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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Tomasza Kuleszy

pt ,,Rola transporteréw fosforanowych w rozwoju kiebuszkowej kalcyfikacji oraz w

indukgcji insulinoopornosci podocytéw”

wykonanej pod kierunkiem dr hab.inz. Agnieszki Piwkowskiej, prof. Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Komorkowej PAN

Komorki podocytarne kiebuszkdw nerkowych stanowig jeden z trzech elementow bariery
filtracyjnej, przez ktdrg przesgczane sg w nerkach sktadniki krwi. Rola podocytdw jest jednak
bardziej ztozona i obejmuje tez synteze prawie wszystkich biatek tworzacych filtr kigbuszkowy,
$cistg interakcje z pozostatymi komérkami kigbuszka i cewki blizszej nefronu, a takze
mechaniczne wsparcie wtosniczek ktebuszka, w ktorych cisnienie krwi jest wyisze, niz w innych
naczyniach wtosowatych. Pomimo petnienia tak wielu kluczowych zadan, s3 to jedyne komorki
nerek, ktére nie maja zdolnosci proliferacji Oznacza to, ze utrata podocytéw jest nieodwracalna,
a to pociaga za sobg zniszczenie catych nefronéw, prowadzac do postepujgcej niewydolnosci
nerek. Wyjatkowo istotne jest wiec poznanie mechanizméw uszkadzajacych te komérki , co
moze umoziiwi€ ich ochrone w warunkach, kiedy narazone s3 na zniszczenie. Do takich
czynnikéw naleiy insulinoopornosé, ktéra towarzyszy jednej z gtéwnych choréb cywilizacyjnych,
jaka jest cukrzyca typu 2. Niewydolnos¢ nerek jest jedng z gtéwnych przyczyn zgonéw w
cukrzycy, a wywotana hiperglikemia i insulinoopornoscig podocytopatia jest poczgtkiem
postepujacych i nieodwracalnych zmian w tym narzadzie. Z tego wzgledu temat badar bedacy
przedmiotem dysertacji Pana mgr Tomasza Kuleszy uwazam za szczegoélnie istotny i aktualny.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sktada sie z tematycznie powigzanych trzech
publikaciji, z czego dwie sg pracami oryginalnymi, a trzecia-pracg poglagdowa, podsumowujacg
aktualny stan wiedzy dotyczacy sodozaleznych transporterow z rodziny SLC20. W pracy tej
podkreslono tez, ze tylko pojedyncze opublikowane artykuty odnoszg sie do ekspresji tych
biatek w podocytach. Wszystkie trzy artykuty zostaty opublikowane w czasopismie J Cell Physiol
(IF 6,398), a Doktorant jest pierwszym autorem kazdego z nich. Wskazuje to na Jego wiodaca
role w powstaniu i opublikowaniu kazdej z tych prac, a potwierdzeniem sg stosowne
oswiadczenia WSzystkich autoréw, zamieszczone na koricu rozprawy. Publikacje poprzedzono
syntetycznie sformutowanym, pigeciostronicowym wstepem, po ktérym przedstawiono ogélny
cel wraz z opisem celéw szczegétowych, opis metod oraz oméwienie wynikéw przedstawionych
w kazdej z publikacji. Kolejno zamieszczono pie¢ wnioskow oraz wniosek koricowy, a takze
bibliografie obejmujaca 66 pozyciji literaturowych, w wigkszosci z ostatnich 10 lat.
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Nieprawidtowa gospodarka fosforanowa i zwapnienie tkanek nalezg do powiktan czesto
obserwowanych w cukrzycy. Mgr Tomasz Kulesza postawit sobie za zadanie okreslenie wptywu
wysokiego stezenia glukozy, odpowiadajgcego hiperglikemii, a takze wptywu wysokiego
stezenia insuliny, odpowiadajacego hiperinsulinemii na homeostaze fosforanowa w
podocytach. Celem Jego pracy byto tez okreslenie w podocytach ekspresji biatek tworzacych
system transportu fosforanéw. Eksperymenty przeprowadzone na szczurach z wyindukowang
cukrzyca wykazaty, ze zaburzeniom gospodarki fosforanowej towarzyszy kalcyfikacja tkanki
nerek oraz zmiany ekspresji transporteréw fosforanowych w kiebuszkach nerkowych. Kolejne ,
szczegbtowe badania przeprowadzone na ludzkich podocytach ukazaty, ze komorki te posiadajg
zréznicowany system transportu fosforanéw, a zwyrodnienie tkanki nerkowej moze wynikac ze
spowodowanych cukrzycg zmian ekspresji tych biatek. U podfoza rozwoju cukrzycy typu 2 lezy
insulinoopornosé i $cisle zwigzana z tym hiperinsulinemia. Przeprowadzone przez Doktoranta
badania na podocytach dowiodty, ze przedtuzona ekspozycja na insuling 0 wysokim stezeniu
znieczula komérki na dziatanie tego hormonu. Pan mgr Kulesza wykazat tez, ze mechanizm
prowadzacy do insulinoopornosci podocytéw obejmuje translokacje i interakcje pomiedzy
biatkami odpowiedzialnymi za transport fosforanéw.

Przedstawione w dysertacji rezuitaty sg wynikiem wielu czasochtonnych badan in vivo i in vitro,
z ktérych kazde z osobna wymaga opanowania specyficznego warsztatu badawczego. Dla
opracowania wynikow Doktorant postuzyt sie wieloma technikami analitycznymi,
obejmujacymi zaréwno metody z zakresu biochemii, jak i biologii molekularnej, czy mikroskopii.
Jest to dowodem, ze w trakcie realizacji projektu , Pan mgr Kulesza opanowat bardzo
zréznicowany warsztat badawczy, co na pewno korzystnie wplynie na Jego dalszy potencjat
naukowy. Ponadto, opublikowanie wynikéw badan w tak wysoko punktowanym i
rygorystycznie recenzowanym czasopismie jest dowodem na umiejetnos¢ oceniania,
analizowania i syntetycznego przedstawiania uzyskanych rezultatéw. Dowodzi to rowniez, ze
tematyka prac jest bardzo istotna z naukowego punktu widzenia.

Uzyskane w ramach tej pracy wyniki majg charakter innowacyjny i dostarczajg nowych
informaciji, wzbogacajacych wiedze o patomechanizmach uszkodzer podocytéw .
Najwazniejsze obserwacje ujete w rozprawie Pana mgr Tomasza Kuleszy dowodzg, ze

e Podocyty ludzkie posiadajg sodozalezne transportery fosforanéw, ktérych ekspresja w
hiperglikemii zmienia sie, a to wigze sie z kalcyfikacjg komérek oraz catych kigbuszkéw
nerkowych

e Insulina obniza w podocytach btonowa ekspresje biatek uczestniczacych w transporcie
fosforanéw.

¢ Insulinooporno$¢ w podocytach pojawia sie nie tylko w odpowiedzi na wysokie stgzenie tego
hormonu, ale tez, niezaleznie od insuliny, wskutek zahamowania ekspresji transportera
fosforanow

Tym nie mniej , w trakcie lektury dysertacji nasunety mi si¢ nastgpujace pytania i uwagi:
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1. Cel pracy- sformutowanie ,wyjasnienie wptywu srodowiska cukrzycowego” jest poprawne w
stosunku do eksperymentdw in vivo na szczurach, ale nie do korica odpowiada warunkom
hodowli podocytéw in vitro. Pozywka hodowlana zawierata glukoze o wysokim stezeniu, ale w
warunkach cukrzycy podocyty sg dodatkowo eksponowane na egzogenne czynniki , np. cytokiny
czy hormony, pochodzace z innych komodrek ktebuszka oraz z filtrowanego osocza.

2. W ramach pracy zostaty osobno zbadane efekty uzyskane w warunkach hiperglikemii , a osobno
w warunkach hiperinsulinemii. W cukrzycy T2 najcze'$ciej oba te stany wystepuja jednoczesnie.
Mam $wiadomo$c¢ ograniczeri czasowych w realizacji projektu doktorskiego, ale brakuje mi
jakiegokolwiek odniesienia sie do potrzeby (planowania?) kolejnych badan, taczacych
hiperglikemie z hiperinsulinemig

3. W opracowaniu Doktorant ewidentnie myli dwa pojecia: bfony szczelinowej i szczeliny
filtracyjnej. SD to btona szczelinowa (S-slit, D — diaphragm). Szczelina filtracyjna migdzy
podocytami to filtration slit. Odstepy pomiedzy wypustkami sgsiadujgcych komorek, to
szczeliny, ktére sg przestoniete btong (SD) rozposcierajaca sie nad szczeling i taczacy te
wypustki. Przydatby sie schemat bariery filtracyjnej, na ktérym wyraznie bytyby ukazane jej
elementy.

4. Wstep, str 12-,Podocyty, obok srédbtonka i btony podstawnej, s3 najbardziej dynamicznym
elementem bariery filtracyjnej”. Bariera filtracyjna sktada sie z trzech wymienionych
elementdw, a podocyty sg najbardziej dynamicznym elementem SPOSROD tych trzech. Ale co
konkretnie kryje sie za ogélnym i mato méwigcym okresleniem ,,dynamiczne” , ktére pojawia
sie w streszczeniu i we wstepie? ‘

5. Rycl Brakuje wyja$nienia skrétéw okreslajacych konkretne biatka. Schemat z pewnoscig miat na
celu proste podsumowanie mechanizméw homeostazy fosforanowej, ale przez brak objasnien
przesledzenie schematu jest do$¢ czasochtonne

6. SG- standardowe stezenie glukozy w pozywce RPMI1640 wynosi 11 mM i jest 2x wyisze, niz
fizjologiczne stezenie glukozy w osoczu. Oznacza to, ze podocyty kontrolne tez sg eksponowane
na glukoze o stezeniu i osmolarnosci jak w warunkach cukrzycy

7. Przeciwciata pierwszorzedowe s3 wymienione w Tabeli 1 w oméwieniu wynikéw i Tab 2 w
publikacji 1 . A przeciwciata drugorzedowe?. Dlaczego zostaty pominigte?

8. W opisie procedur kilkukrotnie uzyte jest stowo ,permabilizacja”. Poprawnym okresleniem jest
permeabilizacja

Publikacja 1

1. kontrolne szczury miaty glikemie .ok. 120 mg/dl, co dla gryzoni jest poziomem w zakresie
normalnych wartosci . Kontrolne ludzkie podocyty in vitro hodowano w pozywce zawierajgce;j
198 mg/di, co odpowiada nie normo-, a hiperglikemii

2. Rycina 3b przedstawia immunofluorescencyjnie barwione biatka transporteréw fosforanéw,
czemu towarzyszy komentarz, ze intensywna fluorescencja wystepuje w btonie komdrkowej i w
wyrostkach stopowatych. Nie widze jednak zadnego dowodu na wspomniang tu komodrkowa
lokalizacje tych transporteréw. Czy Doktorant dysponuje zdjeciami wskazujacymi na
kolokalizacje jakiego$ biatka btonowego z badanymi transporterami? Np. podocyny, nefryny
(dla wypustek stopowatych) lub podokaliksyny (ciato komorki)?
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Publikacja 2

1. Insulina w $srodowisku hodowlanym jest degradowana przez komoérkowe insulinazy. Czy po 24-
godzinnej inkubacji podocytéw z insuling sprawdzono, jakie jest jej faktyczne stgzenie?

2. Podocyty in vitro byly inkubowane ze 100 nM insuling, co jest opisane jako warunki
hiperinsulinemii, natomiast kontrolne komérki pozostawaty w pozywce bez insuliny. Mozna
wiec wnioskowaé, ze kontrola dotyczyta komérek w warunkach hipoinsulinemii. Dlaczego nie
inkubowano podocytéw kontrolnych z insuling o fizjologicznym stezeniu?

Publikacja 3

1. Fig4 - dlaczego wybrano synaptopodyne , jako wskaznik wspélnej lokalizacji z transporterami
fosforanéw? Transportery s3 umiejscowione w bfonie, a synaptopodyna jest zwigzana z aktyna
wewnatrz komoérek i jej ekspresja wskazuje na strukture cytoszkieletu. Ciekawe bytoby
pokazanie ekspresji transporteréw Pitl i Pit2 z synaptopodyng lub F-aktyng w warunkach
hiperinsulinemii, kiedy cytoszkielet ulega rearanzacji, a jednoczesnie zmienia si¢ btonowa
ekspresja transporterow

Wszystkie moje uwagi dotyczg spraw technicznych i nomenklaturowych i w zaden sposob nie
wplywajg na merytoryczng ocene pracy doktorskiej.

Podsumowuijac, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja doktorska mgr Tomasza
Kuleszy jest niezwykle wartosciowa zaréwno z naukowego jak i aplikacyjnego punktu widzenia.
Whnosze tym samym do Komisji ds. Przewodoéw i Postepowan Doktorskich Rady Naukowej
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej
Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Tomasza Kuleszy do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki maja nowatorski charakter i mogg bardzo
istotnie przyczyni¢ sie do zrozumienia mechanizméw prowadzacych do podocytopatii w
cukrzycy. Ponadto, moga one stanowi¢ podstawe do opracowania farmakoterapii chronigcej
podocyty przed skutkami insulinoopornosci . Dlatego, z racji na wysoka warto$¢ merytoryczng
rozprawy potwierdzong wysokim sumarycznym wskaznikiem IF = 19,194 (publikacje
pierwszoautorskie), wnosze o jej wyrdéznienie.

Budbn Jod.

Barbara Lewko
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