Ocena
dorobku naukowego i rozprawy habilitacyjnej
dr n. med. Agnieszki Piwkowskiej adiunkta Zespolu Kliniczno-Badawczego
Molekularnej i Komérkowej Nefrologii IMDiK PAN w Warszawie

1. Rys biograficzny

Dr. n. med. Agnieszka Piwkowska ukonczyta Wydziat Chemiczny
Politechniki Gdarskiej w 2000 roku otrzymujac tytut magistra biotechnologii. .
W tym roku rozpoczeta studia doktoranckie, ktére kontynuowata do 2005r w
Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdarskiej Rozprawe
doktorska obronita na Wpydziale Lekarskim Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego w 2005 r. W 2006 roku rozpoczeta prace w Zespole Kliniczno-
Badawczym Molekularnej i Komérkowej Nefrologii IMDIK PAN w Gdarsku ,
ktorg kontynuuje na stanowisku adiunkta

2. Dziatalno$¢ irozwoj naukowo-zawodowy

W 2005r pod kierunkiem pana Prof. Edwarda Borowskiegor Habilitantka
otrzymata tytut doktora nauk medycznych Wydziatu Lekarskiego AM w
Gdansku na podstawie przewodu i rozprawy doktorskiej pt " Modulatory biatek
ABC i antymetabolity w badaniach nad opanowaniem problemu opornosci
wielolekowej komorek nowotworowych”. Wyniki tych badan sg przedmiotem
miedzynarodowego zgtoszenia patentowego
Wymienione ponizej odbyte staze, szkolenia naukowe i zdobyte granty
pozwolity uksztattowaé Jej sylwetke naukowa i zdobyé doswiadczenie i
opanowanie warsztatu badawczego na wyrézniajgcym poziomie. Byty to:

a. V Miedzynarodowa Konferencja Cytometrii w Rynii,

b. Gliwice Science Encounters, Molecular Biology in Cancer Research,

c. ‘| Szkoty Cytometrii Przeptywowej Becton Dickinson” Jadwisin.

d. Ponadto firma L'Oreal przy wsparciu Polskiego Komitetu ds. UNESCO
doceniajgc dorobek naukowy, przyznaty Habilitanntce stypendium w
ramach konkursu ,Kobiety Nauki 2003”.

e. Brata réwniez udziat w organizacji konferencji ,8th International
Symposium on Molecular Aspects of Chemotherapy”, ktéra odbyta sie w
Gdansku.

f. Ponadto byta i jest wspotwykonawcg i wykonawca 12 grantow naukowo-
badawczych PAN, KBN i MEN

Oceniajac dziatalnos¢ zawodowsg, i rozwdj nalezy podkreslié, iz Habilitantka
stanowi przyktad rozwoju naukowego absolwentéw niemedycznych wydziatow ( w
tym przypadku Woydziatu Chemii), ktérych doéwiadczenie zawodowe (znajomosé
nowoczesnych metod, piSmiennictwa i wiedza merytoryczna zdobyta we wspétpracy
z doswiadczonym w temacie Zespole Specjalistow) owocujg w wysoce
specjalistycznym, profesjonalnym badaniem poditoza choréb w modelach
doswiadczalnych. Otrzymane wyniki badan daty Habilitantce asumpt do
zbiorczego opracowanie i przedstawienie dorobku w postaci rozprawy habilitacyjnej.



3. Ocena dorobku naukowego.

Przedstawiony do oceny dorobek naukowy Habilitantki obejmuje 21 publikacji o
tacznym IF: 53.840(wedtug listy Journal Citation Reports). Liczba cytowan wszystkich
publikacji wg bazy Web of Science wynosi 228 (natomiast ta liczba bez autocytowan
wynosi 199). Indeks Hirscha dla wszystkich publikacji wg bazy Web of Science:
wynosi 8. 16 prac powstato po doktoracie ( po 2005 r.) i jest opublikowana w w
czasopismach z listy filadelfijskiej o tacznym IF = 45.912 (W 10 publikacjach
Habilitantka jest pierwszym autorem). Pieé z tych publikacji ( o tacznym IF= 17,959
) stanowi podstawe rozprawy habilitacyjnej.

Ponadto Habilitantka jest autorem 24 doniesien zjazdowych prezentowanych na
krajowych (11) i miedzynarodowych (13) zjazdach i sympozjach naukowych.

Prowadzone przed doktoratem badania dotyczyty opornosci wielolekowej
nowotworow. Wykazano w nich m.in,, Ze modyfikatory aktywnosci biatek
transportowych dla ksenobiotykow sa zwigzkami kompetycyjnymi w stosunku do
stosowanych w klinice cytostatykdw. Wyniki tych badan byly przedmiotem
miedzynarodowego zgloszenia patentowego i zostaly opublikowane w
impaktowanych ( IF:0.600 - 2.286) czasopismach (Acta Bioch. 2002;2003;2005; Pol.;
Cancer Prevention and Detection 2004, Bioorg.Med.Biochem 2002.)

W dorobku naukowym Habilitantki po doktoracie mozna wyrézni¢ dwie
gtéwne linie tematyczne badan ktérych wyniki zostaty opublikowane przewaznie w
impaktowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Pierwszy temat
dotyczyt jeszcze roli ABC-transporteréow w opornoscie wielolekowej w onkologii
(Bioorg.Med.Chem. 2006) jak i eliminacji organicznych anionéw i lekéw przez
podocyty (Postepy Biochemii 2008). Drugi temat badan pozostaje w $cistym zwiazku
z tematem rozprawy habilitacyjnej i dotyczy badan funkcj podocytow w modelu
do$wiadczalnym stresu oxydacyjnego (rola NAD(P)H oxydazy (Acta Biochim. Pol.
2013), receptorow purynergicnych, ATP, AMPK-PTEN, exo-fosfodiesterazy, w
insulinowrazliwosci i funkcji transportowej glukozy podocytow. Te warto$ciowe
prace ( nie zawierajace pieciu ponizszych) zostaly opublikowane w czasopismach o
IF:1.85 - 4.152 takich jak BBA 2010; J.Cel .Report 2010; Exper.Cell Res 2012;
BBRC 2011; 2014; Int.J.Biochem.Cell.Biol.2014;

4. Ocena rozprawy habilitacyjnej (osiggniecia naukowego) pod tytutem
zbiorczym :

Rola kinazy biatkowej G i reaktywnych form tlenu w regulacji funkgciji
podocytéw w warunkach fizjologicznych i wybranych stanach
patofizjologicznych

Podstawe oceny stanowi zbi6r pieciu, spojnych tematycznie publikacji o
sumarycznym IF= 17.959 (KBN/MNiSW = 155) omédwionych szczegdtowo w
specjalnym akapicie autoreferatu Habilitantki.

Autorzy publikacji, rok wydania, tytufy publikacji, nazwa wydawnictwa.lF.



1) Piwkowska A, Rogacka D, Audzeyenka |, Jankowski M, Angielski S.
High glucose concentration affects the oxidant-antioxidant balance in cultured mouse
podocytes J Cell Biochem. 2011, 112(6):1661-72. IF = 2.868; KBN/MNiSW = 30

2) Piwkowska A, Rogacka D, Jankowski M, Kocbuch K, Angielski S.

Hydrogen peroxide induces dimerization of protein kinase G type la subunits and
increases albumin permeability in cultured rat podocytes.J Cell Physiol. 2012,
227(3):1004-16. IF = 4.218; KBN/MNiSW = 35

3) Piwkowska A, Rogacka D, Kasztan M, Angielski S, Jankowski M.

Insulin increases glomerular filtration barrier permeability through dimerization of
protein kinase G type la subunits. Biochim Biophys Acta. 2013, 1832(6):791-804.
IF2012 = 4.910; KBN/MNiSW = 40

4) Piwkowska A, Rogacka D, Audzeyenka |, Angielski S, Jankowski M.

High glucose increases glomerular filtration barrier permeability by activating protein
kinase G type la subunits in a Nox4-dependent manner. Exp Cell Res. 2014,
320(1):144-52. IF2012 = 3.557; KBN/MNiSW = 30

5) Piwkowska A, Rogacka D, Angielski S, Jankowski M.

Insulin stimulates glucose transport via protein kinase G type | alpha-dependent
pathway in podocytes. Biochem Biophys Res Commun. 2014, 446(1):328-34.
IF2012 = 2.406; KBN/MNiSW = 20

Omowienie:

Wprowadzenie

Zagadnieniem badawczym rozprawy jest rola kinazy biatkowej G typu | alfa
(PKGla) i reaktywnych form tlenu w regulacji przepuszczalno$é¢ bariery filtracyjnej
ktebuszkow i izolowanych podocytéw co stanowi jeden z mechanizmoéw zaburzenia
regulacji bariery filtracyjnej ktebuszkéw glomerulopatii cukrzycowe;j.

W bardzo szczegétowym omowieniu fizjologii podocytéw przedstawione sa znane
mechanizmy ich fizjologii, rola receptorow i przekaznikéw Il-rzedu dla
naczynioaktywnych endogennych substancji miedzy innymi receptorow dla
angiotensyny |l, prostaglandyny E2, przedsionkowego czynnika natriuretycznego
(ANP), ktére oddziatujg poprzez jony wapnia, fosfolipaza C/1,4,5-trifosforan inozytolu,
cAMP, oraz szlak sygnatowy zwigzany z cGMP. Substancje zwiekszajgce ilo$é¢
cGMP, takie jak ANP czy SNP (donor NO), powodujg przegrupowanie F-aktyny. i
powoduje zwiekszenie przepuszczalnosci dla albuminy. Oznacza to, ze kurczliwo$é
komorek podocytarnych moze i powinna by¢ regulowana przez czynniki
naczynioruchowe, w tym te, ktére prowadzg do ich relaksacji poprzez wytwarzanie
cyklicznego GMP (cGMP) i aktywowanie przez ten nukleotyd kinaze biatkowg G typu
| (PKGI). PKGI posiada dwie izoformy, a i B powstajace wskutek alternatywnego
sktadania mRNA i réznigce sie N-koncowymi fragmentami o dtugosci ok. 100 reszt
aminokwasowych. Roznice w N-terminalnym korncu izoform a i B wptywajg przede
wszystkim na powinowactwo do cGMP, specyficzno$¢ wzgledem substratu
biatkowego, a takze lokalizacje. Nadtlenek wodoru jest kolejnym waznym czynnikiem
aktywujacym PKGla na skutek jej dimeryzacji. Zwieksza sie w ten sposéb iloéé



PKGla w formie aktywnego homodimeru, ktéry charakteryzuje sie 7-krotnym
zwiekszeniem powinowactwa do jej substratow

Wyniki oryginalnych badan opisanych w habilitacji.

1.W badaniach wykazano oryginalnie obecnos¢ kinazy biatkowej G typu la w
hodowli pierwotnej komoérek podocytarnych (Publikacja 2.). Stwiedzono, ze
aktywno$¢ PKGla podocytdw wykazujg na zaleznos¢ pomiedzy hiperglikemia a
aktywnoscig oksydazy NAD(P)H. Juz po krétkim czasie inkubacji podocytow w
obecnosci wysokich stezen glukozy, wzrasta aktywnos¢ tego enzymu, przy czym
jest ona duzo wyzsza w homogenacie otrzymanym z podocytéw w poréwnaniu z
catymi kiebuszkami nerkowymi Podocyty moga by¢ wigc komoérkami zdolnymi
generowa¢ znaczne ilosci ROS i jednoczesnie bardzo czutymi na zmiany jego
stezenia.

2. Logicznym nastepstwem byto wykazanie . roli reaktywnych form tlenu w
regulacji aktywnos$¢ kinazy biatkowej G typu | alfa i jej szlak przekazywania
sygnatu w komédrkach podocytarnych

Wiasciwosci te zostaly uwidocznione w odniesieniu do nadtlenku wodoru (H202),
ktory w ostatnich latach uwazany jest za wazng czasteczke sygnatowa w komarkach.
W cukrzycy dochodzi innymi do wzrostu aktywno$ci enzymédw zaangazowanych w
generowanie ROS oraz do hiperfiltracji i hipertrofii komoérek kiebuszka nerkowego.
Towarzyszy temu wzrost produkcji ilosci reaktywnych form tlenu, ktérych gtéwnym
zrodtem jest oksydaza NAD(P)H. Komorki podocytarne posiadajg kilka izoform
oksydazy NAD(P)H (NOX1, gp91phox, NOX4) . W badaniach wykazano zaleznos$¢
generacji ROS od stezenia i czasu inkubacji podocytow z glukozg . Metodg RT-
PCR i immunodetekcji, wykazano obecno$é czterech podjednostek bionowych
NOX1, NOX2, NOX4, p22phox oraz podjednostek cytoplazmatycznych p47phox
i p67phox oksydazy NAD(P)H. Stwierdzono réwniez, ze diugotrwata inkubacja
podocytow w Srodowisku z wysokim stezeniem glukozy powoduje statystycznie
znamienny wzrost jedynie podjednostki NOX4. (Publikacja 1.). W oryginalnych,
nowoczesnych badaniach roli podjednostki NOX4 w indukowang przez wysokie
stezenia glukozy produkcje ROS zastosowano wyciszajgcy RNA (siRNA NOX4).
Stwierdzilismy znaczace obnizenie ilosci biatka NOX4 w podocytach po transfekcji
siRNA aktywnosci oksydazy NAD(P)H w obecnosci wysokich stezen glukozy. Wydaje
sie zatem, ze wzrost generacji ROS w obecnhos$ci wysokich stezen glukozy jest
zwigzana z nadekspresja podjednostki NOX4 oksydazy NAD(P)H (Publikacja 1.).
Wykazano rowniez, ze podjednostka NOX4 oksydazy NAD(P)H odgrywa tez
kluczowa role w regulacji aktywnosci SOD, GPx i CAT w komérkach
podocytarnych eksponowanych na wysokie stezenia glukozy. (Publikacja 1.).

3. Dalsze bdania wykazaty ze insulina zwieksza aktywnos¢ tego enzymu
aktywnos¢ i NAD(P)H-zalezng generacji rodnikéw nadtlenowych w podocytach
i izolowanych kiebuszkach nerkowych. (Publikacja 3.). Tak wiec oryginalne
wyniki badan habilitantki potwierdzone ostatnio tez przez wyniki badan innych
autoréow w roznych typach komoérek wskazujg na nowy mechanizm regulatorowy
dziatania insuliny. (Publikacja 2.).

4. Oryginalnym odkryciem byto réwniez odkrycie zjawiska dimeryzacji PKGla pod
wptywem nadtlenku wodoru jak i przy inkubacji w wysokim stezeniu glukozy czy
obecnosci insuliny.(Publikacj 2., 3., 4.). Badania te swiadcza ,, Zze w komoérkach
podocytarnych insulina i glukoza sg odpowiedzialne za oksydacyjng aktywacje
PKGla poprzez aktywacje podjednostki NOX4 oksydazy NAD(P)H.



5. W dalszych badaniach potwierdzono, ze insulina zwigeksza dokomoérkowy
transport glukozy na skutek aktywacji izoformy PKGla. w komérkach
podocytarnych. (Publikacja 5.).

6. Dodatkowo,badania Habilitantki wykazaty nowy mechanizm PKGla w regulacji
aparatu kurczliwego komérek podocytarnych . Wiadomym byto, ze PKGI wptywa
na rozkurcz migsni gtadkich poprzez oddziatywanie z biatkami aparatu kurczliwego
komorek. Proces skurczu jest regulowany przez kinaze MLCK i odbywa sie przez
fosforylacje seryny w pozycji 19 regulatorowego fancucha lekkiego miozyny (MLC).
Dziatanie antagonistyczne posiada fosfataza lekkich tancuchéw miozyny, MLCP.
MLCP stanowi bezposredni substrat dla PKGla..

. Stosujgc swoiste przeciwciata wykazano, ze H202 powoduje wzrost stopnia
fosforylacji MYPT1, a jednoczesnie zmniejsza stopien fosforylacji MLC
Aktywator PKGI (8-Br-cGMP) powoduje podobny efekt co nadtlenek wodoru i ze w
obecnosci nadtlenku wodoru zwigksza sie ilos¢ PKGla w obszarze przybtonowym,
oraz zmienia sie¢ rozmieszczenie fosfatazy MYPT1 Zaobserwowano roéwniez
znaczny wzrost ilosci biatka MLC w podocytach inkubowanych w obecnosci
wysokiego stezenia glukozy, przy rownoczesnym istotnym spadku stopnia fosforylacji
MLC w tym $rodowisku. Powyzsze wyniki sugeruja, ze warunki wysokie stezenie
glukozy moze promowac rozkurcz aparatu kurczliwego podocytéw. (Publikacja
2.). Potwierdzono réwniez, ze. inkubacja komérek podocytarnych z insuling zwigksza
ilos¢ ufosforylowanej fosfatazy MYPT1 i zmniejsza ilo§¢ ufosforylowanej miozyny.
Przedstawione e tej pracy eksperymenty wskazuja, ze insulina poprzez wzrost
produkcji reaktywnych form tlenu poprzez aktywacje PKGla, bierze rowniez
udziat, w regulacji aparatu kurczliwego komoérek podocytarnych. (Publikacja
3.).

7. Znaczenie funkcjonalne obserwowanych zmian biochemicznych potwierdzono
w badaniu regulacji przepuszczalnosci bariery filtracyjnej droga aktywacji
kinazely biatkowej G w podocytach przy uzyciu albuminy znakowanej
fluorescencyjnie (FITC-albumina). Potwierdzono ze w obecnosci nadtlenku wodoru
zwieksza sie przepuszczalno$¢ bariery filtracyjnej. Wysokie stezenia glukozy, jak i
insuliny zwiekszaty przepuszczalnosc¢ dla albuminy W obecnosci inhibitora oksydazy
NAD(P)H (apocynina) lub kinazy G (Rp-8-Br-cGMP) jak i zastosowanie wyciszenia
ekspresji genéw dla NOX4 i PKGla obserwowano zahamowanie zjawiska.
(Publikacja 4.). (Publikacja 2.). (Publikacja 3.).

Podobne zjawiska zmiany przepuszczalnosci obserwowano w izolowanych
kigbuszkach nerkowych. jak i w kiebuszkach izolowanych od szczuréw z
genetycznie uwarunkowang hiperinsulinemig oraz opornoscig na insuline (szczury
rasy Zucker). (Publikacja 3

Otrzymane wyniki potwierdzajg zatem role reaktywnych formy tlenu w regulacji
przepuszczalnosci bariery filtracyjnej.

Ocena znaczenia celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Powyzsze wyniki sugerujg, ze generowane w stresie komoérkowym nerek (
hiperglikemia, hiperinsulinemia) wolne rodniki (nadtlenek wodoru) i generowane
poprzez oksydacyjng aktywacje kinazy biatkowej G powoduje aktywacje fosfatazy
lekkich tancuchow miozyny. Ta z kolei poprzez defosforylacje lekkich tancuchow
miozyny jest odpowiedzialna za rozkurcz komorki podocytarnej, czego efektem
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koncowym jest zwiekszona przepuszczalnosci kiebuszkowej bariery filtracyjne;.
Istotna role w tym procesie odgrywa aktywacja podjednostki NOX4 oksydazy
NAD(P)H. Mechanizm ten moze mie¢ kluczowe znaczenie w zwiekszonej
przepuszczalnosci filtru ktebuszkowego w stanach patologicznych przebiegajacych
ze zwigkszong akumulacjg wolnych rodnikow jaka jest no nefropatia cukrzycowa

Reasumujac opisane powyzej badania wprawdzie wykonane na modelu
zwierzgcym stanowig oryginalny, spojny bardzo istotny wktad w zrozumienie
metabolizmu upos$ledzenia funkcji nefronu, a zwtaszcza uszkodzenia w przebiegu
nefropatii cukrzycowe;.

Wyniki prezentowane przez przedstawione prace dajg istotng podstawe do drogi
poszukiwania nowych terapii, ktére mogqg znalez¢ zastosowanie w leczeniu powiktan
cukrzycy.

5.0cena wspélpracy naukowej i popularyzacji nauki oraz dziatalnosci
dydaktycznej

Udziat w projektach badawczych

W latach 2002-2005 ( do doktoratu) Habilitantka byta wykonawcg trzech projektow
badawczych ( w tym jednego promotorskiego) KBN scisle zwiazanych z tematykg
doktoratu.
Ptace badawcze niezbedne do realizowanej habilitacji byly mozliwe dzieki zdobytym
projektom gtéwnie NCN . W latach 2008 do chwili obecnej ( zakoriczenie dwu z nich
przewidywane jest w roku 2015/2-16) byfa kierownikiem czterech grantéw, a
gtéwnym wykonawcg w dalszych czterech. Zdobyta i prowadzita projekt POMOST
(MDIK PAN) dla kobiet w cigzy..

Nagrody

Stypendia:

1.Habilitanka otrzymata dwa stypendia Firmy L'Oreal oraz Polskiego Komitetu
UNESCO - Kobiety Nauki 2003 w zakresie Biologii Medycznej

2. Otrzymata réwniez stypendium habilitacyjne IMDiK PAN

Wyréznienia:

Za swoje osigdniecia naukowe Habilitantka otrzymata nagrode naukowg Zespotowa
ll-go Stopnia Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego za badania nad rolg
uktadu purynergicznego w patogenezie podocytopatii cukrzycowej. (2011), oraz dwie
nagrody naukowe Dyrektora IMDiK PAN za publikacje “Extracellular ATP through P2-
receptors activates AMP-activated protein kinase and suppresses superoxide
generation in cultured mouse podocytes.” (2011), oraz za publikacje: “Hydrogen
peroxide induces dimerization of protein kinase G type la subunits and increases
albumin permeability in cultured rat podocytes.” (2012) ogtoszone w znacacych
publikacjach migdzynarodowych.

Zgtoszenie patentowe
Habilitanka jest wspét autorem miedzynarodowego zgtoszenia patentoeego



1) Tetracyclic anthraquinone analogues for the restoration of cytotoxic activity of
antitumor agents toward multidrug resistant tumor cells.

E. Borowski, B. Stefariska, M. Dzieduszycka, J. Tarasiuk, M.M. Bontemps-Gracz, A.
Piwkowska, M. Arciemium, K. Gobi, D. Rogacka, A. Garnier-Suillerot

Zgtoszenie patentowe w USA nr US60/582,657 z dnia 25.05.2004

Dziatalno$¢ dydaktyczna:

Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN nie prowadzi zajeé
dydaktycznych. Wktad Habilitantki w dziatalno$¢ dydaktyczng jest zwigzany z
nauczaniem miodszej kadry Zespotu badawczego ziozonej metodyki badan
doswiadczalnych.

Byta opiekunem pracy magisterskiej pani Ireny Audzeyenki pod tytutem: ,Rola kinazy
biatkowej G w regulacji aparatu kurczliwego podocytéw w warunkach normo- i
hiperglikemii.”

5. Whnioski koncowe

Caloksztatt dorobku naukowego, rozprawe habilitacyjng jak i przebieg pracy

Habilitantki oceniam bardzo wtsoko. Przedstawiony dorobek naukowy
wzbogaca wiedze¢ o mechanizmach dziatania nie do konca przebadanego
mechanizmu angiopatii cukrzycowe;
Praca oparta jest o rzetelnie wykonang od strony podstawowych badan
biochemicznych prace biologa molekularnego potrafigcego wykorzysta¢ zdobytg
wiedze i doswiadczenie Zespotu Badawczego do nowatorskiego kontynuowania
tematu badawczego dzieki zdobytym projekom i darze wspotpracy w zespole. .

W oparciu o catoksztait tego oryginalnego dorobku naukowego, przedtozone
publikacje stanowigce jednolita tematycznie znaczaca naukowo cafosé
rozprawy habilitacyjnej, osiggnigecia dydaktyczne, mam zaszczyt przedstawic¢
Centralnej Komisji ds Stopni i Tytutbw wniosek o dopuszczenie Pani dr n.
med. Agnieszki Piwkowskiej adiunkta Zespolu Kliniczno-Badawczego
Molekularnej i Komérkowej Nefrologii IMDIK PAN do dalszych etapéw
przewodu habilitacyjnego.

Réwnocze$nie wnioskuje wyrdéznienie tej wzorcowej rozprawy
Habilitantki jak i spdjnego i nowatorskiego dorobku naukowego ze
wzglgdu na wskazanie mozliwosci opracowania nowego typu terapii
prewencyjnej powiktan cukrzycy i nefropatii cukrzycowej
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