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Recenzja pracy doktorskiej mgr Patrycji Rachubik pt. ,Rola kinazy biatkowej PKGla i kanatu
jonowego TRPC6 w regulacji funkcji podocytéw w warunkach fizjologicznych i wybranych
stanach patofizjologicznych” przedstawionej mi do oceny w postepowaniu o nadanie stopnia
naukowego doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne.

Praca doktorska mgr Patrycji Rachubik powstata w oparciu publikacje wydrukowane w
recenzowanych czasopismach miedzynarodowych i zawiera rozdziaty: Streszczenie
polskojezyczne i anglojezyczne, Oryginalnos¢ rozprawy, Wstep, Cel pracy, Metodyka,
Omoédwienie i podsumowanie najwazniejszych wynikdw, Whnioski, Bibliografia, Kopie
publikacji wchodzgce w sktad zbioru, Pisemne oswiadczenia autoréw prac tworzgcych zbior.
Opracowanie liczy facznie 122 strony.

Praca doktorska zostata przygotowana na podstawie czterech publikacji:

Rogacka D, Audzeyenka |, Rachubik P, Rychtowski M, Kasztan M, Jankowski M, Angielski S,
Piwkowska A. 2017. Insulin increases filtration barrier permeability via TRPC6-dependent
activation of PKGla signaling pathways. Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis, 1863: 1312-
1325; IF5=5,386 (2019)

2. Rachubik P, Szrejder M, Rogacka D, Audzeyenka |, Rychtowski M, Angielski S, Piwkowska A.
2018. The TRPC6-AMPK pathway is involved in insulin-dependent cytoskeleton
reorganization and glucose uptake in cultured rat podocytes. Cell Physiol Biochem, 51(1):
393-410; IF5=4,354 (2017)

3. Rachubik P, Szrejder M, Audzeyenka |, Rogacka D, Rychtowski M, Angielski S, Piwkowska A.
2020. The PKGIla/VASP pathway is involved in insulin- and high glucose-dependent
regulation of albumin permeability in cultured rat podocytes. J Biochem, 168(6): 575-588;
IF5=2,381 (2019)

4. Rachubik P, Piwkowska A. 2019. The role of vasodilator-stimulated phosphoprotein in
podocyte functioning. Cell Biol Int, 43(10): 1092-1101; Review, IF5=2,223 (2019)
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W dwédch publikacjach oryginalnych oraz jednej pracy przegladowej mgr Rachubik jest
pierwszym autorem. W jednej pracy oryginalnej jest trzecim autorem. Wszystkie prace
zostaty opublikowane w bardzo dobrych recenzowanych czasopismach miedzynarodowych.
Publikacje te sg powigzane ze sobg i spdjne tematycznie. Materiat ten znaczgco przekracza
oczekiwania w odniesieniu do prac doktorskich.

Gtéwnym problemem ktérego dotyczy praca jest wyjasnienie mechanizméw zwiekszonej
przepuszczalnosci ktebuszkéw nerkowych dla albumin, co stanowi jeden z najwazniejszych
probleméw klinicznych w nefrologii, szczegdlnie u pacjentéw z cukrzycy. Najwazniejszym
elementem ktebuszkowej bariery filtracyjnej sg podocyty. Utrata prawidtowej funkcji tych
komdrek prowadzi do zmian w przepuszczalnosci ktebuszkowej bariery filtracyjnej
skutkujgcego rozwojem albuminurii. Jony wapnia (Ca2+) s3 waznymi mediatorami
homeostazy komdrkowej, a ich naptyw do komorki jest regulowany m. in. przez obecny w
podocytach kanat jonowy TRPC6. W insulinozalezng regulacje przepuszczalnosci
ktebuszkowej bariery filtracyjnej zaangazowana jest réwniez kinaza biatkowa G typu la
(PKGla). Molekularne mechanizmy regulujgce funkcjonowanie podocytéw i przepuszczalnosé
bariery filtracyjnej w cukrzycy wciaz nie sg doktadnie poznane. Dlatego temat pracy uwazam
za bardzo ciekawy i waziny zaréwno dla badan podstawowych jak i ze wzgledéw
praktycznych.

Gtownym celem pracy byto okreslenie roli szlaku sygnatowego TRPC6/AMPK w
insulinozaleznej reorganizacji szkieletu aktynowego oraz w dokomodrkowym transporcie
glukozy w szczurzych podocytach, a takze zbadanie udziatu kanatu jonowego TRPC6 i biatka
VASP w zaleznej od PKGla regulacji przepuszczalnosci ktebuszkowej bariery filtracyjnej w
odpowiedzi na wysokie stezenia insuliny i/lub glukozy.

Metodyka badan obejmowata izolacje i hodowle szczurzych podocytéw oraz ktebuszkéw
nerkowych, analizy zawartosci biatek technikg Western Blot, badania lokalizacji biatek
technikg immunofluorescencyjng, wyciszanie ekspresji gendw przez transfekcje siRNA,
analizy zawartosci mRNA technikg PCR w czasie rzeczywistym, badania komérkowego
wychwytu glukozy technikami izotopowymi, badania przepuszczalnosci kiebuszkéw
nerkowych dla albuminy, a takze wiele innych standardowych technik biochemicznych.
Wiele z tych procedur jest bardzo wymagajacych i réowniez zakres stosowanych metod jest
bardzo szeroki. Swiadczy to o opanowaniu kompleksowego i kompletnego warsztatu
badawczego, co stanowi gwarancje dalszego szybkiego rozwoju naukowego i $wiadczy o
mozliwosci prowadzenia zaawansowanych projektéw badawczych.
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W badaniach stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej zaprezentowano
dowody potwierdzajgce wystepowanie zaleznosci pomiedzy aktywnoscig TRPC6, PKGla, a
insulinozalezng regulacjg przepuszczalnosci kiebuszkowej bariery filtracyjnej. Gtéwne
spostrzezenia to:

1. Insulina zwieksza przepuszczalnos¢ ktebuszkowej bariery filtracyjnej poprzez aktywacje
szlaku sygnatowego PKGla/TRPC6 oraz indukuje proces reorganizacji aktyny w wyniku TRPC6
zaleznego naptywu jonéw Ca2+ do podocytéw.

2. TRPC6 odgrywa kluczowa role w regulacji insulinozaleznego dokomorkowego transportu
glukozy w podocytach oraz wptywa na aktywnosci kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP
(AMPK).

3. Aktywacja AMPK i TRPC6 jest niezbedna do pobudzenia szlaku sygnatowego zaleznego od
biatka Racl, ktérego aktywnos¢ wigze sie z kontrolg szkieletu aktynowego i z
dokomédrkowym transportem glukozy.

4. Warunki patofizjologiczne, takie jak hiperinsulinemia czy hiperglikemia, zaburzajg
prawidtowe funkcjonowanie podocytédw w wyniku aktywacji szlaku sygnatowego
PKGla/VASP.

5. Wysokie stezenia insuliny lub glukozy zwiekszajg zaréwno ilo$¢ biatka VASP, jak i PKGla-
zalezng fosforylacje tego biatka w pozycji Ser239, inicjujg przebudowe szkieletu aktynowego
oraz zwiekszajg przepuszczalnos¢ monowarstwy podocytdow dla albuminy w sposdb zalezny
od biatka VASP.

Wyniki tych badan majg znaczenie poznawcze, wykazujac istotng role szlaku sygnatowego
zaleznego od insuliny oraz sygnalizacji wapniowej w regulacji funkcji podocytéw oraz
ktebuszkow nerkowych. Badania te wyjasniajg tez zjawiska patologiczne faczac zaburzenia
sygnalizacji zaleznej od insuliny i TRPC6 ze stanem energetycznym podocytéw, zaburzeniami
funkcji tych komdrek, aktywacjg szlaku sygnatowego PKGIla/VASP i wzrostem
przepuszczalnosci ktebuszkowej bariery filtracyjnej. Wyniki te dajg podstawy poszukiwania
nowych terapii ktére mogty by specyficznie blokowac te procesy patologiczne.

Praca przygotowana jest niezwykle starannie i napisana w sposéb klarowny. Trudno jest
whnies¢ jakiekolwiek uwagi, szczegdlnie gdy badania zostaty przeprowadzone w tak dobrym
osrodku, a publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej poddane byty recenzji w
redakcjach bardzo wymagajacych czasopism. Mozna jedynie poprosi¢ o przedstawienie jak
uzyskane wyniki mogg ukierunkowac¢ poszukiwania nowych terapii w cukrzycy i chorobach
nerek. Czy mechanizmy zidentyfikowane w przedstawianych badaniach mogg mieé¢ znaczenie
w niecukrzycowych patologiach nerki przebiegajagcych z albuminuria? Zaletg z punktu
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widzenia spdjnosci i porownania réznych wynikéw jest zastosowanie jednego gatunku i
dwodch modeli eksperymentalnych hodowanych podocytéw i izolowanych kiebuszkéw
nerkowych szczura. Jest to tez jednak tez pewne ograniczenie: czy mozna byé pewnym ze
procesy te tak samo funkcjonujg w nerce cztowieka? Czy sg badania in vivo ktére
potwierdzaty by wnioski z przedstawionych badan in vitro? Taka dyskusja dotyczgca
szerszego kontekstu i perspektyw prowadzonych badan mogta by nie zosta¢ dobrze przyjeta
w poszczegodlnych publikacjach w czasopismach, jednak na pewno byta by ciekawa w pracy
doktorskiej.

Praca stanowi bardzo istotny wkiad w zrozumienie mechanizméw patologicznych
przyczyniajgcych sie do dysfunkcji nerki w cukrzycy. Badania te mogg pomdc w opracowaniu
nowych terapii. Oceniana praca spetnia wszystkie kryteria stawiane rozprawie doktorskiej.

Whnosze do Komisji ds. Przewodéw i Postepowan Doktorskich Rady Naukowej MDK im. M.
Mossakowskiego PAN o dopuszczenie mgr Patrycji Rachubik do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, biorgc pod uwage wysokg wartos¢ naukowg wynikow uzyskanych z
zastosowaniem unikalnych i bardzo wymagajgcych modeli eksperymentalnych, a takze
publikacje tych wynikdw w bardzo dobrych czasopismach sktadam dodatkowy wniosek o
wyrdznienie.




