UCHWALA ZAWIERAJACA OPINIE I OCENE
DOROBKU NAUKOWEGO, DYDAKTYCZNEGO [ ORGANIZACYJNEGO
DR N. MEDYCZNYCH AGNIESZKI PIWKOWSKIEJ,
ADIUNKTA W ZESPOLE KLINICZNO-BADAWCZYM MOLEKULARNEJ T
KOMORKOWEJ NEFROLOGII,
INSTYTUTU MEDYCYNY DOSWIADCZALNEJ I KLINICZNEJ
im. M. MOSSAKOWSKIEGO PAN
W WARSZAWIE

Ocena dokonana w dniu 13 maja 2015 r przez Komisj¢ Ilabilitacyjna powotang przez
Centralng Komisj¢ ds. Stopni i Tytulow w dniu 17 listopada 2014 r., w sprawie

przeprowadzenia postgpowania habilitacyjnego, wszczetego w dniu 11 lipca 2014 r.

Komisja Habilitacyjna w sktadzie:

Przewodniczacy: prof. dr hab. Jan Gorski
Sekretarz: prof. dr. hab. Andrzej Ziemba
Recenzenci: prof. dr hab. Aldona Dembinska-Kieé¢

prof. dr hab. Janusz Sadowski
prof. dr hab. Andrzej Wiecek
Czlonkowie Komisji: prof. dr hab. Marek Drozdzik
dr hab. Robert Strosznajder
Komisja zapoznata si¢ z materiatami dotyczacymi dzialalnosci naukowej, dydaktycznej oraz
zawodowej dr n. med. Agnieszki Piwkowskiej oraz opiniami recenzentéw:
1. prol. dr hab. Aldony Dembinskiej-Kie¢, Kierownika Katedry Biochemii Klinicznej,
Collegium Medium, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow.
2. prof. dr hab. Janusza Sadowskiego z Zaktadu Fizjologii Nerek i Ptynow Ustrojowych,
Instytutu Medycyny Doswiadczalne;j i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN
3. prof. dr hab. Andrzeja Wigcka z Katedry i Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Choréb

Wewngtrznych Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach

Komisja Habilitacyjna po zapoznaniu si¢ z dokumentacjg oraz nadestanymi recenzjami
przedstawia opini¢ dotyczgcg osiagnigeia naukowego bedacego przedmiotem rozprawy

habilitacyjnej, dorobku naukowego, oraz innych osiggniec.

INFORMACJE OGOLNE - PRZEBIEG DZIALALNOSCI ZAWODOWEJ 1
NAUKOWEJ

Pani dr Agnieszka Piwkowska ukonczyla studia na Wydziale Chemii Politechniki Gdanskicj
w roku 2000, uzyskujac tytul magistra biotechnologii. W latach 2000 — 2005 odbyla studia

doktoranckie w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej. W tym



czasie uzyskata stypendium 1.’Oreal oraz Polskiego Komitetu UNESCO - Kobiety Nauki
2003. Stopien doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna uzyskata na
Wydziale Lekarskim, Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego po przedstawieniu rozprawy:
-Modulatory biatek ABC i antymetabolity w badaniach nad opanowaniem problemu
opornosci wiclolckowej komoérek nowotworowych™. Promotorem rozprawy byt Pan prof.
Edward Borkowski. Od 2006 roku jest zatrudniona w Zespole Kliniczno-Badawezym
Molekularnej i Komorkowej Netfrologii, Instytutu Medycyny Doswiadezalnej i Klinicznej im.
M. Mossakowskiego PAN, obecnie na stanowisku adiunkta. Oceniajgc przebieg dziatalnosci
zawodowej Ilabilitantki prof. dr hab. Aldona Dembinska-Kie¢ podkresla, ze stanowi ona
~Przyktad rozwoju naukowego absolwentow niemedycznych wydzialow (...), ktorych
doswiadczenia zawodowe (...) owocujg w wysoce specjalistycznym, profesjonalnym badaniem

podloza chorob w modelach doswiadczalnych™.

OCENA DOROBKU NAUKOWEGO

Dorobek naukowy Ilabilitantki w czasie skladania przez nig dokumentéw niezbednych do
przeprowadzenia postgpowania habilitacyjnego obejmujec wspolautorstwo 21 publikacji
naukowych (wszystkie objete listg filadelfijskg), oraz 6 komunikatdw na zjazdach
mig¢dzynarodowych i 17 na zjazdach krajowych. Jest pierwszym autorem w 10 publikacjach;
16 artykulow zostatlo opublikowanych po doktoracie. Sumaryczny ITmpact Factor dorobku
habilitantki wynosi 53.840, 464 punkty MNiSW, oraz 55,53 punkty Index Copernicuus.
Liczba cytowan wg. Web of Scicnce 228, bez autocytowan; 199 a indeks Hirscha wynosi 8. 7.
dorobku naukowego wyodrebniono 5 prac o tacznym IF = 17.959 (155 punktéw MNiSW),
stanowigcych osiagniecie naukowe (w mysl art.16 ust.2 Ustawy z 14 marca 2003r., o
stopniach naukowych i tytule naukowym, Dz.U. z 2003r., nr 65, p0z.595, Dz.U. z 2005 r., nr.
164, poz. 1365, Dz.U. 22011 r., nr.84, poz. 455).

Pani dr A. Piwkowska uczestniczyla w realizacji 11 projektéw badawczych, w tym w grantu
promotorskiego. Jak stwierdzil prof. dr hab. Janusz Sadowski ,.Dr Piwkowska wykazuje
niebywatq skutecznosé¢ w uzyskiwaniu grantow”. Byla kicrownikiem czterech grantéw, zas w
szeSciu glownym wykonawca. Do Jej dorobku naukowego nalezy réwniez zaliczyé
wspotautorstwo jednego zgloszenia patentowego. Jej praca naukowa byla trzykrotnie
wyrdzniana: Nagrodg Zespotowa II Stopnia Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,
oraz dwa razy Nagroda Naukowa Dyrektora IMDIK. PAN za publikacje o wysokim

wspotczynniku oddziatywania.



Praca naukowa dr. A. Piwkowskiej przed doktoratem koncentrowata sie na opornosci
wielolekowej nowotworéw, a waznym jej wnioskiem bylo wykazanie, 7e zwigzki
modylikujace aktywnos¢ bialek transportowych dla ksenobiotykéw sa kompetencyjne do
cytostatykow stosowanych w klinice.

Po doktoracie glowny nurt badan, w ktérych czynny udzial brata Habilitantka, dotyczyt
molckularnych podstaw zaburzen funkeji komoérek kiebuszka nerkowego w stanach
patologicznych i czynnikow regulujacych funkcje klebuszka nerkowego, a takze roli ukladu
purynergicznego w regulacji filtracji kigbuszkowej i mechanizmu insulinoopornosci
podocytow z uwzglednieniem przemian heksozamin, kinazy biatkowej aktywowanej przez
AMP oraz reaktywnych form tlenu. Wraz z wspélpracownikami dr. A. Piwkowska wykazata
m.in., 7e metformina w komérkach podocytarnych jest odpowiedzialna za zmniejszenie
produkcji reaktywnych form tlenu, Prof. dr hab. Aldona Dembinska-Kieé podkresla, ze
prace te byly publikowane w znaczacych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym i
wyréznia w nich dwa nurty zagadnien: picrwszy - bedacy kontynuacjg poprzednich
zainteresowan, dotyczyl roli ABC transporterow w onkologicznej opornosci wielolekowej
oraz eliminacji organicznych anionoéw i lekéw przez podocyty. Druga grupa badan wigze si¢
glownic z tematem rozprawy habilitacyjnej i dotyczy funkeji podocytow, w modelu
doswiadczalnym stresu oxydacyjnego (rola NAD(P)H oxydazy receptoréw purynergicznych,
ATP, AMPK-PTEN, exo-fosfodiesterazy, w insulinowrazliwosci i funkcji transportowej
glukozy podocytow. Jak zauwazyt prof. dr hab. Andrzej Wiecek - niewiele osrodkéw na

swiecie zajmuje si¢ tymi zagadnieniami.

OCENA CYKLU PUBLIKACJI ZLOZONYCH JAKO OSIAGNIECIE NAUKOWE
Przedstawione przez Habilitantke osiggniecie naukowe obejmuje pie¢ jednorodnych
prac opublikowanych w latach 2011 — 2014, o sumarycznym wspolezynniku oddziatywania
IF = 17,959 (KBN/MNiSW = 155). W pracach tych kandydatka jest pierwszym autorem.
Calos¢ ujeta zostata w formie opracowania zatytulowanego ,,Rola kinazy bialkowej G i
reaktywnych form tlenu w regulacji funkcji podocytéow w warunkach fizjologicznych i
wybranych stanach patofizjologicznych”. Prof. dr hab. Janusz Sadowski zauwaza, ze prace
zostaly opublikowane w czasopismach o wysokim IF, co oznacza, zc¢ ,.zostaly rygorystycznie
zrecenzowane przez specjalistow z wiasciwej dziedziny”. Z kolei prof. dr hab. Aldona
Dembinska-Kie¢ podkresla, ze podjety przez Habilitantke temat dotyczy jednego z
mechanizmow zaburzenia bariery filtracyjnej klebuszkéw i moze przyczyni¢ si¢ do lepszego

zrozumienia zjawisk zwigzanych z glomerulopatig cukrzycowa.



W przedstawionych pracach bedacych przedmiotem przewodu habilitacyjnego
wymieni¢ nalezy nastgpujgce wazne osiagniecia:

1. Po raz pierwszy w pismiennictwie $wiatowym stwierdzono obcenosé w podocytach kinazy
biatkowej G typu | alfa. Wykazano, Ze jej aktywno$¢ w podocytach jest zalezna od glikemii 1
aktywnosci oksydazy NAD(P)II. W czasie inkubacji podocytow w wysokich stezeniach
glukozy wzrastala aktywnos¢ tego enzymu, przy czym byla ona znacznie wyzsza w
homogenatach otrzymanych z podocytow, niz w catych kigbuszkach nerkowych. Sugeruje to,
ze podocyty mogg by¢ komorkami zdolnymi do wytwarzania reaktywnych lorm tlenu, z
drugiej za$ strony mogg by¢ bardzo wrazliwe na zmiany jego stezenia. Konsekwencja
aktywacji kinazy bialkowej G byla zwickszona przepuszczalno$¢ blony filtracyjnej dla
albuminy w obecnosci insuliny.

2. Wykazano znaczenie reaktywnych form tlenu w regulacji aktywnosci kinazy biatkowej G
typu I alfa i opisano jej wewnatrzkomorkowy szlak przekaznictwa sygnahu.

Zastosowanie roznych inhibitorow enzymow produkujacych ROS wykazalo, ze
oksydaza NAD(P)H jest waznym zrodlem reaktywnych form tlenu w komorkach
podocytarnych. W badaniach wykazano ponadto zaleznos¢ wytwarzania ROS od sl¢zenia i
czasu inkubacji podocytow z glukoza. Stwierdzono obecnoéé czterech jednostek blonowych
NOX1, NOX2, NOX4, p22phox oraz jednostck cytoplazmatycznych p47phox i p67phox
oksydazy NAD(P)H, przy czym podczas dlugotrwalej inkubacji podocytow w wysokim
stezeniu glukozy nastgpil istotny wzrost aktywnosci jedynie podjednostki NOX4 oksydazy
NAD(P)H. Tym samym wzrost wytwarzania ROS przy wysokim st¢zeniu glukozy jest
zwigzany z nadekspresja tej podjednostki. Wykazano takze, ze podjednostka NOX4 oksydazy
NAD(P)H odgrywa kluczowg role w regulacji aktywnosdci dysmutazy ponadtlenowej (SOD),
peroksydazy glutationowej (GPx) i katalazy (CAT) w podocytach eksponowanych na
wysokie stezenia glukozy. Sugeruje Lo, ze zwigkszona ilos¢ bialka NOX4 i zwigzana z tym
zwigkszona aktywno$¢ tego enzymu moze powodowac¢ zaburzenie rownowagi
antyoksydacyjnej. a w konsekwencji wzrost ilogci reaktywnych form tlenu w komérkach
podocytarnych.

3. W kolejnych badaniach wykazano, ze podjednostka NOX4 jest odpowiedzialna za
stymulujace dziatanie insuliny na NADPH-zalezng generacje O2 - ten oryginalny wynik
otrzymany przez Habilitantke wskazuje na nowy, nieznany dotagd mechanizm regulatorowy
dziatania insuliny.

4. Oryginalnym odkryciem Habilitantki jest opisanie dimeryzacji PKGlalfa pod wpltywem

nadtlenku wodoru, oraz przy inkubacji w wysokim stezeniu glukozy lub w obecnosci



msuliny. Wskazuje to na to, ze w podocytach zaréwno insulina jak i glukoza sg zwigzane z
oksydacyjng aktywacja PKGlalfa za posrednictwem podjednostki NOX4 oksydazy
NAD(P)H.

5. Badania Habilitantki potwierdzily role insuliny w zwiekszeniu transportu glukozy do
komorki poprzez aktywacje izoformy PKGlalfa w komoérkach podocytarnych.

6. W badaniach Habilitantka opisala nowy mechanizm dziatania PKGlalfa w regulacji
czynnosci aparatu kurczliwego komérek podocytarnych. Otrzymane wyniki sugeruja, ze
wysokie stezenia glukozy moga wplywac na rozkurcz tego aparatu. Wykazano, ze insulina
poprzez wzrost produkeji reaktywnych form tlenu bierze réwniez udzial, poprzez aktywacje
PKGla, w regulacji czynnosci aparatu kurczliwego komorek podocytarnych. Mechanizm tego
zjawiska polega na obnizeniu fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny. Prowadzi to do
rozkurczu aparatu kurczliwego i powigkszenia szczelin filtracyjnych, a w konsekwencji utraty
prawidiowe] funkcji podocytow, skutkujacej zwigkszenicm przepuszezalnosci bariery
filtracyjne;j.

Opisane mechanizmy moga mie¢ kluczowe znaczenie w zwigkszonej przepuszezalnosci filtru
klgbuszkowego w stanach patologicznych przebiegajacych ze zwickszong akumulacja
wolnych rodnikow.

Wszyscy recenzenci wysoko ocenili przedstawione do recenzji osiagniecie naukowe
dr. A. Piwkowskicj.

Prof. dr hab. Aldona Dembinska-Kie¢ pisze, zc badania Habilitantki: ... . wprawdzie
wykonane na modelu zwierzecym stanowiq oryginalny, spdjny i bardzo istotny wklad w
zrozumienie metabolizmu uposledzenia funkcji nefronu, a zwlaszcza uszkodzenia w przebiegu
nefropatii cukrzycowej”, oraz, ze .dajq istotng podstawe do drogi poszukiwania nowych
terapii, kiore mogq znalez¢ zastosowanie w leczeniu powiktan cukrzycy”.

Prof. dr hab. Andrzcj Wif;ceic podkresla, ze ,,uzyskane przez Habilitantke wyniki
majq kluczowe znacznie w rozumieniu patogenezy uszkodzenia blony filtracyjnej i rozwoju
cukrzycowej choroby nerek u chorych z wieloletnia cukrzyey. Tak wnikliwie poznane
mechanizmy patogenetyczne dajg nadzieje, ze poznane zaburzenia szlakéw metabolicznych
mogq hyé w przyszlosci docelowym obiektem terapii, ktdra przyczyni sie do zmniejszenia
rozwaju przewleklej cukrzycowej choroby nerek”

Prof. dr hab. Janusz Sadowski oceniajac przedstawione opracowanie stwierdza, ze:

. Umiejgtnosé stworzenia oméwionego wyzej przeglagdu stanowi potwierdzenie umiejetnosci

badaczki w zakresie dokonywania integracji wnioskow z wielu badan, co jest jeszcze jednym



dowodem na to, ze osiggnela szczebel rozwoju zawodowego wymagany od samodzielnego

pracownika nauki .

DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA I ORGANIZACYJNA

Dziatalno$¢ dydaklyczna Habilitantki zwigzana jest 7 nauczaniem zlozonej metodyki badan
prowadzonych w macierzystym zakladzie w formie seminariow dla milodszej kadry
rodzimego zespolu badawczego. Ponadto Habilitantka byta opiekunem pracy magisterskicj
pani Ireny Audzeyenki pt: Rola kinazy biatkowej G w regulacji aparatu kurczliwego

podocytéw w warunkach normo i hiperglikemii”

WNIOSEK KONCOWY

We wnioskach koncowych wszyscy Recenzenci sa zgodni co do wysokiej wartosci
dotychczasowych osiggnie¢ Habilitantki i z pelnym przekonaniem wnioskuja o dopuszczenie
jej do dalszych etapdw przewodu habilitacyjnego.
Prof. dr hab. Janusz Sadowski okresla przedstawione przez Habilitantke |, osiggnigcie
naukowe” jako ., chwalebny przykilad serii badan, kiére wcale nie zostaly zaplanowane w celu
uzyskania (ytutu doktora habilitowanego, ale sq tematycznie wyodre¢bnionym koherentnym
fragmentem bardzo istotnego i stale powigkszajgcego sie dorobku badawczego. Zarowno
. cykl habilitacyjny” jak i dorobek badawczy jako calos¢ charakteryzujq si¢ nowoczesnosciq i
perfekeyjnoscig wykonania. Nie ma watpliwosci, ze w sposcb istotny wzbhogacajq wspdtczesng
wiedze¢ (...) Osiggniecia te wskazujq, autorka ich w pelni spelnia wymagania stawiane
samodzielnym pracownikom naukowym .
Prof. dr hab. Aldona Dembinska-Kieé pisze: ..Caloksztalt dorobku naukowego, rozprawe
habilitacyjng jak i przebieg pracy Habilitantki oceniam bardzo wysoko. Przedstawiony
dorobek naukowy wzbogaca wiedz¢ 0 mechanizmach dzialania nie do konca przebadanego
mechanizmu angiopatii cukrzycowej. Praca oparta jest o rzetelnie wykonang od sirony
podstawowych  badan  biochemicznych prace biologa molekularnego, potrafigeego
wykorzysta¢ zdobylg wiedz¢ | doswiadczenie Zespolu Badawczego do nowatorskiego
kontynuowania tematu badawczego dzigki zdobytym projektom i darze wspolpracy w
zespole”. Prof. dr hab. Andrzej Wiecek uwzgledniajac stwierdzenia swojej opinii

stwierdza: ,, bardzo wysoko oceniam dorobek habilitantki i Jej umiejetnosci badawcze”



Komisja Habilitacyjna przedstawia podjgta w dniu 13 maja 2015 r. w gtosowaniu
jawnym uchwale o skicrowaniu do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie wniosku o nadanie dr n. med.

Agnieszce Piwkowskiej stopnia naukowego doktora habilitowanego nauk medycznych w

dyscyplinie biologia medyczna.
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