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3.  WYKAZ UŻYWANYCH SKRÓTÓW 

 

ΔΔCt  ang. ΔΔ comparative threshold (Ct) method; metoda porównawcza 

cyklu progowego 

BSA ang. bovine serum albumin, surowicza albumina bydlęca 

EMT  ang. epithelial to mesenchymal transition; przemiana nabłonkowo – 

mezenchymalna   

GFB    ang. glomerular filtration barrier; kłębuszkowa bariera filtracyjna  

GBM    ang. glomerular basement membrane; błona podstawna kłębuszka 

HG    ang. high glucose; pożywka o wysokim stężeniu glukozy [25 mM] 

MFI    ang. mean fluorescence intensity; średnia intensywność fluorescencji  

MTT     bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy 

NG ang. normal glucose; pożywka o normalnym stężeniu glukozy 

[5,5mM] 

ROS    ang. reactive oxygen species; reaktywne formy tlenu 

SD    ang. slit diaphragm; błona szczelinowa  

qPCR ang. quantitative polymerase chain reaction; reakcja łańcuchowej 

polimerazy w czasie rzeczywistym 

TβRI receptor dla transformującego czynnika wzrostu typu I 

TβRII receptor dla transformującego czynnika wzrostu typu II 

TGF-β1 ang. transforming growth factor beta 1; transformujący czynnik 

wzrostu beta 1 

TGFBR1 ang. transforming growth factor beta receptor I gene; gen receptora 

dla transformującego czynnika wzrostu typu I 

TGFBR2 ang. transforming growth factor beta receptor II gene; gen receptora 

dla transformującego czynnika wzrostu typu II 

UA Urolityna A 

UB Urolityna B 
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4.  STRESZCZENIE 

 

Nefropatia cukrzycowa uznawana jest za jedno z najczęstszych i najpoważniejszych 

powikłań cukrzycy. Przewlekła hiperglikemia stanowi czynnik inicjujący nieodwracalne 

transformacje w obrębie kłębuszkowej bariery filtracyjnej (GFB), prowadząc między innymi 

do utraty komórek podocytarnych. Podocyty są terminalnie zróżnicowanymi komórkami, 

współtworzącymi w nerkach wyspecjalizowany filtr dla krążących składników krwi. 

Wytwarzana przez te komórki błona szczelinowa decyduje o zdolności filtra do selektywnego 

przesączania. Podocyty jako jedyne komórki w nerce nie mają zdolności do proliferacji, więc 

ich utrata jest nieodwracalna i zapoczątkowuje rozwój nefropatii. Opracowanie leczenia 

skutecznie hamującego podocytopatię staje się więc priorytetem, szczególnie wobec wciąż 

rosnącej liczby chorych na cukrzycę. Urolityny są naturalnymi polifenolowymi metabolitami 

spożywanych elagotanin. Z uwagi na antyoksydacyjne i przeciwzapalne właściwości oraz niską 

toksyczność, wydają się być szczególnie interesujące jako potencjalne czynniki 

przeciwdziałające groźnym powikłaniom przewlekłej hiperglikemii. Ponadto krążąc we krwi  

i ulegając filtracji mają bezpośredni kontakt z tkanka nerkową. Jednakże nieliczne 

opublikowane jak dotąd badania nie objęły wpływu urolityn na podocyty.  

Uwzględniając duży potencjał terapeutyczny urolityn wysunięto przypuszczenie,  

że pośrednio lub bezpośrednio działając na podocyty, mogłyby w warunkach cukrzycy chronić 

te komórki przed uszkodzeniem. Dlatego celem moich badań było określenie wpływu urolityn 

na strukturę i funkcje podocytów w warunkach imitujących cukrzycę in vitro. Badania były 

prowadzone na unieśmiertelnionej linii podocytów mysich, hodowanych w środowisku  

o normalnym (NG) i wysokim (HG) stężeniu glukozy, z dodatkiem urolityn  

i/lub transformującego czynnika wzrostu TGF-β1. Spośród przetestowanych czterech form 

urolityn: urolityny A (UA), urolityny B (UB) oraz ich metylowych pochodnych, wytypowano 

UA jako najmniej toksyczną i mającą największy potencjał antyoksydacyjny w badanych 

komórkach. 

Badania dowiodły, że podocyty mają zdolność metabolizowania tego związku, przede 

wszystkim przez glukuronidację. Co ciekawe, przemiany wolnego aglikonu zachodziły wolniej 

w podocytach hodowanych w HG. Oznacza to, że ta bardziej aktywna biologicznie forma dłużej 

pozostawała w środowisku zawierającym wysokie stężenie glukozy, być może chroniąc 

komórki przed niekorzystnym działaniem tego środowiska. Urolityna zwiększała żywotność 

podocytów w warunkach odpowiadających hiperglikemii poprzez hamowanie apoptozy, 
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redukcję stresu oksydacyjnego i pobudzenie procesu autofagii. Ciekawym spostrzeżeniem było 

też, że UA moduluje endocytozę znajdującej się w błonie komórkowej nefryny i reguluje jej 

obrót metaboliczny. Jednocześnie, w obecności wysokiego stężenia glukozy, a także TGF-β1, 

które obniżały ekspresję głównych białek błony szczelinowej: nefryny i podocyny, UA 

hamowała te zmiany. To wskazuje, że UA pozwala zachować prawidłowy skład molekularny 

błon szczelinowych, co może przyczynić się do utrzymania ich integralności i zapobiegać 

rozwojowi białkomoczu in vivo. Mechanizmy prowadzące do białkomoczu obejmują  

też zmianę fenotypu migracyjnego podocytów. Wykazano, że zarówno glukoza o wysokim 

stężeniu, jak i TGF-β1, stymulują migrację tych komórek, co było silnie hamowane przez 

urolitynę A. Kolejne badania wykazały, że efekt UA wiązał się z jej zdolnością do obniżania 

ekspresji integryny-β3, która pośredniczy w nasileniu procesów migracyjnych. Zwiększona 

mobilność podocytów była związana z indukowaną przez glukozę i TGF-β1 przemianą 

nabłonkowo- mezenchymalną (EMT) podocytów, na co wskazywała też podwyższona 

ekspresja fibronektyny. Również w tym przypadku UA działała przeciwstawnie, co może 

wskazywać, że EMT była przez nią hamowana. Badając mechanizmy, za pomocą których UA 

może oddziaływać na efekty zależne od TGF-β1, wykazano, że urolityna A obniża ekspresję 

receptorów TGFβ, a także hamuje aktywność szlaku sygnalizacyjnego zależnego od białek 

SMAD. 

Opisane w niniejszej rozprawie właściwości urolityny A, w szczególności w warunkach 

odpowiadających hiperglikemii, wskazują, że urolityna A powinna być brana pod uwagę jako 

potencjalny lek chroniący nerki w podocytopatii cukrzycowej.   

 

Słowa kluczowe: urolityny, podocyty, cukrzyca, nefropatia.  
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5. ABSTRACT 

 

The nephropathy associated with diabetes is known to be the leading cause of end-stage 

renal disease worldwide. Chronic hyperglycemia stimulates irreversible alterations within 

glomerular filtration barrier (GFB), especially in podocytes. Podocytes are terminally 

differentiated cells covering the outer surface of glomerular capillaries in the kidney. Selectivity 

of filtration of peripheral blood depends on the integrity of slit diaphragms, structures between 

podocytes foot processes. Podocytes are the only cells in the kidney that do not have the ability 

to proliferate, so their loss is irreversible and initiates the development of nephropathy. 

Research on the mechanism of podocytopathy can contribute to the development of new 

treatment strategies against injury of these cells, which given the high, and ever-increasing 

number of diabetic patients is of utmost importance. Urolithins are natural polyphenolic 

metabolites generated by gut microbiota upon dietary intake of plant-derived ellagitannins. Due 

to their antioxidative and anti-inflammatory properties as well as low toxicity, they seem to be 

particularly interesting as potential factors against dangerous complications of chronic 

hyperglycemia. Furthermore, after absorption and internal metabolism they are circulating in 

the bloodstream and undergo glomerular filtration directly contacting the kidney tissue. 

However, the data regarding the effects of urolithins may have on the renal tissue is still scarce.  

Considering the high therapeutic potential of urolithins, we assumed that they could 

directly or indirectly exhibit beneficial effects in the kidney, especially by protecting podocytes 

from impairment and loss of these cells. Therefore, the aim of my research was to investigate 

the effect of urolithins on renal glomerular podocytes under conditions of diabetes. The study 

was carried out using immortalized mouse podocyte cell line, cultured in the media containing 

normal glucose (NG) and high glucose (HG) concentrations. Additionally, urolithins and/or 

transforming growth factor TGF-β1 were added. From four tested forms of urolithins: urolithin 

A (UA), urolithin B (UB) and their methyl derivatives, UA was selected as the least toxic and 

with the highest antioxidant potential in the studied cells. 

Obtained results indicated that podocytes have the ability to metabolize this compound, 

mainly by glucuronidation. Interestingly, conversion to conjugates was slower in podocytes 

cultured in HG. This means that the form with much higher activity remained longer in the 

environment containing high concentrations of glucose, possibly protecting podocytes from the 

adverse effects of this environment. Urolithin A improved the viability of podocytes exposed 

to high glucose, by decreasing the rate of apoptosis, reducing an oxidative stress and stimulating 
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the autophagic flux. Simultaneously, by modulating endocytosis of nephrin, protein in the cell 

membrane, UA regulates its turnover. At the same time, in the presence of high concentrations 

of glucose and TGF-β1, which reduced the expression of the main proteins of the slit membrane: 

nephrin and podocin, UA inhibited these changes. The appropriate molecular composition of 

the slit diaphragm mediated by UA may contribute to maintaining its integrity and prevent 

proteinuria in vivo. Mechanisms leading to proteinuria also include a change in the podocyte’s 

motility. Both high glucose and TGF-β1 have stimulated the migration of these cells, which 

was strongly inhibited by urolithin A. Next experiments showed that the effect of UA was 

related to its ability to downregulate the expression of integrin-β3, the protein that mediates 

migration process. Increased podocyte motility was associated with high glucose and TGF-β1-

induced podocyte epithelial-mesenchymal transition (EMT), as also indicated by increased 

expression of fibronectin. In this case, UA also acted in the opposite way, decreasing the 

fibronectin expression and block EMT. In experiments focusing on mechanisms by which UA 

may affect TGF-β1-dependent pathway, we found that urolithin A downregulates the 

expression of TGFβ receptors and also inhibits the activity of the SMAD protein-dependent 

signalling pathway. 

The properties of urolithin A described in this dissertation, in particular in high glucose 

conditions, indicate that urolithin A should be considered as a potential therapeutic candidate 

protecting the kidneys in diabetic podocytopathy. 

 

Keywords: urolithins, podocytes, diabetes, nephropathy 
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6. WPROWADZENIE  

 

Zachorowalność na cukrzycę na świecie z roku na rok wzrasta. Obecnie szacuje się,  

że sięga ona już 10,5 % populacji, głównie ze względu na wzrost wskaźnika otyłości oraz 

zachorowań na cukrzycę typu 2. Nefropatia cukrzycowa pozostaje jednym z najczęstszych  

i najpoważniejszych powikłań obu typów cukrzycy, często doprowadzająca do schyłkowej 

niewydolności nerek oraz śmierci osób chorych [1,2]. 

 

Ryc. 1 10-letnia skumulowana śmiertelność, standaryzowana do wieku, populacji, płci i rasy. D (Diabetes): 

pacjenci z cukrzycą; KD (Kidney disease): pacjenci z chorobami nerek. Opracowano na podstawie [3]. 

Filtracja osocza w kłębuszkach nerkowych jest podstawowym procesem 

umożliwiającym utrzymanie homeostazy organizmu człowieka. Dzięki sprawnie działającym 

kłębuszkom nerkowym, selektywnie usuwany jest z ustroju nadmiar wody oraz toksyczne 

metabolity, przy jednoczesnym zatrzymywaniu we krwi niezbędnych do życia białek. Proces 

ten jest uzależniony od prawidłowej struktury oraz funkcjonowania kłębuszkowej bariery 

filtracyjnej (GFB), która jest wyspecjalizowanym i selektywnym filtrem dla krążących 

składników krwi [4,5]. Barierę filtracyjną tworzy błona podstawna naczyń włosowatych, która 

od strony światła naczyń jest wyścielona fenestrowanymi komórkami śródbłonka, a z zewnątrz 

pokryta jest komórkami podocytarnymi. 
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Ryc. 2 Budowa kłębuszkowej bariery filtracyjnej [6] 

Podocyty to nietypowe, wysoce zróżnicowane komórki pochodzenia nabłonkowego. 

Duże, unoszące się swobodnie nad powierzchnią naczyń ciało komórki daje początek 

wypustkom głównym, które następnie rozgałęziają się, tworząc wyrostki stopowate, szczelnie 

obejmujące powierzchnię włośniczek i mocno w niej zakotwiczone. Jedynie ten element 

podocytów zawiera silnie rozbudowany aparat kurczliwy, składający się przede wszystkim  

z włókien aktyny. Wyrostki tworzą skomplikowaną strukturę przestrzenną, zazębiając się  

z wyrostkami sąsiedniej komórki i wchodzą z nimi w interakcje. Każda włośniczka pokryta jest 

przez kilka podocytów, a jednocześnie każdy podocyt oplata więcej niż jedną włośniczkę [7]. 

Pomiędzy wyrostkami rozpościera się błona szczelinowa, tworząca szczelną barierę,  

o właściwościach sita molekularnego, przepuszczając cząsteczki o średnicy do około 14 nm 

[8]. Funkcjonalnie błona szczelinowa jest tym elementem GFB, który ostatecznie decyduje  

o końcowym składzie ultrafiltratu. Jednocześnie jest ona przekaźnikiem sygnałów pomiędzy 

sąsiadującymi podocytami. Na przestrzeni ostatnich lat zidentyfikowano wiele jej składników, 

które charakteryzują się nie tylko wzajemnymi interakcjami, ale także komunikacją z białkami 
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wewnątrz komórek podocytarnych. Nadrzędną rolę w budowie i wzmacnianiu struktury błony 

przypisuje się obecnie białkom: nefrynie oraz podocynie [9].  

Nefryna uznawana jest za podstawowe białko strukturalne błony szczelinowej, które 

poprzez swoje przezbłonowe domeny pośredniczy w przenoszeniu sygnałów do wnętrza 

komórek podocytarnych. Zmiany ufosforylowania reszt tyrozynowych nefryny pobudzają 

kaskady sygnalizacyjne regulujące kształt wypustek podocytów, ich adhezję, żywotność 

komórek, a także ekspresję białek syntezowanych przez podocyty [10]. Zaburzenia struktury  

i funkcji podocytów bardzo często związane są ze zmianą ekspresji tego białka [11,12]. Badania 

na ludzkich nerkach płodowych wykazały, iż brak nefryny uniemożliwia rozwój błon 

szczelinowych, nawet pomimo prawidłowej ekspresji innych białek wchodzących w ich skład 

[13]. W 1998 roku brak ekspresji nefryny, wywołany mutacjami w kodującym ją genie NPHS1, 

został po raz pierwszy zidentyfikowany jako przyczyna występowania wrodzonego zespołu 

nerczycowego typu fińskiego [14,15]. Mutacje pojedynczego genu w tej jednostce chorobowej 

są odpowiedzialne za nieprawidłowości w funkcjonowaniu lub za całkowity brak błon 

szczelinowych i w konsekwencji za masywny białkomocz [16,17]. Kluczowe znaczenie 

nefryny w procesie selektywnej filtracji potwierdzono też w badaniach na myszach, 

pozbawionych genu NPHS1. W przeciwieństwie do zwierząt z nieprawidłową ekspresją 

składników błony podstawnej kłębuszka, u myszy pozbawionych nefryny obserwowano 

szczególnie wysokie wydalanie białka z moczem [18]. Usytuowanie nefryny w błonie 

szczelinowej jest uzależnione od jej interakcji z podocyną, zlokalizowaną w raftach lipidowych 

błony komórkowej wyrostków stopowatych. Mutacje genu NPHS2 kodującego podocynę 

stanowią najczęstsze podłoże steroidoopornego zespołu nerczycowego [19–21]. 

 

Ryc. 3 Wybrane molekularne składniki błony szczelinowej. Opracowano na podstawie [22].  
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Prawidłowa ekspresja nefryny i współdziałającej z nią podocyny jest więc niezbędna dla 

utrzymania integralności błony szczelinowej oraz struktury i funkcji podocytów,  

a w konsekwencji - dla selektywności filtracji. 

Funkcjonowanie podocytów regulowane jest nie tylko poprzez sygnały przekazywane 

za pośrednictwem białek błony szczelinowej, ale też przez informacje docierające  

z kłębuszkowej błony podstawnej (GBM). Podocyty są zakotwiczone w GBM za pomocą 

kompleksów białkowych, łączących składniki błony podstawnej z wewnątrzkomórkowymi 

białkami wypustek stopowatych. Interakcje pomiędzy podocytami i błoną podstawną zachodzą 

przede wszystkim za pośrednictwem integryn, stanowiących rodzinę przebłonowych 

heterodimerycznych białek składających się z podjednostek α i β [23,24]. Integryny 

pośredniczą w przekazywaniu chemicznych i mechanicznych sygnałów pomiędzy macierzą 

pozakomórkową a komórkami i regulują różnorodne procesy biologiczne, jak różnicowanie czy 

polaryzację. Obecne w wyrostkach głównych mikrotubule oraz aktyna w wyrostkach 

stopowatych koordynują nie tylko kształt komórek, ale też migrację podocytów. Integryny 

uczestniczą w tym procesie jako białka regulujące adhezję komórek, a jednocześnie jako 

przekaźniki sygnałów modulujących strukturę filamentów aktynowych i kształt wypustek [25–

27]. Umiarkowana zdolność podocytów do migracji jest interpretowana jako zjawisko 

przeciwdziałające uszkodzeniu błony szczelinowej i wzmacniające kontakt z błoną podstawną, 

natomiast nasilenie tego zjawiska prowadzi do rozszczelnienia bariery filtracyjnej  

i białkomoczu [28,29]. Spowodowane jest to osłabieniem adhezji komórek do podłoża, co 

pociąga za sobą deformację (spłaszczenie) wyrostków stopowatych z zanikiem błony 

szczelinowej oraz większą podatność na odrywanie się komórek od błony podstawnej.  

Komórki podocytarne syntezują nie tylko białka błony szczelinowej, ale też składniki 

błony podstawnej, a także pobudzają rozrost śródbłonka. Ponadto wytwarzając i uwalniając 

różnego typu proteazy utrzymują obrót metaboliczny bariery filtracyjnej, zachowując tym 

samym jej integralność [30,31]. Jednocześnie, obejmując elastycznymi wypustkami włośniczki 

i reagując na zmiany ciśnienia filtracji, fizycznie stabilizują pęczek naczyniowy kłębuszka.  

W odróżnieniu od pozostałych komórek kłębuszka, podocyty są komórkami postmitotycznymi, 

co umożliwia zachowanie terminalnie zróżnicowanej struktury, ale z drugiej strony powoduje, 

że w dojrzałej nerce nie mogą one proliferować [32,33]. Fizjologicznie wysoka ekspresja 

inhibitorów kinaz zależnych od cyklin, takich jak p27, powoduje, że uszkodzone czy utracone 

podocyty nie mogą być zastąpione nowymi. Jedyną możliwą odpowiedzią pozostałych 

komórek jest hipertrofia, mająca na celu zachowanie kontaktu między sąsiadującymi 
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wyrostkami stopowatymi. Zjawisko to występuje m.in. w hiperglikemii, gdzie ekspresja p27 

dodatkowo się zwiększa, stymulując komórki do rozrostu [34]. Od chwili narodzin człowieka 

każdy kłębuszek pokrywa około 500-600 podocytów [35], a utrata każdej komórki jest 

zjawiskiem nieodwracalnym. Kompensacyjna hipertrofia jest możliwa tylko w ograniczonym 

zakresie, więc ubytek wielu komórek prowadzi do zniszczenia bariery filtracyjnej, a następnie 

całego nefronu. Dlatego wśród badaczy panuje zgodność, że kluczową rolę w patogenezie 

różnego typu chorób nerek pełni uszkodzenie i utrata podocytów, co jest początkiem 

postępującego rozwoju glomerulopatii [36–39].  

Nefropatia cukrzycowa uznawana jest za główną przyczynę postępu choroby i śmierci 

u osób z cukrzycą. Wiąże się ją także ze zwiększonym odsetkiem incydentów sercowo-

naczyniowych [40]. Przewlekła hiperglikemia inicjuje nieodwracalne strukturalno-

funkcjonalne zmiany w obrębie GFB, pobudza procesy zwłóknieniowe oraz zapalne.  

Zaangażowany jest w to szereg różnorodnych czynników takich jak cytokiny, chemokiny, 

enzymy, hormony, białka regulatorowe i inne. Aktywują się dodatkowe szlaki metaboliczne, 

których udział w przemianach glukozy w warunkach normoglikemii jest znikomy (szlak 

poliolowy, szlak heksozaminowy), następuje aktywacja kinazy białkowej C (PKC)  

oraz zwiększa się nieenzymatyczna glikacja białek i akumulacja zaawansowanych produktów 

glikacji (AGEs). Dodatkowo, procesom tym towarzyszy stres oksydacyjny związany  

ze wzrostem wytwarzania rodników tlenowych [41]. Na drodze tych mechanizmów, nadmiar 

glukozy uszkadza nieodwracalnie nie tylko nerki, ale także inne narządy [42]. U pacjentów  

z cukrzycą wzrost utraty białka z moczem, od normoalbuminurii aż do jawnego białkomoczu, 

koreluje w badaniach z upośledzeniem selektywności GFB. Na podstawie biopsji nerek 

pacjentów udowodniono, że w początkowych etapach rozwoju nefropatii cukrzycowej 

dochodzi do drastycznego obniżenia liczby podocytów w kłębuszkach, czemu towarzyszy 

nasilanie się białkomoczu [36,43] oraz do wzrostu wydalania tych komórek z moczem [38]. 

Zwiększona synteza czynników wzrostu i aktywacja stanu zapalnego wywołują stres 

oksydacyjny oraz modyfikują szlaki metaboliczne w podocytach promując w nich szlaki 

apoptotyczne [44]. Utrata części komórek wymusza zmiany fenotypu pozostałych, co skutkuje 

nie tylko hipertrofią, ale też zwiększoną zdolnością do migracji, czemu towarzyszy 

reorganizacja szkieletu aktynowego i spłaszczanie wyrostków stopowatych [45]. Prowadzi  

to do przebudowy, a również do zniszczenia błon szczelinowych, co wiąże się ze zwiększoną 

przepuszczalnością dla filtrowanych białek. Hiperglikemia bezpośrednio powoduje też zmiany 

ekspresji białek błony szczelinowej. W badaniach in vitro, na modelach zwierzęcych, a także  
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u pacjentów z nefropatią cukrzycową, wykazano zmniejszoną ekspresję białka oraz mRNA 

nefryny i podocyny [46,47], co powoduje utratę przez GFB zdolności filtracyjnych,   

i w konsekwencji objawia się narastającą proteinurią.  

Szlaki sygnalizacyjne związane z transformującym czynnikiem wzrostu TGFβ  

są kluczowym elementem pośredniczącym  w zmianach zachodzących w kłębuszkach 

nerkowych w trakcie wielu chorób przewlekłych, do których należy też cukrzyca [48,49]. 

Jednym z czynników determinujących uszkodzenie nerek w hiperglikemii jest nasilona lokalna 

synteza TGFβ w komórkach kłębuszka, w tym również w podocytach oraz wzrost ekspresji 

swoistego dla tej cytokiny receptora [7,50]. Zidentyfikowano u ssaków trzy izoformy:  

TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 [51]. TGF-β1 indukuje apoptozę za pośrednictwem 

wewnątrzkomórkowych białek z rodziny SMAD [52], pobudza migrację komórek 

podocytarnych, ale również inicjuje proces przemiany nabłonkowo – mezenchymalnej (EMT). 

Wszystko to przyczynia się do zaburzeń funkcji całych nefronów  

i progresji nefropatii cukrzycowej [53,54].  

 

 

 

Ryc. 4 Molekularne mechanizmy zmian w obrębie podocytów, zależne od hiperglikemii. Opracowano na 

podstawie [55]. ROS (reactive oxygen species): reaktywne formy tlenu; EMT (epithelial to mesenchymal 

transition): przemiana nabłonkowo-mezenchymalna); GBM (glomerular basement membrane): błona podstawna 

kłębuszka.  
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Ze względu na unikatowy charakter komórek podocytarnych, badania nad 

mechanizmami prowadzącymi do ich uszkodzeń, są szczególnie istotne, gdyż uzyskane wyniki 

stają się podstawą do opracowywania nowoczesnych terapii, mogących hamować postęp 

choroby nerek. W świetle rozwijającej się wciąż na całym świecie pandemii cukrzycy  

i związanej z nią nefropatii, ochrona podocytów przed uszkodzeniem i apoptozą staje  

się priorytetem [56–59]. Rozpoznane patomechanizmy podocytopatii dają podstawę  

do testowania kolejnych związków mogących zatrzymać, a nawet odwrócić niekorzystne 

zmiany w komórkach. Polifenole naturalnego pochodzenia, z uwagi na szerokie spektrum 

działania biologicznego i terapeutycznego, wydają się być szczególnie interesujące jako 

potencjalne czynniki przeciwdziałające negatywnym skutkom hiperglikemii.  

Do takich związków należą urolityny, metabolity elagotanin i kwasu elagowego, 

powstające w przewodzie pokarmowym po spożyciu pokarmów takich jak granaty, maliny  

czy orzechy. Przy udziale rezydującej w dystalnej części jelit flory bakteryjnej, syntezowane  

są urolityny: A (UA), B (UB), C (UC) oraz D (UD) [60]. Elagotaniny i kwas elagowy,  

które dopiero po konwersji do urolityn mogą być łatwo wchłaniane w jelitach, podczas 

absorpcji w enterocytach i w czasie krążenia wątrobowego ulegają metabolizmowi I i II fazy 

tworząc glukuronidy, siarczany lub pochodne metylowe. Niewielka ilość urolityn wykrywana 

jest również w formie niezwiązanej [61,62]. Mimo iż skoniugowane formy występują  

w wyższych stężeniach, wolne aglikony wykazują znacznie wyższą aktywność biologiczną 

[63]. Synteza konkretnych form urolityn zależy bezpośrednio od składu mikroflory bakteryjnej 

jelit, która jest zmienna osobniczo. Jak dotąd opisano w populacji trzy metabotypy:  

metabotyp A (producenci UA oraz koniugatów UA), metabotyp B (producenci UB,  

UA i izo-UA), metabotyp 0 (niewytwarzający urolityn). U ludzi metabotyp A wydaje się być 

dominujący [64].  

 Urolityny oraz ich koniugaty, krążąc we krwi, docierają do wielu tkanek, gdzie 

przenikając przez błony komórkowe mogą indukować zróżnicowane efekty biologiczne [65]. 

Wyniki badań, zarówno in vitro, jak i in vivo, w oparciu o stężenia możliwe naturalnie  

do osiągnięcia po absorpcji w przewodzie pokarmowym (2-10µM dla aglikonów, do 100µM 

dla koniugatów [66]), opisują wielokierunkowe działanie urolityn, takie jak modulację 

ekspresji genów czy też zmiany aktywności enzymów i cząsteczek sygnałowych [60]. Jednym 

z pierwszych szeroko zbadanych i opisanych efektów urolityn jest ich działanie 

antyoksydacyjne [67,68]. Wykazują one również silną aktywność przeciwzapalną, hamując 

m.in. produkcję prostaglandy-E2 (PGE2), inhibitora plazminogenu PAI-1 oraz interleukiny  
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IL-8, uczestniczących między innymi w regulacji migracji oraz w procesie adhezji.  

Poza zdolnością do hamowania  cyklooksygenazy COX-2 oraz do blokowania czynnika 

transkrypcyjnego NF-𝜅B, białek c-Jun, p38, a także szlaków MAPK [69–71],  

z wykorzystaniem linii komórkowej gruczolakoraka okrężnicy (Caco-2) udowodniono 

przeciwnowotworowe i antyproliferacyjne działanie urolityn. Obejmuje ono blokadę cyklu 

komórkowego poprzez zmiany ekspresji genów regulatorowych CCNB1 i CCNB1IP1, 

hamowanie onkogenów K-ras i c-Myc, a także modyfikacje receptorów dla czynnika wzrostu 

fibroblastów (FGFR2) oraz receptorów dla nabłonkowego czynnika wzrostu (EGFR) [72]. 

Opisano również wpływ urolityn na hamowanie szlaku Wnt [73] i regulację apoptozy [74].  

W raku prostaty urolityny hamują aktywność CYP1B1, białka obniżającego odpowiedź  

na chemioterapię. Co więcej, urolityny wykazują działanie przeciwnowotworowe poprzez 

blokowanie enzymu CK2 czy też topoizomerazy II, głównego białka replikacji [75,76]. Efekty 

wywierane przez urolityny obejmują również działanie antybakteryjne, blokując Quorum 

Sensing (QS) - bakteryjny mechanizm komunikacyjny, przez co zmniejszają masę biofilmu 

Yersinia enterocolitica [77]. Opisuje się je również jako modulatory estrogenowe, czyli związki 

o charakterze endokrynnym  [78], antyglikacyjnym i neuroprotekcyjnym [68].  

Zarówno sprzężone jak i niesprzężone formy urolityn wykryto w ludzkim osoczu  

oraz moczu nawet 48 godzin po spożyciu pokarmów bogatych w kwas elagowy. Wiadomo 

zatem, że urolityny bezpośrednio mają kontakt z tkanką nerkową podczas przepływu filtratu 

przez nefron [66]. Kilka badań in vitro i in vivo wykazało korzystne działanie urolityn  

w wywołanych hiperglikemią uszkodzeniach komórek i narządów, obejmując również  

ich korzystne działanie w cukrzycowych i niecukrzycowych chorobach nerek [79,80]. Niemniej 

jednak, choć wydaje się oczywiste, że podczas przesączania kłębuszkowego krew bogata  

w urolityny bezpośrednio kontaktuje się z wszystkimi elementami bariery filtracyjnej, nieliczne 

opublikowane badania przeprowadzone na komórkach nerkowych jak dotąd nie objęły 

podocytów. 

Zachęcające wyniki obserwacji in vitro i in vivo, łącznie z badaniami klinicznymi 

sprawiły, że w ostatnich latach urolityny są wskazywane jako związki mające duży potencjał 

terapeutyczny, szczególnie w przypadku nowotworów, ale też innych schorzeń, a także  

w procesie starzenia [81–83]. Rosnące zainteresowanie farmakologicznymi właściwościami 

tych związków wiąże się też z potwierdzonym już bezpieczeństwem stosowania urolityn,  

a przede wszystkim urolityny A, podawanych pacjentom zarówno w postaci naturalnej,  

jak i w formie syntetycznych suplementów diety [84,85]. Biorąc pod uwagę możliwe 
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wykorzystanie urolityn w celu poprawy funkcji podocytów przeprowadziliśmy jako pierwsi 

rozległe badania, podczas których mysie podocyty poddano ekspozycji na urolitynę A  

oraz urolitynę B w warunkach normalnego (NG) oraz wysokiego stężenia glukozy (HG).  
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7.  HIPOTEZA I CELE BADAŃ 

 

 

HIPOTEZA: 

Uwzględniając antyoksydacyjne i przeciwzapalne właściwości urolityn wysunęliśmy 

hipotezę, że mogą one działać korzystnie w przebiegu chorób nerek, włącznie  

z nefropatią cukrzycową. Wydaje się, że urolityny, działając na podocyty pośrednio  

lub bezpośrednio, mogłyby w warunkach cukrzycy chronić komórki przed uszkodzeniem,  

co mogłoby zapobiegać lub spowolnić rozwój nieodwracalnych zmian. Ponadto, 

zaobserwowane w innych komórkach różnorodne efekty biologiczne, obejmujące modulację 

ekspresji białek i właściwości komórek, stały się inspiracją do sprawdzenia, czy i w jaki sposób 

związki te mogą wpływać na strukturę i funkcje podocytów w warunkach imitujących cukrzycę 

in vitro.  

 

CEL GŁÓWNY: 

Celem pracy było określenie wpływu urolityn na strukturę i funkcje 

podocytów w warunkach imitujących cukrzycę in vitro.  

 

 

CELE SZCZEGÓŁOWE: 

1. Określenie wpływu urolityn na żywotność podocytów i określenie ewentualnych 

mechanizmów pośredniczących w tym procesie. 

2. Ocena wpływu urolityn na zależne od wysokiego stężenia glukozy zmiany funkcji 

podocytów i wstępne określenie mechanizmów w tym uczestniczących.  
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8.  MATERIAŁY I ZASTOSOWANE METODY BADAWCZE 

8.1. Materiały i metody ujęte w publikacji  

8.1.1 Urolityny 

Urolityny stosowane do badań zostały zsyntezowane w Katedrze Chemii Organicznej  

i przekazane przez Katedrę Farmakognozji Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego.  

We wstępnych badaniach żywotności podocytów ocenie poddano 4 formy urolityn: Urolitynę 

A, 1,8-dimetylo Urolitynę A, Urolitynę B oraz 1-metylo Urolitynę B, o stężeniach: 10 µM,  

30 µM, 100 µM, rozpuszczone w dimetylosulfotlenku (DMSO). Roztwory wyjściowe urolityn 

przechowywano w temperaturze -80ºC.   

8.1.2. Hodowla komórkowa i inkubacja w środowiskach doświadczalnych 

Doświadczenia były przeprowadzone w warunkach in vitro, na unieśmiertelnionych 

podocytach mysich linii SVI (Cell Line Services, Eppelheim, Niemcy). Hodowlę komórkową 

prowadzono zgodnie z poprzednio ustalonym i opublikowanym protokołem [86]. W skrócie, 

niezróżnicowane komórki były namnażane w temperaturze 33ºC, w pożywce z dodatkiem 

interferonu γ (IFNγ). Po osiągnięciu stanu subkonfluencji hodowlę kontynuowano przez 

kolejne 7-10 dni w temperaturze 37ºC, w pożywce pozbawionej IFNγ. W tym czasie 

następowało zatrzymanie proliferacji i różnicowanie podocytów.  

8.1.3. Schemat procedury eksperymentalnej 

Zróżnicowane podocyty były inkubowane przez 7 dni w pożywkach o normalnym  

(5,5 mM, NG) i wysokim (25 mM, HG) stężeniu glukozy. Wybranym grupom 

eksperymentalnym dodawano do pożywki testowane związki na ostatnie 12, 24 lub 48 godzin. 

Po zakończeniu inkubacji komórki były gotowe do przeprowadzenia wybranej analizy [87].  

 

Ryc. 5 Schemat procedury eksperymentalnej. Środowiska eksperymentalne zawierały testowane substancje bądź 

sam rozpuszczalnik w odpowiednim rozcieńczeniu.  
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8.1.4. Ocena zmian stężenia urolityn podczas inkubacji z komórkami podocytarnymi 

W celu określenia stabilności urolityn w czasie trwania inkubacji z podocytami 

wykonano analizę stężenia tych związków w pożywce pobranej znad komórek w wybranych 

odstępach czasu. Próbki ekstrahowano zgodnie z częściowo zmodyfikowaną procedurą 

zaproponowaną przez Sala i in. [87,88] zaś oceny dokonano z wykorzystaniem 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej połączonej ze spektrometrem mas (HPLC-DAD-

MS/MS) [87].  

8.1.5. Ocena żywotności podocytów 

Żywotność podocytów została określona za pomocą testu MTT, przy użyciu czytnika 

SPECTROstar Nano i analizowana za pomocą oprogramowania SPECTROstar NanoMars [87]. 

8.1.6. Ocena zmian morfologicznych oraz reorganizacji cytoszkieletu aktynowego 

komórek podocytarnych 

Zmiany morfologiczne podocytów oceniano z wykorzystaniem mikroskopii optycznej 

na komórkach barwionych fioletem krystalicznym. Do oceny struktury cytoszkieletu 

aktynowego komórek zastosowano barwienie falloidyną sprzęgniętą z fluorochromem Alexa 

Fluor 488, po czym analizowano komórki przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego firmy 

Zeiss oraz mikroskopu konfokalnego Perkin Elmer Opera Phenix® HCS [87].  

8.1.7. Ocena apoptozy, poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) i aktywności kaspaz 3/7  

Stopień apoptozy podocytów w warunkach doświadczalnych oceniono za pomocą 

zestawu Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit, wykorzystującego zdolność 

aneksyny V do wiązania się z fosfatydyloseryną, będącą markerem apoptozy.  

Stężenie reaktywnych form tlenu określono za pomocą zestawu CellROX™ Green 

Flow Cytometry Assay Kit, w którym bezbarwny reagent przenika przez błony żywych 

komórek, a pod wpływem utlenienia przez ROS emituje fluorescencję.  

Aktywność kaspaz: 3 i 7, oceniono za pomocą zestawu CellEvent Caspase- 3/7 Green 

Detection Reagent with SYTOX™AADvanced™ Dead Cell Stain. Wszystkie procedury 

przeprowadzono zgodnie z postępowaniem opisanym przez producenta, po czym próbki 

analizowano przy użyciu cytometru przepływowego BD FACSVerse™ Flow Cytometer oraz 

oprogramowania FlowJoTM Software v10.8.0.  
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8.1.8. Ilościowa ocena ekspresji białek 

Ekspresja nefryny na powierzchni podocytów została określona przy użyciu cytometru 

przepływowego, z wykorzystaniem przeciwciała skierowanego przeciw 

zewnątrzkomórkowemu epitopowi białka. Do oceny całkowitej ekspresji badanych białek 

zastosowano technikę Western blot, z użyciem przeciwciał mono- oraz poliklonalnych.  

Do zobrazowania lokalizacji badanych białek, połączonej z ich ilościową oceną, zastosowano 

barwienie immunofluorescencyjne za pomocą przeciwciał mono- oraz poliklonalnych oraz  

wykorzystano mikroskop konfokalny wraz z oprogramowaniem Harmony High-Content 

Imaging and Analysis Software 4.8 [87].  

8.1.9. Ocena zmian ekspresji mRNA wybranych białek  

Zmiany ekspresji mRNA wybranych białek podocytarnych zostały określone  

za pomocą reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR) z wykorzystaniem 

zestawów TaqMan RNA-to-CTTM 1-step KIT. Materiał genetyczny wyizolowano przy użyciu 

zestawu PureLinkTM RNA Mini Kit. Względne poziomy ekspresji mRNA docelowego genu 

zostały znormalizowane względem genu β-aktyny i za pomocą porównawczej metody Ct 

(ΔΔCt) [87].  

 

8.2. Materiały i metody nieujęte w publikacji 

 

8.2.1. Ocena wpływu urolityn na aktywność transformującego czynnika wzrostu  

 TGF-β1 w podocytach 

W badaniach wykorzystano cytokinę TGF-β1 firmy R&D systems (USA). Liofilizat 

rozpuszczono w 100 µl jałowego 4 mM HCl / BSA, otrzymując roztwór TGF-β1 o stężeniu 50 

000 ng/ml, który rozporcjowany przechowywano w -80ºC. Podczas przygotowywania 

środowisk doświadczalnych wykonywano roztwór roboczy TGF-β1 o stężeniu 500 ng/ml, 

który następnie rozcieńczano 100-krotnie pożywkami hodowlanymi o normalnym i wysokim 

stężeniu glukozy. Tak przygotowany roztwór cytokiny o stężeniu 5 ng/ml był gotowy  

do inkubacji z podocytami.  
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8.2.2. Ocena zdolności podocytów do migracji  

W celu określenia zmian zdolności migracyjnych podocytów wykonano test gojenia ran 

(wound healing assay), w którym obserwowano wędrówkę komórek w kierunku mechanicznie 

uformowanej wolnej przestrzeni w konfluentnej warstwie pokrywającej dno płytki hodowlanej.  

Niezróżnicowane podocyty hodowano na 12-dołkowych płytkach do czasu osiągnięcia 

pełnej konfluencji, po czym indukowano proces różnicowania (Rozdział 8.1.2.). Procedura 

eksperymentalna była zgodna z przedstawionym schematem (Rozdział 8.1.3.). Wymiana 

środowisk doświadczalnych była połączona z wykonaniem rysy w konfluentnej warstwie 

komórek, za pomocą plastikowej końcówki od pipety (0,1 – 10 µL). Po 48 godzinach inkubacji 

podocytów w środowiskach doświadczalnych komórki utrwalono za pomocą 2% 

paraformaldehydu, zabarwiono fioletem krystalicznym i dokonywano oceny mikroskopowej. 

Komórki kontrolne, reprezentujące stan przed rozpoczęciem migracji (czas 0), były barwione 

natychmiast po wykonaniu rysy. Następnie z wykorzystaniem programu ImageJ oraz 

rozszerzenia ”Wound healing size tool” oceniono zmiany pola powierzchni zajmowanej przez 

podocyty [89]. Wyznaczono granice pustej przestrzeni rysy i policzono jej powierzchnię. 

Wyniki przedstawiono jako stosunek zajętej powierzchni do całkowitej powierzchni obrazu.  

8.3. Analiza statystyczna  

Wyniki badań porównywano za pomocą testu t-Studenta, jednoczynnikowej analizy 

wariancji (ANOVA) oraz testu Manna – Whitneya i przedstawiono jako średnią ± błąd 

standardowy średniej (SEM). Za istotność statystyczną przyjęto wartość p < 0,05. Do analizy 

oraz prezentacji wyników wykorzystano oprogramowanie SigmaPlot 11 (SYSTAT Software, 

USA).  
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9. WYNIKI 

 

W skład mojej rozprawy doktorskiej wchodzą dwie publikacje: praca oryginalna, 

pełnotekstowa, opublikowana w międzynarodowym czasopiśmie indeksowanym na liście 

filadelfijskiej oraz praca poglądowa opublikowana w polskim czasopiśmie punktowanym  

na liście MEiN. Dysertacja zawiera ponadto nieopublikowane wyniki badań, będące 

przedmiotem przygotowywanej obecnie publikacji. Dotyczą one wpływu urolityn na efekty 

wywoływane w podocytach przez cytokinę TGF-β1 oraz analizę podstawowych 

mechanizmów, na drodze których urolityny mogą modulować te efekty. 

 

9.1. Publikacja 1  

 

Kotewicz Milena, Lewko Barbara. Urolithins and their possible implications for diabetic 

kidney. Eur. J. Transl. Clin. Med.; 2022: vol. 5, nr 1, s. 53-63.  

Celem publikacji, będącej pracą poglądową, było przedstawienie wyników badań  

in vivo i in vitro opisujących dotychczas poznane efekty biologiczne urolityn w różnego typu 

tkankach oraz biochemiczne mechanizmy działania tych związków. 

W pracy zestawiono informacje ukazujące zdolność urolityn do modulowania wielu 

komórkowych szlaków sygnalizacyjnych, które odpowiadają za zróżnicowane działanie tych 

związków, w tym przeciwnowotworowe i antyproliferacyjne, przeciwzapalne  

i antyoksydacyjne, hamujące migrację, czy też pobudzające autofagię.  Opisane dotychczas 

mechanizmy molekularne, za pośrednictwem których urolityny wywierają swoje końcowe 

efekty, obejmują wpływ na ekspresję genów kodujących różnego typu białka, w tym białka 

sygnalizacyjne, białka cyklu komórkowego, onkogeny, czy różnego typu cytokiny i elementy 

układu odpornościowego. Urolityny regulują też stan ufosforylowania białek, zmieniając w ten 

sposób ich aktywność, a także hamują powstawanie zaawansowanych produktów glikacji przez 

wychwytywanie grup karbonylowych. 

Uwzględniając powyższe efekty, w publikacji podkreślono korzystny wpływ urolityn 

w modulowaniu odpowiedzi organizmu na przewlekłą hiperglikemię podczas cukrzycy, kiedy 

dochodzi do nadprodukcji cytokin prozapalnych, czynników wzrostu i reaktywnych form tlenu 
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oraz wzrasta poziom glikacji białek. Szczególną uwagę zwrócono przy tym na skutki działania 

urolityn w nerkach, a zwłaszcza na procesy związane z aktywnością systemów zależnych  

od TGFβ, które odpowiadają za rozwój patologicznych zmian obserwowanych w nefropatii 

cukrzycowej.  

Wśród opublikowanych wyników badań dotyczących wpływu urolityn na różnego typu 

narządy i tkanki, stosunkowo niewiele odnosi się do nerek, a żadne z nich nie dotyczą komórek 

podocytarnych, których stan i liczba decyduje o losie całego nefronu.  Założeniem tej publikacji 

było wskazanie, że urolityny, mogąc regulować różnego rodzaju wewnątrzkomórkowe 

mechanizmy, często korzystne dla komórek, powinny być wzięte pod uwagę jako potencjalne 

związki chroniące podocyty przed czynnikami uszkadzającymi je w warunkach hiperglikemii.     

Możliwość stosowania w przyszłości nefroprotekcyjnej terapii w oparciu o urolityny 

jest tym większa, że doustne stosowanie preparatów zawierających urolitynę A (UA) zostało 

już zaakceptowane i uznane jako bezpieczne przez Federalny Urząd Żywności i Leków w USA. 

9.2. Publikacja 2  

 

Kotewicz Milena, Krauze-Baranowska Mirosława, Daca Agnieszka, Płoska Agata, Godlewska 

Sylwia, Kalinowski Leszek, Lewko Barbara. Urolithins modulate the viability, autophagy, 

apoptosis, and nephrin turnover in podocytes exposed to high glucose. Cells; 2022: vol. 11,  

nr 16, art. ID 2471, s. 1-24. 

  Publikacja 2 jest pracą oryginalną, w której opisano efekty wywierane przez urolityny 

na procesy determinujące przeżywalność i podstawowe cechy podocytów w warunkach 

odpowiadających hiperglikemii. 

Przemiany metaboliczne urolityn w tkankach prowadzą do powstawania koniugatów, 

których aktywność biologiczna jest niższa niż aktywność niesprzężonych aglikonów [90]. 

Dlatego, w pierwszej kolejności zbadaliśmy zdolność podocytów do metabolizowania UA, 

będącej najpowszechniej występującej formą urolityn [60], a wyniki wykorzystano  

do opracowania szczegółowego protokołu badawczego. Analiza z użyciem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej z tandemową spektrometrią mas (HPLC-DAD MS/MS) wykazała 

spadek stężenia wyjściowego aglikonu na korzyść powstających metabolitów. 3-O/ lub  

8-O-glukuronid UA (UAM) wykryto już po 12 godzinach od czasu rozpoczęcia eksperymentu, 
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a jego stężenie zwiększało się wraz z upływem czasu. Na tej podstawie, ze względu  

na planowane, w niektórych eksperymentach 48-godzinne okresy inkubacji wymieniano 

pożywki eksperymentalne na świeże po 24 godzinach. Ciekawym spostrzeżeniem było,  

że tempo metabolizowania UA w warunkach HG było niższe, niż w obecności glukozy  

o normalnym stężeniu (Ryc. 6). Spowolnienie przemiany bioaktywnego aglikonu do mniej 

aktywnego metabolitu może być mechanizmem umożliwiającym skuteczniejszą obronę 

komórek przed skutkami działania glukozy o wysokim stężeniu. 

 

Ryc. 6 (w publikacji Figure 2 B, C). Tempo metabolizmu urolityny A w podocytach inkubowanych przez 7 dni  

w pożywce z normalnym (5,5 mM - NG) i wysokim (25 mM – HG) stężeniem glukozy. Stężenie wyjściowe UA wynosiło 10 

µM (100%). Wykresy przedstawiają odsetek wolnego aglikonu wykrytego w pożywce znad komórek po 12, 24 i 48 godzinach 

od dodania UA. *p<0,01 vs 12h; **p<0,003 vs 12h. ns- brak znamienności statystycznej. Szczegółowy opis metod zawarto w 

omawianej publikacji. 

W publikacjach przedstawiających wyniki badań in vitro, stężenia użytych urolityn 

wahają się w szerokim zakresie, od 0,1 µM do 100 µM, w zależności od rodzaju komórek 

 [91–93].  Przeprowadzono więc testy żywotności podocytów z grup NG i HG inkubowanych 

z urolitynami A i B (10, 30 i 100 µM) przez 24 i 48 godzin, aby dobrać optymalne stężenie 

związków do kolejnych doświadczeń.  Uzyskane wyniki dostarczyły kilku informacji: 

a) W warunkach NG jedynie 10 µM UA nie obniża żywotności podocytów.  

b) Wysokie stężenie glukozy obniża żywotność podocytów, co jest hamowane przez  

10 µM UA, ale nie przez UB.  

c) W miarę wzrostu stężenia urolityn, ich toksyczność względem podocytów zwiększa się, 

czego dowodem jest obniżenie żywotności oraz towarzyszące temu zmiany 

morfologiczne komórek (Ryc. 7).  
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Ryc. 7 (w publikacji Figure 5).  Urolityny o wysokim stężeniu silnie zmieniają strukturę cytoszkieletu aktynowego i morfologię 

podocytów. Komórki były inkubowane przez 7 dni w pożywce z normalnym (5,5 mM - NG)  

i wysokim (25 mM – HG) stężeniem glukozy. Na ostatnie 48 godzin dodano do pożywki 10 µM lub 100 µM UA lub UB, po 

czym komórki zabarwiono fioletem krystalicznym, albo falloidyną sprzężoną z fluorochromem Alexa488. Szczegółowy opis 

metod zawarto w omawianej publikacji. 

Obserwacje były o tyle interesujące, że w dostępnej literaturze praktycznie  

nie ma wzmianek o toksyczności urolityn. Uzyskane wyniki z jednej strony stały się więc 

podstawą do wytypowania do dalszych eksperymentów przede wszystkim 10 µM UA,  

a z drugiej strony stały się inspiracją do badań mechanizmów pośredniczących w regulowaniu 

żywotności podocytów. 

 Jednym z podstawowych mechanizmów, które należało wziąć pod uwagę, była śmierć 

komórek na drodze apoptozy i/lub nekrozy. Cytometryczna ocena apoptozy przy użyciu 

aneksyny V-FITC oraz analiza aktywności kaspaz 3/7 wykazały, że zgodnie z naszymi 

przypuszczeniami, w obecności 100 µM UA odsetek komórek apoptotycznych bardzo silnie 

wzrósł w porównaniu z komórkami kontrolnymi, a także w porównaniu do komórek 

inkubowanych z 10 µM UA (Ryc. 8). Apoptoza następowała zarówno w podocytach 

inkubowanych w NG, jak i w HG. Analizy potwierdziły też, że wysokie stężenie glukozy  

per se, zmniejszając żywotność podocytów, nasila w nich proces apoptozy. Ponadto, ważnym 

spostrzeżeniem było, że 10 µM UA hamowała apoptozę indukowaną przez HG. Co więcej, 

aktywność kaspaz 3/7 była redukowana przez tę urolitynę nawet w warunkach NG. 
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Ryc. 8 (w publikacji Figure 7 B, C, E, F) 100 µM urolityna A  powoduje apoptozę podocytów. Komórki były inkubowane 

przez 7 dni w pożywce z normalnym (5,5 mM - NG) i wysokim (25 mM – HG) stężeniem glukozy. Urolityny dodawano 24 

godz. przed zakończeniem inkubacji. Ilościowa analiza wyników pomiarów cytometrycznych stopnia apoptozy (A, B) oraz 

aktywności kaspaz 3/7 (C, D). Szczegółowy opis metod oraz analizy statystycznej zawarto w omawianej publikacji. Dla A i 

B: * p < 0,05 vs. HG Control, # p < 0,01 vs. HG Control, ** p < 0,01 vs. odpowiednia grupa 10 µM UA, ## p < 0,001 vs. NG 

10 µM UA, *** p < 0,001 vs. NG Control. Dla C i D * p < 0,05 vs. Control, ** p < 0,01 vs. Control,    p < 0,05 vs. 10 μM 

UA,      p < 0.01 vs. 10 μM UA, # p < 0.05 vs. odpowiednia grupa w NG, & p < 0.01 vs. odpowiednia grupa NG 10 M UA, 

&& p < 0.005 vs. NG Control.  

Badania wykazały też, że w komórkach inkubowanych w HG wraz z obniżoną 

żywotnością zmniejsza się też ekspresja białka Bcl-2, które jest silnym regulatorem 

antyapoptotycznym. Silny wzrost ekspresji Bcl-2 w obecności 10 µM UA wskazuje, że białko 

to pośredniczy w hamowaniu apoptozy przez urolitynę.  Niespodziewanie jednak, zarówno  

UA jak i UB w stężeniu 100 µM również zwiększały ekspresję Bcl-2 (Ryc. 9). Można 

przypuszczać, że w tym przypadku jest to odpowiedź obronna komórek na obecność 

proapoptotycznego stężenia urolityn.   
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Ryc. 9 (w publikacji Figure 6) Ekspresja Bcl-2 jest modulowana przez urolityny i wysokie stężenie glukozy. Komórki były 

inkubowane przez 7 dni w NG) i HG). Urolityny dodawano 24 godziny. przed zakończeniem inkubacji. Szczegółowy opis 

metod oraz analizy statystycznej zawarto w omawianej publikacji. * p < 0,05 vs. Kontrola NG/HG, ** p < 0,02 vs. Kontrola 

NG/HG, *** p < 0,001 vs. Kontrola NG, # p < 0,05 vs. HG UB 10 mM, ## p < 0,02 vs. NG 10 µM UA. 

 Wraz z apoptozą, na przeżywalność komórek wpływa drugi, często przeciwstawnie 

działający proces autofagii, zatem żywotność komórek jest wypadkową współdziałania obu 

tych procesów [94]. Przypuszczając, że zależne od UA hamowanie apoptozy w podocytach 

może być związane ze zmianami natężenia autofagii, sprawdziliśmy wpływ urolityny  

na ekspresję białek będących typowymi wskaźnikami tego procesu: białka łańcucha lekkiego 

3B (LC3B), białka 5 związanego z autofagią (ATG5) i białka p62 [95]. Pomimo braku różnic 

pomiędzy ekspresją białka LC3B w komórkach inkubowanych w NG i HG, wyraźny spadek 

ekspresji ATG5 w grupie HG (Ryc. 10 A i B) wskazuje na obniżenie autofagii w podocytach 

poddanych działaniu glukozy o wysokim stężeniu. Z kolei 10 µM UA wyraźnie zwiększa 

ekspresję obu markerów w komórkach tej grupy, co wskazuje na stymulowanie procesu 

autofagii.  Nieoczekiwanie, ekspresja białka p62, które w trakcie autofagii ulega degradacji, 

zwiększyła się pod wpływem UA, bez względu na stężenie glukozy w pożywce. Możliwe 

jednak, że UA, niezależnie od autofagii, wpłynęła na poziom tego białka, np. bezpośrednio 

pobudzając jego transkrypcję [96,97].  
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Ryc. 10 (w publikacji Figure 9 B, C, D) Urolityna A zwiększa ekspresję markerów autofagii. Komórki były inkubowane przez 

7 dni w NG i HG). Urolityny dodawano 24 godz. przed zakończeniem inkubacji. Wykresy przedstawiają wyniki ilościowej 

analizy densytometrycznej rezultatów uzyskanych metodą Western blot. Szczegółowy opis metod oraz analizy statystycznej 

zawarto w omawianej publikacji. Dla A: * p < 0.05 vs. Kontrola HG, ** p < 0.01 vs. Kontrola NG, *** p < 0,001 vs. Kontrola 

NG. Dla B: * p < 0,01 vs. UA NG and vs. Kontrola NG, ** p < 0,001 vs. Kontrola NG and vs. UA HG. Dla C: *** p < 0,001 

vs. Kontrola NG/HG. 

Cytoprotekcyjne właściwości UA zostały też poparte badaniami oceniającymi zdolność 

UA i UB do obniżania poziomu reaktywnych form tlenu (ROS), powstających w podocytach 

w warunkach hiperglikemii.  W przeciwieństwie do UB, 10 µM UA wykazała silny potencjał 

antyoksydacyjny, zmniejszając wewnątrzkomórkowy poziom ROS prawie o 70% (Ryc. 11). 

 

 

Ryc. 11 (w publikacji Figure 8) Urolityna A obniża poziom ROS w podocytach inkubowanych przez 7 dni  

w pożywce zawierającej 25 mM glukozę (HG). Urolityny dodawano 24 godz. przed zakończeniem inkubacji. Szczegółowy 

opis metod oraz analizy statystycznej zawarto w omawianej publikacji. * p < 0,05 vs. HG Control, ** p < 0,01 vs. NG Control). 



32 

 

Hiperglikemia skutkuje podocytopatią, której podstawowe objawy, oprócz utraty 

komórek, obejmują również zanik błon szczelinowych, czego rezultatem jest białkomocz.  

Kierując się informacją o zahamowaniu białkomoczu przez UB w eksperymencie in vivo [98], 

zbadaliśmy wpływ UA na ekspresję nefryny, będącej głównym składnikiem błon 

szczelinowych. Zgodnie z wcześniej opublikowanymi danymi [99,100], w podocytach 

inkubowanych w HG zaobserwowaliśmy obniżenie ekspresji mRNA dla genu NPHS1 

kodującego nefrynę, jak i spadek ekspresji tego białka w lizatach komórkowych  

(Ryc. 12 A i B). Dużym zaskoczeniem była jednak obserwacja, że w tych samych warunkach, 

w obecności UA ekspresja mRNA genu NPHS1 dodatkowo obniżyła się o ponad 50%, podczas 

gdy ekspresja białka wzrosła, a szczególnie na powierzchni podocytów. Co więcej, urolityna 

silnie zwiększyła również powierzchniową ekspresję nefryny w komórkach inkubowanych  

w warunkach NG (Ryc. 12 C). 

 

 

 

Ryc. 12 (w publikacji: A- Figure 10; B-Figure 11B, C-Figure 12A) Urolityna A w zróżnicowany sposób moduluje całkowitą i 

powierzchniową ekspresję nefryny w podocytach. Dla A: * p < 0,05 vs. Control HG, ** p < 0,01 vs. Control. Dla B: p < 0,05 

vs. Control HG, ** p < 0,01 vs. Control. Dla C: * p < 0,05 vs. NG Control, ** p < 0,001 vs. odpowiedniej Kontroli.  

 

 

Próbując wyjaśnić brak korelacji między ekspresją mRNA i białka wysunęliśmy 

hipotezę, że urolityna A może hamować internalizację i lizosomalną degradację nefryny.  

Jednakże ilościowa analiza kolokalizacji nefryny z markerem wczesnych endosomów EAA1 

wykazała efekt przeciwny do spodziewanego. W obecności UA, a szczególnie w warunkach 

HG, poziom nefryny obecnej w endosomach wyraźnie się zwiększył (Ryc. 13), Wynika stąd, 
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że urolityna A zwiększa nie tylko wytwarzanie białka nefryny, ale też jego endocytozę.  

Brak zgodności pomiędzy ekspresją genu i białka nefryny w komórkach poddanych działaniu 

UA zaobserwowaliśmy nie tylko w przypadku nefryny, ale też w przypadku fibronektyny,  

co przedstawiono w kolejnym rozdziale (Rozdział 9.3.4), przedstawiającym nieopublikowane 

wyniki.  

 

 

Ryc. 13 (w publikacji Figure 13B) W obecności UA wzrasta wewnątrzkomórkowa kolokalizacja nefryny z markerem 

endosomalnym EAA1. Ilościowa analiza obrazów z mikroskopu konfokalnego.  *** p < 0,001.  

 

 

Przedstawione w publikacji wyniki wskazują, że urolityna A zwiększa żywotność 

podocytów poddanych działaniu glukozy o wysokim stężeniu, co jest związane z hamowaniem 

apoptozy i pobudzeniem procesu autofagii. Jednocześnie UA moduluje ekspresję nefryny  

oraz jej przemieszczanie się do endosomów, a to może bezpośrednio wpływać na strukturę 

błony szczelinowej, której integralność decyduje o przepuszczalności bariery filtracyjnej. 

Kolejne badania miały na celu ustalenie, czy UA wywiera wpływ na zmiany fenotypowe 

podocytów, które leżą u podłoża utraty funkcji tych komórek w hiperglikemii. Wyniki opisane 

w dalszej części pracy wchodzą w skład przygotowywanej obecnie publikacji.  
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9.3.  Oddziaływanie urolityny A na podocyty poprzez modulowanie aktywności TGFβ 

Zaprezentowane w niniejszym rozdziale wyniki pochodzą z eksperymentów 

przeprowadzanych zgodnie z opisanym poprzednio protokołem, z użyciem metod  

i odczynników opisanych w publikacji 2. Nieopisane poprzednio metody zostały przedstawione 

w poniższym tekście. Rezultaty zaprezentowano i jednocześnie przedyskutowano w tym 

samym rozdziale. 

W przebiegu przewlekłych podocytopatii, jednym z głównych patomechanizmów 

prowadzących do dysfunkcji i utraty podocytów jest nadekspresja TGFβ oraz podwyższona 

aktywność systemów sygnalizacyjnych zależnych od tej cytokiny [101,102]. W cukrzycy 

czynnikiem indukującym ten proces jest hiperglikemia, która zaburzając równowagę procesów 

metabolicznych i hemodynamicznych, prowadzi do zwiększenia syntezy i oddziaływania TGFβ 

na podocyty. W rezultacie zmienia się ekspresja wielu białek, w tym białek błony szczelinowej, 

morfologia i fenotyp komórek podocytarnych, a także wzrasta ich skłonność do apoptozy. 

Wydawało się więc prawdopodobne, że mechanizmy, poprzez które urolityna A wywierała 

wcześniej zaobserwowane efekty, mogą być związane z jej oddziaływaniem nie tylko na 

mechanizmy regulowane przez samą glukozę, ale też na system zależny od TGFβ. W kolejnych 

eksperymentach podjęto próbę określenia, czy istnieje taka zależność. 

9.3.1. Ekspresja nefryny i podocyny 

 Nefryna z podocyną są podstawowymi składnikami błony szczelinowej, od których 

zależy jej selektywna przepuszczalność.  W publikacji 2 opisaliśmy, że wskutek oddziaływania 

UA na nefrynę, obniżona w warunkach hiperglikemii ekspresja tego białka osiąga ponownie 

poziom podobny do tego, który obserwowaliśmy przy fizjologicznym stężeniu glukozy.  

W kolejnych doświadczeniach komórki z grup NG i HG były inkubowane przez 24 lub 48 

godzin w pożywkach, dodawano 10 µM UA i/lub roztwór TGF-β1 w stężeniu 5 ng/ml (R&D 

systems, USA). Ilościowa analiza wyników cytometrycznych oraz natężenia fluorescencji z 

użyciem mikroskopu konfokalnego (Ryc. 14) wskazuje, że TGF-β1 silnie obniża ekspresję 

nefryny w komórkach inkubowanych w NG, co podobnie do innych doniesień [103] dowodzi, 

że efekt jest wywierany bezpośrednio przez cytokinę, niezależnie od stężenia glukozy. Sama 

glukoza o wysokim stężeniu również powoduje obniżenie ekspresji nefryny, a w obecności 

TGF-β1 efekt ten dodatkowo się nasila.  
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TGF + UA 

  
 

Ryc. 14 Zależna od TGF-β1 ekspresja nefryny na powierzchni podocytów (A i B) oraz w całych komórkach (C) jest 

modulowana przez urolitynę A. Podocyty inkubowano z badanymi czynnikami przez 24 godziny. Wyniki cytometrii 

przepływowej są przedstawione jako średnia intensywność fluorescencji (MFI). Dla A i B: * p<0,05 vs. TGFβ1 i vs 

odpowiednia Kontrola, ** p<0,05 vs. Kontrola HG. Dla C: * p<0,05 vs. Kontrola HG, ** p<0,01 vs. Kontrola NG, # p<0,01 

vs. TGF, n = 5. (D) Ilościowa ocena ekspresji poprzez intensywność fluorescencji, wykonana na mikroskopie konfokalnym. 

(E) Przykładowe obrazy barwienia immunofluorescencyjnego nefryny. Nefryna, β-aktyna, jądra komórkowe. Dla D:  

* p<0,001 vs. Kontrola NG, ^ p<0,001 vs. Kontrola NG i TGF NG, # p<0,05 vs. Kontrola HG, ^^ p<0,001 vs. Kontrola HG  

i TGF HG. Liczna analizowanych komórek w jednym doświadczeniu: 49-550 komórek. 
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Urolityna A, zarówno w komórkach inkubowanych w NG, jak i w HG, hamuje efekt 

wywierany przez TGF-β1, zwiększając ekspresję nefryny w podocytach. Podobnie  

na powierzchni komórek, gdzie poprzednio zaobserwowaliśmy szczególnie silny stymulujący 

wpływ UA na obecność nefryny (Publikacja 2), w warunkach HG ekspresja białka obniżyła się 

pod wpływem TGF-β1, a przeciwny efekt zaobserwowaliśmy, kiedy w pożywce znajdowała 

się dodatkowo UA (Ryc. 14 B). 

 

                        

 NG HG 

TGF 

  
 

UA 

  
 

Ryc. 15 Zależna od TGF-β1 ekspresja podocyny podocytach jest modulowana przez urolitynę A. (A) Analiza ilościowa. (B) 

Przykładowe obrazy barwienia immunofluorescencyjnego podocyny. Podocyna, β-aktyna, jądra komórkowe. Podocyty 

inkubowano z badanymi czynnikami przez 24 godziny W komórkach wyznakowanych przeciwciałami (pierwszorzędowe: 

NBP2-75624, Novus Biologicals; drugorzędowe: ab150079, Abcam, UK), zgodnie z procedurą opisaną w publikacji 2, 

analizowano intensywność fluorescencji przy użyciu mikroskopu konfokalnego. Liczba analizowanych komórek w jednym 

doświadczeniu: 500-550. * p<0.001 vs. Kontrola NG, ** p<0.001 vs. Kontrola HG, n = 3.  
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Immunofluorescencyjna analiza podocyny wskazuje, że glukoza o wysokim stężeniu 

zmniejsza ekspresję tego białka.  Jednocześnie, podobnie jak w przypadku nefryny, niezależnie 

od stężenia glukozy, ekspresja podocyny obniża się, kiedy komórki są poddane działaniu TGF-

β1 (Ryc. 15), co jest potwierdzeniem wcześniejszych obserwacji [104]. Urolityna A z kolei 

powoduje niewielkie, ale statystycznie znamienne zwiększenie ekspresji podocyny, zarówno w 

warunkach NG, jak i w HG. W podocytach inkubowanych w obecności glukozy o wysokim 

stężeniu, dodanie do pożywki UA wraz z TGF-β1 zapobiegło zmianom wywołanym przez 

samą cytokinę. Zaskakującym efektem było jednak znaczne obniżenie ekspresji podocyny w 

obecności obu badanych czynników w komórkach z grupy NG. Można jednak spekulować, że 

wewnątrzkomórkowa lokalizacja podocyny zmienia się pod wpływem UA tak, że pomimo 

zmniejszonej syntezy białka, jego pula w obrębie błony szczelinowej pozostaje nie zmieniona. 

Translokacja tego białka jest znanym zjawiskiem, a jego przemieszczanie się do cytoplazmy 

obserwuje się np. u pacjentów z nefropatią IgA [105]. Z kolei niedostateczna translokacja 

podocyny z cytoplazmy do błony, np. przy mutacjach genu NPHS2, leży u podłoża wrodzonych 

steroidoopornych zespołów nerczycowych [106]. Uwzględniając, że transport podocyny do 

błony komórkowej odbywa się na drodze endocytozy [107], a w publikacji 2 wykazaliśmy, że 

urolityna A reguluje transport endosomalny, można przypuszczać, że obniżenie całkowitej 

ekspresji podocyny po inkubacji z TGF-β1 i UA nie musi oznaczać mniejszej ilości białka w 

błonie podocytów.  

9.3.2. Zdolność podocytów do migracji 

 Stan błony szczelinowej zależy nie tylko od ekspresji tworzących ją białek, ale też od 

morfologii wyrostków stopowatych podocytów. Jest przy tym bardzo istotne, aby odległość 

pomiędzy sąsiednimi wyrostkami nie przekraczała możliwości rozciągania się tej częściowo 

elastycznej struktury [108]. Dzięki złożonej konstrukcji cytoszkieletu podocyty  

są zdolne do przemieszczania się, co zapewnia utrzymanie integralności bariery filtracyjnej, 

kiedy pojedyncze komórki zostają utracone, a pozostałe na drodze hipertrofii i zmiany 

położenia uzupełniają ubytki w warstwie pokrywającej włośniczki. Jest to też mechanizm 

pozwalający na dynamiczne dostosowanie się monowarstwy podocytów do zmieniającej się 

średnicy włośniczek [28,109]. Jednakże, w chorobach takich jak zespół nerczycowy,  

czy nefropatia cukrzycowa, zwiększony potencjał migracyjny podocytów wiąże się  

z deformacją wyrostków stopowatych,  zanikiem błony szczelinowej, osłabieniem adhezji oraz 

odrywaniem się komórek od błony podstawnej, co przede wszystkim objawia się w formie 
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białkomoczu [58,110,111]. Ruchliwość wypustek jest więc miarą zdolności podocytów  

do pełnienia ich funkcji w barierze filtracyjnej kłębuszka nerkowego. Nasze obserwacje 

wskazujące, że UA, poprzez regulację ekspresji białek, może korzystnie wpływać na strukturę 

błony szczelinowej, skłoniły nas do sprawdzenia czy związek ten moduluje też mobilność 

podocytów w warunkach odpowiadających hiperglikemii. 

 Przeprowadzone testy gojenia ran ukazały widoczną zmianę położenia komórek z grupy 

kontrolnej NG (Ryc. 16), wskazującą na zdolność podocytów do spontanicznego 

przemieszczania się. Pod wpływem glukozy o wysokim stężeniu ruchliwość komórek wyraźnie 

wzrosła, ale zarówno w warunkach HG jak i NG, mobilność podocytów najsilniej była 

stymulowana przez TGF-β1, co znajduje też potwierdzenie w dawniejszych publikacjach 

[112,113]. W warunkach odpowiadających hiperglikemii, urolityna A działała przeciwstawnie 

i w obecności TGF-β1, hamowała indukowaną przez tę cytokinę migrację komórek. Jest więc 

prawdopodobne, że w warunkach in vivo efektem działania UA byłoby zmniejszenie 

białkomoczu wynikającego z nadmiernej mobilności podocytów. 
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Ryc. 16 Urolityna A hamuje migrację podocytów stymulowaną przez TGF-β1 i przez glukozę o wysokim stężeniu.  Czas "0" 

- stan przed rozpoczęciem 48-godzinnego testu gojenia ran. (A) Analiza ilościowa zdolności podocytów do migracji. Podocyty 

inkubowano przez 48 godzin z badanymi czynnikami i analizowano zgodnie z procedurą opisaną w 8.2.2. ^ p<0,001 vs. CZAS 

0, * p<0,0001 vs. Kontrola NG, ** p<0.001 vs. Kontrola HG, *** p<0,02 vs. Kontrola HG, # p< 0,01 vs. TGF (odpowiednio 

NG lub HG), n = 3-6. (B) Zdjęcie reprezentujące jedno z czterech niezależnych doświadczeń. 

 

 

Modulowanie migracji przez urolitynę A badano poprzednio przede wszystkim  

w odniesieniu do komórek nowotworowych. Udowodnione mechanizmy zmniejszające 

mobilność i tworzenie przerzutów obejmowały między innymi hamowanie przez UA ekspresji 

białek zaangażowanych w polimeryzację aktyny, glikozylację podoplaniny, czy aktywność 

metaloproteinazy-9 (MMP9) [114]. Z drugiej strony, inwazyjność i migracja komórek  

nowotworowych , ale też mobilność komórek nienowotworowych, są powiązane z poziomem  

integryn, regulujących ich adhezję do podłoża [27,115]. Ich ekspresja i aktywność,  

nie tylko w nowotworach, ale też w wielu tkankach ustroju, jest z kolei kontrolowana przez 

TGFβ [116]. Nasunęło się więc przypuszczenie, że zaobserwowane przez nas zmiany 

mobilności podocytów mogą się wiązać z działaniem UA na zależną od TGFβ aktywność 

integryn. 

B 
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9.3.3. Wpływ urolityny A na ekspresję integryny-β3 

Kompleksy α/β integryn w podocytach zawierają zarówno podjednostki β1, β3 jak i β5 

[110,117]. Spośród nich, szczególnie aktywacja podjednostek β3 wiąże się z nasileniem 

migracji podocytów in vitro [26,117], a to z kolei indukuje białkomocz in vivo [118]. Wykazano 

też, że TGF-β1 pobudza migrację podocytów poprzez stymulowanie ekspresji integryny–β3. 

Towarzyszące temu zmiany morfologiczne, a przede wszystkim spłaszczenie wyrostków 

stopowatych, prowadzą w konsekwencji do dysfunkcji całego filtra kłębuszkowego [112]. 

Dlatego też skupiliśmy się na przebadaniu efektów wywieranych przez UA na tę właśnie 

podjednostkę integryn. 

Obserwowanej w obecności TGF-β zwiększonej mobilności podocytów (Ryc. 16) 

towarzyszył niewielki wzrost ekspresji integryny–β3, co było szczególnie widoczne  

w komórkach inkubowanych w warunkach HG (Ryc.17). Jednocześnie, pod wpływem 

działania samej tylko glukozy, wzrostowi migracji towarzyszył silny wzrost ekspresji  

tej integryny. Regulowane przez glukozę zwiększenie syntezy tego białka opisano  

już wcześniej dla kłębuszkowych komórek nabłonkowych in vitro [119]. W grupie komórek 

HG urolityna A wyraźnie hamowała efekty wywierane przez glukozę, a także przez TGF-β1, 

silnie obniżając ekspresję integryny–β3, co koreluje z zaobserwowanym przez nas wpływem 

UA na zdolność podocytów do migracji. W porównaniu z wpływem TGF-β1 na mobilność 

podocytów, zauważyliśmy mniejszy, niż spodziewany udział tej cytokiny na ekspresję tego 

białka. Należy jednak wziąć pod uwagę, że nawet niewielkie zmiany w obecności tego białka 

mogą mieć wpływ na sygnalizację w komórce, znacznie zmieniając jej właściwości.  

Z drugiej zaś strony, indukowana przez TGF-β1 mobilność komórek zależy nie tylko od 

integryn, ale też od różnych innych czynników, jak regulowana przez tę cytokinę aktywność 

fosfataz [120], czy zdolność do reorganizacji włókien aktyny i tworzenia filamentów 

naprężeniowych [121]. Można więc wnioskować, że w warunkach hiperglikemii, urolityna A 

hamuje zależną od glukozy i od TGF-β1 ekspresję integryny-β3, co stanowi jeden  

z mechanizmów obniżania zdolności podocytów do migracji. 
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Ryc. 17 Zależna od TGFβ-1 i glukozy ekspresja integryny-β3 jest regulowana przez UA. Podocyty inkubowano z badanymi 

czynnikami przez 24 godziny. Przykładowy immunoblot (A). Analiza densytometryczna integryny-β3 (B). Ilościowa analiza 

mikroskopowa ekspresji integryny-β3. Komórki inkubowano z przeciwciałami (pierwszorzędowe: sc-46655, Santa Cruz 

Biotechnology; drugorzędowe: ab150113, Abcam, UK), zgodnie z procedurą opisaną w publikacji 2, po czym analizowano 

intensywność fluorescencji przy użyciu mikroskopu konfokalnego. Ilość Liczba analizowanych komórek: 500-550 (C).   

Dla B: * p<0,001 vs. Kontrola NG, ** p<0,01 vs. Kontrola HG i TGF HG, Kontrola HG, # p<0,05 vs. Kontrola NG, n = 5-9. 

Dla C: * p<0,001 vs. Kontrola NG, ** p<0,001 vs. Kontrola HG i TGF HG, ^ p<0,001 vs. TGF NG, n = 3.   
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9.3.4. Przemiana nabłonkowo-mezenchymalna komórek podocytarnych  

Wywołane hiperglikemią morfologiczne zmiany w podocytach, obejmujące zanik 

białek błony szczelinowej, spłaszczenie wyrostków stopowatych i spadek ekspresji białek 

adhezyjnych ułatwiający utratę komórek, w ostatnich latach powszechnie przypisuje  

się przemianie nabłonkowo-mezenchymalnej (EMT) podocytów [122,123]. EMT  

jest procesem, w którym komórki nabłonkowe zmieniają swój kontakt z macierzą 

pozakomórkową, a także pomiędzy sobą nawzajem tak, aby stało się możliwe opuszczenie 

tkanki macierzystej. Cytoszkielet aktynowy ulega reorganizacji, zwiększając potencjał 

migracyjny komórek, a ich fenotyp zmienia się na mezenchymalny [124]. EMT jest 

fizjologicznym procesem, zachodzącym podczas rozwoju embrionalnego, ale może być  

też zjawiskiem destrukcyjnym, kiedy mechanizmy kontrolne zostają rozregulowane. Typowym 

przykładem patologicznych skutków EMT są migrujące komórki nowotworowe, tworzące 

przerzuty. Zauważono, że podocyty, będące komórkami pochodzenia nabłonkowego, ulegają 

takiej przemianie w odpowiedzi na czynniki uszkadzające, do których, oprócz wysokiego 

stężenia glukozy, należy m.in. TGFβ [103]. Skutkuje to utratą ekspresji charakterystycznych 

dla nich białek, np. nefryny czy innych komponentów błony szczelinowej, natomiast pojawiają 

się białka typowe dla komórek mezenchymalnych, jak desmina, metaloptoteinaza-9 (MMP-9), 

czy fibronektyna [103,125]. Co ważne, EMT jest procesem odwracalnym [126], zatem 

kluczowe jest poszukiwanie związków mających zdolność do hamowania tych zmian.  

W badaniach na liniach komórkowych raka płuca wykazano, iż urolityna A ma zdolność 

hamowania EMT poprzez degradację czynnika transkrypcyjnego Snail [127]. Z kolei w linii 

komórkowej raka jelita grubego wykazano, że urolityna A zmniejsza ekspresję MMP-9, 

hamując zdolność do tworzenia przerzutów [128]. Sprawdziliśmy więc, czy w naszych 

warunkach doświadczalnych podocyty ulegały EMT i czy urolityna A może modulować  

tę przemianę. W tym celu przeanalizowałam ekspresję fibronektyny, będącej jednym  

z typowych markerów EMT. 

Niezależnie od stężenia glukozy, pod wpływem inkubacji z TGF-β1 ekspresja 

fibronektyny w podocytach wzrosła (Ryc. 18). Zarówno mikroskopowa (Ryc. 18 B),  

jak i densytometryczna (Ryc. 18 C) ilościowa analiza ekspresji białka pokazuje, że UA silnie 

hamuje zależny od TGF-β1 wzrost ekspresji fibronektyny, co jest szczególnie widoczne  

w podocytach inkubowanych w warunkach odpowiadających hiperglikemii. Ponadto glukoza 

w wysokim stężeniu również istotnie zwiększyła ekspresję tego białka, podobnie jak to opisano 

poprzednio [103,129,130].  
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Ryc. 18 Urolityna A moduluje ekspresję fibronektyny w podocytach. Podocyty inkubowano z badanymi czynnikami przez 24 

godziny. Ilościowa analiza ekspresji mRNA (A). Ilościowa analiza mikroskopowa (B). Komórki inkubowano z przeciwciałami 

(pierwszorzędowe: ab2413, Abcam, UK; drugorzędowe: ab150079, Abcam, UK), zgodnie z procedurą opisaną w publikacji 2, 

po czym analizowano intensywność fluorescencji przy użyciu mikroskopu konfokalnego. Liczba analizowanych komórek: 

755. Analiza densytometryczna wyników Western blot (C). Przykładowy immunoblot (D). Dla A: * p<0,001 vs. Kontrola NG, 

** p<0,01 vs. odpowiednia Kontrola, n = 3-5. Dla B: * p<0,001 vs. Kontrola NG, ** p<0,001 vs. Kontrola NG i HG, ^ p<0,001 

vs. TGF, ^^ p<0,001 vs. Kontrola HG i TGF, n = 3. Dla C: * p<0,01 vs. Kontrola NG, ** p<0,01 vs. Kontrola HG i TGF HG, 

n = 3-7.   
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W warunkach NG urolityna A wydaje się nie mieć wpływu na ekspresję fibronektyny, 

natomiast w komórkach inkubowanych w HG UA powoduje wyraźny spadek ekspresji tego 

białka. Sugeruje to, że UA przeciwdziała nie tylko efektom wywieranym przez TGFβ,  

ale też przez samą glukozę. Nieoczekiwanie jednak, w podocytach inkubowanych w NG  

w obecności UA, ekspresja mRNA fibronektyny wzrastała, a jednoczesna inkubacja z 

obydwoma czynnikami, UA i TGF-β1 zwiększała tę ekspresję bez względu na stężenie glukozy 

(Ryc. 18 A). Podobnie, jak w przypadku nefryny (publikacja 2), widać tu brak korelacji między 

ekspresją białka i kodującego je mRNA. Wbrew powszechnemu przekonaniu, jest to zjawisko 

stosunkowo często spotykane i wiąże się z post-transkrypcyjną wieloetapową regulacją 

ekspresji białka [131,132]. Tym nie mniej, zaobserwowane przez nas zmiany ekspresji 

fibronektyny wskazują, że urolityna A zahamowała proces przemiany EMT podocytów 

indukowany przez TGF-β1 oraz odwróciła te zmiany w komórkach inkubowanych przez 

7 dni w warunkach odpowiadających hiperglikemii. Za udziałem urolityny w hamowaniu 

procesu EMT przemawia też, opisane przez nas powyżej, obniżenie przez UA zależnej od TGF-

β1 i od glukozy ekspresji integryny-β3 (9.3.3.). Wykazano bowiem, że na zasadzie sprzężenia 

zwrotnego, TGFβ może indukować ekspresję integryny-β3, która z kolei pośredniczy  

w przekazywaniu sygnałów od TGFβ, stymulujących w komórkach EMT [133].  

9.3.5. Wpływ urolityny A na ekspresję receptora typu I i II dla TGFβ 

Wyniki naszych doświadczeń wyraźnie wskazują, że w podocytach poddanych 

działaniu glukozy o wysokim stężeniu urolityna A wywiera efekty przeciwdziałąjące skutkom 

wywieranym przez TGFβ-1.  Nasuwa się więc pytanie, na jakiej drodze UA zmienia odpowiedź 

komórek na działanie tej cytokiny.   

Czynniki wzrostu TGFβ są dimerycznymi polipeptydami, które swoje biologiczne 

działanie wywierają za pośrednictwem swoistych receptorów: typu I (TβRI) oraz typu II 

(TβRII), będących homodimerami. Transbłonowy TβRII po związaniu z ligandem przyłącza 

TβRI i aktywuje go poprzez fosforylację. Powstaje w ten sposób kompleks ligand-receptor, 

który składa się z ligandu TGFβ oraz heterotetrameru TβRI i TβRII [134]. Aktywowany 

kompleks przekazuje sygnał do wnętrza komórki za pośrednictwem białek SMAD, które 

ulegają fosforylacji. Fosfo-SMAD2 oraz fosfo-SMAD3 po połączeniu z SMAD4 tworzą 

kompleks, który w jądrze komórkowym, łącząc się z czynnikami transkrypcyjnymi, reguluje 

ekspresję genów związanych z aktywnością TGFβ [135] (Ryc. 19). W przebiegu hiperglikemii, 

w obrębie kłębuszków nerkowych, w tym również w podocytach, zaobserwowano wzrost 
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ekspresji nie tylko samej cytokiny TGFβ, ale również swoistego dla niej receptora TβRII 

[50,136], co podkreśla jego rolę w patogenezie zaburzeń nerkowych [137]. Biorąc pod uwagę 

powyższe przesłanki sprawdziliśmy czy w podocytach działanie urolityny A na efekty zależne 

od TGF-β1 oparte jest na zmianach ekspresji receptorów tej cytokiny.  

 

Ryc. 19 Szlak sygnalizacyjny TGFβ / SMAD [138].  

 

Pod wpływem wysokiego stężenia glukozy ekspresja białka receptora TβRI wyraźnie się 

zwiększyła (Ryc. 20 B), co w niewielkim stopniu znajdowało odbicie w ekspresji 

odpowiedniego mRNA, gdzie widoczny wzrost nie osiągnął jednak znamienności statystycznej 

(Ryc. 20 A). Zaobserwowaliśmy też, że bez względu na stężenie glukozy, inkubacja  

w obecności TGF-β1 skutkowała obniżeniem ekspresji receptora. Są wprawdzie doniesienia 

opisujące zwiększenie ekspresji własnych receptorów przez TGFβ [139], ale dowiedziono też, 

że efekt ten zależy od czasu inkubacji komórek z cytokiną i po 24 godzinach obserwowano już 

zjawisko odwrotne [140], podobnie jak w naszych eksperymentach. W warunkach HG,  

w obecności TGF-β1 urolityna A zmniejszyła ekspresję TβRI, co było szczególnie widoczne  

w odniesieniu do białka (Ryc. 20 B). 
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Ryc. 20 Urolityna A moduluje ekspresję receptora TβRI w podocytach.  Podocyty inkubowano z badanymi czynnikami przez 

24 godziny. Ilościowa analiza ekspresji mRNA TGFBR1 (genu dla receptora typu I) (A).  Ilościowa analiza mikroskopowa 

(B). Komórki inkubowano z przeciwciałami (pierwszorzędowe: # PA5-32631, Invitrogen, USA; drugorzędowe: ab150079, 

Abcam, UK), zgodnie z procedurą opisaną w publikacji 2, po czym analizowano intensywność fluorescencji przy użyciu 

mikroskopu konfokalnego. Liczba analizowanych komórek: 71 – 817. Dla A: * p<0,05 vs. odpowiednia Kontrola, ** p<0,001 

vs. odpowiednia Kontrola, n = 3-9. Dla B: * p<0,001 vs. Kontrola NG, ** p<0,001 vs. Kontrola HG, ^ p<0,02 vs TGF HG, ^^ 

p<0,001 vs. TGF HG, n = 3.   

Ciekawą obserwacją jest bardzo wyraźne zwiększenie ekspresji tego receptora w 

obecności samej UA, szczególnie w warunkach NG. Być może towarzyszą temu zmiany w 

innych elementach szlaku przekaźnictwa sygnałów TGFβ. Wyniki przedstawione w niniejszej 

pracy wskazują bowiem, że pomimo zwiększenia ekspresji TβRI, urolityna A w komórkach 

inkubowanych w NG działała przeciwstawnie do TGF-β1, jak to miało miejsce w przypadku 

regulacji migracji, ekspresji białek błony szczelinowej, czy fibronektyny. Z drugiej strony, 

można jednak przypuszczać, że obniżenie przez UA ekspresji receptora TβRI może mieć 

wpływ na hamowanie efektów TGF-β1 w warunkach HG. Tym nie mniej, ze względu na to, że 

aktywacja tego receptora następuje po związaniu ligandu przez TβRII, przebadano również 

wpływ UA na jego ekspresję. 

Podobnie jak w przypadku TβRI, wysokie stężenie glukozy spowodowało istotny 

wzrost ekspresji białka TβRII (Ryc. 21 B), czemu towarzyszył nieznaczny wzrost ekspresji 

mRNA (Ryc. 21 A). 24-godzinna inkubacja podocytów w obecności TGF-β1 skutkowała 

obniżeniem ekspresji tego receptora, zarówno na poziomie mRNA, jak i białka, z wyjątkiem 

białka w komórkach inkubowanych w NG. Dodanie urolityny A do komórek inkubowanych  

w obecności TGF-β1 dodatkowo obniżyło ekspresję tego receptora, w tym również białka  

w grupie komórek NG. Podsumowując, w warunkach odpowiadających hiperglikemii 

urolityna A obniżyła ekspresję receptorów TβRI i TβRII w podocytach poddanych 

działaniu TGF-β1. 
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Ryc. 21 Urolityna A moduluje ekspresję receptora TβRII w podocytach. Podocyty inkubowano z badanymi czynnikami przez 

24 godziny. Ilościowa analiza ekspresji mRNA TGFBR2 (genu dla receptora typu II) (A).  Ilościowa analiza mikroskopowa 

(B). Komórki inkubowano z przeciwciałami (pierwszorzędowe: ab61213, Abcam, UK; drugorzędowe: ab150079, Abcam, 

UK), zgodnie z procedurą opisaną w publikacji 2, po czym analizowano intensywność fluorescencji przy użyciu mikroskopu 

konfokalnego. Liczba analizowanych komórek: 845. (C) Przykładowe obrazy z barwienia immunofluorescencyjnego TβRII. 

TβRII, β-aktyna, jądra komórkowe. Dla A: # p<0,005 vs. odpowiednia Kontrola, ## p<0,0001 vs. odpowiednia Kontrola, n 

= 3-6. Dla B: * p<0,001 vs. Kontrola NG, ^ p<0,001 vs. Kontrola NG i TGF, ^^ p<0,001 vs. Kontrola HG i TGF, n = 3. 

 Biorąc pod uwagę, że aktywacja szlaku sygnałowego TGFβ zależy w pierwszej 

kolejności od wytworzenia kompleksu TGFβ/TβRII spadek ekspresji receptora II typu pod 

wpływem UA może być istotnym czynnikiem hamującym zmiany indukowane przez  

tę cytokinę. 
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9.3.6. Wpływ urolityny A na zależną od TGFβ aktywację białek SMAD 

Białka z rodziny SMAD są głównymi cząsteczkami efektorowymi w szlaku 

sygnałowym TGFβ. Fosforylacja białka SMAD2 powoduje jego aktywację i jest kluczowa  

w tworzeniu trimerycznych kompleksów SMAD, które po translokacji do jądra komórkowego 

łączą się jądrowymi czynnikami transkrypcyjnymi, modulując w ten sposób transkrypcję 

genów [138]. W doświadczeniach in vivo i in vitro wykazano, że urolityny A i B   mogą obniżać 

poziom ufosforylowanej formy SMAD 2/3 [80,98]. Wydawało się więc prawdopodobne,  

że również w naszych eksperymentach ten mechanizm może pośredniczyć w obserwowanych 

przez nas zmianach indukowanych przez UA w obecności TGF-β1. 
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Ryc. 22 Urolityna A hamuje aktywację szlaku sygnalizacyjnego SMAD w podocytach.  Podocyty inkubowano z badanymi 

czynnikami przez 24 godziny. Analiza densytometryczna wyników Western blot. Wyniki przedstawione jako % kontroli 

pSMAD2/% kontroli SMAD2 (C). Ilościowa analiza mikroskopowa (A i B). Komórki inkubowano z przeciwciałami 

(pierwszorzędowe: przeciwciało anty SMAD2: # 51-1300, przeciwciało anty p-SMAD2: # 44-244G, Invitrogen, USA; 

drugorzędowe: ab150079, Abcam, UK), zgodnie z procedurą opisaną w publikacji 2, po czym analizowano intensywność 

fluorescencji przy użyciu mikroskopu konfokalnego. Liczba analizowanych komórek: 550, n = 3-4. (D) Przykładowe obrazy  

z barwienia immunofluorescencyjnego SMAD2 i pSMA2. SMAD2/pSMAD2, β-aktyna, jądra komórkowe Dla A: * p<0,001 

vs. Kontrola NG, ** p<0,001 vs. Kontrola NG i HG, ^ p<0,01 vs. TGF NG, ^^ p<0,001 vs. Kontrola HG i TGF, n = 3. Dla B: 

* P<0,001 vs. Kontrola NG, ** p<0,05 vs. Kontrola NG, ^ p<0,001 vs TGF NG, ^^ p<0,001 vs. TGF HG, n = 3. Dla C:  

* p<0,001 vs Kontrola NG, ^ p<0,005 vs. TGF, ** p<0,03 vs. Kontrola HG, ^^ p<0,05 vs. TGF HG, ^^^ p<0,005 vs. TGF HG. 

Jak przedstawiono na Rycinie 22 A, po stymulacji przez TGF-β1, ekspresja SMAD2 

obniżyła się w niewielkim, chociaż statystycznie znamiennym stopniu, natomiast wzrosła  

w środowisku o wysokim stężeniu glukozy. W tych warunkach UA sama, a także w obecności 

TGF-β1, spowodowała istotny wzrost ekspresji tego białka. Z kolei ekspresja ufosforylowanej 

formy SMAD silnie wzrosła pod wpływem TGF-β1 (Ryc. 22 B), co zostało zahamowane przez 

UA. Zmiany poziomu aktywnej formy SMAD w odniesieniu do formy nieaktywnej 

(pSMAD/SMAD) przedstawiono na panelu C. Analiza ilościowa wyników Western blot jest 

zgodna z pomiarami immunofluorescencji i wskazuje, że zarówno w warunkach NG, jak i HG, 

TGF-β1silnie aktywuje sygnalizację zależną od SMAD, natomiast urolityna A hamuje ten 

efekt. Obniżenie ekspresji SMAD2 w środowisku o normalnym stężeniu glukozy pod 

wpływem UA może wynikać z hamowania przez UA całego szlaku TGF-β1/SMAD  

np. poprzez zaobserwowane obniżenie ekspresji TβRII, bądź też wzrost ekspresji SMAD7, 

naturalnego inhibitora tego szlaku [80].  

Podsumowując, przedstawione wyniki wskazują, że w podocytach inkubowanych  

w obecności glukozy o wysokim stężeniu urolityna A hamuje indukowane przez TGFβ zmiany 

prowadzące do zmiany fenotypu, właściwości i funkcji podocytów, co zestawiono  

w Tabeli nr 1.  

D 
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Tabela nr 1 Modulowanie przez urolitynę A efektów zależnych od TGFβ w podocytach poddanych działaniu 

normalnego i wysokiego stężenia glukozy. b/z: bez zmian w porównaniu z TGFβ. 

 

Obniżeniu przez UA zdolności migracyjnych komórek towarzyszyło zmniejszenie 

zależnej od TGFβ-1 ekspresji fibronektyny i integryny-β3, co wskazuje na hamowanie 

przemiany nabłonkowo-mezenchymalnej podocytów. To z kolei oznacza, że urolityna A chroni 

podocyty przed utratą fenotypu zróżnicowanych, wysoce wyspecjalizowanych komórek.  

Z kolei utrzymanie przez UA wysokiej ekspresji nefryny i podocyny w obecności TGF-β1 

dowodzi, że urolityna stabilizuje strukturę błon szczelinowych, co może przyczynić się do 

zachowania prawidłowych funkcji podocytów. Jednocześnie można zauważyć, że przynajmniej 

część obserwowanych przez nas zmian, jak wzrost mobilności podocytów, ekspresji 

fibronektyny i integryny-β3, a także obniżenie ekspresji białek błony szczelinowej, indukowana 

jest nie tylko przez TGF-β1, ale też przez samą glukozę. Przedstawione tu przeciwstawne 

działanie urolityny A sugeruje, że związek ten nie tylko hamuje, ale i przynajmniej częściowo, 

odwraca efekty zależne od glukozy, ponieważ podocyty przez 7 dni pozostawały w warunkach 

hiperglikemii, a UA była dodawana dopiero w ostatniej dobie. Biorąc pod uwagę powyższe 

obserwacje, można przypuszczać, że farmakologiczne skutki stosowania urolityny mogłyby 

polegać nie tylko na hamowaniu postępu podocytopatii cukrzycowej, ale być może łagodziłoby 

już powstałe zmiany w filtrze kłębuszkowym.  

 NG HG 

 TGFβ TGFβ + UA TGFβ TGFβ + UA 

NEFRYNA ↓ ↑ ↓ ↑ 

PODOCYNA ↓ ↓ ↓ ↑ 

MIGRACJA ↑ ↓ ↑ ↓ 

INTEGRYNA-β3 ↑ b/z ↑ ↓ 

FIBRONEKTYNA ↑ ↑ ↑ ↓ 

TβRI ↓ ↓ ↓ ↓ 

TβRII ↑ ↓ ↑ ↓ 

pSMAD2/SMAD2 ↑ ↓ ↑ ↓ 
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10.  PODSUMOWANIE 

 

W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano wielokierunkowy wpływ urolityny A na 

komórki podocytarne. Ponadto wykazano, że w warunkach imitujących cukrzycę UA hamuje, 

a nawet odwraca uszkadzające podocyty zmiany indukowane przez glukozę o wysokim 

stężeniu. Dowiedziono też, że w warunkach hiperglikemii urolityna A może chronić komórki 

podocytarne przed niekorzystnym wpływem TGFβ, który jest jednym z głównych czynników 

niszczących podocyty w cukrzycy. Najważniejsze spostrzeżenia przedstawione w niniejszej 

dysertacji są następujące: 

• Urolityna A wywiera korzystniejsze efekty biologiczne w podocytach niż urolityna B. 

• Urolityna A jest metabolizowana przez podocyty, przy czym w warunkach 

hiperglikemii proces ten zachodzi wolniej. 

• Urolityny A i B w sposób zależny od stężenia regulują żywotność podocytów. 

• W warunkach odpowiadających hiperglikemii urolityna A zwiększa żywotność 

komórek podocytarnych poprzez hamowanie apoptozy, stymulowanie autofagii  

i hamowanie produkcji wolnych rodników tlenowych. 

• Urolityna A wywiera efekty przeciwstawne do działania glukozy o wysokim stężeniu 

oraz TGF-β1:  

• hamując obniżanie ekspresji białek błony szczelinowej. 

• zmniejszając zdolność podocytów do migracji. 

• hamując przemianę nabłonkowo-mezenchymalną podocytów. 

• Urolityna A wpływa na efekty wywierane przez TGFβ przez regulowanie ekspresji 

receptorów tego białka oraz aktywności szlaku sygnalizacyjnego zależnego od białek 

SMAD.  

Powyższe efekty urolityny A mogą w warunkach in vivo przekładać się na ochronę komórek 

podocytarnych przed czynnikami niszczącymi je w trakcie cukrzycy. Bezpośredni wpływ 

urolityny A na strukturę błony szczelinowej może przyczynić się do zachowania jej 

integralności. Działanie urolityny A może przede wszystkim skutkować redukcją białkomoczu 

i przedłużeniem prawidłowej funkcji nerek. Badania przedstawione w niniejszej pracy 

wskazują, że urolityna A powinna być brana pod uwagę jako potencjalny lek chroniący nerki 

w podocytopatii cukrzycowej.  
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Abstract 

The increasing prevalence of diabetic kidney disease (DKD), a common complication of type 1 and type 2 dia-
betes, is becoming a leading risk factor of developing end stage renal disease (ESRD). The multiple mechanisms 
involved in renal tissue damage are a challenge for effective targeted therapy. Urolithins are metabolites ge-
nerated by gut microbiota upon dietary intake of plant-derived ellagitannins. Multidirectional effects of the-
se compounds include their anti-inflammatory, antioxidant, anti-proliferatory, anti-migratory and antiglycative 
properties that are mediated by modulation of signaling pathways and gene expression. Biochemical properties 
of urolithins indicate their capacity to regulate numerous mechanisms responsible for developing the hypergly-
cemia-induced tissue injury. The potentially beneficial effects of urolithins on podocytes, the most vulnerable 
renal cells should be particularly considered. The purpose of this review is to provide the evidence from the in 
vivo and in vitro studies showing that urolithin-based therapy could be a useful tool for protecting the kidneys 
from damage in diabetes.  
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terial metabolism in gastrointestinal tract of dietary ellagi-
tannins (ETs) and their constituent, ellagic acid (EA) [2]. ETs 
and EA are naturally occurring polyphenols found in numer-
ous fruits and vegetables, e.g. pomegranates, raspberries 
and nuts [3]. Their beneficial health properties including 
anti-inflammatory, antioxidant and antiproliferative effects 

Introduction

Urolithins (hydroxylated dibenzo [b,d]-pyran-6-one de-
rivatives) are a family of bioactive compounds which were 
first isolated from beaver scent glands in 1949 [1]. Their 
presence in human and animal intestines is a result of bac-
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have been proven in both animal and human models. Vari-
ous studies demonstrated the protective effects of ETs and 
EA against chronic diseases of the cardiovascular system, 
neurodegenerative diseases, diabetes and cancer. Howev-
er, ETs and EA have poor bioavailability and their biological 
activity is associated with urolithins that are more easily 
absorbed in gut [4-8]. The synthesis of urolithins depends 
on the composition in the gut of specific bacteria that var-
ies between the individuals. The identification of the micro-
organisms responsible for the complete transformation of 
EA into the final urolithins is still under research. According 
to the recent findings, different numbers of Synergistetes 
phylum and members of Coriobacteriaceae (genus Gor-
donibacter urolithinfaciens and Gordonibacter pamelaeae) 
and Lachnospiraceae families can be used to discriminate 
between individuals producing certain urolithin forms [9-
10]. Thus, after absorption and passage through the liver, 
different urolithins can be found in human body fluids and 
tissues at nanomolar to micromolar concentrations. Ab-
sorbed urolithins undergo phase I and phase II metabolism, 
resulting in glucuronide, sulfate and methylated derivatives, 
while small amounts can be found in the form of free agly-
cones [2, 11-12].

Both the conjugated and unconjugated forms of uro-
lithins can be detected in human plasma and urine even 
48 hours after consumption of ET-rich food [6, 13-14]. It 
is clear therefore that bioactive urolithins directly contact 
renal tissue during the passage through the nephron. It 
seems plausible that the cells constituting the glomerular 
filter, as well as epithelial cells lining the urinary tract may 
be affected by these compounds. Antioxidant, anti-inflam-
matory and antimicrobial properties of these compounds 
could be beneficial in treating several renal diseases, includ-
ing diabetic kidney disease (DKD) [15-16]. Nevertheless, so 
far there are not many data on the effects of urolithins on 
the renal tissue. The purpose of this review is to provide the 
evidence from the in vivo and in vitro studies showing that 
urolithin-based therapy could be a useful tool for protect-
ing the kidneys from damage in diabetes.

Material and methods

We searched the Medline, Scopus and Science Direct 
databases for articles published from 2011 to April 2021 
using the following keywords: kidney disease, urolithins, 
ellagic acid, elagitannins, podocytes, polyphenols, diabe-
tes, nephropathy, transforming growth factor and relevant 
abbreviations (e.g. TGFβ, CKD, DN). Older articles describe 
pathomechanisms and serve as context for the presented 
new information. The inclusion criteria were: full-text ar-
ticle, on-topic. Case reports and letters to the Editor were 
excluded from the review.

Results

Bioavailability and metabolism 

Similarly to other phytochemicals, ETs are poorly absorbed 
in the gut. However, following consumption the ETs undergo 
spontaneous hydrolysis into EA in the upper gastrointestinal 
tract. Microbes residing in the intestine further transform EA 
yielding a series of bioactive compounds including urolithins 
that are characterized by a dibenzopyranone structure and 
a decreasing number of phenolic hydroxyl groups (Figure 1) 
[4, 17-18]. Due to their high lipophilicity, urolithins are much 
more readily absorbed than the original polyphenols. 

After absorption in the gut, urolithins rapidly undergo me-
tabolism by phase II enzymes in enterocytes [8, 19]. Once in 
the bloodstream, conjugated and unconjugated metabolites 
reach liver via portal circulation and are further subjected to 
phase II metabolism in hepatocytes. Due to enterohepatic re-
circulation, part of urolithin conjugates can be secreted with 
bile back to the small intestine [5, 20]. Analyses of human 
and animal blood and urine samples indicate that urolithins 
A and B and their glucuronide and sulfate conjugates are pre-
dominant urolithin isoforms. In particular, Uro A is considered 
to be a major metabolite in humans. However, depending on 
the study design, the measured final plasma concentrations 
vary substantially reaching 0.1–35 µM [4,8,15]. Human and 
animal studies have shown that urolithin metabolites accu-
mulate in the gall bladder and urinary bladder [21], prostate 
gland [22-23], colon and intestinal tissues [22], whereas no 
accumulation in other tissues (e.g. muscles, adipose tissue, 
heart, liver, kidney) was observed [21].

Individual variability in the composition of gut micro-
biome results in significant differences in ET metabolism 
and urolithin type production, which is defined as different 
metabotypes [8]. Specific gut microbiota profile or illnesses 
generating dysbacteriosis may contribute to different bacte-
ria composition and levels, consequently leading to various 
potential health effects [24-26]. Therefore, it is essential to 
consider the influence of factors such as age, gender, race, 
health condition and geographic origins on the polyphenol 
profile after consumption of ETs-rich products. Based on the 
amount and type of urolithins excreted in the urine from 
healthy volunteers, three different urolithin metabotypes 
have been described: metabotype A (only Uro A metabolites 
excreted), metabotype B (Uro B and/ or Uro B metabolites 
excreted in addition to Uro A and isourolithin A) and uro-
lithin metabotype 0 (no urolithins/ urolithin metabolites 
excreted) [13]. Significant interindividual variability was also 
reported in the first pharmacokinetic study, that showed for 
the first time that EA bioavailability was not increased after 
intake of a high free EA dose. It was concluded that factors 
such as pH and food protein content have a strong impact on 
EA bioavailability [19].



Figure 1. Dietary elagitannins and ellagic acid are converted by the gut microbiota to urolithins that are readily absorbed to the blood-

stream. Most of circulating urolithins undergo II phase metabolism in liver and the conjugates as well as free aglycones reach various 

peripheral tissues. Urolithins from filtered plasma pass the nephron to be excreted in urine. Some urolithin metabolites are also excre-

ted in faeces [18, 75]

Biological activity 

The direct biological effects of urolithins have been exam-
ined in different cell models, such as various cancer cell lines, 
fibroblasts, immune, endothelial and epithelial cells [4, 27-28]. 

The studies on the chemopreventive potential of EA and 
its metabolites Uro A and Uro B revealed that their anti-

-tumor properties, including the influence on cancer cell 
apoptosis and proliferation involve alterations in the ex-
pression of genes involved in signaling (MAPK) pathways, 
oncogenes (K-Ras, c-Myc), suppressors (DASP6, Fos), p53 

protein, growth factor receptors (FGFR2, EGFR) and multi-
ple genes involved in cell cycle [11, 29-33]. EA, as well as 
urolithins (and principally Uro A) exhibit proapoptotic activ-
ity via caspase-dependent pathways, in which activation of 
caspases 3, 8 and 9 has been reported [34-35]. Inhibition 
of cancer growth is mediated by suppression by Uro A and 
Uro B of Wnt/ β-catenin signaling [36-37]. 

Moreover, anti-tumor and anti-metastatic effects of 
urolithins include inhibition of migration of cancer cells by 
diverse mechanisms such as suppressing the K-ras/HMGA2 
expression or by decreasing actin polymerization [38-39]. 
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Table 1. Summarizes diverse biological effects exerted by urolithins

Biological 
activity Cell line Signaling pathway Refe-

rences Urolithin Urolithin 
Effect

Anti-tumor 
(anti-

-proliferative, 
anti-

-metastatic, 
pro-apoptotic)

Caco-2 cells
Caco-2 cells
Caco-2 cells

SW 480
Caco-2 cells

HCT-116, Caco-2 cells
HCC cells
HepG2

Ishikawa cells (ECACC)

MAPK kinase
Oncogenes (K-Ras, c-Myc)
Suppressors (DASP6, Fos)

p53 protein
Growth factor receptors (FGFR2, EGFR)
Cell cycle genes (CCNB1, CCNB1IP1)

Wnt/ β-catenin
K-ras/HMGA2

Actin polymerization

[30]
[30]
[30]

[11, 33]
[30]
[30]

[36-37]
[35]
[38]

UroA, UroB
UroA, UroB
UroA, UroB

UroA
UroA, UroB
UroA, UroB
UroA, UroB

UroA
UroA

↑/↓
↑/↓
↑/↓

↑
↑/↓
↑/↓

↓
↓
↓

Proapoptotic T24 cells, HepG2, Caco-2 cells, 
SW 480, HT-29 Caspases: 3, 8, 9 [34-35] UroA, UroB, 

8-OMe UA ↑

Inhibition 
of the cell 
motility 

Human aortic endothelial cells, 
monocytes, human fibroblasts

C-C motif ligand 2 (CCL2)
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)

IL-8
[40]

UroA
UroA
UroA

↓
↓
↓

Anti-
-proliferative, 

anti-renal 
fibrosis

HK–2 cells TGF- β1/ Smad 
NF-κB [66] UroB ↓

Chondrocytes, HepG2 NF-κBp65 [41-43]
Anti- T24 cells SOD and GSH-Px [41]

-inflammatory HepG2 AMPK and MAPK  kinases [41]
and anti- Murine CD4+ T cells MicroRNA-10a-5p [17] UroA ↓
oxidant Caco-2 cells Aryl Hydrocarbon Receptor (AHR) [3]

Murine kidney TNF-α, IL-18, IL-23, MIP2 [63]
HK–2 cells TGF- β1, IL-6, NF-κBp65 [66]

Suppression 
of NO release  Murine microglial cells, macrophages TNF-α, IL-6 and IL-β [28, 43] UroB, UroA ↓

Autophagy

Murine hippocampal tissue
J774.1 murine macrophages

N2a cells, primary murine cortical neurons
Murine kidney

MicroRNA-34a , SIRT1
Akt/mTOR signaling

Endoplasmic reticulum stress
TFEB  CLEAR motif-containing genes

[44]
[43-44]

[45]
[46]

UroA
UroA
UroA
UroA

↑
↓
↓
↑

Suppression by urolithins of cell motility accounts also for the 
mechanisms of their anti-inflammatory activity. By moder-
ate down-regulation of chemokine C-C motif ligand 2 (CCL2), 
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) and decreased ex-
pression of IL-8, Uro-A and Uro-A glucuronide inhibited in-
duced by TNFα monocyte adhesion and human fibroblast and 
aortic endothelial cell migration [40]. The anti-inflammatory 
and antioxidant activities of Uro A and Uro B involve inhibi-
tion of the nuclear factor kappa-B (NF-κB) pathway and mod-
ulation of phosphorylation of diverse kinases such as AMPK 
and MAPK pathway members [41]. In the IL‒β1 stimulated 
rat chondrocytes and in LPS-stimulated macrophages, Uro A 
pre-treatment inhibited NF-κBp65 translocation into the nu-
cleus [42-43], while in the HepG2 hepatic carcinomas cell line, 

Uro A decreased p65 expression and increased the activity 
of intracellular antioxidant enzymes SOD and GSH-Px [41]. 
Suppression of NO production, decrease of proinflammatory 
molecules such as TNF-α, IL-6 and IL-β at the mRNA and protein 
levels was observed in the presence of Uro B in the LPS-
activated mouse microglial cells and in J774 murine macro-
phages stimulated with LPS [28,43]. Another study demon-
strated that Uro A, by regulating miR-10a-5p, reduced the pro-
liferation of murine CD4+ T cells, that are a trigger to immune 
response [17]. Furthermore, Uro A exhibited anti-inflamma-
tory effects by directly binding the aryl hydrocarbon receptor 
(AHR). Acting as a selective AHR antagonist, Uro A inhibited 
its transcriptional activity which resulted in attenuating cyto-
kine-induced inflammatory signaling in Caco-2 cells [3]. 

-



It has been demonstrated that Uro-A exhibits protec-
tive properties against brain aging [44] and against ischemic 
neuronal and ischemia reperfusion renal injury (IRI) [45-46]. 
These anti-inflammatory and cytoprotective effects include 
induction by Uro A of autophagic flux, which was confirmed 
by observed expression of the autophagic markers LC3-II and 
p62 [43-45]. Some recent studies show that Uro A activates 
autophagy by upregulating Sirtuin 1 (SIRT1) signaling [44] and 
by impairing Akt/mTOR signaling [43-44]. Within the kidney, 
Uro A attenuated IRI by inducing autophagy through activa-
tion of transcription factor EB (TFEB) followed by regulation 
of target genes of Coordinated Lysosomal Expression and 
Regulation (CLEAR) network [46]. 

Safety of urolithin administration

Considering that Uro A is the most representative uro-
lithin form and potential therapeutic agent, safety profile of 
this compound was evaluated in several studies. A compre-
hensive study by Heilman et al. [47] indicated that in both 
28-day and 90-day observations in rats, orally administered 
synthetic Uro A did not modify any clinical and blood param-
eters, did not disrupt homeostasis and did not indicate any 
specific toxic mechanisms. The 4-week clinical trial in which 
up to 2000 mg oral Uro A doses were administered to elder-
ly volunteers confirmed that the treatment had no adverse 
health effects. The observed 31 unfavorable effects were 
determined to be unrelated to the compound tested [48]. 
On the basis of the above findings, the US Food and Drug 
Administration already issued a favorable review for using 
Uro A as a food ingredient [49].

Urolithins in diabetes

Pathophysiology of diabetes is strictly linked to meta-
bolic changes and chronic inflammation. Overproduction of 
multiple pro-inflammatory cytokines, growth factors and re-
active oxygen species (ROS) account for the diabetes- relat-
ed damage of tissues and organs [50-51]. Thus, antioxidant 
and anti-inflammatory properties of urolithins may exert 
a protective role in diabetic state [52]. It was reported re-
cently that while the in vivo occurring extensive conjugation 
severly hampers the activity of urolithins, systemic inflam-
mation triggers tissue deconjugation of Uro A glucuronide, 
yielding free aglycone with remarkably higher biological ac-
tivity [53]. Indeed, the in vivo, as well as the in vitro studies 
confirmed the beneficial effects of unconjugated Uro A and 
Uro B administration to diabetic rats. Urolithin injections 
prevented the early cardiac inflammatory response as well 
as the occurrence of cardiac dysfunction in the streptozocin-

-induced (STZ) type 1 diabetes rats [54]. In cardiomyocytes 
cultured in the presence of 25mM glucose, Uro B signifi-
cantly reduced the glucose-induced high levels of monocyte 

chemoattractant protein-1 (MCP-1), the pro-inflammatory 
cytokine fractalkine and vascular endothelial growth factor 
(VEGF). In fibroblasts exposed to high glucose, expression of 
fractalkine was reduced by Uro A, Uro B, Uro C and Uro D 
[55]. In diabetes, hyperglycemia is also a causative factor for 
neurodegeneration and development of Alzheimer’s disease. 
Uro A injections in a STZ- induced diabetic mouse prevented 
mitochondrial ROS accumulation, amyloidogenesis and neu-
ronal cell death, which indicates that Uro A-based therapy 
may be useful in prevention and treatment of diabetes-asso-
ciated neuronal impairment [56]. Viability of neuronal cells 
exposed to oxidative stress was significantly increased in 
the presence of Uro A and Uro B [57]. In addition, via facil-
itating L-type Ca2+ channel opening, Uro A and Uro C have 
been shown to enhance insulin secretion in cultured INS-1 
beta-cells and isolated rat islets of Langerhans [58].

One of the hallmarks of diabetes mellitus (DM) is spon-
taneous non-enzymatic glycation of proteins, lipids and nu-
cleic acids. Dependent on the level and duration of hypergly-
cemia this process leads to formation of advanced glycation 
end products (AGEs) that permanently modify protein struc-
tures and functions, contributing to oxidative stress and 
development of chronic diabetic complications [57, 59-60]. 
Anti glycative properties of Uro A and Uro B were shown in 
several in vitro experiments in which glycation of the bovine 
serum albumin (BSA) was strongly hampered by these com-
pounds. The effects were concentration-dependent and the 
mechanisms included urolithins scavenging for reactive car-
bonyl species [57, 61]. 

Urolithins in diabetic 
and non-diabetic kidney disease

Although urolithins do not accumulate in the kidney, 
the circulating urolithin-rich plasma has continuous contact 
with renal structures [2, 6, 14], possibly affecting the renal 
tissue. Indeed, in the experimental rat model based on cis-
platin-induced nephrotoxity, Guada et al. revealed that Uro 
A effectively attenuated kidney damage by inhibiting the in-
flammatory cascade and apoptosis pathway. Furthermore, 
anti-inflammatory cytokine IL-10 was markedly increased in 
the kidneys of Uro A-treated animals [62]. Similarly, in the 
cisplatin-induced acute kidney injury (AKI) mouse model, 
orally given nanoparticle-encapsulated Uro A not only re-
duced mortality but also protected the kidneys from oxida-
tive stress and cytotoxic injury including necrosis, tubular 
atrophy and glomerular hypertrophy [16]. Also, in another 
experiment, Uro A pretreatment of mice receiving cisplatin 
for 3 days not only improved renal parameters but also at-
tenuated oxidative and nitrative stress and downregulated 
the expression of pro-inflammatory cytokines and chemok-
ines TNFα, IL-23, IL-18 and MIP2 [63] Beneficial properties 
of Uro A were also documented in the kidney ischemia 
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reperfusion injury (IRI) in mice. Attenuation of renal injury 
was associated with Uro A – dependent reduction of pro-

-inflammatory cytokines TNFα, IL1β, MIP1α and promotion 
of autophagy [46]. Subcutaneously administered Uro A also 
increased activity of antioxidant enzymes and attenuated 
expression of pro-inflammatory cytokines in the kidneys of 
aging mice [64]. 

Modulation of the renal TGFβ system

The transforming growth factor beta (TGFβ) family of mul-
tipotential cytokines controls numerous physiological and 
pathological events such as embryogenesis, carcinogenesis 
and the immune response [15, 65]. Regulation of cell prolifer-
ation, differentiation, migration and apoptosis involves ability 
of TGFβ to affect the transcription and translation processes. 
The hyperglycemia and inflammation associated with diabe-
tes strongly activate the TGFβ system, resulting in undesir-
able changes within tissues. In diabetic kidney disease (DKD), 
overactive TGFβ plays a prominent role in promoting renal 
cell hypertrophy, fibrosis and stimulating extracellular matrix 
(ECM) accumulation. So far, urolithins have been shown to 
counteract the TGFβ-dependent effects in unilateral uret-
eral obstruction (UUO) rats and in cultured renal epithelial 
cells. In the UUO model, Uro B treatment abolished renal 
damage and fibrosis, maintained tubular and glomerular 
structure and reduced inflammatory cell infiltration. More-
over, expression levels of TGFβ1, NF-κB p65, angiotensin II, 
collagen IV and several pro-inflammatory factors was signifi-
cantly reduced. In cultured proximal tubular HK-2 cells, Uro B 
inhibited stimulated by TGFβ cell proliferation and restored 
cell morphology. It was demonstrated that in the in vivo, as 
well as in the in vitro experiments, protective effects of Uro B 
were related to the down-regulation of TGF-β1/Smad, most 
likely via inhibition of the NF-κB signaling [66]. Overproduc-
tion of the plasminogen activator inhibitor (PAI-1) results in 
accumulation of ECM in acute and chronic kidney diseases, 
including diabetic nephropathy. In stimulated by TGFβ renal 
epithelial NRK-52e cell line significant increase of PAI-1 re-
lease was inhibited by Uro A in a dose-dependent manner 
[67]. The positive feedback loop between TGFβ and PAI-1 has 
also been documented in diabetic kidney [68]. Hence, target-
ing the TGFβ- and PAI-1-related pathways by urolithins might 
be an effective aproach in treating renal fibrosis and inflam-
mation, particularly in the DKD. 

Potential effects of urolithins 
on podocytes

Podocytes are terminally-differentiated, highly special-
ized cells of epithelial origin covering the outer aspect of 
glomerular capillaries. Due to their inability to replenish in 
mature kidney, podocyte loss is believed to initiate irrevers-

ible impairment of the glomerular filter [69-70]. Clinical and 
experimental data suggest a key role of podocytes in the 
development of diabetic nephropathy (DN) [71]. Podocyte 
depletion is considered to be the first indicator of glomer-
ular destruction in diabetic patients, even before the ap-
pearance of proteinuria [72]. For preventing detachment, 
podocytes rearrange their structure and migrate to seek 
attachment in other sites of glomerular basement membrane 
However, increased migration may disrupt the slit diaphragms 
between neighboring cells and the tightness of glomerular 
filter resulting in proteinuria [73]. Recently performed in our 
laboratory experiments showed that Uro A effectively inhibit-
ed induced by high (30 mM) glucose motility of mouse podo-
cytes (unpublished data), which could be beneficial in the 
diabetic kidney.

Diabetic milieu induces multiple mechanisms in podo-
cytes that directly affect functions and viability of these cells. 
In addition to AGEs and direct cytotoxic effects of hypergly-
cemia, primarily via increased production of ROS, deleterious 
for podocytes is up-regulation of their local renin-angiotensin 
and TGFβ systems and increased synthesis of VEGF. Moreover, 
angiotensin II, TGFβ and VEGF reciprocally modulate their 
production, this way perpetuating podocyte and glomerular 
impairment [74]. So far, our knowledge on urolithin-mediated 
effects on the podocytes is very limited. However, it seems 
likely that similarly to other cells, urolithins in podocytes may 
regulate the activities of TGFβ, VEGF, antioxidant systems and 
multiple signaling pathways and kinases that are sensitive to 
urolithins in other cell types. The urolithins’ ability to attenu-
ate the harmful hyperglycemia-induced effects could protect 
these vulnerable cells from injury.

Conclusions

A growing body of evidence suggests that urolithins are 
potent multifunctional compounds capable of regulating 
a variety of cellular processes. Since they do not act through 
specific receptors, urolithins may affect various cell and tis-
sue types. Not all body tissues accumulate urolithins but all 
urolithins present in plasma pass the glomerular filter, thus 
directly contacting kidney cells. However, so far relatively 
little is known about the effects of urolithins on kidney func-
tion and data concerning action of urolithins on glomerular 
cells is particularly sparse. Yet, the available reports definite-
ly show that urolithin administration prevents inflammation 
and diabetes-induced changes in renal tissue. Figure 2 sum-
marizes the current state of knowledge on urolithin-dependent 
protective effects in the kidney. The research on urolithins is 
growing and it can be expected that in the near future the 
beneficial effects of urolithins in kidney disease will be sup-
ported by ample evidence. 
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Abstract: Urolithins are bioactive compounds generated in human and animal intestines because
of the bacterial metabolism of dietary ellagitannins (and their constituent, ellagic acid). Due to
their multidirectional effects, including anti-inflammatory, antioxidant, anti-cancer, neuroprotective,
and antiglycative properties, urolithins are potential novel therapeutic agents. In this study, while
considering the future possibility of using urolithins to improve podocyte function in diabetes, we
assessed the results of exposing mouse podocytes cultured in normal (NG, 5.5 mM) and high (HG,
25 mM) glucose concentrations to urolithin A (UA) and urolithin B (UB). Podocytes metabolized UA
to form glucuronides in a time-dependent manner; however, in HG conditions, the metabolism was
lower than in NG conditions. In HG milieu, UA improved podocyte viability more efficiently than
UB and reduced the reactive oxygen species level. Both types of urolithins showed cytotoxic activity
at high (100 µM) concentration. The UA upregulated total and surface nephrin expression, which was
paralleled by enhanced nephrin internalization. Regulation of nephrin turnover was independent
of ambient glucose concentration. We conclude that UA affects podocytes in different metabolic
and functional aspects. With respect to its pro-survival effects in HG-induced toxicity, UA could be
considered as a potent therapeutic candidate against diabetic podocytopathy.

Keywords: podocytes; urolithins; urolithin A; high glucose; nephrin; diabetic nephropathy

1. Introduction

The current global diabetes prevalence is estimated to be over 10.5% of the population
and is rising dramatically [1]. Type 2 diabetes mellitus (T2DM) accounts for more than 90%
of all diabetes cases worldwide. Diabetic kidney disease is the most common cause of end-
stage kidney disease in T2DM patients [2]. The prominent role of podocytes in etic kidney
disease pathogenesis and progression has been demonstrated in numerous studies [3–5].
Accordingly, there is a consensus that podocytes are a primary therapeutic target to prevent
the development of diabetic nephropathy [6–8]. Studies on the mechanisms of podocyte
injury continue to provide new targets for treatment. Simultaneously, numerous novel
therapeutic approaches are being investigated in vivo and in vitro to protect podocytes
from impairment and loss. In this context, polyphenolic compounds are gaining more and
more attention due to their broad spectrum of biological activities and therapeutic effects.

Urolithins comprise a group of polyphenolic compounds that are produced by gut
microbiota after consuming ellagitannins and ellagic acid, complex polyphenols present in
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foods such as pomegranate, berries, and nuts. Dietary (poly)phenols are poorly absorbed
in the intestine and after they reach the distal part of the gastrointestinal tract, they are me-
tabolized by residing microbiota into urolithins D (UD), C (UC), A (UA), and B (UB), which
are then transported into circulation (Figure 1) [9,10]. Most urolithins undergo phase II
metabolism to form conjugates, mainly glucuronides and sulfates [11]. Although conju-
gated forms of urolithins are found in higher concentrations, free aglycones (unconjugated
urolithins) show much higher biological activity [12]. Based on the differences in composi-
tion of gut microbiota between populations, three urolithin phenotypes (metabotypes) have
been described: metabotype A (UA and UA conjugate producers), metabotype B (UB, UA,
and iso-UA producers), and metabotype 0 (non-producers) [13]. In humans, metabotype
A is predominant [14]. The diverse biological properties of urolithins include antioxidant,
anti-inflammatory, anti-cancer, neuroprotective, antiglycative and other activities [15,16]
that are exerted by the modulation of signaling molecules, cell structure, and protein
expression [17]. Moreover, following human trials [18], urolithins are considered safe,
and UA has been recently approved by the US Food and Drug Administration (FDA) as
generally recognized as safe (GRAS) for its use as an ingredient.
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Figure 1. Ellagitannins and their hydrolysable derivative, ellagic acid, are natural polyphenols abun-
dant in some fruits, nuts, and seeds. Ellagitannin is metabolized by gut microbiota into distinct types
of urolithins that are further converted by large intestine enterocytes and the liver into conjugates.
Both conjugated and unconjugated urolithins enter the blood circulation system and reach the body
tissues. Besides accumulation in certain organs, urolithins are excreted in urine and feces [9]. Figure
was adapted from [10,17].

Several in vitro and in vivo studies have indicated beneficial effects of urolithins
in hyperglycemia-induced impairments in cellular and organ functions. Recently, the
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advantageous effects of urolithins in diabetic and non-diabetic kidney diseases have been
reported [17,19]. Nevertheless, although it seems obvious that during glomerular filtration
of urolithin-containing blood podocytes will directly contact these compounds, the few
published studies conducted on renal cells do not include podocytes so far. Considering the
potential impact of urolithin-based therapies on podocytes, as well as the future possibility of
using urolithins for the improvement of podocyte function in diabetes, our goal was to assess
the results of exposing mouse podocytes to UA and UB in conditions mimicking diabetes.

2. Materials and Methods
2.1. Urolithins

Urolithin A (UA, 3,8-dihydroxy-6H-dibenzo[b,d]pyran-6-one) and urolithin B (UB,
3-hydroxy-6H-dibenzo[b,d]pyran-6-one) were synthesized in the Department of Organic
Chemistry at the Medical University of Gdańsk, based on literature data [20], and were
kindly provided by the Department of Pharmacognosy and Department of Organic Chem-
istry, Medical University of Gdańsk, Poland. Urolithin A (228.2 g/mol) and UB (212.2 g/mol)
were dissolved in sterile dimethyl sulfoxide (DMSO, Merck, Darmstadt, Germany), and
10 mM stock solutions were stored at −80 ◦C.

2.2. Podocyte Culture and Treatment

Immortalized mouse podocytes (SVI clone, Cell Line Services, Eppelheim, Germany)
were cultured as described previously [21]. Briefly, the cells were propagated at 33 ◦C
in RPMI1640 medium (PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) containing 11 mM glucose
and supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, EURx Molecular
Biology Products, Gdańsk, Poland), 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin (PAN-
Biotech, Germany), and 10 U/mL recombinant mouse interferon-γ (IFN-γ, PeproTech EC,
London, UK). Differentiation was induced by shifting the temperature to 37 ◦C. Podocytes
were grown without IFN-γ, in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) containing
5.5 mM glucose (PAN-Biotech, Germany) and 5% FBS for 7–10 d. Subsequently, the cells
were divided into two groups, one group remaining in DMEM with normal glucose (NG,
5.5 mM), and the other one was switched to high glucose (HG, 25 mM), and the culture
was continued for the next 7 d. Culture media were changed every 2 d. Experimental NG
or HG media containing 0.5% FBS and urolithins were added for the last 24 h or 48 h. The
final DMSO concentration did not exceed 0.1% (v/v).

2.3. Chromatographic Determination of Urolithin A and Identification of Its Metabolite in Podocyte
Culture Media

The HPLC-hypergrade (LC/MS) Lichrosolv solvents, acetonitrile, and methanol
were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Analytical-grade formic acid
(89–91% purity) was purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Purified water was
obtained from Milli-Q® system (Molsheim, France).

The determined compounds were extracted from the podocyte culture according
to the method of Sala et al. [22] modified by us. A mixture of 500 µL of cell culture
media and 500 µL of cold methanol was vortexed for 1 min. The mixture was then
centrifuged at 14,000 rpm for 10 min at room temperature. The supernatant was subjected
to chromatographic analysis.

The chromatographic analysis was carried out using a HPLC-DAD-MS/MS Shimadzu
system (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) (detailed data are reported in Supplementary
Materials S1 and S2) equipped with a Kinetex C-18 column (Phenomenex, Torrance, CA,
USA; 2.6 µm, 100 mm × 2.1 mm) maintained at 25 ◦C. A triple-quadrupole LCMS 8040
(Shimadzu Corp., Japan) mass spectrometer equipped with an electrospray ionization (ESI)
interface, operated in positive mode and negative mode, was used for mass spectrometric
(MS) analysis. Analysis was performed by scanning from m/z 200 to 800 using a multiple
reaction monitoring (MRM) technique. The operating conditions for the MS analysis were:
DL (Desolvation Line) temperature 250 ◦C, heat block temperature 400 ◦C, nebulizing
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gas flow 3 L/min, drying gas flow 15 L/min, collision-induced dissociation gas pressure
230 kPa, detector voltage 1.9 kV, and interface voltage 4.5 kV for (+) ESI and 3.5 kV for (−)
ESI. Dwell time was 100 ms. Data acquisition was performed with the software LabSo-
lutions version 5.89 (Copyright© 2022–2016 Shimadzu Corp., Japan). Samples (1 µL for
MRM and 6 µL for scanning) were analyzed with a use of gradient elution (Supplementary
Material S1) during a total run time of 30 min. The procedure used was based on a modifi-
cation of García-Villalba et al.’s [23] method. Under these conditions, UA was eluted with
tR 13.53 min and its unknown metabolite (UAM) with tR 8.07 min. Both compounds had
similar UV spectra—237,270 sh, 279,296, 305,354 and 267 sh; 278; 293; 302; 348, respectively,
for UA and UAM, which were consistent with the literature data on urolithins and their
metabolites [22]. The UAM was identified as urolithin 3-/or 8-O-glucuronide based on the
m/z values of molecular ions [M + H]+ at m/z 405 and [M − H]− at m/z 403 and fragment
ion [M + H-glucuronosyl]+ at m/z 229.

2.4. Targeted Analysis of Urolithin A and Its Metabolite by Means of an MRM-Based Approach

Urolithin A and its metabolite were detected by tandem mass spectrometry (MS/MS)
using MRM in positive mode by monitoring the transitions from precursor ions to domi-
nant product ions, namely m/z 229.1→m/z 157.0 (+) (CE-22.0), m/z 229.1→m/z 128.1(+)
(CE-40.0), m/z 229.1→m/z 185.0(+) (CE-18.0) for both compounds. The most intense tran-
sition was used for the quantitation (quantifier transition). The method was validated
according to the guidelines of the FDA [24], including linearity range, limit of quantitation,
limit of detection, repeatability, and extraction recovery for NG and HG media, separately
(Supplementary Material S2).

2.5. Cell Viability Assay

Cell viability was determined using MTT assay. Podocytes were plated at 8000 cells
per well in a 96-well plate and cultured as described above. Experimental media were
added for the last 24 h or 48 h. After the indicated treatment period, the experimental
media were removed, 100 µL of 0.5 mg/mL MTT was added to each well and cells were
again incubated for 4 h at 37 ◦C. To dissolve the formazan crystals formed in the viable
cells, 150 µL DMSO—Isopropanol (1:1, v/v) were added to each well. Following shaking the
plates 3× 1 min, absorbance was read at 570 nm in the SPECTROstar Nano (BMG LABTECH,
Ortenberg, Germany). Results were analyzed using SPECTROstar Nano Mars software.

2.6. Flow Cytometry Analysis of Nephrin

Podocytes cultured in 6-well plates (90,000 cells/well) were rinsed with phosphate-
buffered saline (PBS), detached by Accutase (STEMCELL Technologies, Köln, Germany),
and centrifuged for 7 min at 400× g. Subsequently, the cells were fixed with 4% paraformalde-
hyde at room temperature for 8 min and blocked with blocking solution (2% FBS, 2% bovine
serum albumin, 0.2% fish gelatin, in PBS) for 60 min at room temperature. Finally, the cells
were resuspended in cold FACS buffer (2% FBS in PBS), and aliquots of 3 × 103 cells/tube
were incubated with phycoerythrin-conjugated antibody directed against the extracellular
domain of nephrin (G-8, Santa Cruz) for 30 min at 4 ◦C. To omit debris and cell clumps,
gating was performed, and 104 gated events were counted. Cell fluorescence was ana-
lyzed using a BD FACSVerse™ Flow Cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and
FlowJoTM Software v10.8.0 (Ashland, OR, USA). Background fluorescence, assessed with
an IgG isotype control, was subtracted from the corresponding samples during analysis.

2.7. Detection of Apoptosis

An Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit and CellEvent Caspase-
3/7 Green Detection Reagent with SYTOX™ AADvanced™ Dead Cell Stain (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Rockwell, NY, USA) were used to quantify apoptosis according
to the manufacturer’s instructions. Briefly, podocytes plated at 90,000 cells/well in a
6-well plate were cultured and treated with urolithins as described above. The cells were
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harvested by Accutase and washed with cold FACS buffer. For Annexin V assay, podocytes
were resuspended in binding buffer, 5 µL Alexa Fluor® 488 Annexin V, together with 1 µL
propidium iodide (PI) working solution, were added to each 100 µL of cell suspension
and the cells were incubated for 15 min at room temperature. For caspase 3/7 assay,
podocytes were suspended in FACS buffer and 1 µL of CellEvent Caspase-3/7 Green
Detection Reagent was added to all samples, which were then incubated for 30 min. During
the last 5 min of incubation, 1 µL of SYTOX AADvanced dead cell stain solution was added
to each sample and flow cytometry analysis was performed.

2.8. Immunofluorescence Staining and Confocal Microscopy

Immunofluorescence studies were performed as described previously [25]. Briefly,
podocytes seeded on round glass coverslips (Bionovo, Legnica, Poland) were cultured
in NG and HG media as indicated. Following exposure to various treatments, the cells
were fixed with 4% paraformaldehyde for 8 min at room temperature, permeabilized
(0.3% Triton X-100 in PBS) for 3 min and blocked with blocking solution as described in
Section 2.6. The permeabilization step was omitted to visualize surface-bound antibodies.
A 60-min incubation with primary antibodies (Supplementary Table S3) was followed
by a subsequent 30-min incubation with secondary antibodies (Supplementary Table S4).
All antibodies were diluted in blocking solution. Non-specific staining was controlled
by replacing primary antibodies with blocking solution alone, which was followed by
incubation with secondary antibodies. The coverslips were mounted on microscope slides
using FluoroshieldTM with DAPI (Merck, Darmstadt, Germany). Images were captured
with the Opera Phenix® Plus High-Content Screening System (Perkin Elmer, Waltham,
MA, USA) and analyzed with Harmony High-Content Imaging and Analysis Software 4.8
(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). The images were merged using the ImageJ software
(Version 1.53r, National Institutes of Health, University of Wisconsin, Madison, WI, USA),
downloaded from: imagej.nih.gov/ij/ (accessed on 29 June 2022).

2.9. Assessment of Morphology and Actin Cytoskeleton

Podocytes grown in the culture plates were washed twice with PBS, fixed with 2%
paraformaldehyde for 20 min, washed with deionized water and then stained with 0.1%
crystal violet for 30 min at 37 ◦C to assess cell morphology. In separate experiments,
podocytes were grown on the glass coverslips and immunostaining for F-actin was per-
formed after washing with PBS and fixing with 4% paraformaldehyde, using phalloidin
tagged to Alexa Fluor 488 dye (MoBiTec, Göttingen, Germany). Coverslips were mounted
on the microscope slides using FluoroshieldTM with DAPI. The images were taken with
an inverted fluorescence microscope Zeiss Axioscope A1 (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Germany), using NIS-Elements BR software (Precoptic, Warszawa, Poland).

2.10. RNA Isolation and qPCR

Total RNA from treated podocytes was extracted and purified with PureLinkTM RNA
Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
The purity and integrity of the extracted RNA was checked with Cytation 3 multimode
microplate reader (BioTek, Santa Clara, CA, USA) and analyzed by BioTek Gen5TM 2.0 Data
Analysis Software (Santa Clara, CA, USA). Quantitative polymerase chain reaction (qPCR)
was performed using TaqMan RNA-to-CT

TM 1-step KIT (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific), according to the manufacturer’s protocol. Briefly, the real-time (RT)-
PCR reaction mix (TaqMan RT-PCR Mix, TaqMan RT Enzyme Mix, water) was combined
with TaqManTM Gene Expression Assay for Nphs1 gene encoding nephrin (Assay ID:
Mm01176615_g1) or Actb gene encoding β-actin (Assay ID: Mm04394036_g1). A sample
of 50 ng total RNA from each experimental group was added to 7.5 µL of Master Mix
(10 µL total volume). The PCR reactions were carried out using QuantStudio 3 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) and involved the following steps:
(1) reverse transcription at 48 ◦C for 20 min; (2) polymerase activation at 95 ◦C for 10 min;

imagej.nih.gov/ij/
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(3) 40 cycles denaturation (15 s at 95 ◦C) followed by annealing/extending at 60 ◦C for
1 min. Relative levels of target gene mRNA expression were normalized to β-actin and the
relative level of mRNA was calculated with the ∆∆ comparative threshold (Ct) method.

2.11. Protein Extraction and Western Blot Analysis

Podocytes subjected to the different experimental conditions were lysed using PierceTM

RIPA Buffer (Thermo Fisher Scientific), containing HaltTM Protease and Phosphatase Single-
Use Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific), and proteins were extracted from the cells
according to the manufacturer’s protocol. Total protein concentration was determined by
DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Proteins (20–30 µg) were
separated by CriterionTM TGX Stain-FreeTM Precast Gel electrophoresis (Bio-Rad Laborato-
ries, Hercules, CA, USA) and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane
(Trans-Blot Turbo, Midi Format, 0.2 µm PVDF) using Trans-Blot Turbo Transfer system
(Bio-Rad Laboratories, USA). Next, the membranes were blocked with 5% bovine serum
albumin in TBST buffer (Tris Buffered Saline with Tween 20) for 30 min and incubated
overnight with primary antibodies (Supplementary Table S3). Sodium Potassium ATPase
(SPA) or β-actin expression was analyzed to ensure equal protein loading. The membranes
were washed in TBST and incubated with horseradish peroxidase–linked secondary an-
tibody (Supplementary Table S4). The proteins were then visualized by VisiGloTM Select
HRP Substrate Kit (VWR Chemicals, Aurora, OH, USA) and imaged using a ChemiDoc MP
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Densitometry was performed using ImageLab
v2.0 analysis software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

2.12. Statistical Analyses

All data are shown as mean ± SEM and were compared by ANOVA, Mann–Whitney,
or the Student’s t-test to test for statistical significance. p values < 0.05 were considered
statistically significant.

3. Results
3.1. Urolithin A Is Metabolized by Podocytes

In in vivo conditions, the majority of urolithins absorbed from the gut undergo phase II
metabolism, forming conjugates, of which glucuronides are the most abundant [9]. Addi-
tionally, in the cell cultures, final free urolithin concentration can be modified by metabolic
processes [26]. Peripheral metabolism of urolithins by podocytes is a key point to be con-
sidered during research. Therefore, we examined the ability of podocytes to metabolize
UA in NG and HG conditions. The stability of UA, as well as the appearance of its newly
formed metabolites, was studied in NG and HG cell media containing 10 µM UA after 12 h,
24 h, and 48 h of incubation. A sensitive HPLC-MS/MS analysis was performed to target
the UA concentration and to identify different UA metabolites that could be formed under
the experimental conditions.

The UA molecules were stable under the experimental conditions (cell-free incubation),
in contrast to collected cell culture supernatants. The analysis of the concentration of UA
in the medium over time, both with NG and HG concentrations, showed a decrease in
the concentration of the parent molecule in favor of the emerging metabolite. The 3-O/
or 8-O-glucuronide UA (UAM), the metabolite of UA in the cell culture medium, was
detected after 12 h of incubation and increased as the time of incubation passed (Figure 2A).
The time-course analysis of UA revealed statistically significant differences of aglycone
concentrations in NG. The % of aglycone was significantly reduced by 35% after 24 h
(p < 0.01) and by 59% after 48 h (p < 0.003) as compared to the 12-h group (Figure 2B). There
was no significant difference in metabolic capacity between the NG and HG groups, but
metabolism of urolithins by podocytes seemed to be lower in HG conditions (Figure 2C).
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Figure 2. Urolithin A is metabolized by podocytes. Podocytes cultured for 7 d in normal (5.5 mM, NG)
or high (25 mM, HG) glucose were incubated with 10 µM UA for the indicated time periods. At time 0,
concentration of UA aglycone was 10 µM (100%). The presence of urolithin and its glucuronide in the
culture medium was assessed using HPLC-DAD-MS/MS after 12 h, 24 h, and 48 h of incubation (A).
Calculated results (B,C) show percentage of free aglycone detected in culture media and are expressed
as mean ± SEM from three independent experiments performed in duplicate. The Student’s t-test
was used to calculate p values. * p < 0.01 24 h vs. 12 h, ** p < 0.003 48 h vs. 12 h. AU: arbitrary units;
ns: not significant.

Based on these results, for 48-h incubation periods, incubation media were replaced
with fresh urolithin solutions after 24 h.

3.2. Podocyte Viability and Structure Are Affected by High Concentrations of Urolithins

Dependent on the cell type, a broad range of urolithin concentrations has been reported
to be effective in in vitro experiments [27–29]. Thus, to establish conditions for our further
experiments, we first tested the viability of NG podocytes that were exposed to increasing
concentrations of UA and UB for 24 h and 48 h. Following the 24-h treatment, MTT
assay showed a significant decline in the viability of podocytes incubated with 10 µM UB,
whereas a pronounced drop in the presence of both UA and UB was observed at a 100 µM
concentration (Figure 3A). Results of prolonged, 48-h incubation with 10, 30, and 100 µM
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UA and UB revealed that only 10 µM UA did not affect podocyte viability, while at higher
concentrations of both urolithins, the viability gradually declined (Figure 3B).
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Figure 3. Podocyte viability was impaired by high concentrations of urolithins. Podocytes cultured
in normal glucose (5.5 mM, NG) were incubated for 24 h (A) or 48 h (B) with varying concentrations
of urolithins and analyzed by MTT test. Results show mean ± SEM. Control cells were incubated
with vehicle (DMSO) alone. ANOVA test was used to calculate p values. For 24-h incubation
(A) * p < 0.05 vs. Control, ** p < 0.01 vs. Control, *** p < 0.001 vs. Control and 10 µM UA, # p < 0.05
vs. 100 µM UA. For 48-h incubation (B) * p < 0.05 100 µM UA vs. 100 µM UB, vs. 10 µM UA, and vs.
Control, # p < 0.05 vs. Control, & p < 0.05 vs. 10 µM UA, ** p < 0.005 vs. 10 µM UA and vs. Control,
*** p < 0.001 vs. Control. Each MTT test was performed in quadruplicate (n = 4).

Moreover, in UB-treated podocytes, the percentage of viable cells significantly dropped
at 10 µM UB concentration (p < 0.01 vs. Control). On the other hand, in podocytes cultured
in HG, UA and UB affected the cell viability in a different manner (Figure 4). HG alone
significantly decreased the percentage of viable podocytes (p < 0.01 vs. NG Control),
whereas in the cells treated for 48 h with 10 µM UA, the viability was improved, as
compared to HG Control (p < 0.005). Nevertheless, it was still below the value for untreated
NG cells (p < 0.05). An adverse effect was observed in 10 µM UB–treated podocytes. In this
group, the percentage of viable cells was markedly lower than in the respective UA group
(p < 0.005). Increasing urolithin concentrations resulted in further decline in the number of
viable cells. Yet, at all concentrations, the percentage of viable UA-treated podocytes was
slightly higher than in UB-treated cells.

The function of podocytes is strictly correlated with the maintenance of the actin
cytoskeleton [30]. Remodeling of actin fiber organization may reflect cell damage triggered
by biological and chemical factors. Therefore, we investigated the impact of urolithin con-
centration on podocyte morphology and cytoskeleton. Crystal violet and F-actin staining
clearly demonstrated that there were no apparent differences between the architecture of
control podocytes and the cells exposed for 24 h to 10 µM UA and UB. High glucose itself
rearranged F-actin fibers to form thick cortical bundles, and urolithins apparently did not
seem to modulate this effect. However, at 100 µM urolithins, profound changes occurred,
such as cell body narrowing, shrinking, and rearrangement of F-actin fibers (Figure 5). The
results confirmed that exposure to 100 µM urolithins is deleterious to podocytes.
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Figure 4. Urolithins A and B differentially affected the viability of podocytes exposed to high glucose.
Podocytes cultured in high glucose (25 mM, HG) were incubated for 48 h with varying concentrations
of urolithins. Control cells were incubated with vehicle (DMSO) alone. Results show mean ± SEM.
ANOVA and the Student’s t-tests were used to calculate p values. * p < 0.05 vs. NG Control,
& p < 0.05 vs. 30 µM UB, ** p < 0.01 vs. NG Control and vs. 100 µM UB, # p < 0.005 vs. HG Control
and vs. 10 µM UB. Each MTT test was performed in quadruplicate (n = 4).
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Figure 5. Urolithins at high concentrations disrupted podocyte morphology and structure. Podocytes
were cultured on glass coverslips for 7 d in normal (5.5 mM, NG) or high (25 mM, HG) glucose. For
the last 48 h, the cells were incubated with 10 µM and 100 µM UA or UB and subsequently stained
with crystal violet or phalloidin/Alexa 488. Media containing respective vehicle concentrations
served as the controls. Representative pictures out of three independent experiments.

Urolithin-dependent changes in podocyte viability could be due to regulation by
urolithins of apoptotic and/or necrotic mechanisms. The Bcl-2 protein family members
play a pivotal role in regulating cell apoptosis [31]. Thus, using Western blot analysis, we



Cells 2022, 11, 2471 10 of 24

first examined whether Bcl-2 expression was modulated by UA and UB. Furthermore, based
on the MTT results, our intention was to check whether Bcl-2 expression was differentially
regulated by UA and UB in HG-treated cells. In general, Bcl-2 upregulation is associated
with anti-apoptotic mechanisms [32]. Therefore, we were surprised to find that in both the
NG and HG groups, despite loss of viability, the Bcl-2 expression was markedly higher at
100 µM UA and UB than in the control cells (Figure 6). On the other hand, pronounced
downregulation of Bcl-2 in the control cells cultured for 7 d in HG (p < 0.001 vs. NG Control)
suggested that HG induced podocyte apoptosis, which was in accordance with numerous
other studies [33,34]. Moreover, both 10 µM UA and 10 µM UB elevated the Bcl-2 level in
the NG group. Conversely, in the HG group only, 10 µM UA upregulated Bcl-2 expression.
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early and late apoptotic cells significantly increased at 100 µM UA (Figure 7B), which was 
most likely the reason for the previously observed decline in podocyte viability. Exposure 
of podocytes to HG induced early and late apoptosis (Figure 7C), which was consistent 
with earlier MTT and Bcl-2 results. The percentage of early apoptotic cells was markedly 
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Figure 6. Urolithins and high glucose modulate the expression of Bcl-2. Podocytes cultured for
7 d in normal (5.5 mM, NG) or high (25 mM, HG) glucose were incubated for 24 h with 10 µM UA
and 10 µM UB. 20-µg protein samples from total cell lysates were subjected to Western blot analysis
followed by quantitative densitometric analysis. Representative immunoblot (A). Quantification
results of the ratio of Bcl-2 to Alpha 1 Sodium Potassium ATPase (SPA) are shown as % of respective
Control (B). HG Control is expressed as % of the NG Control. Results show mean ± SEM. ANOVA
and the Student’s t-tests were used to calculate p values. * p < 0.05 vs. respective Control, ** p < 0.02
vs. respective Control, *** p < 0.001 vs. NG Control, # p < 0.05 vs. HG-UB10 mM, ## p < 0.02 vs.
NG-10 µM UA (n = 4).

Next, we cytometrically quantified apoptosis in podocytes incubated with UA. Results
of Annexin V/PI double-staining disclosed that in the NG group, the percentage of early
and late apoptotic cells significantly increased at 100 µM UA (Figure 7B), which was most
likely the reason for the previously observed decline in podocyte viability. Exposure of
podocytes to HG induced early and late apoptosis (Figure 7C), which was consistent with
earlier MTT and Bcl-2 results. The percentage of early apoptotic cells was markedly reduced
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at 10 µM UA (p < 0.05 vs. Control) while a considerable increase occurred at 100 µM UA
(p < 0.01 vs. 10 µM UA). These results indicate that apoptosis induced by prolonged
treatment of podocytes with HG can be at least partially reversed by 10 µM UA.
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NG) or high (25 mM, HG) glucose were treated with 10 µM and 100 µM UA for 24 h. Representative
flow cytometry images of Annexin V/Propidium Iodide (PI) double-staining (A) and quantitative
analysis of podocyte apoptosis (B,C). Representative flow cytometry images of activated caspase-3/7
(D) quantitative analysis of activated caspase-3/7 detection (E,F). Sytox Green nucleic acid stain
was used as an indicator of necrotic cells. ANOVA and the Student’s t-tests were used to calculate
p values. For (B,C) * p < 0.05 vs. HG Control, # p < 0.01 vs. HG Control, ** p < 0.01 vs. respective
10 µM UA, ## p < 0.001 vs. NG- 10 µM UA, *** p < 0.001 vs. NG Control. For (E,F) * p < 0.05 vs.
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NG) or high (25 mM, HG) glucose were treated with 10 µM and 100 µM UA for 24 h. Representative 
flow cytometry images of Annexin V/Propidium Iodide (PI) double-staining (A) and quantitative 
analysis of podocyte apoptosis (B,C). Representative flow cytometry images of activated caspase-
3/7 (D) quantitative analysis of activated caspase-3/7 detection (E,F). Sytox Green nucleic acid stain 
was used as an indicator of necrotic cells. ANOVA and the Student’s t-tests were used to calculate 
p values. For (B,C) * p < 0.05 vs. HG Control, # p < 0.01 vs. HG Control, ** p < 0.01 vs. respective 10 
µM UA, ## p < 0.001 vs. NG- 10 µM UA, *** p < 0.001 vs. NG Control. For (E,F) * p < 0.05 vs. Control, 
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We also measured caspase 3/7 activity to confirm that the reduced podocyte viability
reflected changes in podocyte apoptosis. The cells were simultaneously stained with SYTOX
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to assess the percentage of dead cells. The results from flow cytometry revealed that in both
NG and HG cells, caspase 3/7 was activated upon treatment of podocytes with 100 µM UA
(Figure 7D). Alone, HG significantly increased caspase activity compared with that in the
NG group (Figure 7F, p < 0.005). Interestingly, compared to the control, 10 µM UA reduced
the activity of caspase 3/7 not only in HG (p < 0.05), but also in NG-treated podocytes
(p < 0.01). Taken together, these results suggested that in podocytes exposed to HG, 10 µM
UA treatment may improve cell viability by decreasing the rate of apoptosis. Conversely,
100 µM UA triggered podocyte apoptosis, which was aggravated by the HG milieu.

Based on the above results, in our further experiments, we applied 10 µM urolithin
concentration and 24 h incubation time, unless indicated otherwise.

3.3. Urolithin A Reduces High Glucose–Induced Reactive Oxygen Species Production in Podocytes

Mechanisms involved in the HG-induced apoptosis include elevation of intracellular
reactive oxygen species (ROS) [35]. On the other hand, similarly to other polyphenolic
compounds, antioxidative properties of urolithins, including UA, have been well docu-
mented [36]. Hence, we examined whether the effects of UA and UB on podocyte viability
observed by us could be associated with the regulation of ROS levels by urolithins. Flow
cytometric analysis confirmed that in HG-treated podocytes, ROS levels increased almost
fivefold, as compared to the NG cells (Figure 8, p < 0.01). In podocytes incubated with
10 µM UA, ROS production was prominently downregulated (p < 0.05 vs. HG Control),
whereas there was no significant effect of incubation with 10 µM UB. That UB was a much
less potent antioxidant than UA was consistent with previous observations [20]. As ox-
idative stress plays a pivotal role in apoptosis [37], our results suggest that anti-apoptotic
effects of UA in podocytes exposed to HG are associated with the reduction of ROS levels,
which most likely accounts for its antioxidant activity.
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Figure 8. Urolithin A but not UB reduced reactive oxygen species (ROS) levels in podocytes exposed
to high glucose. Podocytes cultured for 7 d in normal (5.5 mM, NG) or high (25 mM, HG) glucose
were incubated for 24 h with 10 µM UA or 10 µM UB. ROS were detected by flow cytometry us-
ing CellROX Green reagent. Results show mean ± SEM. Mann–Whitney test was used to calculate
p values. * p < 0.05 vs. HG Control, ** p < 0.01 vs. NG Control (n = 4). MFI: mean fluorescence intensity.

3.4. Urolithin A Modulates Expression of Autophagy-Related Proteins

Cell viability is regulated by an interplay between apoptosis and autophagy [38].
Opposite to apoptosis, autophagy generally enhances cell survival; however, in some
circumstances it also may lead to cell death [39]. It has been demonstrated in different
studies that HG either impairs [7,40,41] or stimulates [42,43] autophagy in podocytes, and
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the results seem to depend on duration of cell exposure to the hyperglycemic milieu. On
the other hand, urolithins have been shown to regulate autophagy in some cell types [44,45].
To ascertain if UA-dependent effects on podocyte viability and apoptosis were associated
with the modulation of autophagy, we next examined the expression of three commonly
used autophagy markers, light chain 3B protein (LC3B), autophagy-related 5 protein
(ATG5), and p62. The LC3B is bound to autophagosomes, while ATG5 is a key regulator of
autophagy, and the levels of both proteins are directly correlated with autophagic flux [46].
In examining LC3B levels on Western blot analysis, we observed no significant changes in
LC3B expression in HG-treated cells (Figure 9B). However, as compared to the NG Control,
the ATG5 levels were markedly downregulated (p < 0.001, Figure 9C), suggesting that HG
impaired autophagic flux in podocytes. Upon treatment with 10 µM UA, LC3B and ATG5
levels increased significantly in HG cells (p < 0.01 vs. NG Control), and LC3B was also
upregulated by UA in the NG group (p < 0.001 vs. NG Control). These results indicate
that autophagy in podocytes was induced in response to UA. Accordingly, pronounced
differences between immunofluorescent staining in the control and UA-treated podocytes
were observed by confocal microscopy (Figure 9E). Unexpectedly, p62 protein, which is
degraded during autophagy, was upregulated by UA in both NG and HG cells (Figure 9D,
p < 0.001 vs. respective Control), which seemed to be in contrast with the LCB3 and
ATG5 results. Quantitative analysis of confocal images confirmed that UA increased the
expression of p62 (Figure 9F). Simultaneously, upregulated p62 levels in non-treated HG
cells suggested that autophagy was reduced by HG, which was in concert with ATG5
Western blot analysis.

3.5. Urolithin A Upregulates Nephrin Protein but Reduces mRNA Expression

Hyperglycemia-induced impairment of nephrin expression is associated with severe
podocyte dysfunction. It has been previously reported that some polyphenolic compounds
modulated the expression of nephrin in vivo and in vitro [47,48]. Hence, we next examined
whether UA affected the expression of nephrin in podocytes cultured in the NG and HG
media. Considering that urolithins can regulate gene expression [27,49], we first performed
the quantitative RT-PCR analysis of NPHS1 gene in podocytes treated with 10 µM UA.
Results revealed that in podocytes from the HG group, nephrin mRNA was significantly
decreased (p < 0.01, Figure 10). Moreover, 24-h treatment of podocytes with UA significantly
reduced the expression of NPHS1 gene in podocytes from NG (p < 0.01), as well as from
the HG group (p < 0.05).

To determine if UA-induced changes in nephrin expression were mirrored by respec-
tive changes in protein levels, we performed a Western blot analysis that confirmed that
total nephrin expression was significantly downregulated in podocytes exposed to HG
(p < 0.05 vs. NG, Figure 11). Yet, in contrast to the qPCR results, upon treatment with 10 µM
UA, nephrin expression was markedly upregulated in NG cells (p < 0.01 vs. NG Control)
and was also elevated, however, not significantly, in HG-treated podocytes.
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nofluorescence and Western blot analysis were performed to examine the expression patterns of 
autophagic markers LC3B, ATG-5, and p62. A representative immunoblot (A). Quantitative densi-
tometric analysis was used to determine the ratios of LC3B (B), ATG-5 (C), and p62 (D) to Alpha 1 
Sodium Potassium ATPase (SPA). Results of experiments performed in duplicate show mean ± SEM 
(n = 3 for ATG5 and p62, n = 4 for LC3B). The Student’s t-test was used to calculate p values. For 

Figure 9. Expression of autophagic markers was upregulated by UA. Podocytes cultured for 7 d
in normal (5.5 mM, NG) or high (25 mM, HG) glucose were incubated for 24 h with 10 µM UA.
Immunofluorescence and Western blot analysis were performed to examine the expression patterns
of autophagic markers LC3B, ATG-5, and p62. A representative immunoblot (A). Quantitative
densitometric analysis was used to determine the ratios of LC3B (B), ATG-5 (C), and p62 (D) to
Alpha 1 Sodium Potassium ATPase (SPA). Results of experiments performed in duplicate show
mean ± SEM (n = 3 for ATG5 and p62, n = 4 for LC3B). The Student’s t-test was used to calculate
p values. For LC3B (B) * p < 0.05 vs. HG Control, ** p < 0.01 vs. NG Control, *** p < 0.001 vs. NG
Control. For ATG-5 (C) * p < 0.01 vs. NG-UA and vs. NG Control, ** p < 0.001 vs. NG Control and vs.
HG-UA. For p62 (D) *** p < 0.001 vs. respective Control. Representative confocal microscopy images
of immunofluorescent staining against LC3B, ATG-5, and p62 (E). Quantification of p62 expression
(F). 500 cells were analyzed per experiment (n = 3), *** p < 0.001 NG vs. HG and UA vs. Control.
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Figure 10. High glucose and UA downregulated the expression of NPHS1 mRNA. Podocytes cultured
for 7 d in NG or HG media were incubated for 24 h with 10 µM UA, and total RNA was isolated and
analyzed by quantitative RT-PCR. Relative levels of NPHS1 mRNA expression were normalized to β-actin.
Each experiment was performed in triplicate, and results are shown as mean ± SEM. The Student’s t-test
was used to calculate p values. * p < 0.05 vs. Control HG, ** p < 0.01 vs. Control NG (n = 3).

Cells 2022, 11, 2471 17 of 26 
 

 

 
Figure 11. Urolithin A increased total nephrin expression in podocytes. 30-µg protein samples from 
total cell lysates were subjected to Western blot analysis followed by quantitative densitometric 
analysis. Nephrin expression in mouse kidney cortex homogenate served as a positive control. A 
representative immunoblot (A). Experiments were performed in triplicate. Results of quantitative 
densitometric analysis corrected for β-actin show mean ± SEM (B). The Student’s t-test was used to 
calculate p values. * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. Control NG, # p < 0.05 vs. Control HG (n = 3–5). 

3.6. Urolithin A Upregulates Nephrin Expression at the Podocyte Surface 
Proper nephrin expression at the podocyte surface is essential for podocyte function, 

so we focused our next analysis on nephrin localized at the plasma membrane. Using an 
antibody directed to the extracellular nephrin domain, we performed a flow cytometry 
assay of podocytes treated as above. The results were in line with these from the Western 
blot analysis and showed not only the HG-induced drop in surface-bound nephrin (Figure 
12A), but also a pronounced nephrin upregulation in response to 10 µM UA in both NG 
and HG podocytes (p < 0.001). 

Figure 11. Urolithin A increased total nephrin expression in podocytes. 30-µg protein samples from
total cell lysates were subjected to Western blot analysis followed by quantitative densitometric
analysis. Nephrin expression in mouse kidney cortex homogenate served as a positive control. A
representative immunoblot (A). Experiments were performed in triplicate. Results of quantitative
densitometric analysis corrected for β-actin show mean ± SEM (B). The Student’s t-test was used to
calculate p values. * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. Control NG, # p < 0.05 vs. Control HG (n = 3–5).
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3.6. Urolithin A Upregulates Nephrin Expression at the Podocyte Surface

Proper nephrin expression at the podocyte surface is essential for podocyte function,
so we focused our next analysis on nephrin localized at the plasma membrane. Using an
antibody directed to the extracellular nephrin domain, we performed a flow cytometry
assay of podocytes treated as above. The results were in line with these from the West-
ern blot analysis and showed not only the HG-induced drop in surface-bound nephrin
(Figure 12A), but also a pronounced nephrin upregulation in response to 10 µM UA in both
NG and HG podocytes (p < 0.001).
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stained with phycoerythrin-conjugated antibody against the extracellular nephrin domain and 

Figure 12. Urolithin A increased nephrin expression at the podocyte surface. Podocytes cultured
for 7 d in normal (5.5 mM, NG) or high (25 mM, HG) glucose were incubated for 24 h with 10 µM
UA, stained with phycoerythrin-conjugated antibody against the extracellular nephrin domain and
analyzed by flow cytometry. Quantitative analysis of UA and UB effects (A) and representative his-
togram showing the effect of UA (B) on extracellular nephrin expression. Results show mean ± SEM.
Mann–Whitney test was used to calculate p values. * p < 0.05 vs. NG Control, ** p < 0.001 vs.
respective Control (n = 5). MFI: mean fluorescence intensity.
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3.7. Intracellular Trafficking of Nephrin Is Modulated by Urolithin A

We next attempted to explain the striking discrepancy between the effects of UA on
nephrin mRNA and protein expression. One of the possibilities was that while simultane-
ously suppressing the NPHS1 gene, UA suppressed the rate of nephrin endocytosis and
slowed down nephrin turnover. To check this hypothesis, we quantified the co-localization
of nephrin and early endosome marker EEA1 (Figure 13). However, confocal analysis
of double-stained cells disclosed that upon UA treatment, the extent of intracellular co-
localization of nephrin end EEA1 markedly increased in both NG and HG cells (p < 0.001).
These results indicate that UA enhanced nephrin trafficking and the effect was independent
on glucose concentration.
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Figure 13. Upon treatment with UA, nephrin co-localization with early endosomal marker EEA1 was
increased. Podocytes cultured for 7 d in normal (5.5 mM, NG) or high (25 mM, HG) glucose were
incubated for 24 h with 10 µM UA. Representative confocal microscopy images of double staining
against nephrin and EEA-1 (A). Quantification of nephrin and EEA-1 co-localization (B) Experiments
were performed in duplicate and 500 cells were analyzed per experiment (n = 3). ANOVA test was
used to calculate p values. *** p < 0.001.

4. Discussion

Urolithins, the products of gut microbiota from ellagitannin rich foodstuff were identi-
fied in humans almost 20 years ago [50]. Since then, numerous in vitro and in vivo studies
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have demonstrated that endogenous as well as exogenously delivered urolithins are potent
multifunctional compounds capable of regulating a variety of cellular processes [11]. Due
to their immense health benefits, urolithins are under consideration for the application in
the treatment of several diseases, including diabetes [51]. Some urolithins circulating in
plasma accumulate in certain tissues, whereas the remaining urolithins pass through the
glomerular filtration barrier, directly contacting its components. Nevertheless, almost no
publications address the action of these compounds on podocytes. Following the estab-
lishment of a HG-induced podocyte injury model, in our present study, we demonstrated
that urolithins affected podocyte viability and nephrin expression, as well as nephrin en-
dosomal trafficking. We revealed that in HG-treated podocytes, UA decreased the rate of
apoptosis, upregulated autophagic flux, and inhibited HG-induced ROS production. Our
further finding was that independent of ambient glucose concentration, UA upregulated
nephrin expression at the podocyte surface and, most likely, accelerated nephrin turnover.
Moreover, we showed that podocytes metabolized urolithins by glucuronidation.

Urolithins are highly lipophilic and thus can easily cross cell membranes. After
being produced in the large intestine, urolithins undergo phase II metabolism (mostly
glucuronidation) in intestinal enterocytes and hepatocytes [10,23]. In our experiments we
have demonstrated that podocytes also actively converted free aglycones to glucuronides
that were then released from the cells into the culture media (Figure 2). In podocytes
cultured in NG, the rate of glucuronidation was relatively high (69% of free aglycone
conjugated after 48-h incubation with UA). However, podocytes from the HG group
exhibited slower metabolism of UA than NG cells, resulting in a 48% decrease of UA after 48 h.
Compared to UA conjugates, free aglycones show much higher biological activity [13,52,53].
Experiments in rats revealed that systemic inflammation triggered tissue deconjugation
of UA-glucuronide to free UA [52], which was probably a mechanism enhancing the
anti-inflammatory activity of urolithin. It is well established that HG induces oxidative
stress and activates a number of inflammatory pathways [47,54]. In our experiments, UA
profoundly decreased ROS production in podocytes from the HG group (Figure 8). Hence,
we hypothesize that slowing down the glucuronidation rate of UA in podocytes exposed
to HG could be protective against the deleterious effects of HG.

Different dose-dependent effects of urolithins on cell viability in vitro were observed
in various cell types [29,44,55,56]. In some cells, UA and UB did not show any cytotoxic
effects up to the concentration of 100 µM [27]; therefore, we tested physiological (10–30 µM)
as well as high (100 µM) concentrations of UA and UB. However, we found that in NG
conditions, only 10 µM UA was not toxic, whereas UB already at that low concentration
impaired podocyte viability (Figure 3). Consistent with previous reports [57,58], exposure
to HG reduced podocyte viability (Figure 4) and increased apoptotic rate (Figure 7A–C),
a well as caspase 3/7 activity (Figure 7D–F), with concomitant downregulation of anti-
apoptotic protein Bcl-2 (Figure 6). Treatment of podocytes with 10 µM UA suppressed
apoptosis and caspase activity and improved cell viability, while UB at all tested con-
centrations aggravated the toxic effect of HG (Figure 4). Yet, at 100 µM concentrations,
both UA and UB dramatically reduced the viability of podocytes from the NG and HG
groups (Figures 3 and 4), which was accompanied by the disruption of the cell architecture
(Figure 5) and increased apoptotic rate (Figure 7). Nevertheless, at the same time, the anti-
apoptotic protein Bcl-2 was upregulated, which could be a defensive mechanism toward
apoptotic stimuli, as has been proposed for some other cells [59,60]. The Bcl-2 protein is
also involved in the inhibition of autophagy, another catabolic process essential for cellular
homeostasis. The predominant function of autophagy is to promote cell survival, although
under some circumstances it is linked to cell death [61]. Together with ATG5, Bcl-2 is
responsible for crosstalk among apoptosis and autophagy [62]. In the context of our results,
Bcl-2 upregulation at 100 µM UA could be directed against UA toxicity, as a cytoprotective
mechanism abolishing the cell death-inducing autophagy. On the other hand, subcellular
localization of Bcl-2 is distributed between mitochondria—which are the main site of Bcl-2
expression—and other organelles. A small portion is localized to the endoplasmic retic-
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ulum (ER) membrane, and only ER-targeted Bcl-2, but not mitochondrial Bcl-2, inhibits
autophagy [63,64]. However, in this study, we did not investigate the subcellular expression
of Bcl-2 in podocytes exposed to UA.

In different in vitro studies on podocytes, HG has been reported either to induce [42]
or to attenuate [41] autophagy. This apparent discrepancy has been cleared up in a study
in which the authors demonstrated that the autophagic flux depended on the duration of
exposure to HG. Autophagy was induced after a short-term (48-h) treatment of podocytes
with HG, while it was repressed after a long-term (15-d) exposure to HG [43]. In line with
this finding, our study revealed that the long-term (7-d) exposure of podocytes to HG
suppressed autophagy, which was reflected by downregulation of ATG5 and upregulation
of p62 levels (Figure 9C,F). At the same time, the level of autophagosome marker LC3B
remained unchanged (Figure 9B). Yet, the number of autophagosomes does not always
correspond to the autophagic activity. As a matter of fact, it is resultant of the balance
between the rate of their generation and the rate of their conversion into autolysosomes.
Thus, lack of LC3B downregulation may represent suppression of autophagy downstream
of autophagosome formation [65]. However, upon treatment with 10 µM UA, both LC3B
and ATG5 were upregulated, which indicates that UA stimulated autophagy in HG, and
most likely in NG podocytes. These results suggest that in HG-treated podocytes, UA
could induce recovery from an apoptotic state by upregulating autophagic flux.

As it is recommended that the measurement of autophagic flux be performed in com-
bination with several markers, we also determined the expression of p62, also known as
SQSTM1/sequestome 1. The p62 molecules are selectively incorporated into autophago-
somes through direct binding to LC3 and are degraded by autophagy. Thus, the total
cellular expression levels of p62 inversely correlates with autophagic activity, and p62 is
frequently used to monitor autophagic flux [66]. Therefore, we were astonished to realize
that in podocytes treated with 10 µM UA, p62 was significantly upregulated (Figure 9D–F),
which is usually associated with the reduction of autophagic activity. Yet, several factors,
including transcriptional upregulation, can affect the whole-cell p62 level under certain
conditions [66,67]. The transcriptional activity of urolithins has been documented in sev-
eral studies [44,68,69], which makes it likely that UA could affect the expression of p62
independent of autophagy. Furthermore, in addition to its cytosolic functions, including
involvement in autophagy, p62 also forms nuclear bodies, the role of which is not fully
understood [70].

Normal nephrin expression is critical for slit diaphragm integrity and podocyte struc-
ture and function. Disturbances in nephrin abundance and cellular localization are consid-
ered to cause podocyte injury and loss [71,72], which is in turn associated with the majority
of glomerular diseases [73]. Several mechanisms have been postulated to mediate podocyte
depletion in nephrin-deficient glomeruli. Surprisingly, disturbances in nephrin expression
are not associated with apoptosis [74]. Proteinuria, a hallmark of many glomerular dis-
eases, precedes podocyte impairment. Among the few published studies on the effects of
urolithins on kidney function, one study showed UB ameliorated proteinuria in a unilateral
ureteral obstruction rat model [75]. Thus, exploring the effects of UA on nephrin expression
seemed to be particularly interesting to us.

High glucose downregulated nephrin at both mRNA (Figure 10) and total protein
(Figure 11) levels, which was consistent with previously published data [76–78]. Simulta-
neously, HG-treated podocytes expressed less nephrin at the surface (Figure 12). In the
presence of UA, surface nephrin was increased, which was accompanied by the elevation
of total nephrin expression in the whole-cell lysates. However, this was accompanied
by a pronounced drop of NPHS1 mRNA levels, which was an unexpected finding. Dis-
crepancy between the abundance of cognate protein and RNA molecules is frequently
observed, whereas quantitative relations between RNA and protein are still not fully un-
derstood [79,80]. It has been proposed that such an inverse correlation may be due to the
regulation of translation [81] and is frequently associated with the molecular and struc-
tural polarity of some cells [82], such as podocytes. Urolithin A is known to modulate
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multiple intracellular signaling pathways [28], so we can speculate that UA also affected
transcriptional activity in podocytes.

Some studies have revealed that the decreased abundance of surface nephrin was
associated with enhanced internalization of the protein [83,84]. Hence, we investigated in
a converse situation, when nephrin expression at the podocyte surface was upregulated
by UA, whether nephrin endocytic trafficking could be impaired. Based on the detailed
study on nephrin incorporation into endosomal structures [85], we examined the intra-
cellular co-localization of nephrin with early endosome marker EAA1 that was shown to
highly co-localize with nephrin at an early phase, as well as over a long time of internal-
ization. In podocytes exposed to HG, nephrin incorporation into EAA1-positive compart-
ments increased, which indicated that endocytosis was enhanced in HG cells, as described
previously [83]. However, as shown in Figure 13B, in both NG- and HG-treated podocytes,
incubation with UA further augmented nephrin trafficking. Thus, both synthesis and endo-
cytosis of nephrin were augmented by UA, which suggests that UA accelerated nephrin
turnover. Of all the urolithin isoforms, UA and UB are the most frequently tested com-
pounds. Both urolithins have been shown to exert various in vitro and in vivo biological
activities, that in general are considered to be beneficial [11,17]. In this study, we show that
in HG-treated podocytes, UA demonstrated its cytoprotective properties more effectively
than UB. Moreover, UB seemed to negatively affect podocyte viability more readily than
UA. Thus, our results suggest that in HG milieu mimicking diabetes, UA may have higher
therapeutic potential than UB. However, one should note that concentrations of highly
bioactive free aglycones in the culture media were higher than in the in vivo conditions.
In plasma, as well as in tissues, most urolithins are found in a less active conjugated
form, no matter if administered orally or directly injected [9,86]. So far, various conditions
(e.g., concentration, incubation time, conjugates, or free aglycones) for in vitro studies on
urolithins have been used by different authors. It still remains questionable, however,
to what extent the experiments yield physiologically relevant results [16]. Nevertheless,
it is tempting to consider future treatment of podocytes (e.g., with nanoparticle carriers
that would transport active urolithin aglycones directly to the target cells). In this context,
in vitro studies may provide essential data on safety and efficiency of such treatment.

In summary, our results show that urolithins are involved in mechanisms regulating
podocyte viability. Observed in HG milieu, the pro-survival effects of urolithins, and par-
ticularly those of UA, make these polyphenolic compounds potent therapeutic candidates
against podocyte impairment in diabetes. Slowing down UA glucuronidation in HG milieu
could represent the adjustment of podocytes to the current demand for highly active free
aglycone. Furthermore, enhanced by UA, nephrin turnover suggests that slit diaphragm
integrity could be modulated by this compound. However, considering their pleiotropic
activities, urolithins need to be carefully studied with respect to potential long-term merits
and the adverse effects.
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