 
nebo kondicí pokusného zvířete (Okamoto H 1981). 

Model STZ potkana je dobře popsán. Je charakterizován nárůstem hladiny glukosy 
v krvi, ztrátou tělesné hmotnosti a renální hypertrofií (Reckelhoff JF a kol. 1993, Komers R a 
Cooper ME 1995, Shankland SJ a Scholey JW 1995). Pokusná zvířata rovněž v raných fázích 
onemocnění vykazují nárůst glomerulární filtrace, variabilní rená1ni plazmatický objem a 
renální hypertrofii (Allen TJ a kol. 1990). S postupen času pak dochází k nárůstu exkrece 
albuminu v moči (Cooper ME a kol. 1988). Model vykazuje rovněž četné změny glomerulární 
ultrastruktury jako expansi mesangia nebo zbytnění basálni membrány glomerulu (Cooper a 
kol. 1988). 

1.3.1.2. Zuckerův potkan - model DM2 

Zuckerův potkan je charakterizován přítomností recesivní fa mutace v genu kodujícím 
leptinový receptor. Homozygotni (fa/fa) zvířata vykazují řadu metabolických abnormalit 
vyskytujících se u DM2 jako hyperlipidemie, obezita, inzulinová rezistence a 
hyperinzulinemie (Zucker LM 1965, Bray GA 1977, Kasiske BL a kol. 1992 , Bray GA a 
York DA 1971,1979, Bray GA a kol. 1989, Ionescu E a kol. 1985, Kava R a kol. 1989, Stem 
J a kol. 1972; York DA a kol. 1972). Tato zvířata jsou známým a oblíbeným modelem pro 
studium genetické obezity a a hyperplasticko-hypertrofické obezity (Bray GA a York DA 
1971, 1979, Bray GA a kol. 1989). Kontrolní Lean potkani, pak představují další fenotyp 
geneticky neobezního potkana s absencí jmenovaných abnormalit. 

Zuckerův obézní potkan je rovněž atraktivním modelem DM2. Kosterní svalstvo 
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Zuckerových fa/fa potkanů je charakterizováno projevy insulinové rezistence (Smith OL a 
Czech MP 1983) a poklesem insulinem stimulovaného transportu glukosy (Sherman WM a 
kol. 1988). Známky insulinové rezistence se projevují rovněž v játrech nebo periferních 
tkáních (Terretaz J a kol. 1986a,b). Insulinová rezistence je u modelu asociována s hypertenzí. 
Přímá měření středního arteriálního tlaku prokázala výskyt zvýšeného krevního tlaku u 
obézního genotypu. Výše krevního tlaku přitom nebyla ovlivněna hyperfagíí nebo vyšší 
tělesnou hmotností (Kurtz TW a kol. 1989). Snížení kalorického přijmu vedlo u obézních 
zvířat k částečné korekci hyperinsulinémie (Cleary MP a kol. 1987), neovlivnilo však míru 
hypertenze mající základ patrně ve zvýšené aktivitě sympatiku (Kurtz TW a kol. 1989, 
Overton JM a kol. 1997, Kushiro T a kol. 1991). Je známo, že insulin zvyšuje tubulární 
reasorbci sodíku. Insulinem indukovaná retence sodíku je tak dalším patogenním 
determinantem hypertenze asociované s obezitou (De Fronzo RA 1981, Brands MW a kol. 
1995). Vyšší krevní tlak u obézních potkanů by však mohl být, alespoň z části, důsledkem 
činnosti RAS (A1onso-GaIicia M a kol. 1996), ačkoli je zřejmé, že na vzniku hypertenze se 
podílí ještě celá řada dalších procesů. 

Se vzrůstajícím věkem se u Zuckerových potkanů objevuje porucha podocytů, 
gradující glomerulosklerosa, tubulointestinální abnormality, insuficience ledvin, a1buminurie 
a další známky rozvijející se nefropatie (Lavaud S a kol. 1996, Philips A a kol. 1999, Kasiske 
BL a kol. 1985, Velasquez MT a kol. 1990). 

1.4. Úvod do biologie Akt kinázy 

Protein kináza B (pKB, známá též jako Akt) (Datta SR a kol. 1999) je serin / thereoninová 
kináza náležící do rodiny "AGC" proteinových kináz (pearl LH a Barford D 2002, Parker PJ a 
Parkinson SJ 2001). Členové rodiny vykazují podobnosti ve struktuře katalytických skupin a 
mechanismu aktivace. 

Akt protein je produktem Akt genu představujícím homolog retrovirálního onkogenu 
v-Akt (Bellacosa A a kol. 1991). Akt signalizace ovlivňuje řadu buněčných funkcí včetně 
buněčného růstu, regulace buněčného cyklu, syntézy proteinů, přežití buňky nebo buněčného 
metabolismu (Brazil DP a Hemmings BA 2001, Scheid MP a Woodgett JR 2001). V současné 
době jsou známy 3 isoformy Akt proteinu : Akt 1 (pKB alfa), Akt 2 (pKB beta) a Akt 3 (pKB 
gama). Tkáňová a orgánová exprese jednotlivých isoforem je uvedena v tabulce l. Tyto 
isoformy vykazujívíce více než 80% sekvenčni homologie (Jonlls PF a koI.l991). Mezi 
jednotlivými isoformami Akt existuje funkčni překryv, všechny obsahují motiv RXRXXS/T. 
Všem třem Akt isoformám je rovněž společná přítonmost N terminální plekstrin homologícké 
(PH) domény bohaté na glycin vážící na sebe 3- fosfatidylinositidy, následované kinásovou 
doménou a C-terminální regulační oblastí vykazující podobnost s podobnou oblastí u 
proteinkináz A a C (Staal SP 1987, Coffer PJ a Jin J 1998, Marte BM a Downward J. 1997). 
Katalytická doména Akt kinázy obsahuje prvni ze dvou klíčových fosforylačnich míst, kterým 
je thereonin 308 (Thr 308). Druhé fosforylačni místo, Serin 473 (Ser 473), je lokalizováno v 
C terminálni oblasti (A1essi DR a kol. 1996). 
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Tabulka 1: Profil exprese Akt isoforem (Ždychová J a Komers R 2005) 

Vysoká úroveň exprese Nízká nebo střední úroveň exprese 

Akt 1 mozek, srdce, varlata, thymus ledviny, játra, slezina 

Akt 2 hnědý tuk, cerebrum (Purkinjovy mozek, ledviny, plíce, slezina, varlata 
buňky), srdce, kosterní svalstvo 

Akt 3 mozek, testes srdce, ledviny, játra, plíce, kosterní svalstvo, 
slezina 

K aktivaci Akt kinázy dochází prostředníctvím řady růstových stimulů jakými jsou 
faktory růstu a přežívání buněk, insulin, integriny nebo receptory spřažené s G-proteiny. 
(tabulka 2). Kaskáda dějů vedoucích k aktivaci. Akt kinázy zahrnuje řadu procesů včetně 
translokace na buněčnou membránu a fosforylaci (Bellacosa A a kol. 1998). Typická cesta Akt 
aktivace je zprostředkována tyrosin kinásovým receptorem jako jsou receptory pro insulin 
nebo receptory růstových faktorů (obr. I) a zahrnuje rovněž následné procesy závislé na 
aktivitě fosfatidylinositol-3-kinasy (pI3 K). 

Tabulka 2: Faktory modulující PI3K-Akt signální dráhu (Ždychová J a Komers R 2005) 

Factor Reference 

Vasku1ámí endoteliální růstový faktor * (Fulton D a kol. 1999) 

Angiopoetin-l (Kim 1 a kol. 2000) 

Insulin-like růstový faktor -I (Camper-Kirby D a kol. 2001) 

Sfíngosin-l-fosfat (S IP) (Mar1etta MA 2001) 

Růstový faktor hepatocytů (Xiao GH a kol. 2001) 

Decorin (Schonherr E a kol..20Pl) 

Mechanický stres • (Dimmeler S a kol. 1998) 

Estrogen (Camper-Kirby D a kol. 2001) 

Kyslíkové radikály * (Thomas SR a kol. 2002) 

Kortikosteroidy (Limbourg FP a kol. 2003) 

Angiotensin II (Gorin Yako1.2001) 
-

Leptin (Vecchione C a kol. 2002) 

Transfonnující růstový faktor beta (Chen H a kol. 2001a) 

* faktory zapojené do vaskulárních komplikací diabetu 
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1.4.1. Aktivace Akt kinázy závislá na fosfatidylinositol-3-kináze 

Heterotetramerický insulinový receptor je tvořen dvěma podjednotkami alfa lokalizovanými 
na vnější plasmatické membráně spojenýmí disulfídickými můstky se dvěma 
transmembránovými beta podjednotkami. Vazba insulinu na alfa podjednotky vyvolá 
konformační změnu vedoucí k dimerizaci a aktivaci tyrosinkinázové aktivity receptoru 
autofosforylací receptoru na několika tyrosinových zbytcích, které pak slouží jako připojovací 
místa pro soubor intracelulárních signálních proteinů vážících se prostředníctvim své SH2 
domény (White MF 1998). Příkladem takových substrátů transfosforylovaných v rámci 
přenosu signálu jsou insulin receptorové substrátové proteiny 1-4 (IRS 1-4), Shc, Gab2 a další 
proteiny (Sun XI a kol. 1991, Sun XI a kol. 1995). V následném šíření signálu se pak uplatňuje 
například i aktivita PB K (Burgering BM a Coffer JP 1995, Toker A a Cantley LC 1997). 
Aktivace PB K stimuluje lipid kinázovou aktivitu tohoto enzymu. Výsledkem je přidání 
fosfátové skupiny k inositolovému kruhu a tvorba fosfatidylinositol-3-fosfátu nebo jiných 3-
fosforylovaných inositidů (PBP). PH doména Akt kinázy má afínítu k PI3P, po vazbě PBP k 
Akt kináze dochází k transkokaci Akt na plasmatickou membránu (Bellasosa A a kol. 1998, 
Toker A a Cantley LC 1997, Coffer PJ a kol. 1998, Marte BM a Downward J 1997). 
Zvýšená hladina PBP navic zároveň působí jako vnítrobuněčný druhý posel a podílí se na 
aktivaci PI-závislých kináz (pDKI a PDK2). Translokace Akt na membránu je spojena s 
konformační změnou a fosforylačními procesy prováděnými PDK kinázami (Franke TF a kol. 
1995, Toker A a Cantley LC 1997, Franke TF a kol. 1997, Klippel A a kol. 1997, Frech M a 
kol. 1997). Pro plnou aktivaci Akt kinázy jsou nezbytné fosforylace na pozicíh Thr 308 a Ser 
473 (Alessi DR et al. 1996). Fosforylaci Thr 308 provádí PDK1, zatímco PDK2 je spojena s 
fosforylací Ser 473. Fosforylovaná a tedy aktivní forma Akt kinázy disociuje z plasmatické 
membrány a působí fosforylaci podřazených komponent systému (obr 4.) 

l~ PH p 

~RTMANN~~----ii'~ r.K~O~~~~r 

( II 
~PH~ 

!Mkl1".~.;.I(/s1ata..,em 

• 
m~.!3~('.1s."Y 

I Aktivní Akt I 
Obr 3: Mechanismus Akt aktivace prostřednictvím insulinového receptoru Aktivace Akt kinázy * ______ .... insulinem prostřednictvím insulinového receptoru zahrnuje aktivaci PB K a fosforylaci Akt proteinu 
prostřednictvím PDK kináz. Insulin receptorový substrát (IRS); fosfatidylinositol-3-kináza (pB K); 3-
fosforylované inositidy (PI(4,5)P2, PI(3,4,5)P3); PI-závislé kinázy (pDKI, PDK2); plestrin homologická 
doména (PH); kinázová doména (KD) regulační doména (RD); Threonin 308 (T 308); Serin 473 (S 473) 
(Ždychová J a Korners R 2005). 
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1.4.2. Aktivace Akt kinázy nezávislá na fosfatidylinositol-3-kináze 

Jak uváděj! některé studie, Akt kináza může být za určitých podmínek aktivována rovněž 

mechanismem nezávislým na aktivitě PB K (Moule SK a kol. 1997, Konishi H a kol. 1996, 

Sable CL a kol. 1997, Yano S a kol. 1998, Filippa N a kol. 1999, Perez-Garcia MJ a kol. 

2004). Studie podávají důkaz o zapojení protein kinázy A (PKA) v procesu Akt aktivace, 

zejména na základě zvýšené hladiny cAMP v důsledku celé řady signálů (Filippa N a kol. 

1999). Mechanísmus, jakým se PKA podílí na procesu aktivace Akt kinázy není dosud přesně 

znám. Navíc se zdá, že PKA závíslé aktivace nepředstavuje uníversální mechanísmus aktivace 

Akt kinázy (Shaw M a kol. 1998, Pullen N a kol. 1998). To vše je dosud předmětem dalšího 

výzkumu. V mechanísmu PI 3K nezávislé Akt aktivace se může uplatnít rovněž proces 

myristoilace, v rámci kterého má přidání myristoilačního signálu na N-termínální oblast Akt 

za následek konstitutivní trans lokaci Akt kinázy na membránu vedoucí k trvalé aktivaci Akt 

kinázy. 

1.4.3. Regulace aktivity Akt· 

Byla identifikována řada proteinů, jejichž interakce s Akt ovlivňuje aktivítu této kinázy 

(tabulka 3). Regulační procesy zprostředkované těmito proteiny zahrnují zt:iména fosforylace 

Akt, ovlivňují subcelulázní lokalizaci a interakce Akt s nadřazenými kinázami nebo stabilitu 

Akt kinázy. Kromě zmíněných procesů se na regulaci Akt aktivíty podílí rovněž fosfatázy 

jako fosfatáza 2A nebo Akt antagonisté jako cerarnidy nebo PTEN (Ozes ON a kol. 2001, 

Teruel T a kol. 2001). 

Tabulka 3 : Regulační proteiny interagující s Akt 

Vazebné proteiny 

Ft! 

Actin 

CTMI' 

GIb 10 

KeratinKIO 

TIb3 

Periplakin 

Hsp90 

Hsp27 

Biologický význam Reference 

Vazba Ftl podpoIQje nárůst múy fosforylace Akt mechanismem Remy I a Micbnick SW 

interakce Akt a POKl 2004 

Připojeni Akt k akIinovému cytoskeletu se pIQjeví zvýšením múy Cenni Va kol. 2003 

fosforylace Akt V tomto procesu se rovněž uplatňuje cdc42. 

CTMP po vazbě na C tenninálni doménu Akt blokuje fosforylaci a Mair.l SM a kol 200 I 

aktivaci této kioázy. 

Posiluje vazbu Akt na plasmatickuu membr.ínu v závislosti na Han DC a kol. 2001, 

aktivaci tyroxin kinázy c-kit. Jalm T a kol. 2002 

Inhibuje transiokaci Akt z cytosolu na plasmatickou membránu Paramio JM a kol. 2001 

TIb3 po vazbě na kinázovou doménu Akt redukuje míru Du K a kol. 2003 

fostorylace této kinázy. 

Periplakin se váže na PH doménu Akt kinázy a ovlivňuje tak její van den Heuvel AP 

lokalizaci v rámci buňky. a kul. 2002 

Hsp 90 působí spolu s cdc37 jako kinázový chaperon stabilizující Solit DB a kol. 2003 

Akt 

Hsp 27 působí jako chaperon vážící se specificky na Akt ísoformy Konisbi H a kol. 1997, 

během působeni stresu. Rane MJ a kol. 2003 

14 



1.4.4. Efektory a fyziologické důsledky aktivace Akt 

Stimulovaná Akt kináza působí na řadu efektoru (obr. 4), které budou blíže diskutovány 
v následujícím textu. 

Buněčné 

proliferace 
Retinoblastoma 

p21CIPl 
p27KIPl 

MDM2 

Aktivni Akt 

- 7~ 
"0-Bad 

8<:1-2 
Bc~Xl 
FKHR 

FKHRLl 
AFX 
IKKa 
ASKl 
NF-kB 

GlukosoW 
metaboliSmus 

GSK3 
GLLrf 4 

Produkce NO 
eNOS 

Syntéza 
protelnCl 

mTOR 
4E-BPl 

Obr 4: Efektorové molekuly Akt kiuázy (Ždychová J a Komers R 2005) 

1.4.4.1. Metabolické funkce 

Akt je důležitým mediátorem biologických funkcí insulinu. Velmi důležitým efektem tohoto 
hormonu je zvýšení transportu glukosy v !Ůzných insulin senzitivních tkáních a buňkách 
kosterního svalstva nebo adipocytů. PI 3K1 Akt signalizace je, alespoň z části, zapojena v 
procesu insulinem indukované stimulace hlavního glukosového transporteru, ke kterému 
dochází na základě translokace transporteru z intracelulárních vesikulů na plazmatickou 
membránu insulin-senzitivních buněk (Frevert EU a ko1.1998, Okada T a kol. 1994). Studie 
prokázaly konkrétní zapojení Akt v procesu insulinem stimulované translokace transporteru 
GLUT 4 na plazmatickou membránu (Cross DA a kol. 1995, Kohn AD a kol. 1996, Hajduch 
E a kol. 1998, Calera MR a kol. 1998). Studie Franke TF a kol (1997) využívající inhibici Akt 
pomocí dominantně negativní mutace pak navíc prokázala zapojení dalších kináz do procesu 
stimulace transportu glukosy. Dalším mechanísmem, kdy se Akt podilí na regulaci 
metabolických funkcí je proces insulinem indukované syntézy glykogenu zahrnující 
modifikaci aktivíty glykogensyntázy 3 beta (GSK 3 beta) (Cross DA a kol. 1995, Lawrence 
JC Jr a Roach PJ 1997). 
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1.4.4.2. Efekt Akt na syntézu proteinů 

Vliv Akt na syntézu proteinů je úzce spjat s růstem a mitogenezí a to prostřednictvím 
známého vlivu PI 3K1 Akt signalizace na regulaci aktivity kinázy. mammalian target. of 
rapamycin (mTOR) a jejích efektorů (Scott PH a kol 1998). Ribosomální p70 protein S6 
kinasa 1 (S6Kl) a iniciační faktor pro vazbu 4E proteinu 1 (4E BP1) jsou mTOR podřazené 
regulační proteiny známé svým zapojením v procesu kontroly translace (Fingar DC a kol. 
2002). Iniciační translační faktor 4F (eIF4F) tvoří spolu s ostatními regulačními faktory 
aktivní komplex vážící se na strukturu čepičky mRNA. Protein 4E BPl interaguje 
v hypofosforylovaném stavu s faktorem eIF4F, čímž negativně .reguluje proces iníciace 
translace. Vlivem aktivity mTOR pak dochází k fosforylaci tohoto inhibičního proteinu 
mající za následek uvolnění faktoru eIF4F a tvorbu aktivního komplexu a translaci. S6Kl je 
zapojena do procesu regulace syntézy proteinů prostřednictvím fosforylace 40S 
ribosomálního proteinu S6. (Pullen N a Thomas G 1997), díky čemuž dojde k nárůstu 
efektivity translace. 

Existují důkazy i o tom, že například již dříve zmiňovaný Akt efektor, GSK 3 beta, 
zastává rovněž důležitou regulační roli v procesu translace. GSK 3 beta fosforyluje největší z 
pěti podjednotek faktoru eIF2 podílející se na výměně GDP za GTP (Welsh GI a kol. 1998). 
Vlivem růstových stimulů tak dochází ke změně aktivity GSK 3 beta, což se projevi poklesem 
míry fosforylace této podjednotky eIF2Be a iniciací syntézy proteinů (Kimball SR a kol 
2002). 

1.4.4.3. Zapojení Akt v antiapoptotických procesech a procesech buněčného přežívání 

Akt kináza zastává důležitou roli v procesech buněčného přeživání spojených s růstovými 
faktory a připojením k extracelulární matrix. Zvýšená exprese nebo aktivita Akt kinázy může 
zachránít buňku před apoptózou vyvolanou vlivem stresových signálů (Kaufmarm-Zeh A a 
kol 1997, Khwaja A a kol. 1997). Akt kinázaje zapojena do procesů regulace apoptózy hned 
na třech úrovních. 

První z nich je úroveň regulace transkripce antiapoptotických genů a genů důležítých 
pro buněčné přežívání. Akt se účastní tohoto procesu přímou fosforylací transkripčních 
faktorů. 

Dalším mechanismem, kterým Akt ovlivňuje přežívání buněk je přímá fosforylace 
klíčových proteinů proapoptotické kaskády jako jsou protein BAD náležicího do rodiny Bcl-
2 proteinů (del Peso L a kol. 1997, Datta SR a kol. 1997) a kaspasa 9 (Cardone MH a kol. 
1998). 

Akt kináza ovlivňuje proces apoptózy rovněž modulací komplexu GSK 3 beta! beta 
katenin. Beta katenin je multifunkční protein mající důležitou úlohu v rámci signální dráhy 
Wntl wingless (Cadigan KM a Nusse R 1997) v rámci které je zapojen v procesu kontroly 
buněčného cyklu a apoptózy. GSK 3 beta provádí fosforylaci serin! thereoninových zbytků na 
N terminálním konci beta kateninu, což představuje klíčový proces vedoucí k ubiquitinaci a 
následmé proteolytické degradaci beta kateninu ubiquitin proteasovým systémem (Amit S a 
kol. 2002). 
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1.4.4.4. Zapojení Akt do regulace buněčného cyklu 

Proliferace buněk je regulována řetězcem dějů nazývaných buněčný cyklus skládajícího se z 
Gl, S, G2 a M fáze. Přechod mezi fázemi cyklu je regulován pomoci regulačních proteinů 
buněčného cyklu jakými jsou pozitivně působící cykliny a cyklindependentní kinásy (CDK). 
Komplexy cyklinl CDK indukují přechod přes kontrolní restrikční body buněčného cyklu. 
Skupina CDK inhibičních proteinů vážících se na CDK nebo ke komplexům CDK-cyklin pak 
způsobuje blok kinázové aktivity těchto proteinů. lnhlbitory CDK jako p21 WAFl a p27 
KlPI způsobují Gl blok. Akt kináza je známým regulátorem buněčného cyklu hned několika 
pozitivně modulačními mechanísmy. Snižuje transkripci inhibičních CDK p21 WAFl a p27 
KlPI a zároveň tyto proteiny ihibičně fosforyluje (Medema RH a kol. 2000, Shin I a kol. 
2002, Zhou BP a kol. 2001). Další mechanismus, jakým PI 3K1 Akt signální dráha pozitivně 
reguluje buněčnou proliferaci, je závislý na aktivitě GSK 3 beta. GSK 3 beta fosforyluje 
cyklin D, čímž jej předurčuje pro proteasomovou degradaci (Diehl JA a kol. 1998, Shao J a 
kol. 2000). Akt inhibuje tyto negativně-modulační funkce buněčného cyklu inhibiční 
fosforylací GSK 3 beta (Cross DA a kol. 1995, van Weeren PC a kol. 1998). Mimo uvedené 
mechanismy ovlivňuje aktivita Akt kinázy také míru fosforylace retinoblastomu (Brennan P a 
kol. 1997) a moduluje regulační funkce proteinu MDM2. Oba tyto děje mají za následek 
buněčnou proliferaci. Protein MDM2 neovlivňuje pouze progresi buněčným cyklem, ale je 
zapojen i v regulaci apoptózy a to v obou případech skrze ovlivňování transkripce a aktivity 
klíčového regulačního proteinu p53 (Mayo LD a Donner DB 2001). 

1.4.4.5. Role Akt ve vaskulární biologii 

Signalizace prostřednictvim Akt ovlivňuje ve vaskulatuře v závislosti na typu podnětu 
stimulu řadu procesů včetně angiogeneze a tvorby oxidu dusnatého (NO). 

1.4.4.5.1. Vasodilatace závislá na endotelu 

Endoteliální syntáza NO (eNOS) je enzym zapojený v tvorbě NO. NO je mocným 
vasodilatátorem. Proteinkináza Akt má klíčovou úlohu v dějích souvisejích s tvorbou NO 
prostřednictvim eNOS. Aktivita eNOS je regulována na úrovni post-translačních modifikací, 
proteinových interakcí a subceluláruí lokalizace. Akt způsobuje v závislosti na přítonmosti 
Ca2+ iontů, ale i Ca2

+ nezávislým mechanísmem, aktivaci eNOS (Dimmeler S a kol. 1999, 
Fulton D a kol. 1999) spočívající ve fosforylaci eNOS na serinu 1177/1179, mající vliv na 
redukci inhibiční interakce eNOS s caveolinem-l a stimulaci vazby eNOS s 
calmomodulinem. Vazba eNOS na "scaffold" protein caveolin-l sekvestruje eNOS do caveol, 
útvarů tvořených plasmatickou membránou, čímž je inhibována funkce eNOS (Frank PG a 
Woodman 2003). Modulace Akt aktivity tak skrze produkci NO ovlivňuje vaskuláruí tonus 
(Luo Z a kol. 2000). Akt může být za fyziologických podmínek aktivována některými 
růstovými faktory, např. VEGF nebo inzulinem , které představují nejvýznanmější Akt 
aktivátory tvorby NO (Fulton D et al. 1999, Zeng G a kol. 2000, Zeng G a Quon MJ 1996). 

1.4.4.5.2. Angiogeneze 

Angiogeneze představuje proces postnatální neovaskularizace zprostředkovaný proliferaci, 
migrací a remodelací plně diferenciovaných buněk endotelu z preexistujících cév (Isner 1M a 
Asahara T 1999). K angiogenetickým procesům dochází jak za normálních, tak za 
patologických podmínek. Aktivace Akt kinázy reguluje aktivitu řady signálních kaskád 
potenciálně zapojených v procesu angiogeneze. Akt kináza tak ovlivňuje nejen takové 
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procesy jakými je inhibice indukce apoptózy, ale inteďeruje rovněž s řadou biologických 
funkcí endoteliální vrstvy jako je vaskulární remodelace a integrita cév v procesu 
angiogeneze. Je známo, že právě apoptóza endoteliálních buněk má klíčovou roli v procesu 
regulace neovaskularizace. Angiogenní faktory jako VEGF nebo angiopoetin tak nejellŽe 
stimulují proliferaci a migraci endoteliálních buněk, ale podílejí se na inhibici apoptózy 
endoteliálních buněk (Gerber HP a kol. 1998, Gerber HP a kol. 1998a, Fujio Y a Walsh.K 
1999, Kim I a kol. 2000) mechanismem zahrnujícím Akt signalizaci (Gerber HP a kol. 1998, 
Kim I a kol. 2000). 

1.4.5. Patofyziologie Akt kinázy při diabetu 

Diabetické metabolické milieu vykazuje řadu efektů ovlivňujíc~ch buněčnou integritu a 
funkce vycházející z alterací transdukce signálu. Pokrok v chápání fYziologie a patofYziologie 
širokého spektra signálních kaskád a jejich vzájemných interakcí otevřel nový prostor pro 
výzkum. Změny, zahrnující pokles i nárůst aktivity Akt kinázy , byly zaznamenány v rámci 
experimentálního a klinického kontextu v četných tkáních postižeých diabetem. 

1.4.5.1. Patofyziologie Akt při DM2 

1.4.5.1.1. Úloha Akt při patofyziologii insulinové rezistence 

S ohledem na úlohu, kterou zastává PI 3K1 Akt signální kaskáda v rámci insulinové 
signalizace, není překvapivé, že se o tomto systému uvažuje jako o možném místě zasaženém 
insulinovou rezistencí. Rada studií využívající insulin senzitivní buňky a tkáně v rozličných 
experimentálních uspořádáních, pak potvrdila správnost tohoto předpokladu (Krook A a kol. 
1997, Rondinone CM a kol. 1999, CarvaIho E a kol. 2000, Song XM a kol. 1999). Na druhé 
straně však byly, navzdory defektům v transdukci signálu předcházejícím úroveň Akt, 
zaznamenány příklady normální Akt aktivity (Kim YB a kol. 1999a, Storgaard H a kol. 2001, 
Nadler ST a kol. 2001). Tyto nálezy svědčí pro to, že na aktivaci Akt kinázy se za těchto 
diabetických podmínek pravděpodobně podílí celá řada dalších kináz. Je důležité zmínit, že 
výzkum uvádějící defektní Akt aktivity svědšící pro přítomnost insulinové rezistence byl 
prováděn za využití suprafYziologických koncentrací inzulinu (Krook A a kol. 1998). Z 
tohoto důvodu se zdá být důležité srovnání basální úrovně Akt fosforylace a aktivity za 
fyziologických hladin insulinu. 

1.4.5.1.2. Akt a vaskulární komplikace při DM2 

Nárůst hladiny cirkulujícího insulinu, vzníklý v důskedku insulinové rezistence, může mít 
teoreticky vliv na moďologii a funkci řady orgánů. Je zdokumentováno, že funkce endotelu, 
měřená jako míra insulinem-indukované vasodilatace, je u insulin rezistentních diabetických 
pacientů redukována (Howard G a kol. 1996). Studie rovněž naznačují možnou disociaci 
růstových a vasomotorických efektů insulinu ve vaskulatuře za těchto insuHn rezistentních 
podmínek. Zatímco na úrovní signální kaskády PI 3K1 Akt vedoucí k aktivaci eNOS a tvorbě 
vasodHatačně působícího NO dochází k a1teracím, aktivita kaskády zprostředkující transdukci 
proliferativních a růstových signálů je za těchto podmínek neporušena a k přenosu signálu 
dochází pravděpodobně prostřednictvím ERK kináz náležejících do rodiny aktivovaných 
proteinových kináz (MAPK) (Jiang ZY a kol. 1999). 
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1.4.5.1.3. Akt signalizace v ledvinách při DM2 

Ledviny jsou cílovým orgánem mnoha účinků insulinu. Řada in vitro a in vivo studií 
naznačuje , že účinky insulinu a Akt signalizace ovlivňují v ledvinách syntézu proteinů, 
viabilitu, stejně jako renální hemodynamiku, tvorbu NO nebo retenci sodíku, tedy 
mechanismy relevantní pro renální patofyziologii (Feliers D a kol 2001, Bhandari BK a kol. 
2001, Senthil D a kol. 2002, Hiromura K a kol. 2002, Bridgewater DJ a kol. 2005, Hayashi 
K a kol. 1997, Schmetterer L a kol. 1997, Schnyder B a kol. 2002). 

1.4.5.2. Patofyziologie Akt při DMI 

1.4.5.2.1. Akt a insulitida 

Podkladem pro vzník DMI jé autoimunítní destrukce beta buněk Langerharsových ostrůvků. 
Jak bylo již dříve uvedeno, Akt kináza se podílí na transdukci většiny signálů pro buněčné 
přežití. Vsouladu s tím studie prokázaly souvislost mezi zvýšenou expresí Akt kinázy v beta 
buňkách a zvýšením objemu beta buněk spolu se zvětšením plochy Langerharsových 
ostrůvků v pankreatu, což bylo provázeno rovněž zlepšením stavu glukosové tolerance u 
experimentálního modelu diabetu (Bernal-Mizrachi E a kol. 2001, Tuttle RL a kol. 2001). V 
tomto kontextu je důležité zmínit se rovněž o pozitivním vlivu PTEN, přirozeném antagonísty 
Akt kinázy (Stiles BL a kol. 2006). Delece PTEN vede ke zvýšení buněčné proliferace a 
poklesu míry apoptózy a zároveň také k signífikantnímu nárůstu objemu beta buněk bez 
zjevné alterace jejich diferenciace. 

1.4.5.2.2. Akt a vaskulámí komplikace při DMI 

V průběhu léčby DMI jsou buňky vystaveny účinkům fluktuujících hladin glukosy v krvi a 
exogenního inzulinu. Jak bylo již dříve prokázáno, jak glukosa, tak insulin modulijí aktivitu 
Akt kinázy v různých buněčných typech. Z tohoto důvodu je predikce Akt aktivity v případě 

. konkrétních cévních systémů velmi obtížná, zejména je-li aktivita Akt kinázy rovněž tkáňově 
specifická (Gerhardinger C a kol. 2001, Joussen AM a kol. 2002, Thirone AC a kol. 2002, 
LavioláL a kol. 2001, Dobrzynski E a kol. 2002). 

1.4.5.2.3. Akt signalizace v ledvinách při DMI 

Renální hypertrofie, ákumulace extracelulární matrix, alterace procesu apoptózy, stejně jako 
změny renální hemodynamiky, to vše jsou patofyziologické procesy účastnící se vzníku 
nefropatie během DMI (Cooper ME 1998). S ohledem na množstvi funkcí Akt je možné, že 
nezměněná aktivita této kinázy se rovněž podílí na vzníku DN. Například studie Nagai K a 
kol (2005) prokázala s využitím experimentálního DMI modelu vliv signální kaskády 
AktImTOR na mesangiální hypertrofii. Stejná studie se rovněž zabývala vlivem p27, Akt 
podřazeného inhibitoru cyklin dependentních kináz, na vzníku mesangiální hypertrofie. 
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Obr 5: Vliv živin a insulinu na mTOR! S6Kl signální dráhu mTOR! S6Kl signální 
dráha zpracovává za účelem kontroly buněčného růstu signály z růstových faktorů (insulinu) a 
živin. Aminokyseliny působí aktivaci mTOR skrze modulaci inhibiční funkce TSC komplexu 
a stimulací proteinu Rheb. Glukosa moduluje aktivitu mTOR prostředníctvím 5' AMP 
aktivovaná protein kinázy (AMPK), když na základě dostupnosti ATP v buňce přímo 
fosforyluje TSC2 protein, mechanísmem nezávislým na Akt kináze, a reguluje tak aktivitu 
multiproteinového komplexu, jehož součástí je i mTOR Insulin prostředníctvím insulinového 
receptoru aktivuje PB K a Akt kinázu. Aktivní Akt fosforyluje a tím inaktivuje TSC2, což má 
za následek stimulaci funkce Rheb jako pozitivního stimulátoru mTOR aktivity. S6Kl a 4E 
BPl jsou mTOR podřazené regulační proteiny známé svým zapojením v procesu kontroly 
translace. S6Kl se rovněž podílí, prostředníctvím zpětné vazby, na regulaci aktivity ms. 
(Um SH a kol. 2006) 
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1.5.1.1. Růstové faktory 

Růstové faktory ovlivňují aktivitu mTOR dráhy skrze aktivitu nadřazené PI 3K1 Akt signální 
dráhy (Wullschleger S a kol. 2006) v detailech diskutované již v předchozím textu. Recentní 
studie pak podaly důkaz o úloze proteinů TSCl a TSC2 v procesu aktivace mTOR. Proteiny 
TCS jsou produkty genů tuberického skterotizujícího komplexu a uplatňují se jako negativní 
regulátory mTOR signalizace. Komplex proteinů TSC je přímo podřazen PI 3K1 Akt 
signalizaci (Manning BD a kol. 2002) a je zapojen v přenosu signálu z růstových faktorů a 
živin. Podle dnes preferovaného modelu působí Akt fosforylaci TCS2, vlivem čehož je zrušen 
inhibiční vliv TSC komplexu na mTOR signalizaci. Objev Rheb, proteinu přímo podřazeném 
TSC komplexu, pak ještě víc rozšířil znalosti o mechanísmu aktivace mTOR. Rheb je vysoce 
konzervovaný malý GTP vazebný protein. TSC2 stimuluje Rheb prováděnou hydrolýzu in 
vivo a in vitro (Castro AF a kol. 2003, Garami A a kol. 2003, Inoki K a kol. 2003a, Tee AR a 
kol. 2003, Zhang Y a kol. 2003). Podle zjednodušeného modelu tak hypofosforylovaný 
komplex TSC proteinů inhibuje mTOR aktivitu díky stimulaci Rheb GTP hydrolýzy 
zprostředkované TSC2 GAP aktivitou, čímž inhibuje funkce Rheb jako pozitivního 
stimulátoru mTOR aktivity. 

1.5.1.2. Živiny a energie 

Dosud není zcela přesně známo, jakým způsobem je protein mTOR zapojen do transmise 
takovýchto signálů. Ačkoli detaily tohoto procesu nejsou stále detailně prozkoumány, řada 
studií podala možná vysvětlení. Zdá se, že aktivita mTOR je regulována dostupností živin, 
zároveň se ovšem mTOR podílí na kontrole exprese genů závislých na příjmu živin a to skrze 
modulaci subcelulární lokalizace řady transkripčních faktorů (Crespo JL a kol. 2002). V 
procesu regulace syntézy proteinů se uplatňují jak aminokyseliny, tak glukosa. 
Aminokyseliny působí aktivaci mTORCl skrze modulaci inhibiční funkce TSC komplexu a 
stimulaci Rheb (Wullschleger S a kol. 2006). Studie Denís PB a kol. (2001) pak prezentuje 
zjištění, že při dostupnosti aminokyselin je množství ATP v buňce dalším důležitým 
faktorem regulujícím aktivitu mTOR. V tomto procesu je, jak se zdá, zapojena 5' AMP 
aktivovaná protein kinása (AMPK). K aktivaci AMPK dochází vlivem zvýšení poměru 
AMP/ATP. AMPK funguje jako citlivý ATP senzor v procesu regulace aktivity mTOR, když 
na základě deplece hladiny ATP v buňce přímo fosforyluje TSC2, což v konečném důsledku 
vede ke zvýšení GAP aktivity TSC2 a inhibici mTORCl signalizace (Inoki K a kol. 2003). 

1.5.2. Patofyziologie mTOR během diabetu 

Výzkum týkající se míry aktivity proteinu mTOR ve vztahu k dostupnosti živin naznačuje 
možnost zapojení tohoto systému v procesech spojených s obezitou a insulinovou rezistencí 
(Um SH 2006, Patti ME a Ka1m BB 2004). Podle nedávných studií by pak mohla být aktivita 
insulinové signální kaskády modulována mimo jiné rovněž zpětnou vazbou skrze mTOR 
zprostředkovanou aktivitu S6Kl, která snižuje aktivitu Akt kinázy indukovonou insulinem 
mechanísmem zahrnujícím snížení aktivity IRSl (Um SH a kol. 2006, Harrington LS a kol. 
2005). IRSI signální protein skutečně obsahuje několik míst, kam se váže aktivní S6Kl 
(Shah OJ a Hunter T 2006). Na základě těchto poznatků byl vytvořen model, podle kterého 
fosforylace IRSl, k nimž dochází vlivem zvýšené aktivity S6Kl, vede k poruše interakce 
tohoto signálního mediátoru s insulinovým receptorem a k degradaci tohoto proteinu. Mimo 
to se zdá, že popsaným mechanísmem závislým na mTOR! S6Kl je rovněž ovlivněna aktivita 
IRS2 (Shah OJ a kol. 2004). V konečném důsledku pak tento mechanísmus vede k projevům 
a1terace insulinové signalizace v kaskádě. 
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1.5.3. Patofyziologie mTOR a diabetická nefropatie 

Řada patofyziologických mechanismů zapojených do procesu vzniku DN je ovlivněna 
aktivitou mTOR. Například studie Nagai K a kol (2005) prokázala vliv signální dráhy PI 3K1 
Akt! mTORl p 70 S6 a 4E BPl a úlohu CDK a jejího inhibitoru p27 KIP v procesu rozvoje 
glomerulární hypertrofie. Podání rapamycinu in vivo pak mimo jiné brání rozvoji například 
albuminurie, zbytnění glomerulární membrány nebo poškození glomerulů (Yang Y a kól. 
2007). Tyto nálezy tak svědší pro benefiční vliv rapamycinové léčby blohující 
prohypertrofickou mTOR signalizaci v ledvinách. 

1.6. Úvod do biologie cyklooxygenáz 

Cyklooxygenázy (COX) jsou enzymy iniciující první krok při syntéze biologicky 
významných prostanoidů, jakými jsou prostaglandiny (pG) ~, F2, G2, a 12 a tromboxan A2 
(TxA2). Prostanoidy jsou velmi důležité látky s významnou úlohou v řadě fyziologických a 
patologických procesů v organismu (Smith WL a Langenbach R 2001). Mezi tyto procesy 
patří např. modulace zánětlivého procesu, ochrana gastrointestinálního traktu, hemostáza, 
angiogeneze nebo renální hemodynamika. Prostaglandiny jako PgI2 a PgE2 způsobují renální 
vasodilataci a udržují glomerulární filtraci, především za podmínek převahy působení 
vasokonstriktorů jako je AngII (Jaimes EA a kol. 2005). Dále se tyto působky vyznačují 
významným natriuretickým a diuretickým působením. Další významný prostanoid, TxA2, 
naopak způsobuje renální vasokonstrikci a díky schopnosti aktivovat TGF-beta působí 
preskleroticky (Negrete H a kol. 1995). Do dnešního dne byly v genomu savců identifikovány 
nejméně dvě isoformy COX proteinů. Cyklooxygenáza 1 (COX-l) a cyklooxygenáza 2 
(COX-2) se vykazující cca 60010 sekvenční homologii (Xie WL a kol. 1991) a jsou kodovány 
různými geny lokalizovanými na odlišných chromozomech. V nedávné době byla 
charakterizována třeti COX isoforma, COX-3, která představuje variantu COX-l vzníklou 
odlišným sestřihem (Chandrasekharan NV a kol. 2002). V následujícm textu budou ovšem 
blíže diskutovány pouze ioformy COX-l a COX-2. Obě izoformy COX jsou membránově 
vázané enzymy s podobnou terciální strukturou a vykazují rovněž podobnosti ve struktuře 
aktivního místa enzymu (picot D a kol. 1994, Kurumbail RG a kol. 1996). 
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Obr 6: Schématické znázornění biosyntézy prostanoidů z kyseliny arachidonové 

(Cronstein BN 2002) 

1.6.1. Exprese a aktivita cyklooxygenázových isoforem 

Ačkoli se isoformy eox zásadně neliší strukturou ani katalytickou aktivitou, k zásadním 
odlišnostem dochází na úrovní exprese, funkce a lokalizace v organismu. Zjednodušeně lze 
říci, že eOX-1 představuje konstitutivní isoformu, jejíž exprese je regulována hormonálními 
signály ovlivňijícími buněčnou homeostázu. eOX-1 je zodpovědná za syntézu 
cytoprotektivních prostag1andinů ve slizníci gastrointestinálního traktu, především v žaludeční 
slizníci. Hraje rovněž významnou roli v hemodynamické regulaci ledvin a v syntéze 
tromboxanu A2 v krevních destičkách. Zatímco je eOX-1 jako konstitutivní forma enzymu 
přítomna v mnoha buněčných typech v konstantním množství, aktivita inducibilní eOX-2 je 
za fyziologických podmínek téměř nezjistitelná a její exprese v organismu je je omezena 
především na místo zánětu. K nárůstu exprese COX-2 tak dochází vlivem řady zánětlivých, 
mitogenních a fyzikálních stimulů (Tetsuka T a kol. 1996, Fletcher BS a kol. 1992). 
Promotorová oblast eOX-2 genu obsahuje řadu regulačních oblastí jako NF kB, eRB, AP2 
nebo SPI (Fletcher BS a kol 1992, Sirois J a kol. 1993, Inoue K a kol. 1995, Yamamoto K a 
kol. 1995, Kosaka T a kol. 1994) vážící transkripční faktory jejichž aktivita je ovlivněna 
mimo jiné rovněž aktivitou MAPK a Akt kinázy. 
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1.6.2. Exprese a aktivita cyklooxygenázových isoforem v ledvinách 

Renoprotektivní účinky vazodilatačních prostag1andinů produkovaných COX-I isoformou se 
uplatňují zejména při udržení dostatečného renálního průtoku v připadě některých 
patologických stavů (srdeční selhání, jaterní cirhóza, renální insuficience). Ačkoli je COX-2 
považována za inducibilní enzym produkující prostag1andiny zodpovědné za vzník bolesti a 
zánětu, v ledvinách je tato isoforma exprimována konstitutivně a to v macula densa a v 
Henleyově kličce (cTALH) u zvířecích modelů jako potkan, myš, králík nebo pes. U člověka 
pak dochází k expresi COX2 rovněž v podocytech (Campean V a kol. 2003, Harris RC a kol. 
1994, Komhoff M a kol. 1997). Exprese COX-2 je u člověka omezena a dochází k ní u 
pacientů starších 60 let (Harris RC 2006). Macula densa představuje v ledvinách oblast tvořící 
důležitou součást renin-angiotensinového systému ovlivňující hospodaření se solemi a fluidní 
objem v ledvinách (Schnermann J a Briggs JP 1999). K nárůstu produkce COX2 v macula 
densa dochází napřiklad vlivem deprivace solí, což ukazuje na význam prostaglandinů 
produkovaných tímto enzymem pro proces absorbce solí v ledvinách v závislosti na jejich 
dostupnosti (Nantel F a kol. 1999). U několika modelů progradujících renálních onemocnění, 
včetně modelů DMI, pak byla rovněž zaznamenána zvýšená exprese COX-2 (Cheng RF a 
kol. 2002, Komers R a kol. 200 I). Dlouhodobé studie prokázaly pozitivní vliv selektivní 
inhibice COX-2 na rozvoj proteinurie a renálních strukturálních změn (Cheng RF a kol. 2002, 
Sanchez PL a kol. 1999, Wang JL a kol. 2000). 
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2. Cíle studie 

Práce je zaměřena na studium aktivity Akt a jejích efektoru, proteinů mTOR a eNOS, spolu s 
expresí a aktivitou cyklooxygenáz v časných fázích diabetu a jejich úlohu v patofyziologii 
renálních moďologických a hemodynamických změn při diabetu. 

Práce shrnuje studie zaměřené na následující dílčí cíle: 

11 Studium ativity Akt kinázy a jejího efektoru, mTOR, v kůře ledvin streptozotocinových 
diabetických potkanů, modelu DMI, a příslušných kontrol ve vztahu ke stupni metabolické 

kompenzace. 

2/ Studium aktivity Akt kinázy a jejich efektoru, proteinů mTOR a eNOS, v kůře ledvin 
diabetických obéznich potkanů kmene Zucker, modelu DM2, a příslušných kontrol ve 
vztahu k plazmatickým hladinám insulinu. 

3/ Studium vylučováni prostanoidů v moči a exprese COX isoforem v kůře ledvin DM2 
experimentálniho modelu (Zuckerův diabetický obézni potkan) a příslušných kontrol ve 
vztahu k plazmatickým hladinám insulinu. 
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3. Metody 

3.1. Zvířecí modely diabetu použité ve studiích 

3.1.1. Model DMI: 

Diabetes byl u dospělých osmi týdenních samců potkana kmene Wistar (200-300g) vyvolán 

i.v. aplikací streptozotocinu (STZ, 65 mg! kg, jako vehikulum byl použit citrátový pufr pH 

4,0 v koncentraci 0,1 mmol/ L). Kontrolní skupině zvířat byl podán pouze citrátový pufr. 

STZ potkaní představují dobře popsaný model DMI. STZ ničí beta buňky pankreatu za 

vzniku insulinopenie. Model vykazuje četné změny glomerulárni ultrastruktury a renálních 

funkcí (Cooper ME a kol. 1988, A1len TJ a kol. 1990). K uvedeným studiím byl použit STZ 

model s tůzným stupněm metabolické kompensace. Měření byla prováděna ve 4 týdnu po 

navození diabetu. 

3.1.2. Model DM2 : 

Ve studiích byli využiti samci Zuckerova obézního potkana (ZDF) a kontrolni zvířata (ZL) 

dodaná firmou Charles River, Sulzfeld, Německo. ZDF potkaní jsou metabolicky velmi dobře 

charakterizování: autosomálně-recesivní mutace fa genu kodujícího leptinový receptor vede k 

hyperfagii, obezitě a hyperlipidemii (phillips MS a kol. 1996). Pokusná zvířata vykazují 

většinu metabolických abnormalit asociovaných s DM2 jako například insulinovou rezistenci, 

hyperinsulinémie, porucha glukosové tolerance a postupně se zvyšující hladinu cukru v krvi 

(lonescu E a kol. 1985). ZDF potkaní jsou rovněž hojně využívaným modelem pro studium 

nefropatie asociované s DM2 (Zucker LM 1965, Kasiske BL a kol. 1992). S narůstajícím 

věkem se u zvířat spontánně vyvíjejí proteinurie a ohniska segmentální glomerulosklerosy, 

což pak spolu s rozvojem dalších funkčních a strukturálních abnormalit vede k selhání ledvin 

(Zucker LM 1965, Kasiske BL a kol. 1985). 

Se zvířaty bylo nakládáno dle metodických pokynů zákona na ochranu zvířat proti 

týráni. Zviřata byla chována ve standardnim chovu s volným přístupem k potravě a vodě a 

střídáním period světla a tmy po 12 hodinách. K usmrceni zvířat dekapitací došlo bez 

předchoziho hladověni. Ihned po usmrcení byla zviřatům odebrána krev a byly zjištěny 

hodnoty krevniho cukru a hladiny insulinu v séru. Zvířatům byly rovněž ihned odebrány 

ledviny. Dekapsulace ledvin a jejich rozděleni na korovou a dřeňovou část bylo provedeno na 

ledu. Získané vzorky tkáni byly zamraženy v tekutém dusíku a pak dlouhodobě uchovávány 

při teplotě -80 stupňů až do dalšího zpracování. Polovina pravé ledviny byla prosycena 10% 

formalínem a později využita k imunohistochemickým analýzám. 

3.2. Homogenizace tkáně 

Tkáň renálního kortexu byla homogenizována v chlazeném extrakčnim pufru elektrickým 

homogenízátorem a centrifugací (850G po 10 min při 4 0c) zbavena zbytků tkáně a jaderné 

frakce. Supernatant byl znovu centrifugován (100 OOOG po 60 min při 4°C). Tímto způsobem 

byla získána cytosolická frakce tvořící supernatant a membránová frakce obsažená v 

usazenině. V následujících studiích byly za účelem analýzy immunoblottingem dále využity 

cytosolické frakce. Koncentrace proteinů ve vzorcích byla zjištěna pomocí komerčního BCA 

kitu (Pierce, Rockford, lL, USA) při dodržení postupu doporučeného výrobcem. 
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3.3. Akt kinázová assay 

Míra Akt aktivity byla merena s využitím komerční kinázové assay (Cell Signaling 

Technology, Inc., Danvers, MA, USA) při dodržeIÚ postupu doporučeného výrobcem 

spočívajícím v immunoprecipitaci homogenátu renální kortikální frakce s imobilizovanou anti 

fosfo Ser 473 Akt protilátkou následovanou inkubací immunoprecipitátu se substrátovým 

GSK3 fuzním proteinem za přitomnosti ATP. Mira fosforylace GSK3 proteinu, vyjadřujíc! 

míru Akt aktivity, pak byla stanovena s využitím techníky immunoblotingu a anti-fosfo­

GSK3 protilátky. 

3.4. Immunoblotting 

Míra exprese proteinů COX-l, COX-2, PTEN, Akt a jejich efektorů mTOR a eNOS byla 

měřena za využití techniky immunoblottingu s využitím primárních protilátek COX-l, COX-2 

(1 :500; Cayrnan Cheminal, Ann Arbor, Ml, USA) a PTEN, Akt, mTOR a eNOS (1 :750; Cell 

Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA). Metoda immunoblotingu je založena na 

transféru proteinů rozdělených pomocí sodium dodecyl sulfátového polyakrylamidového gelu 

(SDS-PAGE) na membránu a následné detekcí specifického proteinu pomocí vizualizace 

vazby antigen-protilátka využívající značenou sekundární protilátku (Kurien BT a Scofield 

RH. 2006). V tomto případě byly příslušné sekundární protilátky značeny křenovou 

peroxidázou (pierce, Rockford, IL, USA) a k vizualizaci produktu na rentgenový film 

(Kodak, Rochester, NY, USA) došlo pomocí chemiluminiscenčního kitu (pierce, Rockford, 

IL, USA) a dodržeIÚ pracovního postupu doporučeného výrobcem. Po detekci produktu byly 

membrány v souladu s postupem navrženým výrobcem inkubovány po 30 min v komerčIÚm 

reblotovacím roztoku (Chemicon International, Temecula, CA, USA) a následně po 60 min 

blokovány v roztoku mléka. Specifický produkt byl, stejně jako v předchozím připadě 

detekován chemiluníniscencí. Exprese jednotlivých proteinů byly vztaženy k expresi aktinu 

(1 :2000; Abcam, Cambridge, CA, UK ). Získané filmy byly hodnoceny densitometrií 

s využitím N1H Image gel plotting macro. 

3.5. Immuuohistochemie 

Cílem imunohistochemického stanovení je detekce specifických antigenIÚch determinant 

(molekul či jejich částí) s využitím imunologické vazby, t.j. na principu vazby antigenu a 

protilátky. Pro standardnost provedeIÚ jsou tkáňové řezy nejprve odparafinovány a poté 

rehydratovány před blokací aktivity endogenIÚ peroxidásy a aplikací primární protilátky. V 

případě nepřimé imunohistochemické metody je pak aplikována sekundární protilátka 

konjugovaná s enzymem a specifické barveIÚ je zviditelněno po přidám enzym - specifického 

substrátu (Ambrosius H a Luppa H 1987). 

Této metodiky bylo použito k lokalizaci studovaných proteinů v kůře ledvin 

Standardní procedura fixace lednínové tkáně ve formolu a příprava tenkých řezů byla 

provedena v laboratořích PAP IKEM VlastIÚ immunohistochemické stanoveIÚ fosfo-Akt-Ser 

473 (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA) nebo COX-2 (Cayman Cheminal, 

Ann Arbor, MI, USA) bylo provedeno za využití ABC, resp. SABC metody. Princip metody 

spočívá v OznačeIÚ sekundární protilátky biotinem a jeho následné vazbě se streptavidin­

biotinovým komplexem označeným křenovou peroxidázou. Enzymatická aktivitu této 

peroxidázy po přidáIÚ chromogenu indikovala ta mista v preparátu, na IÚchž došlo k 

primární specifické reakci. 
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3.6. Analytické metody 

IDadina glukosy v krvi byla stanovena s využitím glukosa-oxidační assay (pliva-Lachema, 
ČR). Koncentrace insulinu v séru byly měřeny pomocí RIA kitu (Amersham Biosciences, 
Piscataway, NI, USA). IDadina sérových triacylglycerolů byla stanovena s využitím 
standardní enzymatické fotometrické metody (Bio-latest, ČR). Ke stanovení hladiny sérových 
neesterifikovaných mastných kyselin (NEMK) byl použit komerční kolorimetrický kit 
využívající oxidace acyl-CoA (Roche Diagnostic, Basel, CH). Koncentrace proteinu v moči 
byly stanoveny spektrofotometricky po reakci s kyselinou perchlorovou (plíva-Lachema, ČR). 
Vylučování prostanoidů v moči bylo stanoveno pomocí immunoassay kitu (Cayman 
Chemica1s, Ann Argor, MI, USA). Při využití komerčních kitů bylo postupováno dle 

firemních metodických doporučení.' 

3.7. Statistická analýza 

Data jsou vyjádřena jako průměrná hodnota ± SEM. Ves"kerá statistická vyhodnocení byla 
provedena s využitím analýzy variance (ANOV A) a následným Scheffé testem. Srovnání 
různých způsobů léčby u kontrol a diabetických zvířat bylo provedeno s využitím dvoucestné 
ANOVA s opakováním. Veškerá statístická srovnání byla provedena s využitím softwaru 
Statview SE a Graphic (BrainPower, Ca1abasas, CA, USA). Hodnota p nižší než 0,05 byla 

považována za statisticky významnou. 
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4. Studie I. 

Renální aktivita Akt kinázyl protein kinázy B u obézních Zuckerových potkanů 

4.1. Úvod 

Akt kináza je serinl thereoninová kináza podřazená PBK ( Burgering BM a Coffer PJ 1995) 
významně se uplatňující v procesu insulinové signalizace. Aktivita Akt kinázy reguluje řadu 
buněčných funkcí včetně metabolismu glukosy, buněčné viability, syntézy proteinů atd. 
Porucha insulinové signalizace na úrovni PBKI Akt je součástí patofYziologie insulinové 
rezistence (IR) v kosterním svalstvu, játrech nebo tukové tkáni (Krook A a koL 1998, 
Rondinone CM a koL 1999). Možné alterace Akt signalizace v dalších tkáních, rovněž 
postižených komplikacemi během diabetu, však nebyly dosud dobře prozkoumány. 

Ledviny jsou cílovým orgánem mnoha účinků insulinu. Akt-dependentní procesy se 
podílejí na regulaci mechanismů relevantních pro renální patofYziologii jako jsou syntéza 
proteinů, viabilita, produkce NO, reabsorbee sodíku atd. (Bhandari BK a koL 2001, Senthil D 
a kol. 2002, Hiromura K a kol. 2002, Bridgewater DJ a kol. 2005, Hayashi K a kol. 1997, 
Schmetterer L a kol. 1997, Schnyder B a kol. 2002) a mohou tak přispět k moďologickým a 
funkčním změnám v diabetických ledvinách. 

4.2. Metody 

Metody využité v této studii jsou detailně popsány v sekci 3. 

4.2.1. Uspořádání pokusu 

Předkládaná studie se zaměřuj e na určení renální kortikální aktivity a exprese Akt kinázy a 
jejích efektorů, proteinů mTOR a eNOS, spolu s expresí proteinu PTEN u DM2 modelu 
Zuckerových obézních potkanů (ZDF) a kontrolních zvířat (ZL) ve věku 4 a 12 týdnů. 
Význam vlivu PI3K1 Akt signalizace byl studován v separátním experimentu, kde byl 
skupině zvířat ve věku 12 týdnů intraperitoneálně injikován wortmanin v dávce 100 ~ kg 
tělesné hmotnosti 90 minut před usmrcením. Jako vehikulum bylo využito 15% DMSO 
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO USA) . Získaná data pak byla porovnána s 
výsledky ziskanými u zvířat, kterým bylo aplikováno pouze vehikulem. 

4.3. výsledky 

Základní metabolické a fYzické parametry pokukusných zvířat jsou shrnuty v tabulce č. 5. Dle 
předpokladů byla tělesná hmotnost diabetických zvířat signifikantně vyšší v porovnání s 
kontrolními potkany a to už ve věku 4 týdnů. Ve věku 12 týdnů byl dosažený rozdil v 
hmotnosti zvířat ještě výraznější. U obou věkových skupin došlo k nárůstu hmotnosti ledvin. 
Poměr hmotnosti ledvíny ku hmotnosti těla však u 4 týdenních ZDF nevykazoval rozdíl v 
porovnání se stejně starými kontrolami. U skupiny ZDF potkanů ve věku 12 týdnů tento 
poměr v porovnání se ZL dokonce klesl. U diabetických zvířat jsme zjistili rovněž významný 
nárůst koncentrace insulinu v plazmě a hodnot triacylglycerolů a NEMK v séru. Diabetická 
zvířata obou věkových skupin vykazovala signifikantní nárůst hladiny cukru v krvi v 
porovnání s kontrolami stejného věku. 
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Tabulka 5: základní metabolické a fyzické parametry ZL a ZDF 

_toost 

THesná Hmotnost pravé Plasmati<ký Glokosav Serové 
NEMK 

n Iuno_ pravé lechiDy 
ledviny lnsoIio krYl tria<yIgIy<eroly 

. [mnolll) 

[g] [g) I tělesná [nmolll) [nmolll) [nmolll) 
hmotnost 

ZL4 5 103 !2 0,43±O,01 O,42±O,Ol 0,4O±0.04 4,O±O.1 0,6±0.1 ND 

ZDF4 6 131 ±6A 0,514±O,0IB 0,4O±O,02 0,74±O.07A 5,5±O.6B 1.4±O.lA ND 

ZL 12 5 358±9 1,13±O,05 O,3I±O.OI 0,48±O.09 5,3±O.1 0,9±O.1 0,43±O.02 

ZDF 12 6 538±25B 1295±O,04B 0,24±O,OIB 1,81±O.l9c 6,7±O.3" 4,2±O.4c 0,54±0.02 c 

NEMK, neesterifikované mastné kyseliny. '1><0.01; B p<0.05; C p<O.OOI ZDF vs. ZL 

stejného věku. 

Výsledky stanovení renální kortikální Akt aktivity jsou zobrazeny na obr 7. Ve věku 4 týdnů 
je Akt aktivita u ZDF a ZL potkanů prakticky shodná. Ve věku 12 týdnů však ZDF potkani 
vykazují výrazný nárůst Akt aktivity ve srovnání se ZL skupinou. Tento nález koresponduje s 
nárůstem exprese P-Ser 473 Akt (obr. 8). U 12 týdenních ZDF potkanů rovněž došlo k nárůstu 
exprese celkové Akt (obr.8). výsledky analýzy exprese proteinu PTEN, fosfatásy regulující 
aktivitu Akt kinázy, jsou zobrazeny na obr. 9. Exprese PTEN se mezi věkoVÝ!nÍ skupinami 
nelišila a byla srovnatelná u diabetických i kontrolních zvířat. Imunohistoche!nÍcké studie 
lokalizovaly expresi P-Ser 473 Akt do glomerulů, podocytů a distálních tubulů. Distribuce 
exprese P-Akt Ser 473 byla u skupin diabetických a kontrolních zvířat srovnatelná. 

V souladu se zvýšenou renální Akt aktivitou vykazovala diabetická zvířata ve věku 12 
týdnů rovněž nárůst fosforylace proteinu mTOR. Rozdíl v expresi celkového mTOR mezi 
skupinalní diabetických a kontrolních zviřat nedosáhl statistické významnosti (obr 10). Na 
rozdíl od aktivity mTOR byla fosforylace proteinu eNOS, a to i navzdory zvýšené expresi 
celkové eNOS, u 12 týdenních ZDF potkanů v porovnání s kontrolními zvířaty níŽší. ( obr. 
13). 

Vliv PI3K1 Akt signalizace byl sledován ve zvláštním experimentu u skupin zvířat ve 
věku 12 týdnů, kterým byl jednorázově aplikován inhibitor PI-3 kinázy wortmanin. Fyzické a 
metabolické parametry těchto zvířat byly identické s hodnotalní uvedenými v tabulce 5. Z 
důvodu možného ovlivnění Akt aktivity vehikulem, byla provedena srovnávací měření u 
skupiny zviřat, kterým bylo podáno jen samotné vehikulum (DMSO). Obr ll, panel A 
ukazuje, že samotné vehikulum nemá na sledované parametry žádný vliv. Podání wortmanínu 
vedlo k redukci Akt aktivity u diabetických zviřat, zatímco u kontrol nemělo podání 
wortJnanínu na!nÍru Akt aktivity vliv (obr ll, panel B). Podání wortmanínu ovlivnilo rovněž 
míry fosforylace mTOR a to, stejně jako v předchozim případě Akt aktivity, pouze u skupiny 
diabetických zviřat (obr 12). 
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Obr 7: Renální kortikální aktivita Akt kinázy (kinázová assay) u ZL a ZDF ve věku 4 a 
12 týdnů. 
U 4 týdenních ZDF byla aktivita Akt kinázy srovnatelná se ZL. Zvířata ve věku 12 týdnů 
mají, na rozdíl od mladých zviřat, aktivitu Akt kinázy v renálním kortexu signifikantně vyšší 
v porovnání se stejně starými kontrolami *p<O.OS ZDF vs. ZL stejného věku 
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Obr 8 : Exprese P-Ser 473 Akt v renálním kortexu u ZL a ZDF ve věku 4 a 12 týdnů. 
ZDF potkani ve věku 12 týdnů demonstrují signifikantně vyšší hodnotu exprese P-Ser 473 
Akt a celkového Akt v porovnání se stejně starými kontrolami. Hodnota poměru exprese P­
Ser 473 ku expresi celkového Akt vyjadřující míru aktivíty Akt kinázy se ovšem u 
diabetických zvířat a kontrol nelišila. *p<O.05 ZDF vs. ZL stejného věku . 

33 



ZL ZDF ZL ZD 

PTEN 1-,' ;"" .. ~. ~ 1- 47 Da 

Aktin 

1,;oiIílii<"-~ "'1 PTEN 

~~!nl!.&jtllj .... I.I/kt,!rl Aktin 1'1{'''''' "..." ~"" 1 ~:~ ~~: 
2 2 

~ 

....I 
N 

c,;;! 
:;:;'co 
"><:c 
lilO) 1 -. "Ci) 
z.,><: 
WQ) 
1-.0 
0.0 

1 

tJ) 
'lil 
C 
~ 

O O L-L_---'-----' 

ZL ZDF ZL ZDF 

4 týdny 12 týdnů 

Obr 9 : Exprese PTEN v renálním kortexu u ZL a ZDF ve věku 4 a 12 týdnů. 
Nebyly zaznamenány rozdíly v expresi PTEN mezi skupinami pokusnych zvířat 
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Obr 10: Exprese P-Ser 2448 mTOR a celkového mTOR v renálním kortexu u ZL a ZDF 

ve věku 12 týdnů. 
Exprese P-Ser 2448 mTOR byla u ZDF signifikantně vyšší v porovnání se ZL. Mezi 
pokusnými skupinami nebyl zaznamenán rozdíl v expresi celkového mTOR ani v poměru 
P-Ser 2448 mTOR ku celkovému mTOR *p<O.OS ZDF vs. ZL. 
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Obr 11 :Efekt wortmaninu na aktivitu Akt kinázy (kinázová assay) v renálním kortexu 
u ZL a ZDF ve věku 12 týdnů. 
Inhibitor PI3K, wortmanin, akutně podaný v dávce 100 !J.g/ kg tělesné hmotnosti redukoval 
aktivitu Akt kinázy u ZDF, nikoli však u ZL potkanů (panel B). Z důvodu vyloučení 
možnosti, že DMSO využívané jako vehikulum při podání wortmaninu ovlivní aktivitu Akt 
kinázy, byla porovnána aktivita Akt v renálním kortexu ZL a ZDF potkanů, kterým bylo 
podáno pouze DMSO. Tako zvířata vykazovala stejné rozdíly vaktivitě Akt, jaké byly 
pozorovány u zvířat bez léčby DMSO (panel A). Ťp<O.Ol ZDF s wortmanninem vs. ZDF s 
vehikulem 
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Obr. 12: Vliv wortmaninu na expresi mTOR u ZL a ZDF potkanů ve věku 12 týdnů 
Exprese mTOR byla měřena metodou immunoblottingu u 12 týdenních ZDF a ZL potkanů, kterým byl 
akutně podán wortmannin (100 Ilg! kg), inhibitorem PI 3K, nebo vehikulem DMSO. Podání 
wortmaninu mělo za následek redukci fosforylace mTOR u ZDF, nikoli však ZL potkanů. tp<O.OI 
ZDF s wortmanninem vs. ZDF s vehikulem 
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Obr 13: Exprese P-Ser 1177-eNOS a celkového eNOS v renálním kortexu ZL a ZDF 
potkanů ve věku 12 týdnů. 
Exprese P-Ser I I 77-eNOS a celkového eNOS byla měřena technikou western blottingu. Míra 
fosforylace eNOS byla II ZL a ZDF potkanů srovnatelná, navzdory vyšší proteinové expresi 
celkové eNOS. *p<O.OS ZDF vs. ZL 
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Obr 14: Immunohistochemická lokalizace P-Ser473-Akt v renálním kortexu 
Immunoreaktivita P-Ser473-Akt byla zjištěna v glomerulech a částečně take v podocytech a 
distálních tubulech-označeno šipkami. Nebyly zjištěny žádné rozdíly v distribuci P-Ser473-
Akt mezi skupinami ZL a ZDF potkanů. 

4.4. Diskuse 

Změny Akt aktivity a signalizace byly s ohledem na experimentalni a klinický kontext 
zaznamenány v řadě tkáni a buněčných typů. V současné době je již znám význam Akt 
signalizace pro rozvoj onemocnění ledvin v závislosti na hyperinsulinemii provázející stavy 
insulinové rezistence. Je rovněž známo, že obézní pacienti a modely obezity jsou náchylné ke 
vzníku renálních onemocnění. Signální kaskády zapojené do transdukce insulinové 
signalizace za těchto podmínek však dosud nebyly podrobně jí prozkoumány. 

Feliers D a kol. (2001) zdokumentoval nárůst Akt aktivity v ledvinách obézních db/ db 
myší. Předkládaná studie dospěla ke stejným závěrům za využití obéznich ZDF potkanů. 
Použité DM2 modely se ovšem lišily dosaženými hladinami glukosy v krvi. Je známo, že 
hyperglykemie může nezávisle modifikovat aktivitu Akt kinázy; v ledvinných buňkách 
(Mariappan MM a kol. 2007, Wu D a kol. 2007). V případě modelu ZDF potkana však došlo 
ke zvýšení Akt aktivity u obéznich hyperinzulinemických zvířat nezávisle na účinku 
hyperglykemie. Navic, současně se zvýšenou mírou aktivity a exprese P-Ser 473 Akt byla 
zaznamenána také zvýšená exprese celkové Akt. Tyto výsledky mohou svědčit pro to, že za 
podmínek chronické hyperinzulinemie docházi u tohoto modelu ke změnám jak na translační 
tak postranslační úrovní. Zaznamenané rozdíly v aktivitě Akt kinázy u 12 týdenních ZDF 
potkanů navic nejsou způsobeny účinky PTEN, který je pnrozeným antagonístou Akt kinázy. 

Již dříve byla zaznamenána korelace mezi zvýšením Akt aktivity a projevy hypertrofie a 
akumulace extracellulárni matrix, což jsou známé strukturální změny provázející diabetickou 
nefropatii. Protein mTOR, o kterém je známo, že se podílí na kontrole translace, by pak 
mohl během hyperinsulinemíckých stavů ovlivňovat zmíněné patofyziologické procesy 
(Bhandari BK a kol. 2001). výsledky této studie, podle kterých byla v souladu se zvýšenou 
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,,-, 

aktivitou Akt kinázy u skupiny diabetických hyperinzulinemických ZDF potkanů ve věku 12 

týdnů zvýšena rovněž míra fosforylace proteinu mTOR v porovnání se stejně starými 

kontrolami, by svědčily o správnosti těchto tvrzeni. Následně provedená analýza využívající 

inhibici PB K wortmaninem podaném skupině 12 týdenních diabetických a kontrolnich 

zvířat pak měla ozřejmit, zda u tohoto experimentálního DMZ modelu existuje vztah mezi 

aktivitou proteinů Akt a mTOR a jakou měrou je tato závislost ovlivněna insulinovou 

signalizací. Podáni wortmaninu způsobilo pokles aktivity u obou proteinů, avšak pouze u 

skupin diabetických zvířat. výsledky analýz tak svědčí pro to, že aktivita Akt kinázy je u 

tohoto obézního DMZ modelu, alespoň z části, závislá na inzulinu. Míra aktivity Akt kinázy 

pak ovlivňuje i stupeň fosforylace mTOR. 

Kromě zmíněných potencionálně patofyziologických aktivit se Akt kináza ovšem 

rovněž podílí na přenosu protektivních signálů, konkrétně na procesu fosforylace endote1iální 

NO syntásy (eNOS) vlivem různých fyziologických stimulů. Tato posttranslační modifikace 

je klíčová pro tvorbu oxidu dusnateno (NO) zprostředkovanou tímto enzymem NO hraje 

důležitou vasoprotektivní roli v kontrole systémové a intrarenálni hemodynamiky (Kone BC. 

2004). Na rozdíl od mTOR však byla míra fosforylace eNOS srovnatelná u skupin 

diabetických a kontrolních zvířat, a to i navzdory zvýšené expresi celkové eNOS. Obdobná 

pozorování, tj. defektní insulinem-indukovanou renální aktivitu eNOS u modelu obézního 

ZDF potkana., přinesla i studie Li Z a kol. (2005). 

4.5. Shrnutí 

Paralelně s narůstajícím věkem a rozvojem metabolického syndromu dochází u ZDF zvířat 

k nárůstu aktivity Akt a mTOR. Inhibice PI3K1 Akt signalizace akutním podáním 

wortmanninu prokázala, že nárůst aktivity zmíněných proteinů je, alespoň z části, závislý na 

insulinu. Nálezy nesvědčily o přítonmosti insulinové rezistence v této insulinem stimulované 

kaskádě na rozdíl od defektů v insulinem indukované protektivní Aktl eNOS signalizaci. 

Tato kombinace odpovědi na působení hyperinsulinemie, kdy dochází ke stimulaci 

hypertrofické Aktl mTOR a oslabení vasoprotektivní Aktl eNOS signalizace v kůře ledvin 

obézního ZDF potkana., tak patrně přispívá k pozdějšímu vzniku a rozvoji diabetické 

nefropatie. 
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5. Studie II. 

Renální aktivita Akt kinázyl protein kinázy B u streptozotocinových diabetických 

potkanů 

5.1. Úvod 

Během léčby DMI jsou buňky vystaveny účinkům kolísajících hladin glykemie a insulinemie. 

Je zdokumentováno, že jak glukosa, tak insulin modulují aktivitu Akt kinázy. Z tohoto 

důvodu je predikce aktivity Akt kinázy a její vliv na lokální moďologii, faktory a funkce v 

jednotlivých případech obtížná, zvláště je-li Akt aktivita zároveň orgánově specifická 

(Gerhardinger C a kol. 2001, Joussen AM a kol. 2002, Thirone AC a kol. 2002, Laviola La 

kol. 2001, Dobrzynski E a kol. 2002). 

Ledviny jsou cílovým orgánem mnoha účinků insulinu. Renální hypertrofie, akumulace 

extracelulární rnatrix, změny v apoptotické odpovědi stejně jako zrněny regionální 

herno dynamiky, to vše jsou procesy zapojené v patofyziologickém procesu vzDÍku diabetické 

nefropatie během DMI (Cooper ME. 1998). S ohledem na mnohočetné funkce Akt kinázy a 

mTOR, je možné, že zrněny v aktivitách těchto kináz jsou zapojeny v procesu vzníku DN. 

5.2. Metody 

Detailní popis použitých metod je uveden v sekci 3. 

5.2.1. Uspořádání pokusu 

Diabetes byl navozen i.v. injekcí streptozotocinu. Po indukci diabetu byla pokusná zvířata 

rozdělena do 3 skupin. Jedna skupina byla ponechána bez léčby (STZO), druhá skupina 

(STZ4) byla léčena 4 jednotkarní insulinu denně a třeti skupina (STZ 12) byla léčena 12 

jednotkarní insulinu denně. Cílem rozdílného dávkováni insulinu bylo navození různého 

stupně metabolické kontroly a insulinemie. Měření byla u diabetických zvířat prováděna 4 

týdny po indukci diabetu a srovnána s výsledky měření u skupiny zdravých kontrol (K). Další 

skupině kontrolních zvířat (K4) byly aplikovány 4 jednotky jnsulinu denně. V rámci 

experimentu byla zjišťována aktivita a exprese Akt a mTOR v renálním kortexu pokusných 

zvířat. 

5.3. Výsledky 

Základní metabolické a fyziologické parametry pokusných zvířat jsou uvedeny v tabulce 6. U 

STZO byl zaznamenán pokles tělesné hmotnosti ve srovnání s kontrolami nebo diabetickými 

zvířaty léčenými insulinem. U všech skupin diabetických zvířat se zvýšila hmotnost ledvin. 

Renální hypertrofie byla nejvýraznější u skupiny STZO, která vykazovala nejvyšší hodnotu 

poměru hmotnosti ledvin k celkové hmotnosti těla zvířat. madina plasmatického insulinu a 

glukosy v krvi byla u většiny diabetických zvířat vyšší než u kontrol. Diabetická zvířata 

léčená inzulinem se vzájemně lišila v hodnotách glykemie, míra insulinemie odpovidala léčbě 
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insulinem. U skupiny STZ4 byla míra insulinemie srovnatelná s kontrolami, skupina STZ 12 
vykazovala zřetelnou hyperinsulinemii. Skupina kontrolních zvířat léčených insulinem se 
hodnotami základních metabolických a fyziologických parametrů nelišila od kontrolní 

skupiny. 

Tabulka 6 : Základuí metabolické a fyziologické parametry pokusných zvířat 

Hmotnost 

tělesná - pravé ledviny Plasmatlck;ý Glukosa v 

n - pravé IedvIny 1100g těIesné insaIin knl 

[g) [g] hmotnosti [ODlolll] [ODlolll] 

K 6 335±10 1;082±22 0,33±O,01 1,03±O.14 S~4±O.1 

STZa 6 270±1lB 1,338±5o" O,5±O,OlB 0,15±O.03B 22,0±1.0· 

STZ4 6 309±6"" 1,158±20c 0,38±O,0IBD 1,42±O.lzD 13,4±1.SBD 

STZ 12 6 343±SDE 1,268±361l1! O,37±O,Ol BD 1,82±O.21"" 8,I±O.4B1l1! 

K4 5 345±3 1,056±32 0,33±O,01 1,41±O.14 S,O±O.8 

A p<O.05; Bp<O.OOI STZO, 4, 12 vs. K ; C p<O.05; D p<O.OI STZ 4, 12 vS.STZO ; E p<O.05 

STZ12 vs.STZ 4 

Aktivita Akt kinázy v renálním kortexu, vyjádřená mírou fosforylace GSKJ proteinu, 
je zobrazena na obr 15, panel B. Akt aktivita byla u skupiny hyperglykemických STZO 
redukována, částečně obnovena u skupiny středně glykemických STZ4 potkanů a u skupiny 
STZ12 s intenzivní inzulinovou léčbou normalizována na úroveň Akt aktivity u kontrolních 
zviřat. Podobně jako v případě Akt aktivity, rovněž míra exprese P-Ser 473 Akt byla 
signífikantně nížší u skupiny STZO a vlivem léčby insulinem došlo k její obnově až na úroveň 
kontrol (obr 15, panel A). U skupin STZ4 a STZ12 nebyl zaznamenán statisticky významný 
rozdíl v expresi P-Ser 473 Akt , přestože se tyto dvě skupiny významně lišily úrovní 
insulinové léčby (obr 15, panel A). Vlivem léčby insulinem došlo u kontrolních zviřat 
k nárůstu exprese P-Ser473-Akt v renálním kortexu (obr 17). Exprese celkové formy Akt se 
mezi skupinami nelišila. Exprese aktivní formy mTOR v zásadě kopírovala míru aktivity Akt 
kinázy. V porovnání s kontrolami však byla míra exprese P-Ser 2448 mTOR u skupin STZ4 a 
STZ12 vyšší (obr 16). Rozdíl v expresi celkové mTOR nebyl mezi skupinami kontrolních a 
diabetických zvířat statisticky významný. Podávání insulinu nemělo u kontrolních zvířat vliv 

na expresi P-Ser 2448 mTOR a celkovou mTOR. 
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Obr 15: Exprese a aktivita Akt Idnby v renálnim kortexu kontrolnich a diabetických zvířat 
Panel A: Míra exprese P-Ser473-Akt (aktivoí) a celkové Akt v renálnim kortexu byla u 
diabetických zvířat bez léčby insulinem (SZT -O) a zvířat léčeoých 4 jednotkami insulinu denně 
(STZ4) nebo 12 jednotkami insulinu denně (STZI2) ~išťována metodou inununoblottingu. 
Exprese P-Ser473-Akt byla u skupiny STZO redukována, vlivem léčby inzulinem byla exprese P­
Ser 473 Akt obnovena až na úroveň kontrol. Panel B: Míra aktivity Akt kinázy v renálnim kortexu 
byla měřena technikou Akt kinázové assay. U skupiny STZO byla aktivita Akt redukována, vlivem 
léčby insulinem došlo došlo kjejí obnově až na úroveň kontrol *p<0.05 STZ 4 vs. kontrola; 
tp<O.OI STZ O vs. kontrola; ~p<0.05 STZ 4 vs. STZ O; , p<O.Ol STZ 12 vs. STZ O ;# p<O.05 STZ 12 

vs. STZ4 
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Obr 16: Exprese mTOR v renálním kortexu kontrolních a diabetických zvířat 
Mira exprese P-Ser2448-mTOR (aktivni) a celkové mTOR v renálnim kortexu byla u 
diabetických zviřat bez léčby insulinem (SZT -O) a zviřat léčených 4 jednotkami insulinu 
denně (STZ4) nebo 12 jednotkami insulinu denně (STZI2) zjišťována metodou 
immunoblottingu. U skupiny STZO byla exprese P-Ser2448 mTOR redukována, vlivem léčby 
insulinem došlo ke stimulaci exprese P-Ser2448. *p<O.OS STZ 4, STZ 12 vs. kontrola; 
tp<O.OI STZ O vs. kontrola; ~<O.OI STZ 4, STZ 12 vs. STZ-O; 
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Obr 17: Efekt insulinu na aktivitu Akt a mTOR u kontrolních zvířat 
Panel A: Míra exprese P-Ser473-Akt (aktivní) a celkové Akt (panel A) spolu s mírou exprese 
P-Ser2448-mTOR (aktivní) a celkové mTOR (panel B) v renálním kortexu byla u kontrolních 
zvířat bez léčby insulinem (K) a kontrolních zvířat, kterým byly podávány 4 jednotky insulinu 
denně (K4) zjišťována metodou immunoblottingu. Vlivem podávání il1sulinu došlo v renálním 
kortexu u kontrolních zvířat k nárůsti exprese P-Ser473-Akt. Insulin neměl vliv na aktivitu 
mTOR tp<O.OOI K4 vs. kontrola 
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5.4. Diskuse 

Je známo, že jak glukosa, tak insuIin, dva hlavní komponenty diabetického metabolického 
milieu, modulují aktivitu Akt kinásy v řadě buněčných typů a tkání (Gerhardinger C a kol. 
2001, Joussen AM a kol. 2002, Thirone AC a kol. 2002, Laviola L a kol. 2001, Dobrzynski E 
a kol. 2002, Wu D a kol. 2007, Mariappan MM a kol. 2007). Předkládaná studie testovala 
hypotézu, že metabolická kompenzace diabetu představuje určující faktor exprese a aktivity 
proteinů Akt a mTOR zapojených v procesech ranného renálního hypertrofického růstu. 

U diabetických STZ potkanů stupeň aktivity Akt kinásy a exprese P-Ser-473 Akt v 
zásadě odpovídaly hladinám glukosy v krvi a intensitě léčby insulinem. U skupiny STZO byla 
exprese a aktivita Akt redukována, vlivem léčby insulinem došlo k obnově až na úroveň 
kontrol. Z těchto výsledků vyplývá, že úroveň metabolické kontroly je důležitým faktorem 
ovlivňujícím aktivitu Akt kinázy v renálním kortexu během diabetu. S ohledem na způsob 
aktivace Akt kinázy by mohl být možným vysvětlením redukce cytosolické Akt aktivity u 
skupiny hyperglykemických STZO potkanů absolutní nedostatek insulinu. IDadína glukosy 
v krvi je dalším faktorem modulujícím výrazně aktivitu Akt kinázy. Výzkumy zaměřené na 
studium Akt signalizace v ledvinách za těchto podmínek přinesly řadu protichůdných závěrů. 
In vitro studie prokázaly, že vlivem hyperglykémie dochazí jak k inhibicí (Lin CL a kol. 
2006), tak ke stimulaci (Wu D a kol. 2007, Mariappan MM a kol. 2007) Akt aktivity v 
ledvinách a to s největší pravděpodobnosti v závislosti na takových faktorech jakými jsou 
doba trvání hyperglykemických podmínek a buněčný typ, přestože o existenci těchto 
závislostí lze spekulovat. V buňkách proximálních tubulů například vysoká hladina glukosy 
indukuje zvýšenou Akt fosforylaci in vitro 15 mín po stimulaci glukosou s návratem 
k bazálním hodnotám po uplynutí 30 min od začátku stimulace (Mariappan MM a kol. 
2007), kdežto v případě mesangiálních buněk lze glukosou-indukovanou fosforylaci Akt 
detekovat 20 minut od počátku indukce glukosou a účinek této stimulace přetrvává ještě 72 
hod po začátku in vitro experimentu (WU D a kol 2007). In vivo byla prokázána zvýšená míra 
fosforylace Akt kinázy v glomerulech diabetických zvířat bez insulinové léčby 2, 4, a 12 
týdnů po indukci diabetu (Nagai K a kol. 2005, Wu D a kol 2007). V renálním kortexu byla u 
skupiny diabetických zvířat bez léčby insulinem detekována zvýšená aktivita Akt kinázy po 

. uplynutí 4 dnů od indukce diabetu streptozotocínem (Lee MJ a kol. 2007). Již 2 týdny po 
indukci diabetu však Wu D a kol. (2007) u téže skupiny zvířat uvádí pouze mírně zvýšenou 
expresi P-Ser-473 Akt v renálním kortexu v porovnání s mírou exprese tohoto proteinu 
v glomerulech. Předkládaná studie analyzuje ledvinový kortex diabetických zvířat v pozdější 
fázi - 4 týdny po indukci DM. Naše pozorování, kdy u hyperglykemické skupiny STZ O došlo 
k redukci Akt aktivity v renálním kortexu je důsledkem odlišného uspořádání pokusu a 
nemusí být v rozporu s výsledky uvedených studií. Je možné, že tento fenomén je jen 
důsledkem kombinace spolupůsobení akutní fáze hyperglykemie a buněčného typu. Mohou 
to být právě hypertrofické buňky proximálních tubulů převažující v renálním kortexu 
diabetem postižených zvířat, které se podílejí na defektní aktivitě Akt kinásy v renálním 
kortexu za hyperglykemických podminek tím, že maskují zvýšenou aktivitu Akt kinázy v 
glomerulech. Závislost aktivity Akt kinásy u skupiny STZ O na čase byla již prokázána 
v retině (Li YJ a kol. 2007), další tkání jejíž míkrovaskulatura je postižena účinky 
hyperglykémie. Naše navazující pozorování, kdy vlivem léčby insulinem došlo pouze k 
částečnému obnovení aktivity Akt v renálním kortexu u skupiny STZ4 diabetických zvířat, 
zatímco stejná dávka insulinu vedla u kontrolních zvířat k signifikantnímu nárůstu Akt 
aktivity a intenzivní léčba insulinem se u skupiny STZ12 se projevila normalizací aktivity Akt 
na úroveň kontrol pak svědčí pro přítomnost určitého stupně snížené citlivosti Akt kinázy 
k účinkům insulinu u skupiny diabetických zvířat. Skupina kontrolních zvířat léčených 
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insulinem přitom vykazovala podobné hladiny insulinu v krvi jako skupina diabetických 
zvířat STZ4. Uvedené skupiny zvířat se ovšem výrazně lišily hladinami glukosy v krvi. 

Renální hypertrofie vyjádřená nárůstem poměru hmotnosti ledviny k celkové hmotnosti 
těla byla přítomna u všech skupin diabetických zvířat. Míra hypertrofického růstu se však 
lišila v závislosti na intenzitě insulinové léčby. Protein mTOR se v ledvinách podílí na 
zvýšené syntéze proteinů extracelulární matrix (Senthil D a kol. 2003) a z dlouhodobého 
hlediska na rozvoji glomerulosklerosy (Lloberas N a kol. 2006). Význam signální kaskády 
Akt! mTOR pro rozvoj DN byl prokázán dlouhodobým podáváním inhibitoru mTOR 
rapamycinu, který má nefroprotektivní účinky (Yang Y a kol. 2007, Lloberas N a kol. 2006). 
Dle našich pozorování kopírovala aktivita mTOR zhruba aktivitu Akt kinázy. U skupiny STZ 
O došlo k poklesu aktivity mTOR Léčba ínsulinem pak vedla k signifikantnímu nárůstu 
aktivity mTOR, avšak na rozdíl od aktivity Akt byla aktivita mTOR u diabetických zvířat 
léčených insulinem vyšší v porovnání s kontrolami a byla přímo úměrná použité dávce 
inzulínu. U skupiny kontrolních zvířat nemělo podávání insulinu vliv na aktivitu mTOR, na 
rozdíl od aktivity Akt kinázy. Tato pozorování by svědčila pro to, že míra metabolické 
kompenzace je důležitým modulátorem aktivity proteinu mTOR v ledvinách v podmínkách 
DMI a že kromě Akt kinázy je aktivita mTOR za těchto podmínek pravděpodobně 
regulována i dalšími signálnímí molekulami. Hyperglykemické podmínky například modulují 
aktivitu AMP-aktivované protein kinásy (AMPK), přirozeného inhibitoru aktivity mTOR, 
uplatňující se v procesu regulujíce renální hypertrofie stimulací aktivity mTOR (Lee MJ a kol 
2007). Signální kaskáda S6KI aktivující mTOR prostředníctvím protein kinásy C (Holz MK a 
Blenis J. 2005) by pak mohla být dalším mechanismem potencionálně zapojeným do procesu 

Akt nezávislé aktivace mTOR 

5.5. Shrnutí 

Řada patofyzíologických mechanismů zapojených do procesu vzniku DN je ovlivněna 
aktivitou Akt, která je ovšem zapojena rovněž v procesech nefroprotektivní signalizace, a 
prohypertrofickou aktivitou mTOR Naše pozorování , kdy u diabetických STZ potkanů 
aktivita a exprese Akt a mTOR zhruba reflektovala míru metabolické kompenzace, ukazuje, 
že hodnota glykémie je spolu s intenzitou léčby insulinem důležitým modulátorem signální 
kaskády Akt!mTOR při DMI. Fakt, že na rozdíl od aktivity Akt byla aktivita mTOR u 
diabetických zvířat léčených insulinem vyšší v porovnání s kontrolami a byla přímo úměrná 
použité dávce inzulínu nabízí hypotézu, že za podmínek DMI je aktivita mTOR, ve vztahu ke 
stupni metabolické kompenzace, regulována i dalšími mechanismy. 
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6. Studiem. 

Renální cyklooxygenása 2 u obézního Zuckerova potkana 

6.1. Úvod 

Cyklooxygenázy (COX) katalyzují biosyntézu biologicky významných prostanoidů konverzí 

kyseliny arachidonové na PGH2. Dosud byly u savců identifikovány tři isoformy COX proteinů. 

Isoformy COX-1 a COX-2 jsou kodované odlišnými geny (Xie WL a kol. 1991). Jmenované isoformy 

se neliší strukturou ani katalytickou aktivitou, k zásadním odlišnostem dochází na úrovni exprese, 

funkce a lokalizace v organismu. Zjednodušeně lze říc~ že COX-I "Isoforma je konstitutivně 

exprimována na základě hormoná1ních signálů uplatňujících se v homeostatických procesech. Naproti 

tomu inducibilní COX-2 isoforma má nízkou bazální hladinu tkáňové exprese. Ke zvýšení exprese 

COX-2 dochází působením mitogenních nebo zánětlivých signálů nebo vlivem fyzikálních stimulů 

(Tetsuka T a kol. 1996, Fletcher BS a kol. 1992). Nárůst exprese a aktivity COX-2 byl zaznamenán u 

několika modelů progresivních renálních onemocnění, včetně DMI (Cheng HP a kol. 2002, 

Komers R a kol. 2001). S ohledem na význam COX metabolitů pro rená1ní funkce je možné, že 

hyperinzulinemické podminky během DM2 ovlivňují expresi obou isoforem COX enzymů a 

produkované metabolity přispějí k rozvoji abnormalit spojených s DN. 

6.2. Metody 

Detailní popis použitých metodje uveden v sekci 3. 

6.2.1. Uspořádání pokusu 

Exprese COX-l a COX-2 v renálním kortexu 4 a 12 týdenních Zuckerových potkanů (ZDF 4, 

ZDF 12) a věkově odpovídajících kontrolních zvířat (ZL 4, ZL12) byla zjišťována za pomoci 

metod immunoblottingu a immunohistochemie. Vliv hyperinsulinemie na renální aktivitu 

COX-2 byl sledován v separátním pokusu, kde byl 12 týdenním ZDF a ZL potkanům 

intraperitoneálně aplykován wortmannin (v dávce 100 !1W kg tělesné hmotnosti v 15% 

DMSO) nebo samotné vehikulum (15% DMSO). Okamžitě po podání uvedených látek byla 

pokusná zviřata umistněna do metabolických klecí s volným přístupem k vodě a potravě, kde 

probíhal sběr moči. Až do dalšího zpracování byla moč skladována při _80°C. Pomocí 

komerčního immunoassay kitu (EIA) (Cayman Chemicals, Ano Arbor, MI, USA) a za za 

využití firemních metodických postupů byly v moči následně stanoveny koncentrace TxA2 

spolu s koncentracemi PGE2 ajejich metabolity. 

6.3. výsledky 

Základní metabolické a fyziologické parametry pokusných zvířat jsou uvedeny v tabulce 7. 

V tabulce 8. jsou pak uvedeny metabolické a fyziologické parametry zvířat, kterým bylo 

aplikováno vehikulum nebo wortmannin. Dle předpokladu byla tělesná hmotnost ZDF potkanů 

signifikantně vyšší v porovnání se ZL a to již u zvířat ve věku 4 týdnů. Ve věku 12 týdnů byl 

rozdíl v hmotnosti pokusných zvířat ještě významnější. Ačkoli se poměr hmotnosti ledviny ku 

hmotnosti těla u 4 týdenních ZDF nelišil v porovnání s kontrolami, ve věku 12 týdnů došlo u ZDF 
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k poklesu hodnoty tohoto poměru ve srovnání se ZL stejného věku. ZDF zvířata vykazovala 
rovněž vyšši hodnoty koncentrace inzulinu v plazmě spolu se zvýšenými hladinami 
triacylglycerolů a NEMK v séru. Podání wortrnanninu vedlo k nárůstu hodnot triacylglycerolů a 
poklesu hladiny NEMK v seru 12 týdennich ZDF. 

Tabulka 7: Základní metabolické a fyziologické parametry pokusných zvířat 

! • . TU UPL 
UPL PJasmatkký Glukosa TG NEMK Kreatinová • Urinární 

n! [g) (g) 
IlOOg - v krvi (nmolll) 

[nmolll) clearence exkrece 

TU [runolll) [nmolll) [roLImin) proteinll 
[pg'min) 

'st-_· 103 ±2 O,43±O,Ol O.47±O,OI 0,40%0.04 4,0%0.1 0.6:1:0.1 ND ND ND 

ZDF4 6' 131±~ O,S14iO,Ol& O,40±0,02 0.74%0.01'" S,5±O.~ 1.4:I:O.lÁ ND ND ND 

ZL 12 sl ""'. 1,13±O,OS O,31±O.Ol o.4&tO.09 S~J 1l,9<O.1 o.43±O.02 0,9301:0,13 S,6±oO, 

ZDF 12 6: S38±2SS 1,295:0,O-ť' 0,24:100,01& 1.81±O.1~ ~7±03' 4,2:I:.O.~ O,.54:!:O.02c 0.43±o.o2 13.6:I:3.OC 

TH, tělesná hmotnost; HPL, hmotnost pravé ledviny; TG, sérové triacylglyceroly; NEMK, 

neesterifikované mastné kyseliny v séru. '1><0.01; B p<0.05; C p<O.OOI ZDF vs. ZL stejného 

věku. 

Tabulka 8: Základní metabolické a fyziologické parametry pokusných zvířat po 
aplikaci wortmanninu nebo vehikula 

TH HPL 
UPL Glukosa TG NEMK 

n (g) (g) 
IlOOgTH v krvi [nmolll) [nmolll) 

(nmolll) 

ZL s 345 ±U 1.06 tO.06 0.31 ±O.Ol 4.4 ±O.! 0.67 tO.tO 0.30 !O.O4 

vehikulum ; 

ZDF 
vehikulum 

s ! 508 ±22" 1.23 tO.04b 0.24 tO.OIIl 5.8 ±O.2a i 2.82 ±O.12C : 0.50 ±O.04C 

ZL , 4.6 ±0.1 0.59 ±0.07 

wortmannin 
s 355 fl0 1.05 !0.03 0.30 fO.Ol 

0.24 !0.04 

ZDF S 516±1]" 1.17 ±O.osb 0.23 ±O.OlB 6.1 ±0.2B i : 0.29 !0.0:Ji 

wortmannin 
j 4.52 ±0.4JC 

TH, tělesná hmotnost; HPL, hmotnost pravé ledviny; TG, sérové triacylglyceroly; NEMK, 

neesterifikované mastné kyseliny v séru. '1><0.001 ZDF s vehikulem vs ZL s vehikulem; B 

p<0.05; C p<O.Ol ZDF s wortmanninem vs ZL s vehikulem; o p<O.Ol ZDF s wortmanninem 

vs. ZDF s vehikulem 
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Již u 4 týdenních ZDF jsme prokázali progresivní nárůst exprese COX-2 v renálním 
kortexu v porovnání se ZL stejného věku (obr 18, panel A). Tento nárůst v expresi COX-2 byl 
ještě výraznější u skupiny ZDF ve věku 12 týdnů. Zvýšená exprese COX-2 u 12 týdenních 
ZDF byla asociována se zvýšeným vylučováním metabolitů PGE2 a TxB2 v moči těchto 
zvířat (obr. 20). Aplikace vehikula vylučování metabolitů neovlivnila (obr 21). Podápí 
wortmaninu skupině ZDF zviřat vedlo k signifikantnímu poklesu produkce TxB2 v moči v 
porovnání se zvířaty, kterým bylo aplikováno pouze vehikulum. Na rozdíl od skupiny ZDF 
nemělo podání wortmaninu vliv na produkci metabolitů v moči zviřat ze skupiny ZL (obr 

21). 
Jak u ZDF, tak u ZL byla exprese COX-2 immunohistochemicky lokalizována do lokalit 

renálního kortexu typických pro potkana - macula densa a Henleyovak1ička (TAHL) (obr 
19). Na rozdíl od COX-2 byla exprese COX-I isoformy u ZDF ve věku 12 týdnů nižší v 

porovnání s kontrolni skupinou (obrI8, panel B). 
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Obr 18: Renální kortikální exprese cyklooxygenázy 2 (COX)-2 (A) a COX-l (B) u 
kontrolních Zncker lean (ZL) a obézních diabetických Znckerových potkanlů (ZDF). 
(panel A) K signifikantnímu nárůstu exprese COX-2 došlo již u 4 týdenních ZDF. U 12 týdenních 
ZDF byl tento nárůst exprese ještě více signifikantní v porovnání se ZL stejného věku (panel B) 
Exprese COX-l se mezi skupinami 4 týdenních ZDF a ZL nelišila. U 12 týdenních ZDF došlo k 
signifikantnímu poklesu exprese COX-I v porovnání se ZL stejného věku. 
*P < 0.05 ZDF vs. ZL stejného věku; tP < 0.01 ZDF vs. ZL stejného věku 
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Obr 19: Immunohistochemická lokalizace exprese COX-2 v renálním kortexu ZL (A) a 
ZDF (C) potkanů. lmrnunobistochemické studie byly prováděny na ledvinách 12 týdenních 
zvířat. U obou skupin pokusných zvířat byla exprese COX-2 lokalizivána do buněk macu1a 
densa a Henleyovy kličky. Na panelech B a D je zobrazena kontrolní tkáň inkubována 
s neimunnímí IgG 
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Obr 20: produkce stabilních metabolitů prostaglandinu E (pGE) a thromboxanu Al 
(TxA2) v moči ZDF a kontrolních ZL potkanů ve věku 12 týdnů V moči ZDF potkanů 
byla zaznamenána zvýšená produkce obou COX metabolitu *p < 0.05 ZDF vs. ZL 
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Obr 21: Produkce stabilních metabolitů prostaglandinu E (pGE) a thromboxanu Az 
(TxAz) v moči 12ti týdenních ZDF a kontrolních ZL zvířat po aplikaci wortmanninu 
uebo vehikula. Ve srovnáví s kontrolními zvířaty po aplikaci vehikula (ZL-veh), vykazovali 
ZDF potkaní po podání vehikula (ZDF-veb) signifikantní nárůst produkce COX metabolitů v 
moči. Aplikace wortmanninu měla u skupiny ZDF potkanů (ZDF-Wort) za následedek 
signifikantní pokles exkrece TxB2 v moči zvířat ve srovnání se ZDF-veb. Na rozdíl od ZDF, 
neměla léčba wortmanninem vliv na výskyt TxB2 v moči kontrolni skupiny ZL (ZL-WORT). 
*p < 0.05 ZDF-veh vs. ZL-veh ; tP < 0.05 ZDF-WORT vs. ZDF-veh 
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6.4. Diskuse 

Předkládaná studie demonstruje model renálního onemocnění associovaného se zvýšenou 
expresí a aktivitou COX-2 v kůře ledvin. Tyto nálezy jsou v souladu s již dříve 
publikovanými studiemi výzkumu exprese a aktivity COX-2 s využitím takových modelů 
progresivní glomerulosklerosy jakými jsou potkaní s částečnou nefrektomií (Wang JL a kol. 
1998) nebo streptozotocinový model diabetické nefropatie (Cheng RF a kol. 2002, Komers R 
a kol. 2001) 
Hyperglykémie představuje důležitý faktor ovlivňující expresi COX-2 v ledvinách (Cheng RF 
a kol. 2002, Komers R a kol. 2001). Na rozdíl od zmíněného DMI modelu, v případě ZDF 
modelu nedošlo k nárůstu exprese COX-2 vlivem hyperglykémie, protože 12 týdenní zvířata 
vykazují pouze středně zvýšenou miru glykémie a 4 týdenní zviřatli; která rovněž vykazují 
signifikantní nárůst exprese COX-2, jsou stále prakticky normoglykemická. Tato pozorování 
by svědčila pro to, že kromě hyperg1ykémie se na regulaci exprese COX-2 podílí i další 
faktory. Je známo, že v hyperglykemickém prostředí je exprese COX-2 modulována mimo 
jiné signalizací ROS a PI3K1 Akt signální kaskádou podflející se na regulaci aktivity 
transkripčniho faktoru NF kappa B (Kiritoshi S a kol. 2003, Sheu ML a kol. 2004). NF kappa 
B je známým modulátorem transkripce COX-2 (Lim JW a kol. 2001). Jak prokázaly naše 
předchozí studie, paralelně s narůstajícím věkem a rozvojem metabolického syndromu 
vykazuje ZDF model nárůst aktivity a exprese Akt v kůře ledvin. Tento nárůst je, alespoň 
z části, závislý na insulinu a je nezávislý na účinku hyperglykemie. Zaznamenaná korelace 
mezi progresivním nárůstem exprese COX-2 proteinu a aktivitou Akt kinázy by pak 
naznačovala možnou závislost exprese COX-2 na insulinové signalizaci a rozvoji 
metabolického syndromu. Za účelem posouzení vlivu inzulinové signalizace na aktivitu COX-
2 byl skupině 12 týdenních ZDF potkanů podán inhibitor PI 3K, wortmannin. Tato intervence 
měla za následek pokles exkrece TxB2 a PGE2 metabolitů v moči zvířat, ačkoli na rozdíl od 
TxB2 nebyl pokles exkrece PGE2 statisticky významný. Toto zjištění, spolu s faktem, že 
aplikace wortmaninu neměla vliv na vylučování prostanoidů v moči u kontrolní skupiny ZL, 
vede k závěru, že aktivita COX-2 je u ZDF potkanů, alespoň z část~ závislá na inzulinu. 
Wortmanninem indukovaná snížená produkce prostag1andinů v moči ZDF potkanů by však 
mohla mít i jiné vysvětlení. Důvodem snížené produkce prostanoidů v moči by mohla být 
snížená hladina NEMK pozorovaná v séru 12 ti týdenních ZDF korelující se sníženým 
výskytem prostanoidů v moči ZDF, kterým byl aplikován wortmannin. NEMK slouží jako 
prekursory syntézy kyseliny arachidonové (Needleman P a kol. 1986). Kyselina 
achachidonová je COX enzymy nejprve oxidována a posléze redukována za vzniku PGH2-

meziproduktu syntézy prostag1andinů a thromboxynů. 
Exprese COX-2 lokalizovaná v oblasti macula densa/ T AHL významně ovlivňuje 

renální hemodynamiku a funkce modulací systému renin-angiotensin (Cheng RF a Harris RC 
2004). Prostanoidy produkované COX-2 v konečném důsledku přispívají k patogenezi DN 
presklerotickými a hemodynamickými. 

Studium exprese COX-l nebylo původně cílem této studie. Avšak snížená exprese COX-
1 u 12 týdenních ZDF spolu se známou lokalizací této izoformy ve sběrných kanálcích 
(Cíimpean Va kol. 2003) mohou mít patofyziologický význam vzhledem k tomu, že 
enzymem produkované protag1andiny pravděpodobně ovlivňují natriurézu a diurézu (Breyer 
MD a Breyer RM 2001). Redukce exprese COX-l by tak u obézních ZDF potkanů mohla 
přispět k pozdějšímu rozvoji hypertenze snížením natriuretické odpovědi. 
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6.5. Shrnutí 

ZDF potkani demonstrovali, v závislosti na rozvoji metabolického syndromu, pokles exprese 
COX-I a nárůst exprese COX2 proteinu spolu se zvýšenou produkcí prostanoidů v moči. 
Podání inhibitoru insulinové signalizace, wortmanninu, prokázalo souvislost mezi 
hormonálními a metabolickými charakteristikanň (hyperinsulinemií a· zvýšenou koncentrací 
NEFA v plasmě) a produkcí prostanoidů v moči u ZDF modelu. Vzhledem k významu 
isoforem cyklooxygenáz pro renální funkce a patofyziologii mohou a1terace exprese a 
aktivity těchto enzymů přispět k pozdějšímu rozvoji abnormalit spojených s DN, jakými jsou 
změny renální hemodynamiky a rozvoj hypertenze. 
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7. Závěry 

U diabetických STZ potkanů korespondovala míra aktivity Akt a exprese P-Ser-473 Akt s 
míru metabolické kompenzace. Aktivita mTOR pak zhruba kopírovala aktivitu Akt kinázy. 
Na rozdíl od Akt kinázy, jejíž aktivita odpovidala insulinemii, byla aktivita mTOR 
modulována kombinací hyperglykémie a spolu s intenzitou léčby insulinem. Tato pozorování 
by svědčila pro to, že v podminkách DMI je míra metabolické kompenzace důležitým 
modulátorem aktivit proteinů Akt a mTOR a že kromě Akt kinásy je aktivita mTOR za těchto 
podmínek s velkou pravděpodobností regulována i dalšími signálními molekulami. 

V případě modelu DM2 svědčí nárůst aktivity jak Akt, tak mTOR v závislosti na 
rozvoji metabolického syndromu o normální insulinové signalizaci v hypertrofické 
Akt!mTOR kaskádě. Aktivita vasoprotektivní Akt! eNOS signalizace naproti tomu 
vykazovala známky oslabení a spolu s nárůstem aktivity COX-2 a zvýšenou produkcí 
prostanoidů tak přispěla ke změnám renálního vaskulárního tonu a modulacím 
hemodynamiky v renálním kortexu při DM2 

S ohledem na nmohočetné funkce a význam Akt a COX signalizace pro renální 
patofyziologii mohou zmíněné nálezy přispět k pochopení strukturálních a hemodynamických 
abnormalit asociovaných s rannými stadii diabetické nefropatie. 
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ABSTRACT 

Insulin resistance (IR) and consequent hyperinsuIinemia are hallmarks of Type 2 diabetes 

implicated in 

regulation of glucose uptake, cell growth, cell survival, protein synthesis, and endothelial 

nitric oxide (NO) production. Impaired Akt activation in insulin-sensitive tissues 

contributes to IR. However, Akt activity in other tissues, particularly those affected by 

complicaIionsofDM2,lllísbOOn leSs stUdied Wehypothesized that hyperinsulinemia 

could. have an. impact on activityofAkt. anditseffectors· involvedin regulation OfreIlal·----­

morphology and function in DM2. To address this issue, renal cortical Akt was 

detennined obese Zucker rats (ZO), a model of DM2, and lean controls (ZL). We also 

studied expression and phosphorylation ofthe mammalian target ofrapamycin (mTOR) 

and endothelial NO synthase (eNOS), molecules downstream of Akt in the insuIin 

signaling cascade, and documented modulators ofrenal injury. Akt activity was measured 

by a kinase assay with GSK-3 as a substrate. Expression ofphosphorylated (active) and 

total proteins was measured by immunoblotting and immunohistochemistry. Renal Akt 

activity was increased in ZO as compared to ZL rats, in paraIlel with progressive 

hyperinsulinemia. No differences in Akt were observed inthe skeletal muscle. 

Corresponding to increases in Akt activity, ZO rats demonstrated enhanced 

phosphorylation of renal mTOR Acute PI3K inhibition with wortmannin (100 Ilglkg) 

attenuated renal Akt and mTOR activities in ZO, but not in ZL rats. In contrast to mTOR, 

eNOS phosphorylation was similar in ZO and ZL rats, despite higher total eNOS 

expression. In conclusion, ZO rats demonstrated increases in renal Akt and mTOR 

activity and expression. However, eNOS phosphorylation did not follow this pattern. 

3 

These data suggest that DM2 is associated with selective IR in the kidney, allowing pro­

growth signaling via mTOR, whereas potentially protective effects mediated by eNOS 

are blunted. 

Keywords: Akt kinase, phosphatidylinositol 3 - kinase, Zucker rat, mammalian target of 

rapamycin, mTOR, endothelia! nitric oxide synthase. 
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INTRODUCTlON 

Resistance to metabolic actions of insulin (insulin resistance, IR), typically 

tI-------occ:ut'lrin!rillrinsu}!in~!lerujiti,ve,ltissue!I'SUICh"as,the"skeleta! cmusc},e.liver and adipose tissue, 

is a hallmark ofType 2 diabetes (OM2), and is often associated with obesity (1). 

Insulin signaling involves activation of i18 receptor tyrosine kinase and subsequent 

phosphorylations of severa! substmtes, including members of the insulin receptor 

7""'''''''''' "" íiub:itiiieitiiiiiny ancf!phosph3tid)rlinositol 3 - kiiláse (pI3K) (2). ,The serine/threonine 

kinaseAkt/proteinkinaseB(Akt)isoneoíthedownstreamtargets .. oíPI3K{2,.3), and 'UL ' __ 

important molecule in insulin signaling. Akt activation is a process involving membrane 

translocation and phosphorylation by phosphoinositide-dependent protein kinases (3). 

Activity of the PI3K-Akt pathway can be negatively regulated by protein phosphatases, 

such as phosphatase with tensin homology (PTEN) (4). Phosphorylated (active) Akt, 

acting via i18 downstream effectors, has been implicated not only in regulation of 

mechanisms important for glucose homeostasis, such as glucose uptake and glycogen 

synthesis, but a1so in the control of other cell functions, including growth, survival, 

protein synthesis, and endothelial nitric oxide (NO) production (5). Thus, in addition to 

being a hormone with well established metabolic actions, insulin ac18as a growth, 

survival, and vasoactive factor. 

Impaired insulin signaling via the PI3K-Akt pathway in insulin-sensitive tissues 

has been implicated in the pathophysiology of IR (6, 7). It has been posiulated that the 

resulting hyperinsulinemia may have impact on other cells and tissues, and play a role in 

the pathophysiology of micro- and macrovascular complications of diabetes (8). 

5 

The kidney is a1so a target of insulin actioru!, and nephropathy is one the most 

serious complications of OM2, reaching epidemic proportions in some parts of the world 

(9). Moreover, obesity, even without marked hyperglycemia, is associated with a variety 

ofrenal pathologies both in clinical and experimenta1 settings (10, ll). Studies indicate 

that insulin and/or Akt srimulation influence rena! cell protein synthesis, viability, renal 

hemodynamics, NO production, and sodium reabsorption, i.e. mechanisms. with relevance 

to renal pathophysiology (12-17). If renal Akt activation remains unaffected in IR, 

permanent exposure to hyperinsulinemia due to IR could have impact on its downistream 

effectors and rena! morphology and function. 

The mammalian target of rapamycin (mTOR) is an important molecule in 

regulation of proteinsynthesis. Regulation of mTOR signaling is linked to PI3K-Akt by 

the tuberous sclerosis complex (18). Upon insulin and growth factor stimulation, .mTOR 

facilitates protein trans1ation through inhibitory phosphorylation of eIF-4E binding 

protein (4E-BPl), a translation repressor. These even18 result in activation of the 

translation of specific mRNA subpopu1atioru!. Enhanced protein synthesis may contribute 

to the development of renal hypertrophy via enhanced extracellular matrix accumulation, 

one of the key elemen18 in the pathophysiology of glomerulosclerosis and renal 

interstitia1 fibrosis (18). 

ln contrast to mTOR, endothelial nitric oxide (NO) synthase (eNOS) exerts 

protective actions in the kidney by generation of endothelium-derived NO, a molecule 

with well established vasodilator, antithrombotic and antigrowth effects in the 

cardiovascular system and the kidney (19-21). Upon agonist stimu1ation, Akt mediates 

phosphorylation of eNOS on Serll77, resulting in enhancement of i18 NO-generating 

"I 
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capability (22, 23). Indeed, insulin acts as an endothelium-dependent vasodilator in most 

vascuIar beds (24). Impaired endothelia! function has been suggested as one of the 

of DM2 and 

obesity (21, 25). In tum, restoration of endothelia! NO generation has been shown to be 

protective in these conditions (25). 

In the present studies, we determined rena! cortica! Akt activity and expression in 

. ~thehyperiDSUlii1eiDicěnvifODi:Dtlnt iYPfcaI!y· associated with IR.. Inparallel; we studied 

Akt in the insulin signa!ing cascade, and known moduIators ofrena! injury (21, 25-27). 

We hypothesized that in DM2, the kidney is affected by selective IR allowing enhanced 

pro-growth signaling, whereas potentially protective effects mediated by Akt-induced 

eNOS phosphorylation are blunted. To address this issue, these components of insuIin 

signa!ing were determined in the rena! cortex of obese Zucker fatty rats (fa/fa, ZO) (28), 

a model ofDM2. Zucker lean rats (ZL)!hat do not display metabolic defects served as 

controls. 

MEmODS 

Diabetic rat model. 

Male ZO and control ZL rats were obtained from Chm-les River, Sulzfeld, 

Germany. ZO rats are metabolica!ly well characterized: an autosomal rece~sive mutation 

of the fa-gene, encoding the leptin receptor, results in hyperphagia, obesity, and 

hyperlipidemia (29). ZO rats display insuIin resistance, marked hyperinsulinemia, and 

impaired glucose tolerance, and slowly progressive increases in blood glucose (BG) 

7 

concentrations (30). Later in the course of the .disease, ZO rats develop progressive 

a!buminuria and glomerulosclerosis (31). 

All experiments were carried out with the approva! of, and in accordance with the 

regnlations of, the Institutiona! Animal Care and Use Committee of the Institute for 

Clinica! and ExperimentaI Medicine. Tbe animals were housed with a light-dark cycle of 

12 hours each, and with free access to food (standard chow) and water. , . 

Study design. 

ln the frrst series of experiments, rena! cortical activity, expression, and 

immunohistochemica!loca!ization of Akt and protein expression ofPTEN in 4-week and 

12-week old ZO (n=6) and ZL (n=5) rats were determinedin parallel with Akt activity in 

the skeletaI muscle. Prutein expression of phosphorylated and totaI mTOR and eNOS 

were studied in 12-week old animals. To further explore the status of the PI3K-Akt 

pathway and its impact on downstrearn molecuIes, .Akt and mTOR were studied in 

separate groups of 12-week old ZO and ZL ratS (n=5 in each group) adrninistered 

intraperitonea! injections of tbe PI3K inhibitor wortmannin (100 Jlglkg bwt in 15% 

DMSO, 90 minutes before sacrifice) and compared to vehicle (DMSO)-treated animals. 

In previous in vivo studies conducted by Gao and co-workers (32), a substantially lower 

dose ofwortmannin (15 Jlg/k:g bwt) injected Lv. blocked insulin-induced increases in Akt 

activity, and inhibited the beneficia! effects of insulin on apoptosis in a rat model of 

myocardial infarction. 

After sacrifice, the blood was collected for determinations of BG, serum 

triglycerides (TG), non-esterified fatty acids (NEFA), and plasma insuIin levels. Tbe 
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soleus muscles were removed and snap ftozen in liquid nitrogen. The kidneys were 

quickly removed on ice, decapsulated and divided into cortical and medullary portions, 

r-------------uo2~in~~wi~Elmo~~,ml~S[OOl~in-!l~(;~ml.fimĎ~.aruůys~.b~km~e~~yand 

immunoblotting. Half of the right kidneys w~ immersed in 10% forma1in and further 

processed for immunohistochemistry. The blood and msues were hmvested without 

previous food restriction. 

Tissuepreparation •..... 

Rena! corticaI tissue and soleus muscles were homogenized in ice-cold buffer 

containing 2 mM EDTA, 50 mM TrislHCl pH 7.5 , 150 mM NaCl, ImM PMSF, 10 

/lg/ml leupeptin, 10 /lg/ml aprotinin, 20 mM glycerol phosphate, 1 mM sodium 

orthovaruidate and 2 mM sodium pyrophosphate using a motor driven homogenizer and 

centrifuged at 850g for 10 minutes at 4°C. The nuclei-ftee supernatant w~ further 

centrifuged at 100,OOOg for 60 minutes at 4°C to obtain crude membrane and cytosolic 

fi:actions. The analyses were performed in cytosolic ftactions. Total protein concentration 

in each ~ple ~ determmed by BCA analys~ (Pierce Biotechnology, lnc. Rockford, 

lL). 

Akt kinase assay. 

The homogenates (300/lg) were analyzed using an Akt kin~e activity ~say kit 

(Cell Signaling, MA) according to the manufacturer's instroctions. ln brief, renal cortica1 

and muscular homogenates hmvested from ZL and ZO rats (300 /lg) were 

immunoprecipitated with immobiIized phospho-Serine 473-Akt antibody and incubated 

9 

with the Akt substrate glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) in the presence of ATP. 

Protein expression of phosphorylated GSK-3, ~ a me~ure of Akt activity, w~ then 

determined by western blotting using the anti-phospho-GSK-3 antibody. 

Immunoblot analysis. 

The tota! protein content of each ~le w~ equalized by dilution in SDS-PAGE 

smnple buffer and incubated for 5 minutes at 9TC. Denatured proteins were then 

separated through an SDS-polyacrylmnide gel and traosferred to PVDF membranes (Bio­

Rad). Membranes were w~hed and then blocked ovemight with TBS-T containing· 5% 

nonfat dry miIk.Following blocking, membranes wereagain w~hed, and incubated 

overnight with n1bbit polyclona! antibodies (Cell Signaling, Beverly, MA) ~dagainst 

phospho-Serine 473:-Akt (P-Akt,· cat. # 9271, 1:500), phospho-Serine 2448-mTOR (P­

mTOR, cat. # 2971,1:500), orphospho-Serine 1177-eNOS (p-eNOS, cat. # 9571, 1:600). 

lmmunodetection w~ accomplished by incubating membranes with a goat anti-rabbit 

secondary antibody conjugated with horseradish peroxi~e (HRP) for 45 minutes 

(1:50,000, Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, lL) in TBS-T containing 5% nonfat dry 

milk. Visua1ization ~ performed with an enhanced chemilumin~ence (BCL) western­

blotting kit (Supersignal West Dura, Pierce Biotechnology, lnc. Rockford, lL) according 

to the manufacturer' s instroctions. Following the detections of phospho-proteins, the 

membranes were stripped in a stripping buffer (Chemicon, TemecuIa, CA) for 30 minutes 

at room temperature, blocked for 60 minutes, and reincubated with n1bbit polyclona1 

antibodies against total Akt, tota! mTOR (Cell Signaling, cat. # 9272 and 2972, 

respectively), or eNOS (BD Transduction Laboratories, San Diego, CA, USA) and 

I 
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further processed as described ahove. To detennine· equality of loading, membranes were 

restripped and reprobed for actin (Santa Cruz, Santa Cruz, CA) as previously described 

(33). Measurements ofPTEN expression were accomplished using theSllll1e procedure as 

described ahove using a mbbit polyclonal antibody(Cell Sigusling, cat. # 9552, 1:500) 

followed directly by actin detection. Resultant films (Kodak) were scanned using a 

flatbed scanner. and images analyzed with NlH Image software with the gel plotting 

macro. 

Immunohistochemistry • 

The fixed kidneys were dehydrated through a graded series of ethanols, embedded 

in paraffin, sectioned at 4 11m thickness, and placed onto glass slides. Sectious were 

deparaffinized in xylene and rehydrated through graded ethanols to water, and pretreated 

by steaming in 10010 CITRA buffer (BioGenex, San Ramon, CA). After blocking, the 

slides were incubated overnight at 4·C with primary antibody (anti-phospho-Ser473-Akt, 

Cell Signaling, 1:100) or with thesame concentration of non-immune mouse IgG as a 

control. Endogenous peroxidase activity was blocked with 3% H202 solution in 

methanol. The primary antibody was localized using the Vectastain ABC-Elite 

peroxidase detection system (Vector Laboratories, Burlingame, CA). This was followed 

by reaction with diaminobenzidine as chromogen and counterstaining with hematoxylin 

(Sigma, St. Louis, MO). Sections of each diabetic kidney were processed in parallel with 

appropriate control tissue. 

II 

Analytical methods. 

Blood glucose levels were measured by the glucose oxidase assay (Pliva-

Lachema, Czech Republic). Serum insulin concentratious were measured using a mt 

insulin RIA kit (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Serum TG concentratious were 

detennined by standard enzymatic methods (Pliva-Lachema), and serum NEFA were 

measured using an acyl-CoA oxidase-based colorimetric kit (Roche Diagnostics, Basel, 

Switzerland). 

Statistical analysis. 

Data are expressed as mean ± SEM. All analyses were perfonned by analysis of 

variance (ANOVA) followed by the Scheflě test. Ap value ofless than 0.05 was viewed 

as statistically significant. 

RESULTS 

Geneml physical and metabolic pararneters in ZL and ZO mts are summarized in 

Tahle 1. An increase in body weight was already apparent by 4 weeks in ZO, with an 

even more striking difference in 12-week old animals, as compared to their age-matched 

lean counterparts. Both 4-week old and 12-week old ZO mts dem0llStrílted increases in 

renal weight. However, the kidneylbody weight mtio was not different at 4 weeks, and 

even decreased in 12-week old ZO mts as compared to ZL mts ofthe same age. ZO rats 

demonstrated progressive increases in plasma insulin concentrations and increases in TG 
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and NEF A levels. Although stm within the nonnal or near-nonnal range, BG values were 

slightly increased in both age groups of ZO as compared to ZL. 

------------:Arullyiiis-()f-Add~lcin:ase--aetivity~b:y~inl~vij'ro~:kiruiSe-assay-intlle-s:keletal muscle did 

not reveal any differences between ZL and ZO rats in either age group (Fig. 1). This 

phenomenon was observed despite increasing plasma insulin levels in ZO rats. Akt 

activity and expression in renal cortex is shown in Figure 2. ID 4-week old ZO, Akt 

:-~---~--------~~----- -~- ilctivii"V (Fig::Z, Panel A) was stillsifuifui tóthil.t in ZL. ID conttastto younger anintals, 

and unlike the findings inthe skeletalmuscle, 12"weekoldZOrats demonstrated marked--~-'-: 

increases in renal cortical Akt activity as compared to ZL (Fig. 2, Panel A). This fmding 

corresponded to increased expression of P-Akt in 12-week old ZO rats (Fig. 2, Panel B). 

The abundance oftotal Akt protein was also increased in 12-week old ZO rats compared 

with age-matched ZL (Fig. 2, Panel B). IDlmunohistochemical studies localized 

phosphorylated Akt in glomeruli, in particular in podocytes, and in mesangial cells (Fig. 

3). P-Akt inlmunoreactivity was also apparent in the distal tubules (Fig. 3). The 

distribution of P-Akt in the cortex was similar in ZL and ZO rats. There were no 

differences in PTEN expression between ZL and ZO rats at either 4 or 12 weeks (Fig. 4). 

Expression of mTOR and eNOS proteins were deterulined in 12-week old 

animals, which had demonstrated differences in Akt activity. Both P-mTOR and total 

mTOR protein abundances were enhanced in ZO rats as compared to ZL (Fig. 5). ID 

contrast to mTOR, eNOS phosphorylation was similar in ZO and ZL rats, despite higher 

total eNOS protein expression (Fig. 6). 

To further explore whether renal Akt - mTOR activation is PI3K-dependent, 12-

week old ZO and ZL rats were treated acutely with wortulannin, aninhibitor of PI-3K.. 

13 

The results were compared to anintals treated with DMSO as vehicle. Physical 

paranleters and BG levels in these groups of ZL and ZO rats were similar to those studied 

in the first series of experiments (data not shown). To exclude the possibility thil.t DMSO 

per se could influence Akt activity, rena1 cortical activity was compared between DMSO­

treated ZL and ZO rats. As shown in Figure 7, Panel A, DMSO-treated animals 

demonstrated similar differences in renal cortical Akt activity as observe.d in ZO and ZL 

rats without DMSO treatrnent. Wortulannin administration resulted in reductions in Akt 

kinaseactivity (Figure 7, Panel B), and mTOR phosphorylation in ZO (Figure 7, Panel 

C), but not in ZL rats. 

DlSCUSSION 

In the present studies, ZO rats demonstrated progressive hyperinsulinemia and 

other metabolic abnormalities charaeteristic of IR states, including marked elevations in 

plasma TG and NEFA levels, and only a slight increase in BG concentrations. ID this 

metabolic environment, renal cortical Akt kinase activity and expression of 

phosphorylated Akt were increased in 12-weekold ZO rats as compared tolean controls. 

In contrast to renal cortex, no differences in Akt activity between ZO and ZL rats were 

observed in the skeletal muscle. ZO rats also displayed increased renal expression oftotal 

Akt protein expression. This observation suggests that exposure to chronic 

hyperinsulinemia leads not only to changes in posttranslationa! modifications of Akt, but 

also to changes in the transeriptionallevel of Akt regulation. The differences in rena! Akt 

activity in 12-week old ZO rats were not attributable to PTEN, since the expression of 

this protein was sinlilar in ZO and ZL rats. 
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Studies have suggested that Akt-mediated and growth factor-induced signaling 

are involved in cellular hypertrophy and enhanced extracellular matrix (ECM) production 

t-----------nlremW~~~~~~~fu~m-~~mm~Ěn-tlle-dl~~~~loot .. of~om~woscl~osisand 

interstitia! fibrosis (12, 13,34-37). These effects could be mediated via mTOR, a kinase 

involved in the control of protein translation (12, 38). Activation or mTOR has recootly 

emerged as an inlportant mechanism in rena! and cardiovascmar pathophysiology (26, 39, 

40). 

We·· observed·· enhanced.mTORphosphorylati()llitl,J.~.:wt!eK.()I<i.~Qratsas 

compared to their lean connterparts. To further explore the link between 

hyperinsulinemia and the renal PlK3-Akt-mTOR pathway in DM2, ZO and ZL rats were 

admini~d the PI3K inh1bitor wortmannin. This intervootion was associated with 

reductions of Akt kinase activity in ZO rats. Furthermore, wortmannin induced a 

reduction in mTOR phosphorylation. These findings, together with the lack of effect of 

wortmannin in ZL rats, suggest that oohanced rena! Akt activity in ZO is, at least in part, 

insulin-depoodoot, and that the pathway ĚS involved in renal mTOR phosphorylation. 

There is rapidly increasing evidooce suggesting the roles of the Akt and Akt­

mTOR pathways in the ~el~moot of nephropathy in both types of diabetes. In vitro, 

Akt activation has beoo descnbed in mesangia! cells (36, 41), podocytes (27) and 

proximal tubular cells (35, 42) cultured in high ~ucose conditions. In vivo, oohanced 

rena! Akt or Akt-mTOR activity has beoo reported in rodoot models of Type 1 diabetes 

(DMI), both at early and late stages of nephropathy (26, 36, 37, 43). Treatrnent with 

rapamycin, an mTOR inhibitor, ameliorated early and advanced molecular and structural 

markers of diabetic nephropathy (26, 36, 43). 
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Although iess abundant, evidooce inlplicating Akt-mTOR signaling in the 

pathophysiology of Type 2 diabetic nephropathy has been also emerging. Feliers et al. 

(34) demonstrated increases in unstinlUlated Akt activity in the kidney of obese db/db 

mice, a murine model of DM2. These changes coincided with the onset of hypertrophy 

and matrix accunmlation. More recoot work by this group has linked these fmdings in 

db/db mice to activation of rena! mTOR and mRNA translation Il)iIChinery, and 

demonstrated booeficia! effects of mTOR inhibition in the Type 2 diabetic kidney (44). 

Our presem obse:rvations are in agreement with these reports in experimootal DM2. 

Howev~, since db/db mice display ~ere h~lycemia, and, as shown in models of 

DMI, hyp~glycemia per se stinlulates Akt activity in rena! cells (35), our study extends 

previous findings by providing the evidooce for Akt-mTOR activation in a model of 

DM2 with predominant hyperlnsulinemia, and oniy slight hyperglycemia. 

Thns, it appearsthat renaI Akt-mTOR could be activated both by high ~ucose 

and/or high insulin, suggesting roles for this pathway both in Type 1 and Type 2 diabetic 

nephropathy. lndeed, studies have indicated similar potential of high ~ucose and insulin 

to activate Akt and mTOR inrena! tubular cells (35, 44). In this context, Akt-mTOR 

activation may explain similarities in rooa! pathology in patioots with DMI and at least 

sorne DM2 patients, despite the diff~ences in the metabolic milieu. 

In addition, oth~ factors, typically associated with diabetic rooa! pathology, could 
; 

be involved. Transforming growth factor-beta (fOF-beta) is one of the best studied 

proscl~otic cytokines, responsible for cellular h~ophy and oohanced ECM 

production in the diabetic kidney (45). ZO rats display increases in rooal TOF-beta 

mRNA expression by 12 weeks of age (46). As recootly reported, TOF-beta stimulates 
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Akt in mesangial cells (37), suggesting another pathway for renal Akt-mTOR activation 

in diabetes. 

r--·-------j[iilirre!rtiiigIy;ji;re,iíoils-sfiiilies-·jrÓCi~siíl!f~on~t1íle-i~xťifeji1ál-;v~aaScillársystem in 

experimentál DM2 (8, 47) have reported defects in Akt activation simiIar to insulin-

sensitive tissues, such skeletal muscIe, adipose tissue, or Iiver. In this context, our present 

data, in accord with previous studies in db/db mice (34, 44), suggest that the kidney may 

be an organ with a uniquely preserved ábiIity of Akt to respond to increased plasma 

insulinconcentrationnssm:iatedwith·IR:~-----·----~---~-~-~-~-----

p-Akt immunoreactivity was detectáble in glomeruIi, in particular in podocytes, 

and to a lesser degree in mesangia! cells, and in distaI tubules. To our knowledge, 

immunohistochernical localization of p-Akt in the kidney in experimental DM2 has not 

been reported. However, p-Akt distribution in ZL and ZO rats corresponds to previous 

findings in STZ-diabetic rats. Thirone and co-worlcers (48) detected p-Akt in most cells 

of the kidney, with apparent highest staining in collecting tubules and some cells of the 

glomeruIar mesangium. In a more recent study, Nagai et a!.(36) demonstrated nearly 

identical glomerular loca!ization of p-Akt as in our present study. The glomerular 

loca!ization of p-Akt is also in line with in vitro evidence in glomerular epitheIia! (27) 

and mesangia! cells (36, 41). As discussed above, insuIin- or high glucose-induced 

activation of Akt has a!so been studied in cultured proximal tubular cells (35, 42). We did 

not observe p-Akt immunoreactivity in this cell type in either ZL and ZO rats. This 

finding does not preclude a pathophysiologica! role for Akt in the proximal tubule, but in 

the present model p-Akt was below the detection limit of our method. 
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It is intriguing to speculáte regarding the physiologica! or pathophysiological role 

of Akt in the distal tubule. A recent study indicating that Akt acts as an important 

regulator of epithelial sodium chaonel (ENaC) activity (49) provides a possible cIue. 

Inhibition of the endogenous expression of Akt in thyroid cells expressing the channel 

inhibited its activity and disrupted the stimulatory effect on ENaC of insulin. Conversely, 

overexpression of Akt increased expression ofENaC at the cell membrane and overcame 

the inhibitory effect of ENaC ubiquitination. ENaC is typica!ly expressed in the dista! 

nephron, and has beertshown to be involved in the regulation of blood pressure (50). 

Consequently, induction of Akt in the hyperinsuIinernic environment could contribute to 

increased sodium reábsorption and development ofhypertension in IR and DM2. 

While activation of the PI3K-Akt-mTOR pathway has been associated with 

deleterious consequences in the kidney (18, 26, 35, 44), Akt a!so mediates protective 

signals, such as the eNOS SerIl77 phosphorylation in response to a variety of 

physiologica! stimuIi(22, 23). This post-translationa! modification is a critica! step for 

NO production by the enzyme (22, 23). To our knowledge, renaI eNOS phosphorylátion 

has not been studied in models ofIR and obesity. In ZO, P-eNOS expression was similar 

to that in ZL despite higher plásma insulin levels and totál eNOS. This phenomenon 

suggests a defect in insulin-induced rena! activation of the enzyme in this model, in 

accord with previously documented endothelia! dysfunction in ZO ra~ (25). 

In summary, we report increases in rena! Akt activity and mTOR phosphorylation 

in ZO rats, corresponding to elevated plásma insulin concentrations. In contrast, eNOS 

phosphorylation was similar in ZO rats as in lean controls. These data suggest that rena! 

pro-growth insulin signa!ing mediated via the Akt-mTOR pathway is preserved in 
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experimental DM2, while the potentially protective branch of insulin signaIing, mediated 

by eNOS, is blunted. This combination of signaIing responses to hyperinsu1inemia may 

tIT---------Cíon:~ribilte-ttnhectaterdJevelopment-()f~enal-glom.erularan(l-in:teIli:titia11esionsobserved in 

clinical and experimental DM2 and obesity. 
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Figure legends. 

Figure 1. Akt kinase activity i; the skeletal muscle of Zucker lean (ZL) and Zucker 

obese (ZO) ms. 

The homogenates of the soleus muscle from 4-week and 12-week old ZL and ZO rats 

were inmIunoprecipitated (IP) with an antibody raised against phospho-~er473-Akt (P­

Akt) and incubated with the Akt substrate glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) in the 

presence of ATP. Protein expression ofphosphorylated GSK-3 (p-GSK-3), as a measure 

of Akt activity, was then determined by western blotting (lB). The results of 

densitometrlc analysis (mean;l:SE) are presented as fold control (ZL). Representative 

blots are shown in insets. 

Figure 2. Renal cortical activity of Akt kinase, and protein expression of phospho­

Ser473-Akt and total Akt in 4-week and 12-week old Zucker lean (ZL) and Zucker obese 

(ZO) rats. 

(A) Renal cortical homogenates from ZL and ZO rats were immunoprecipitated (IP) with 

an antibody raised against phospho-Ser473-Akt (P-Akt) and incubated with the Akt 

substráte glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) in the presence of ATP. Protein expression 

of phosphorylated GSK-3 (p-GSK-3), as a measure of Akt activity, was then measured 

by western biot analysis (lB). (B) Western biot analysis was uSed to determine 

expressionof P-Akt and total Akt, consisting of both phosphorylated (active) and non­

phosphorylated kinase. Actin expression is provided as a verification of eqna1 lane-to­

lane loading. Representative blots are shown in insets. The results of densitometric 
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analysis (mean±SE) are presented as fold control (ZL). *p<O.05, tp<O.Ol vs. ZL ofthe 

sameage. 

Figure 3. Renal cortical immunohistochemicallocalization of phospho-Ser473-Akt (P­

Akt) in l2-week old Zucker lean (panels A, C) and Zucker obese (panels B, D) rats. 

Formalin-flXed, paraffin-embedded kidneys were sectioned at 4 )lm and incubated with a 

p~ary;mtibodymised against p:.tili OiWii:lii:lie same concentra.tion of non-immune 

mouse···lgG··as·a ·control(not··shown).The--primaryantibodywas.localized-using llle·····~ 

perOlddase detection system and counterstaining with hematoxylin. (A and B) P-Akt 

immunoreactivity was found in glomeruli (arrows), and in distal tubules (arrowheads). 

Magnifications xlOO. (C and D) Detailed glomerular images showing immunostaining for 

P-Akt in podocytes (arrows) and mesangia! cells (arrowheads). Magnification x400. 

Figure 4. Renal cortical expression ofPTEN in 4-week and l2-week Zucker lean (ZL) 

and Zucker obese (ZO) rats. 

Western biot analysis (lB) was used to determine expression of PTEN, as described in 

Methods. Actin expression was determined as a verification of equallane-to-lane loading. 

Representative blots are shown in insets. Tbe results of densitometric analysis are 

presented as fold control (ZL). 

Figure 5. Renal cortical protein expression ofphospho-Ser2448-rnTOR and total mTOR 

in l2-week old Zucker lean (ZL) and Zucker obese (ZO) rats. 

Western bIot analysis (m) was used to determine expression ofphospho-Ser2448-mTOR 
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(p-mTOR) and total mTOR, consisting of both phosphorylated (active) and non­

phosphorylated kinase, as described in Methods. Actin expression was determined as a 

verification of equallane-to-Iane loading. Representative blots are shown in insets. Tbe 

results of densitometric analysis are presented as fold control (ZL). *p<O.05, tp<O.Ol vs. 

ZL ofthe same age. 

Figure 6. Rena! cortical protein expression ofphospho-Ser1177-eNOS and total eNOS in 

l2-week otd Zucker lean (ZL) and Zucker obese (ZO) rats. 

eNOS phosphorylation and total eNOS protein expression were measured by western 

blotting (lB), using primary antibodies against active eNOS, phosphorylated on Ser1l77 

(p-eNOS), .and totalenzyme consisting ofboth phosphorylated and non-phosphorylated 

protein. Actin expression was determinedas a verification of equallane-to-Iane loading. 

Representative blots are shown in insets. Tbe results of densitometric analysis are 

presented as fold control (ZL). *p<0.05 vs. ZL. 

Figure 7. Effect of wortmannin on rena! cortical Akt activity and mTOR expression in 

Zucker lean (ZL) and Zucker obese (ZO) rats. 

Twelve-week old ZL and ZO rats were acutely treated with wortmannin (WORT; 100 

I1g1kg, Lp.), an inhibitor of phosphatiďylinositol 3 - kinase, or with DMSO as a vehicle 

(VEH). (A) Renal cortical Akt activity was compared between VEH-treated ZL and ZO 

rats, to exclude the possibi1ity that DMSO could per se intluence Akt activity. (8) Effects 

of WORT on Akt kinase activity in ZL (left panel) and ZO rats (right panel) as compared 

to control VEH-treated counterparts. Akt kinase activity was determined by in vitro 
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kinase assay. Tissue homogenates were immunoprecipitated (IP) with an antibody 

synthase kinase-3 (GSK-3) iti the presence of ATP. 
GSK-3 

(p-GSK-3), as a measure of Akt activity, was then determined by western bIot analysis 

(lB). (C) mTOR phosphorylation and expression in VEH- and WORT-treated ZL (left 

panels) and ZO mts (right panels). Phospho-Ser2448-mTOR (p-mTOR) and tota1 mTOR, 

consisting of both phosphorylated (active) and non-phosphorylated kinase, were 
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ABSTRACT 

Akt kinase regulates numerous cell functlons incIuding glucose metabolispJ., cell growth, 

stream effectors of A.ktinvtilved in initlation of ptotein transIatlon. However, rena! Akt 

signaling in Type l diabetes (DM) in vivo, in particular in conditlons reflectlng 

differences in metabolic conttol has received less attentlon. RenaI cortica! actlvity and 

expression of Akt and mTOR (kinase assay, western blotting) were détermined in 

rats 

varying insulin treatrnent, and in conttol rats with (C4) or Without (C) chronic ÍliSulin 

administration. Rena! Akt activity was reduced in O rats without inSulin treatrnentand 

severe hyperglycernia (0-0), partially restored in moderately hyperglycemic rats (0-4), 

and normaliwi in O rats with intensive· insulin . and tight metabolic control (0-12). 

Expression of active mTOR paraI1eled Akt activity in 0-0, but not in D-4 and )),,12 that 

demonstrated increases in active mTOR as compared to C. Moreover, insulin activated 

rena! Akt, bot not mTOR in C4. In conclusion, glycemic conttol andintensity of insulin 

treatrnent are important modnlators of rena! Akt and mTOR activity in diabetes. While 

Akt activity is reversible by tight metabolic control, combination of hyperglycemia and 

insulin treatrnent resulted in enhancement of mTOR activity. In addition to Akt, other 

signaling pathways likely contribute to regulation tif rena! mTOR activity in diabetes. 

Keywords: Akt kinase, diabetic nephropathy, insulin, mammalian target of rapamycin. 

mTOR. 
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INTRODUCTlON 

AktIprotein kinase B (Akt) has been implicated in reguIatlon of a number of cell 

functions incIuding glucose uptake, glycogen synthesis, cell growth, surviva!, apoptosis, 

protein synthesis, and endothelia! nitric oxide production (Shiojima et al. 2002). Akt can 

be activated by awide variety of growth stimuli, such as growth faCtOIs and cytokines, 

. and represents an. important intermedi* in insulin sigualing (Downward 1998). Akt 

actlvation typically occurs via tyrosine kinase receptors such as receptors. for insulin .. or 

growth factors in ~ phospatidylinositol3 - kinase (PI3K)-dependent manner (Downward 

1998). MammaHan target of rapamycin (mTOR) is one of the down-stream targets of Akt 

involved in regulation of protein synthesis. Upon insulin and growth factoutimulation, 

mTOR is phosphorylated (activated) by Akt (Scott et al. 1998) IlI)cl facili~spro.tein 

trans1ation through inhib~ phosphorylation eIF-4E binding protein (4E-BPl) 

(Bhandari et al. 2001), a translation repressor. These events result in activation of .the 

translation of specific mRNA subpopulations. 

.. Rena! hypertrophy, extracellular matrix accumulation, a!tered apoptosis as wellas 

well as changes in regiona! hemodynamics have been implicated in the pathophysiology 

of nephropathy in Type 1 diabetes. (DMI) (Cooper 1998). Considering multlple functions 

of Akt and mTOR, it is possible that a!terations in activities of these rn.0lecules may plllY 

a role in pathophysiology of diabetic nephropathy. Enhanced protein synthes~ llllIY 

contribute to the development of rena! hypertrophy via enhanced extracellular matrix 

accumulation, one of the key elements in the pathophysiology of diabetic nephropathy. 

In DMI, the kidney is exposed to fluctoating levels of blood glucose and 

exogenous insulin, administered as the major treatrnent of the disease. Although it has 
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been well established that both glucose and insulin, can modulate Akt activity in various 

cell types and tissues (Dobrzynski et al. 2002; el-Remessy et aJ. 2005; Kondo eral. 2004· 
------r=~~~~-~~~~--~--------------·c ' 

Laviola 'et al. 2001; Lee et al. 2007; Mariappan etal.2007; Sheu et al. 2(04),renaI Akt 

signaIing in DMI in vivo, in palticularin clinicaIly relevant conditionsrefleciing 

'differences in Illetabolic control and insulin treatment, has rectived less attention. To 

'áddress tllls issue, \ve deťeiminedAkt andlllTOR.' activity and expression in nmaI cortex 

'bf Sft.diabeticráiS ateliFff stages or nephrC)pafuy' witb ditIerentÍevtIS()f giyreiIŮc 

--c tontrOl; -áChlevediiy víil'YingiiíSliilli-iIeatmeiiFiíiliddition, we' aIšOstudieireffectsCof 

chronicinsulin administration on Akt and mTOR in non-diábeticrats.' 

METHODS 

Diabetic ritt modtiI. 

Studies 'were conductedin adutt lIlaIeWistat rats (Anlab,Í'rague, Czech 

Republic)withinitiaIweights - 270 g. The rnts were made diabetic by inttaperltoneaI 

injection of streptozotocin (Sigma, St. LoÍlis, MO), 65 IllgIkg body weight Th'rI:e days 

later; inductionof diabetes 'W$ confumedby measurementsoftai1'bloodgltfcose (BG) 

level using a reflectance meter (One Touch n· Lifescan 'Mi!' • petas' , CA' )" All<'< ,'" ' , , ,. expenments 

, were carriedoutwith the apprÓvaIof,and in accordaní:e with tIie regutátions of, the 

, IilstitutiolÍaI AniIllaI Cate-ai1d Use Colllmittee of the InStitute for ClinicaI and 

, ExperlmentaI Medicine. Theanimals were h~used'w'ith a liglit-'<latk cycIe of 12 hours 

each, and withfree aéceSs to food (standard chow) and water. 
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Diabetic rats were then randomized to receíve no insulin treatment (severely . '.' , , . 

diabetic rats, DM-O, n=6), 4tU of insulinlday (lnsulatard, Novo Nordisk, Copenhagen, 

Denmark) toachieve, moderate hyperglycemia (DM-4, n=6), or 12IU of insulinlday 
, . . " . 

(díabetic rats on intensive insulin treatment, DM-I2, n=6), tu achieve tight metabolic 

contro!. Age-matched non-diabetic rats served as controls (C, n=8). Inaddition, non­

diabetic rats treated, with 4 tU of insulinlday (C4, n=5) were aIso studied. After 4 weeks 

of diabetes, ,the rats were sacrificed, and the blood was collected f~r, determipations of 

blood glucose.(BG) and plasma insulin levels. The kidneys werequícklyrem?ved ~n ice, 

dívided into corticaI and medullary portions, homogenized in lysís buffer as prevíously 

described (Komers et al. 2(07). Aliquotes were frozen in liquid nitrogen and stured in -

" 70.C. Tota! protein, concentration in each sample was determin,~ < by BCA" anaI, ysís 
, ' ';".' -,j • .\ 

(Pierce Biotechnology ,Inc. RoCkford, lL). 

Akt kinase assay. 

The homogenates (300]lg) were anaIyzed using Akt kinase activíty assay kit (Cell 

SignaIing, MA) according to the manufacturer' s instructions. In brief, renaI, corticaI 

homogenates described above (300 ]lg) were immunoprecipítated with immobiIized anti­

phosphOcAkt antibody and incubated with the Akt substratc; GSK-3 in ~e presence of 

ATP. Protein expressíon of phosphorylated GSK-3, as a measure of Akt activíty, was 

,then determined by western blotting, usíng the anti-phospho-GSK -3 antibod~" ' 

Immunoblot analysls. 

EquaI amounts of protein of each ,sample were anaIyzed by western blotting and 

.' ,visuaIized as ,prevíously described (Komers et aL 2(07) usíng primary antibodies raised 
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against phospho-Serine-473-Akt(P-Ser473~Akt, 1:500; Cell Signaling, Beverly, MA) or 

ph~spho-Serini.2448-mTOR (p-Ser2448-mTOR, 1:506; cell Signaling). Followingthe 

1-------dletectŘ)ns-01'-plloSphl)=p:rotl)inl~,total-Pclct-an,d-10tahtťfC:;)R__pIOtems "were' detected' on 

, .' st:ripped' membranes. To determine" equalicy' (Jf lóading; membranes were tesCriPPeď' and 

reprobed for actin (Santa Cruz, Santa Cruz, CA). 

Seru'm ,.insuliňcoDeeritiations\verémeasUred .'usinga.i'at.:insulitiluA.kit(AriIerSham 

Biosciences, Plscataway, NJ). ' 

Stlltistical analysis. 

Data are expressed as mean ± SEM. All analyses \Vere peďormed by ariaIysis ofvanance 

(ANOV A) followed by the Scheffé rest. A p value of less than 0.05 was viewed as 

statistically significant 

RESULTS 

'PhysicaI and metabolic paramerers in' control and diabetic: rats reflecred 

approxinlarely differences in metabolic control (Table I). DM-O' and' demoliStrated 

reduced weight giůn, lis' compared to cOntrol animals and diabetic rats, with msulin 

treatment BodY~eights in DM-4 ráts were greater than in DM-Orats,bÍlt lowerthan in 

DM-12. All groups of diabetic rats demonstrared renal hypertrophy assessed both by 

kidney weight and kidney ro body weight ratios. Renal hypertrophywas mostprownent 

in DM-O that demonstrated higher kidneylbody weightnltios ascomparedrodiabetic rats 

'with i~sulin treátin~rits. All grOÍlps of diabetic rátshad higÍIer BGas C<)Inpared rocOntrol'" '" 
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aninla!s, and there were also significant differences in BG between the groups of diabetic 

rats, consisrent with inrensicy of insulin treatment DM-O rats had markedly lower plasma 

insulin levels than other,groups (Jf rats. In DM-4, plasma insulin was not different from 

controls, whereas the DM-12 rats demonstrated significant hyperinsulinemia. Control rats 

receiving 4IU of insulin displayed no statistically significant diffelences in physica! and 

metabolic paramerers when compared ro control animals. Plasma insu.lin levels in C4 

were higher than in untreared control anin1als, although this difference did not reach 

statistical significance. 

There were marked decreases in P-Ser473-Akt expression in DM-O rats, laCking 

, insulin treatment (Fig.l, Panel A). Treatment with suboptima! insulin in DM-4 resulted in 

partia! restoration of Akt phosphorylation, whereas DM-l2 rats demonstrared similar 

expression of. PcSer473-Akt as c~ntrols (Fig. I, ,Panel A). Both treatments with 

suboptima1 (DM-4) and inrensive insulin (DM-12) reginlen were associared with 

increases in ,Akt phosphorylation compared ro DM-O. However, there was no statistical 

difference in ,P-Ser473-Akt expression between the DM-4 and DM-12 rats despite 

, substantia! differences in insulin dose. Expressionofrota! Akt plOtein, consisting ofboth 

active and inactive kinase, did not differ between groups (Fig. I, Panel A). Similar to 

ana!ysis of PcSer473-Aktexpres~ion, in vitro kinase assay revealed significant reduction . , ' ,". 

in Akt kinase activicy in DM-O as compared to both control (Fig. I, Panel B) and D-12 

rats, partia! resroration of Akt activicy in DM-4 and similar Akt activity in DM-12 as in 

controls. 

InDM-O,mTORphosphorylation was reduced as compared ro control aninlals 
. " " . 

(Fig. 2). In contrast to DM-O, P-Ser2448-mTOR expression in DM-4 and DM-12 rats was 
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higher than in control anima!s (p<.O.05). Tota! mTOR expression was not, in diabetic rats, 

different from controls (Fig. 2)~ 

of P-Ser473-Akt (Fig. 3 Panel A). ÉXpreSsion of tota!Akt protein did ilot cbange. In 

contr~ to Akt, expressionsofP~Ser2448-mTÓR, as well as tota! niTOR protein, were 

simil~ in ~o~trol ~dC4 rats (Fig.3, Panel B). 

DlSCUSSION 

ln the present stodies rena! Akt ano roTOR activity and expresSion weremeasured 

in dia~c rats with different le~eIs of metabolic control achieved by com plete ·Iack or 

~ifferent doses ()fexogenous insuliJl:I>iabetic rntswitlí severe hyperglyrelllÍa;noinsulin 

. treatment, and m8rke&y reducéd plasma insuliJlltivels, demonsttáted marked reductions 
. . 

in rena! cortica! Akt kinase activity.Akt activítywas partially restored in moderíltely 

. hyperglycelllÍc di~tíc ráts treáted\Vith subOptiInal doSe ol insúliil; andcompletely 

norma!izedin diabetic rats with intensiveinsuliJl trelitment andthebestglycelllÍc conťrol 

ln addition, ~on..diabetic rats treated withinsuliJl thatachievedsilllÍiarplasma insulin 

levels as moderately hyperglycelllÍcdilibetic rats, diSplayedmarkedincreases in· Akt 

phosphorylation as compared to'control animals withliut insullh treal:IJíent." 

The two major components of diabetic' nietabolic nii1ieu that have been modulated 

in this study, Le.' glucose and insulin, have 1leenpreviously shown to strongly influeuce 

Akt activities in various cell types and tissues (Dohrzynski et al. 2002; el-Remessy et al. 

2005; Kondo et aL 2004; Lavioiaet aL 2001; Lee et aL 2007; Manappanet aL 2007; 

Sheu et al. 2()()4).1n accord; presen(~bServirtiC);u,miJicate tlíatmetaboliccontrolis an 

important factor in the control of renal cortica! Akt activity in diabetes. Akt activity in 
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diabetic rats reflected variations in BG levels and intensity of insuliJl treatment 

. Corresponding to our observations in .DM-O rats, diabetes/hyperglycelllÍa-induced 

reductions in Akt activity have been reported in murine retina! endothelia! cells (Kondo 

et al. 2004), and in rat myocardium (Dobrzynski et al. 2002; Laviola et al. 200 I). 

Considering established pathways of Akt activation, one of plausible explanations for 

feducedAkt activity in DM-O is absulute lack of insuliJl. Indeed, Akt activity deterlllÍned 

bothas expression of P-Ser473-Akt and by kinase assay paralleled plasma insuliJllevels 

... in diabetic'rats.· . 

Purthermore, hyperglycelllÍa could also contribute. High glucose has beenshown 

to be associated with reduced ability of Akt to. be activated by known agonists in the 

skeleta! muscle lind endothelia! cells (el-Remessy et al. 2005; Kondu et al. 2004; Krook 

et al. ·1997). Indeed, sinii1ar phenomenon was observed in thepresent stody, The same 

dose of insulin that only partially restored Akt activity in DM-4 rats, resulted in a 

significant increase in Akt phosphorylation in non-diabetic; normoglycelllÍcanimals,. The 

abmty of insulin to markedly enbance Akt phosphorylation in norma! rats, as opposed to 

mere restoration of P-Akt expression indiabeticrats with insuliJl. treal:IJíent ,that 

demonstrated sinii1ar,or in case of DM-12, even higher plasma insuliJllevels, suggests 

some degree of resistance'to insuliJl actions in the diabetic kidney. 

Interestingly, studies focusing on a!terations of rena! Akt signaling in the diabetic 

kidney and in rena! cells in vitroexposed to high glucose have so farprovided conflicting 

evidence. Our observations are in accord with a report by Lin et a!. (Lin et al. 2006) 

showing marked!y lower phospho-Akt expression in mesangia! cellsexposed to high 

glucose mconjunction with enbanced apoptosis. In contrast, growth hormone-induced 

Aktactivation in STZ-diabetic rats was enbanced as compared to controlanimals 
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(Thirone et al. 2002). Other studies have reported rapid glucore-induced Akt 

phosphory lation in murine and rat mesangial cells (Sheu et al. 2004), proximal tubular 

. iil STZ-diabetes in vivo (Lee et al. 2007). 

We can only speculate about tbe explanation for disparate findings in tbe present 

studies and tbe above discussedevidence. Time. factor may be important Forexample, 

-_ ....... _.-.. _.. ...... hi,gh'gIUloos<e"intdUl:ed::Ak:tpllosplKlryIatio1n-in'proximal" tubular cells (Mariappanet al. 

2(07) was detectable up to 15 minutes, but retumedto baS<eline a.trer ~():DlinIltl:S of .......... ~--" 

exposure to high glucore. In vivo,' renal cortical Akt activation was· detected in diabetic 

rats early (3-4 days) aftér induction ofdiabetes (Lee et al. 2007). In tbe present studies, 

tbe lddneys were ánalyzed 4weeks after induction of diabetes. Tilere differences in study 

. designs indicate tbatprerent findings are not necessarily in disagreemeut witb tbe. above 

discussed renal evidence. High-glucore activation of Akt may be a pllenolllenon 

characteristic for acutephaS<e of hyperglycemia!diabetes. 

Out of large number of down:'stream targets of Akt, mTOR was ch~n for its role 

". 'in initiatioll of protein translation (Kasinath et al. 2006; Scottet al. 1998) and possible 

involvement in ellhanced renal production of ECM proteins (Senthil.et al.2()03). In DM­

O rats, phosphorylation status of mTOR para1leled obS<eI'Ved changes in. indices 

characlerizing Akt activity. However, diabetic rats witb suboptimal and intensive insulin 

tieatment demonstrated' increases in mTOR phosphorylation as compared toconttol 

animals, and an opposite trend compared witb DM-O. Moreover, in conttast to insulin­

tteated diabetic 'animals, there were no increases ,in mTOR phosphorylationin non­

diabetic rats receiving insulin, at a dore, sufficient. to lIJlIIkedly activated Akt. There 

. filldings . C:ombilled· suggest tbatboth are 
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mTOR activation in diabetes. In vitro, botb high glucore and insulin have been recently 

shown to have ability to activate mTOR in murine proximaI tubular cells, altbO\lgh tbe 

additive effect of gluCOS<e and insulin has not been reported (Mariappan et al. 2007). 

Kidneylbody weigllt ratios were markedly elevated in all groups of diabetic rats, 

altbough rena! hyperttophy was attenuated by insulin tteatment This phenomenon 

indicates that signa1ing pathways leading to .renal hyperttophy in reverely diabetic rats 

lacking insulin. tteatment and in diabetic rats with .moderate Ol' mild ilyperglyceD1ia and 

jnsulinttt;atmentmaydiffer. Furthermore, DlTOR phosphorylation did. not para1lel 

. obreI'Ved pattem .of Akt activity in diabetic rats suggegting tbat in addition to Akt, some 

otber signa1ing pathways contribute to activation of this molecule in diabetes, Indeed, 

Akt-independent pathways leading to mTOR pllosphorylation have been recently 

suggested. S6 ldnaS<e 1 (S6Kl) has been identified as direct m'I'O~ kinaS<e. (H~Iz:et al . 

2005) acting down-stream from protein kinaS<e C. Moreover, high-glucose-induced 

suppression of AMP-activated protein kinaS<e, a natura1 inhibitor of mTORactivation, 

appears tobe a!so operative in glomerular epitbelial cells (Lee et al. 2007). 

At this stage, it is impossible to determine tbe significance of alterations in rena! 

Akt signaling for tbe development of lddney diS<eaS<e in Type 1 diabetes, Theoreri~y, 

Akt may be involved in both protective signaling in tbe lddnl?Y (Shiojimaet al.2002), as 

well as mediate deleterious effects, such as renalhyperttophy.In contrast,. mTOR 

activation S<eems to play, in accordance witb its assumed role in enhanced production of 

ECM in tbe diabetic lddney, a role in tbe pathophysiology of diabt;tic nePhropatby. 

Indeed, recent experimentaI study have demonstrated nephroprotective actions of long­

term mTOR inhibition witb rapamycin (Lloberas et al. 2006) . 

J 
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In summary,' diabetic rats with severe hyperglycemia, lack' of insulin treatment 

and l()w plastria insulin levels, demollStrated reduced fena! cortical Akt activity. This 

phenoinenon wasreversible by tightmetabolic c()ntrol. Expressi()n of activ~mTOR, one 

of downCstreameffectors of Akt, was 'a!so reduced inseverely-diabetic anima!s. 

.. ' H()wever, coinbmationof' hyperglycemia and' insulintIeafuíent resulted in' incieased 

mTOR phosphorylation.ChrolÚc administration ófinsulin in norma! rats lead to Akt, but 

llot mTORáCiivlition:. ThesěobsétvationS showthat glycemlC controÍanlÍ intensity of 

•. ··.··insulill·tréjitmell.taft;··i~trilodiJjatOrS-ófřeÍlIirAki·and··mT6RactivítYfu'diabeies -~-" 

. and suggeSt that, in addition to Akt,other signaling pathways contribute tO rena! mTOR 

'activity índiabetes .. 
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Figure legends. 

diabetic rats. 

A. P-Ser473-Akt (active) and total Akt in renalcorticalhomogenates harveSted'from 

control animals, diabetic rats without insolintreatment (DM"(); and diabetic rats treated 

r-··_·_····_················· \íiii:ll;rID'(DJM:;j:)~l:íídT2ID (DIM~I2jíof lruruThnas desCribedin Methods, Thíúlata' are 

presentedas.Akt/ác6nratios •. Representativeblots'llre-showri-m·the'upper'inset-lkRenal 

cortical Aktactivity incontraland diabetic ratsdetermined by in vitrokinilseassa.y using 

GSK-3 as a substrate. A representativeblot of phospho-GSK-3 is shown in.theupper 

panel. *p<O.05 vs. contral; tp<O.OI vs. contral; :j:p<O.05 vs. DM-O; '<0.01 vs. DM-O; 

31:<0.05 vs. DM-4. 

Figure 2. Renal cortical protein expression of mTOR in contra1 and diabetic rats. 

P-Ser2448-mTOR (active) and total mTOR in renal cortical homogenates harvested from 

contral animals, diabetic rats without insolin treatment (DM-O), and diabetic rats treated 

with 4 ID (DM-4) and 12 ID (DM-12) ofinsulin as described in Methods. The data are 

presented as mTORlactin ratios. Representative blots are shown in the upper inset 

*p<O.05 vs. contral; tp<O.OI vs. contral; '<0.01 vs. DM-O; 

Figure 3. Effects of insolin on Akt and mTOR in normal rats. 

Expression of P-Ser473-Akt (active) and total Akt (Panel A), and P-Ser2448-mTOR 

(active) and total)llTOR (panel B) in renal cortical homogenates harvested from contral 

animals, and non-diabetic animals treated with 4 ID of insulin was determined by western 

17 

blotting. The data are presented as Akt/actin and mTORlactin ratios. Representative 

blots are shown in the upperinset tp<O.OOl vs. contral 
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. Reoal cydooxygeuase-2 in obese Zu<k"" (ratty) nds. . 
Backgroand. Cyclooxygenase (COX) isoforms, COX-1 and 

COX-2, are involved in production of prostanoids in the kid­
ney. lncreases in rena! COX-2e"PreSsion bave been implicated 

.. Iii· t1iě 'pai!iophymotogy' ofprog..eSsive Ienai injmy, including 
type 1 diabetes. Thromboxane Az (TxAz) bas been suggested 
as the keymediatoroftheseeffects resultingin up-regu1ation of 
proscleroticcytokines and extracellular matrix proteins. Unlike 
type 1 diabetes, ",nal COX has not been studied in models of 
type 2 diabete.s. 
. Methods. Rena!córl1cal COX protein expression, and urinaty 

excretion of stable metabolites of prostaglandin Ez (PGE,) and 
TxAz, in association with metabolic parameters, \Vere deter­
mined in 4-and:12-week'Old Zucker falty ,ats (falfa rat) (ZDF4 
and ZDFl2), " DlOdeI. of type 2 diabetes, and in age-matched 
littermates with no metabolic defect (Zucker lean) (ZIA and 
ZL12). .. .. 
. Resu/ts: Wesfém·blotting revealed increased COX-2 expres­

sionin ZDF4ascompared toZIA (245 ± 130%) (P < 0.05). Ibis 
increase in COXc2 wasevenmore appatentin 12-week-oldZDF 
rats (6S0.±120%) (P < 0.01). AU groups of rats demonstrated 
COX-2-positive cells in typical corticallocalizations [macula 
densa, !hick ascending 100p of Henle (TALH)). ln contrast to 
COX-2,COX-1 expteSsiOli was 30% lower in ZDF12. These 

• changes in COX expression were associated with enbanced url­
Dary eXcretion of Prostanoids, in parallel with the development 
of metabolic abnormalities. Moreover, increases in prostanoid 
excretiónin:zI!Fl2Were inpart reduced by wortmanoin (100 
l'glkg), used aSinhibitor of insulin signalinl!' . 

Conciusion.· Reoalcortical COX-2 protein expression and 
function wereincreasedin ZDF rats, as compared to controls, 
whereas COX-l exhibitedopposite regulation. 111e .changes in 
COX-2parall!'led metabolic abnormalities, and were at least in 
part a four consequen~ ofhyperinsulinemia. These abnonnaI­
ities may play a role in rena! pathophysiology in this modelof 
type 2 diabefé~ • . ... 

111e rofe:ofgclooxygenase (COx) metabolites of 
arachidonic.ucid in the development of rena! a!terations, 

KeyW9rds:~~er ra~ dia~ticnephropathy, cycIooxygenase-2,hyper­
insulinemia •. thromboxane A2 .. 
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and in the pathogenesis of diabetic nephropathy in type 1 
diabetes, has been suggested in a number of clinical stud­
ies [1-3], as well as in experimental models of diabetes 
[4-9]. . ... 

1\voisofonns ofCOXhave been identi6ed, COX-1 and 
COX-2 .. COX-1 is constitutively expressed in most tissues 
and perfopns honsekeeping fuÍu;tions in the vascular. sys­
tem. In the norma! adult kidney, COX-1 has been: local­
izedto arte.ries and arterioles, glomeruIi, and collecting 
ducts [10, 11].In contrast, COX-2 operatesas aninducible 
enzyme with low or undetectable levels in mósttjssues, 
and its expression can be markedlyincreased by a number 
of iulIammatory, mitogenic, and ph~ica! stimull [12, 13]. 
Although considered to. be an inducible enzyme, COX-2 
isconstitutively expressed in occasiona! rena! cells of the 
!hick ascending loop of Heule (TALH) and in th~ region 
of the macula densa of the rat kidney, and in podocytes 
in the human k:idney [11, 14, 15]. 

Increased COX-2 expression and activity has been de­
scribed in.several models of progressive renal diséase, in­
cludingmodelsoftype 1 diabetes [8, 9]. Long-termstudies 
have demonstrated bÍlneficial effects of selective COX-2 
iphibitors in .these experimental.conditions ón: the devel-

.. opment of proteinuria and rena! structura! daniage [8, 
16,17] [abstract; Komers R,J Am Soc NephroI13:166A, 
2002]. These ren!>protective effects could be a~butáble 
to inhihitionofthromboxane A2 (TxAz) pi-oduCiion and 
consequent beneficial effects on mRNA expressiOli of 
transforming growth factot-f:I (TGF-f:l), and molecuIar 
markers of glomerular injury, such as type III typé Iv CoI­
Iagen [8, 17]. Consequently, COX-2-derived metabolites 
are likely to play a role in the development of diabetic 
nephropathy. . .. 

Nephropathy is aIso a maj'lr problem in type 2 diabetes 
[18]. Various anima! models have been reported that 
could help to elucidate the pathophysiology of nephropa­
!hy in type 2 diabetes [19]. One such model is the 
Zuckerdiabeticfattyrat(fa/fa) (ZDF) [20]. These rats are 
meíabolically well characterized: an autosoma!~recessive 
mutation of .the fa gene, encoding the leptin receptor, 
results in hyperphagia, obesity, and hyperlipidemia [21]. 

2151 
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Similar to patients with type 2 diabetes, ZDF rats display 
insulin resistance, hyperinsuIinemia, and impaired glu­
cose tolerance, and slowly progressive increases in blood 
glucose levels [22].; 

Immunoblotting and immunohistochemistry lllble L Physical and renal characteristics in 4-week-old and 12-week-old lean Zncker (ZL) and fatty diabetic Zncker (ZDF) rals 

The rats were sacri6.ced with cervic81 dislocation and 
the blood was colle<;ted into chilled tubes for determi­
nations of glucóse levels and plasma 'insuIin concentra­
tions. After collection ofblood samples, the kidneys were 

Right kidney Right kidney weight/lOO g Creatinine Uriruuy protein 
Number Body weight g weight g body weight clearance mLhnin excretion vglmin 

ZDF rats develop progressive and 

rats, renal COX-2 expression and function have not been 
studied in models of type 2 diabetes. 

To addtess thisissue, we deterniined ren81 protein el(­
pression, localization, and regulation of COX-2, together 
with expression of COX-1, in 4- and 12-week-old ZDF 
fa/fa rats and in age-matched control Zucker lean rats 
(ZL) tilat do not developthe diabetic phenotype. 

decapsu­
lated, divided into cortic81 and medullary,pQrtjons,.and 
snap frozen in liquid uitrogen for Western biot an81ysis. 
The h8lf ofthe left kidney was immersed in 10% form8lin 
for immunohistochemistry. 

To obtaui whole cell homogenates, kidney cortices' 
were homqgeuized in RIPA buffer containing 50 mmol/L 
'llis, 150 mmol/L NaCl, 05% sodium deoxycholate, 0.1 % 
sodiumdodecyLsulfate.(SDS),and1.0%ďD:ilon X-lOO, 
andproteaseinhibitors (leupeptin 20 lIg/mI:; and benza­
.nůdine 20IIg/IÍIL), and centrifugedat 12000 x 30 

METHODS '·minutes at4°CTheresulting supe,.,~rna~· ~tan:' ':tw:~'a ~s, :~a~~~!~~----=t 
. ZL and zDF tai' \vece' obtanieď fromCharles River and saved at -700C until analysis. 1 

(Sulzfeld, Germimy). Renal cortic81 expreSSion otcox fractions was deterniined by BCA an81ysis (Pierce Chem-
. isoforms, immunohisťochemic81 localization of' COX- ic8l Co., Rockford, a, USA). 

2, and w:inl\ry excretioll of stable metabolite. ' of Immunoblotting was perforníed as previously de-
prostaglandin Bz (PGBi) and TXAz, togetherwith scribed [9]. In briel, denaturedproteinswere seP!""'lted 
metaholicand renal parameters were studied insiX m81e through an SDS-polyacrylamide gel and transferred to 

'ZDI' mts at the ages of 4 and 12 weeks, ánd in siX age- polyvinylidinedifiuoride (PVDF) membranes (Bio-Rad 
matched ZL rats as controls. Láboiatories, Hetcules,CA, USA). Membranes were 

To further' explore possible roleof hyperinsuIine- waslleď and then, blocked overnight with1iis-buffered 
mia in iegulation of ren81 cortic81 COX-2 in ZDF mts, s8line, pluS 0.05% Tween-2O (TBS-T)containÍng .5% 
addition81 groups of 12-week-old ZDF. and ZLwere noufat dry milk. Following blocking, membranes were 
adffiiuister~with intraperit()ne81 injection ofthe phos- agam washed,aod incuhated overnight with rabbitpoly-
phatidyl inositol-3-kinase,(PI3K)inhibitorwortmaMíin clcin81 antimurine COX-2 or COX-1'antisera (Cayman 
. [24][100 IIglkg body weight in 15% dimethyl sulfcixide Chemical, Ann Arhor, MI, USA) diluted 1:800 in TBS-
(DMSO)] (Cell Signaling Technology, Inc., &vedy, MA, T. Immunodetec\ion was accomplishedby, incubating 
USA) orwith veliicle(15'Yo DMSO): Irimiediáiely af- membranes With a goat antirabbit-lgGsecondary an-
te~ wortmanuin orvehicle administration, the rats (N = tibodyconjugatedwith horseradish peroxidase (HRP) 
5 in each group) were placed into m~taholic cages for 45 minutes (1:100,000) (Pierce' Chemical Co:) in 
to pbtain timed urine samples for analysis of lirinary TBS-T containing 5% noufat drymilk. VlSu3lization 
excietion of PGBzand 'fxBz: General physical and was performed with enhanced chemiluminiScence (ECL) 
metabolic parameterswere measured in separate groups Western-blotting kit (Supersign81 West Dura), (Pierce 
of wortmanuin-or vehiclectreated ZL and ZDF (N = 5 Chemic81 Co.) according to the manufacturer's instruc-
in each group),sacri6.ced 90 mmutes after injection. In lion; Resultant films(Eastrnan Kod3k Co., Rochester, 
pre\J:ious in vivo Studies condueteď by Gaoet 8l [25], NY,USA)(Scientific: lnláging Systems, New Haven, cr, 

ZL4weeks 
ZDF4 weeks 
ZL 12weeks 
ZDF12weeks 

5 
6 
5 
6' 

103±2 
131 ± 6" 
358±9 
538±ZSb 

• P < 0.01; I> P < 0.001 vs. ZL ol the same age; cp < 0.05. 

0.43 ± 0.01 
0.51 ±O.Olb 
1.13 ±0.05 
1.30 ± O.04b 

antibody as described above was used for immunohis­
tochemical detection of COX-2 in ZDF and ZL rats. Sec­
tions were deparaflinized, and pretreated by steaming in 
10% Citra buffer (BioGenex, San Ramon, CA, USA). 

'After blocking, the slideS wereincubated overnight at 
4°C with primary antibody (diluted 1:100) or with the 
same concentration of nouiminune mouse IgG as a con­
trol. Endogenous percixidase activity was blockedwith 
3% HzOz solution in methanol. The priniary antibody 
was loca!ized using the Vectastain ABC-Elite peroxidase 
detection system (Vector Laboralories, Burlingame, CA, 
USA). This .was followed by reaction with diantinoben­
zidine (DAB) as cbromogen and counterstaining with 
hematoxylin (Sigma Chemic81 Co., St. Louis, MO, USA). 
Sections of each diabetic kidney were processed in par­
allel with appropriate control tissue. 

Urinuly excretion of COXmetabolites 
, Within 5 days prior 10 sacri6.ce, the 12-week-old ZL 

and,ZDF rats, and 12-week-old wortmaMíin- or vehicle­
treated ZL and ZDF mts underwent timed urine col-

. lections in metaboljc cages with free access to food and 
water. The urine was collectoo in volumetric tubes im­
mersed in a mixture of ice and dry ice. After completion 
of collections, the urine was immediátely stored at -70°C 
and kept frozen,until further an81ysis. Urinary PGBz and 
its metabolites, and urinary concentrations of'fxBz, a sta­
ble metabolite ofTxA2, were an3lyzed using enZyme im­
munoassay (EIA) (CaymanChemicals, Ann Arhor, MI, 
USA) according to the manufacturer's instructions. 

súbstanti8llylower dose of wortmanuin (15 I1g1kg body USA) were scaimoo uSirig a ftátbedséiúUíér árid images 
weight) injected intravenously blocked insuIincinduced analyzedwithNlHlnlagesoftware. 'lllemembraneswere An81yticalmetbods 
increasesin Akt activity, and inhibited beneficial effects then stripped, reblocked, and reincubated for 1 hour at 

"of insuIin on apoptosis in a ratmodel oí myocardial room temperature, with goat antiactin antibody (Santa Blood glucose levels were measured by the glucose 
infarction. q:uzBiotechnology, SantaCruz, CA, USA),followed by oxidase assay (I?liva-Loichema, Czech Republic). Serum 

AU experiments were carried out withthe approv81 45-minute incubation with antigoať-lgG secondary anti- insuIin' concentrations were measured using a rat in-
ol, and in accordance with the regul~tions ol,the Insti- bodyconjugatedwithHRP(l:4000) (Santa CruzBiotech- sulin RlAkit(AmershamBiosciences, Piscataway, NJ, 
tution81 Auimal' Care and Use Committee of the Insti- nology),' and reactlon wilh BeL as described' USA). Serum' triglyceride concentrations were deter-
tute for Clinic81 and Expérimental Medicine.:TIle·auimals For immunohistochemic81 an3lysis, thefixed kidlne'vs mined by standard enzymaticmethods (pliva-Lachema), 

r----c::~;::::!Z~t!~~:;;d~::::::ii::::;-~:~r:~~!ra~=~~~=~~~:~==I= and serum,nonesterified fatty acids (NEFA) were mea-i with The . "sured,using, an acykoenzymeA oxidase-based col-

blood and tissues were harvested without previous food ries of ethanols, in paraflin, at 4 orimetric kit (Roche, Diagnostics, Basel, Switzerland). 
restriction. . !IM thickness,and placed ontogIass, slides. The same Plasma and urinary creatinine were measured using com­

mercially available kit (Pliva-Lachema). Urinary pro-

0.42,1,0.01 
0.40 ± 0.02 
0.31 ±o.Ol 
0.24 ±0.0l1 

ND 
ND 

0.93±0.13 
0.92 ± 0.10 

ND 
ND 

5.6 ± 0.9 
13.6±3.0' 

tein concentrations were measured spectrophotometri­
cally after reaction with perchloric acid (pliva-Lachema). 

Statistical analysis 
Data are expressed as mean ± SEM. All analyses were 

performed by analysis of variance (ANOVA) followed by 
the Scheffé test. Differences in responses 10 treatments 
between control and diabetic rats were tested by two­
way repeated measures ANOVA, using Statview SB and 
Graphics software (Brainpower, C8labasas, CA, USA) . 
A P v81ue oť less than O.OS was viewed as statistic8lly 
siguificant. 

RESULTS 
Gener81 physical, renaI, and metaholic parameters 
in ZLandZDFrats 

Gener81 physical and ren81 parameters in ZLand ZDF 
mts are summarized in Table 1. ZDF rats demonstrated 
increased body and ren81 weight gam, although the kid­
neylbody weight ratio was not different in 4-week -old 
ZL and ZDF, and even decreased in 12-week-oldZDF 
as compared to ZL of the same age. There were no dif­
ferences in creatinine clearance between the 12-week-old 
ZL and ZDF groups. . 

However, urinary protein excretion was slightly, but 
siguificantly increased in 12-week-old ZDI" ratlÍcom­
pared with ZL. 

Metabolic parameters in 4- and 12-week-old mts are 
shown in Tablé 2. ZDF rats demonstra~d pr?gressive in­
creases in plasma insuIin concentrationsin par8llel with 
increased serum triglyercide and NEFA concentrations. 
Blood glucose levels werě slightly but significantly in­
creased in both age groups of ZDF as compared to ZL 

Protein expressiOD of COX isoforms and 
prostanoid excretion 

As shown in Figure 1A, ZDF mts demonstrated in­
creases in renal cortical COX-2 protein expression as 
compared to ZL rats. The difference in COX-2 expres­
sion between the ZL and ZDF groups was more promi­
nent with increasing age. fu all groups of rats, immunore­
active COX-2 was loca!ized in typicalloca!izations in 
macula densa cells, aud in the TALH. In ZL, COX-2 
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'IlIbIe :z. Metabolic cbaracteristi<:s in lean Zucker (ZL) and fatty diabetic Zucker (ZDF) ralS 

Blood Noneslerified falty 
acidsmmoYL Plasma insulin nmollL glucooe mmollL 1liglyceride mmollL 

[nmollL) 
0.40,1,0-04 

[mmollL] 
4.0,1,0.1 

[mmolIL] 
0.6,1,0-1 

[mmollL) 
ND 

ap < 0.01; bp < 0.05; cp < 0.001 vs. ZLofthesameage. 
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Fig. L.~naI""'_ cydOoxne- (COX)-2 oocI COX-l expressioo 
inZucbr_(ZL) ..... r.uy_ .. Is(ZDF).(A)InaeasedCOX-
2 expression was appareotalready in 4-week-oldZDF rats (ZDF4) and 
furlher incceased in 12-week-old ZDF i'ats (ZDF12)' ásoompáred 10 
age-matchedlenncounlerparts (ZL4andZLIZ). 1heupperpanelsshow 
representative blots. (B) There were no signi6cant differences in COX­
I expression between the 4-week-old ZDF nnd ZL ralS. In oontras~ 
COX-l expressi.on was lower inl2-week-old ZDF rals as compared to 
age-matched lean counterpaits; 1he insets show representative blots. 
• P < 0.05 vs. ZL; ŤP < 0.01 vs. ZL.. ' , . 

,1,0.1 
4.2,1,0.4' 

. ND. :' 
0.43,1,0.02 
0-54,1,0.02' 

lower than in their age-matched ,ZL countetpaÍts (P < 
0.05)_ " 

To assess the impact of observedchanges in protein ex­
"presliionofrena!C()Xisoforms onproduction oi COX­
deriv~ metabolites"further studiesdetel11lined ~ry 
excretion ofPGE2 and TxB2, a stable metabolite ofTxA2, 

Iites was increased in ZDF ascompared to ZL (ats 
(Fig. 3). 

Aeute effeáS ofworhnannĎ1 onPGEi and TxBi " 
excretion " 

FurtherexPeriments focused on the possible role of 
hyperinsulinemia in modulation of COX activity in ZDF 
rats. Additiona! groups of 12-week-old ZL and ZDF 
rats were administered with wortmannin or with vehicle. 
Wortmannin acts !lsan inhibitor ofPI3K, animportant 
intermediate in insulin sigň3liĎg [26J Thé' difféieÍ1ces in 
physical and metabolic parameters between the vebide­
ťreated ZL 31id mF ráts (Table 3) as well as the differ­
ences in P<3E2 and TxB2 ércretion (Fig. 4) between the 
vebicle-treated ZL and ZDF rats were similar as in the 
previous protocoL Wortmannin had no efféct on these 
parameters in ZL. In cOJitrast, wortmannin-treatedZDF 
rats demonstrated significantly lower M2 excretion and 
a similili trend in PGE2 excretion (Hg. 4), as compared 
to their vehicle-treate<l counterparts. These changes were 
associated with anincrease in plasma triglyceride and a 
decrease in NEFA concentrations (Thble 3). ' " 

DISCUSSION 

In the present studies, ZDF ráts, studied Íls' a model 
of type 2 diabetes, demonstrated a progressiveincrease 
in COX-2 expression in the renal cortex as compared to 
lean controls. In contrast to COX-2, COX-1expression 
was lower in 12-week-oldZDR These changes in expres­
sion of COX isoforms inZDF rats were associated with 

Fig. :z. Renal oorticaI'immunoblstochemkallocalbatioo ol cydooxy­
gen8Se (COX)-2in Zuckerleao (ZL) (A) ..... rllltydlabeticrats(ZDF) 
(C). Representative ioiages in 12-week-old rats are shown. Both in ZL 
nnd·ZDF. rats; COX-2was locali7ed in Ihe ",Us of macula densa and 
in Ilůn ascending limb of Henle (TAlH) (arrows, 2IlIlx). (B and D) 
,Control 'ádjace~t ~oos incubated with nonimmune 19G. 

. immunoreactivityin bothJocations\Vlls foundin occa- increased urinary excretion of both PGE andTxB2, de- in 12-week-old animals was lower than in lean controls 

____ :s:iol~n~a!~ce~lls,~Wt·~' ~he-ere~a~s ~ZD~' ~F~· ~ra)~tslr· ~d:iJem~óns~· ~ira3' ~t(MX: ·~cl~ust~· ·~e~rs~of~-;te;rm~· ;i;netid~as~a~' ;,sta;b;INe~m;e~ta;boooli~·t~e~0~f~TxA~~2in' Th~e;ch:an~g~es~in::=t=.""".~ due. to marked obesity. . _. Our.present lindings demonstrate another model of 
were nCl SignifiC31lt differences in COX-l expression be- associated with metaboJic abnormaJities characteristic of progressive renal injury that is associated with increased 
tween,ZL and ZDF rats at age 4 weeks (Fig. lB)_ More-' the insulin-reSistaÍlt state, increased kidney weight, and ,cortical COX-2 expression and activity. Considering the 
over,:in 12-week-old ZDF rats, COX-l expression was' mild proteinuria;however, the kidneylbody weight ratio documented role of COX-2-'derived metabolites in the 

pathophysiology of progressive rena! disease, these ob­
servations suggest that COX-2 might be involved in the 
pathophysiology of rena! disease in the ZDF rat. Evolu­
tion of nephropathy in ZDF has been well described. Ex­
tensive studies by Kasiske et a! [23] and Coimbra et a! [27] 
have shown that the first detectable changes in giomeru­
lar morphology suggestive of giomeruiosclerosis and sig­
nificant proteinuria occur at about 4 to 5 months of age, 
whereas more subtle changes characterized by giomeru­
lar mesangial matrix expansion and albuminuria occur by 
14 weeks of age. Thus, similar to findings in some other 
models of progressive giomeruiosclerosis, such as the rat 
remnant kidney model [28], fawn-hooded hypertensive 
rats [29], or type 1 diabetic nephropathy [8, 9], increased 
rena! expression of COX-2 and enhanced generation of 
prostanoids in ZDF rats precedes the develópmimt of 
giomeruiosclerosis. Furthermore, in the present studies 
it coincided with early development of proteinuria. 

An increaseinrena!corticalCOX-2 expression in ZDF 
rats corresponds to previous reports by our group as well 
as by other investigators, suggesting marked incteases in 
rena! COX-2 expression and function in módels oftype 1 
diabetes [8,9]. However, there are striking differences be­
tween the metabolic environments associated with COX-
2 up-reguiation in the present and in previous studies. 
Uulike the studies in type 1 diabetes, changes in COX-2 
expression in ZDF were not dosely associated with hy­
pergiycemia, since at 12 weeks of age, ZDF rats demon­
strated only mild hyperglycemia, .and their yóunger 
counterparts had blood giucose levels stili within the 
normoglycemic range. Therefore, some other factors 
must contribilte to COX dysregulatioĎ ·in the ZDR 
Theincrease in COX-2 expression, as·observed in ZDF 
rats, paralleled the development of insuIln resistance 
and metabolic abnormalities characterizCd by progres­
sive obesity, hyperinsulinemia, serum triglyceride, and 
NEFA concentrations. Therefore, a progressive increase 
in COX-2 expression is Iikely linked to the development 
of the metabolic syndrome. 

Hyperinsulinemia is one of the most striking 
metaboliclhormona! abnormaJities in the ZDR There­
fore, weembarked on further studies to explore the role 
of this factor in the enhanced prostanoid excretion in this 
model oftype 2 diabetes. To inhibit the major insulin sig­
naling pathway, the rats were administered the.inhibitor 
of PI3K, wortmannin. This intervention significantly re­
duced TxB2 excretion in ZDF rats, a!beit the change in 
PGE did not reach statistica! significance. These findings, 
together with the lack of effect of wortmannin in ZL rats, 
suggest that enhanced COX-2 activity in ZDF is in part 
insulin-dependent. AIthough PI3K is not activated only 
by insulin; but· by a number of other factors, hyperin­
sulinemia is such a prominent feature in ZDF rats that 
effects of wortmannin couid be attributable to inhibition 
of insuIin signaling. 
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Ana!ysis of metabolic parameters in wortmannin­
treated ZDF also showed marked reduction in plasma 
NEFA concentrations,together with bigher triglyceride 
concentrations.Oetailed discussion of this .phenomenon 

. is beyond the scope of this paper, but these changes could 
be related to decreased activity of hormone-sensitive 
lipoprotein Iipase in adipose tissue [30]. Furthermore, 
these observations could be considered as additional 
proof of effective PI3K inhibitionby wortmannin admin­
istered at a given dose. Since NEFA act as precursors 
for synthesis of arachidonic acid [31], and therefore, as 
precursors of a spectrum of COX metabolites, the reduc­
tion in NEFA levels observed in wortmannin 

to at-
TxB2 

enhanced COX-2 activity in ZDF rats could be also at­
tributable to increased NEFA. 

Fil- 4. UňDary exaetloo ol: slable melabo­
Iites or prosIa&I ..... in E (PGE) ..... throm-
00_ Az (TxAz) ill l2-...... -old ratty dI­
abeCi. Zud<er (mF) and lean Zud<er (ZL) 
treMed wi* wodmannin Ol with a velů­
de. Vebicle-treated ZDF (ZDF-veh) demon­
strated increased excretion oť both cyclooxy­
genase(COX)metobolites ascomparedtoZL 
(Zlrveh). Wortmannintreated ZDF (ZDF­
WORf) ratsdemonstrated siguilicantly lower 
TxBz exaetion as compared to vehicle­
treated oounterparts. In contrast to ZDF. 
wortmannin induced no changes in TxBz ex­
cretion in ZL (ZlrWORl). 'P < O.OS vs. ZL. 

Although the experiments assessing the acute effects 
wortmannin on COX enzymatic activity suggest t11e Iiok 
between the hormona! and metabolic characteristics of 
metabolic syndrome and rena! COX dysregulation, it 
should be noted that this interpretation is based· on 
just a few !Deasurements of urinary prostaglandins and 

. metabolicparameters. Therefore, these· data should be 
viewed as exploratory and supportive. To provide con­
clusive evidence, future studies should focus on measure­
ments ofCOX-2 activity and expression, together with 
indicators of renal injury in models oť type 2 diabetes, 
after long-term modulation of these metabolicJhormonal 
risk factors. 

COX-1 was not the focus of the stud-

this isoform in ZOF rats may have pat11o­
pbysiologic significance. Considering the documeIited 
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localization of this isoform in collecting ducts [11], it has 
been hypothesized that COX-1-derived metabolites are 
involved in natriuresis. For example, pressure natriuretic 
responses were inhibited by indomethacin, but not by a 
selective COX-2 inhibitor [32]. Reduction in COX-1 ex­
pression in ZOF rats could contribute to Iater develop­
ment of hypertensionin this model by decreased natri­
uretic responses. 

Lessons derived from studies focusing on rena! COX-2 
regulation may provide additiona! dues for determioa­
tion of fac10rs characteristic both for the metabolic syn­
drome and for modulation of COX-2 expression in the 
rena! cortex. COX-2expresmon lI1Id function in macula 
densa cells is· stiniuláted by deereased sodium chloride 
concentration in tubular fluid; Inparticular, chloride ion 
tubular concentráti()ns seemto be inlportant for COX-2 
regulaíion:IiiSůllil-is.a.poteiiťsWnuIator of chloride re­
absorptionup-stream from macula densa [33,34]. There­
fore, progressive,hyperinsJllinemia inZOF ratsmay be 
associated with changesin ionic content of tubular flnid 
sensed by macula densa cells leading to up-regulation of 
COX-2. In this oolltext, Schnyder et a! [35] have recently 
provided persuasiveevidence tb.at inSulin signaling path­
ways involved in insuIin-induced sodium reabsorption in 
proximal tubular cells are not affected by insulin resis­
tance. 

Previous studies by Vora et a! [36] have suggested 
that a significant proportion of ZDF rats develop hy­
dronephrosis Iater in the course of nephropathy. This 
phenomenon may interfere with identification of renal 
pathophysiologic mechanisms specific for metabolic syn­
drome. Theoretically, development of hydronephrosis 
could trigger processes that would lead to COX-2 up­
regulation. Our present studies were deliberately per­
formed at early stages of the disease, when both age 
groups of ZOF do not display hydronephrosis. 

CONCLUSION 
We report complex changes in rena! cortical expression 

of COX isoforms in ZDF rats as compared to lean con­
trols. These changes were characterized by a progressive 
increase in COX-2; COX-1 expression was lower in 12-
week -old ZOF rats. These changes in expression of COX 
isoforms in the ZDF rats were associated with increased 
urinary excretionoť both PGE and TxB2, determioed 
as a stable metabolite of 1'xA2. The changes in COX-
2 expression and activity paralleled the development of 
metabolic abnormalities characteristic ofinsulin resistant 
states. Further experiments with wortmannin suggested 
the Iink between hormonaUmetabolic factors character­
isticfortype·2diabetes (hyperinsulinemia and increased 
plasma NEFAconcentrations) and COX-2 up-regnIation 
and enhanced prostanoid excretion. With respect to the 
documented roles of COX in the regulation of \ddney 

function and in rena! pathophysiology, the observed a!­
terations in COX expression and function could con­
tribute to the Iater development of nephropathy.in this 
model of type 2 diabetes. Furthermore, the data provide 
a rationa!e for studies of additiona! metaboliclhormonal 
mechanisms operating in the pathophysiology of diabetic 
nephropathy. 
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