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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marii Szrejder pt. ,Rola kinazy biatkowej AMP w regulacji
funkcji  ktebuszkowej bariery filtracyjnej i cytoszkieletu komodrek podocytarnych”
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 Marii Szrejder powstata w oparciu publikacje wydrukowane w
recenzowanych czasopismach miedzynarodowych i zawiera rozdziaty: Lista publikacji
stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, Wykaz skrétéw, Streszczenie polskojezyczne i
anglojezyczne, Innowacyjnos¢ rozprawy, Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Omdwienie
wynikéw, Podsumowanie wynikéw, Whnioski, Bibliografia, Kopie publikacji wchodzgcych w
sktad zbioru, Pisemne oswiadczenia autoréw prac tworzgcych zbidr. Opracowanie liczy 101
stron w tym 65 nienumerowanych stron zawierajgcych kopie publikacji i oSwiadczenia.

Praca doktorska zostata przygotowana na podstawie trzech publikacji:

1. Szrejder M, Rachubik P, Rogacka D, Audzeyenka |, Rychtowski M, Kreft E , Angielski S,
Piwkowska A, Metformin reduces TRPC6 expression through AMPK activation and modulates
cytoskeleton dynamics in podocytes under diabetic conditions, Biochim Biophys Acta Mol
Basis Dis, 2020 1;1866(3):165610, piecioletni IF 5,386

2. Szrejder M, Rachubik P, Rogacka D, Audzeyenka I, Rychtowsk M, Angielski S, Piwkowska A,
Extracellular ATP modulates podocyte function through P2Y purinergic receptors and
pleiotropic effects on AMPK and cAMP/PKA signaling pathways, Arch Biochem Biophys,
2020;695:108649. doi: 10.1016/j.abb.2020.108649. Epub 2020 Oct 22., piecioletni IF 3,480

3. Szrejder M, Piwkowska A, AMPK signalling: Implications for podocyte biology in diabetic
nephropathy, Biol Cell, 2019, 111(5):109-120., Review, piecioletni IF 3,333

W dwdch publikacjach oryginalnych i jednej przeglagdowej mgr Szrejder jest pierwszym
autorem. Wszystkie prace zostaty opublikowane w bardzo dobrych recenzowanych
czasopismach miedzynarodowych. Publikacje te sg tematycznie powigzane ze sobg. Jakosc
materiatu stanowigcego podstawe rozprawy doktorskiej znaczgco przekracza oczekiwania w
odniesieniu do prac doktorskich.
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Gtéwnym tematem ktorego dotyczy rozprawa doktorska jest wyjasnienie roli kinazy
proteinowej zaleznej of AMP oraz receptorow purynergicznych typu P2 w regulacji funkgcji
podocytow, szczegdlnie w kontekscie ich wptywu na przepuszczalnosé. Podocyty stanowia
kluczowy element ktebuszkowej bariery filtracyjnej. AMP-zalezna kinaza biatkowa jest z kolei
bardzo waznym enzymem odpowiedzialnym przede wszystkim za utrzymanie energetycznej
homeostazy w réznych typach komdrek. Podocyty sg szczegdlnie wrazliwe na dziatanie
czynnikdéw takich jak wysokie stezenie glukozy czy stres mechaniczny, a uszkodzenie tych
komoérek jest podstawowym elementem patomechanizmu glomerulopatii. Nukleotydy petnia
fundamentalne funkcje w bioenergetyce i przekazywaniu informacji genetycznej jako
metabolity wewngatrzkomdrkowe. Zwigzki te i ich pochodne sg tez bardzo waine w
przestrzeni pozakomodrkowej gdzie petnia funkcje regulacyjne poprzez system receptoréw
klasyfikowanych jako purynergiczne (P1 lub P2). Uwalnianie nukleotyddw do przestrzeni
pozakomérkowej fizjologicznie zachodzi w sposéb kontrolowany i w bardzo niewielkich
ilosciach. W patologii czesto dochodzi do nadmiernego uwalniane nukleotydéw z komorek i
znaczgcego wzrostu ich stezenia w przestrzeni zewngtrzkomdrkowej. Powoduje to
wzmozong aktywacje kaskad sygnatowych zwigzanych z receptorami typu P2 ktére w
zaleznosci od typu receptorow mogg powodowac skurcz lub rozkurcz naczyn przyczyniajac
sie do modulacji tempa filtracji ktebuszkowej.

Molekularne mechanizmy regulujgce funkcjonowanie podocytéw i przepuszczalnosé bariery
filtracyjnej, a w szczegdlnosci rola AMPK w tym procesie oraz mozliwosci farmakologicznego
wplywu na te procesy nie sg doktadnie poznane. Z tych wzgledéw temat pracy uwazam za
bardzo ciekawy i wazny zaréwno dla badan podstawowych jak i szczegdlnie ze wzgledéw
praktycznych.

Podstawowym celem badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej byto zbadanie
wptywu aktywacji kinazy AMP w warunkach hiperglikemii oraz stymulacji receptoréw P2 na
biatka zwigzane z cytoszkieletem aktynowym komodrek podocytarnych oraz funkcje
ktebuszkowej bariery filtracyjne;j.

Metodyka badan obejmowata izolacje i hodowle szczurzych podocytéw oraz ktebuszkdéw
nerkowych, analizy zawartosci biatek technikg Western Blot, badania lokalizacji biatek
technikg immunofluorescencyjng, analizy zawartosci mRNA technika PCR w czasie
rzeczywistym, metody immunoenzymatyczne oceny ilosci i aktywnosci biatek oraz zwigzkéw
drobnoczgsteczkowych, oznaczenia poziomu reaktywnych form tlenu przy uzyciu sondy
fluorescencyjnej, badania przepuszczalnosci ktebuszkéw nerkowych dla albuminy.
Przeprowadzono réowniez badania z zastosowaniem procedur in vivo zwigzanych z indukcja
cukrzycy przez podanie streptozotocyny. Procedury te sg bardzo wymagajgce. Podkresli¢ tez
nalezy bardzo szeroki zakres stosowanych metod. Opanowanie tak unikalnego i
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kompleksowego warsztatu badawczego stanowi gwarancje dalszego szybkiego rozwoju
naukowego i Swiadczy o mozliwosci prowadzenia przez doktorantke zaawansowanych
projektéw badawczych.

Gtéwnym wnioskiem ptyngcym z badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej jest
stwierdzenie, ze AMP-kinaza, jak i zewnatrzkomoérkowe nukleotydy za posrednictwem
receptoréow P2 regulujg funkcje, a takze modyfikujg organizacje cytoszkieletu aktynowego
podocytow oraz przepuszczalnosé ktebuszkowej bariery filtracyjnej. Wniosek ten byt oparty o
nastepujace obserwacje:

1. Analizy immunoenzymatyczne w podocytach hodowanych w obecnosci wysokich stezen
glukozy wykazaty zmniejszenie poziomu fosforylacji AMPK - efekt ten odwracato
zastosowanie metforminy.

2. W srodowisku hiperglikemicznym zaobserwowano wzrost ilosci biatka TRPC6 oraz
zmniejszenie ilosci kompleksu ztozonego z TRPC6 oraz podjednostki AMPKal, ktéora byta
przywracana do wartosci kontrolnych w obecnosci metforminy.

3. W warunkach wysokiego stezenia glukozy dochodzito do zmniejszenia ilosci nefryny, a
takze zmian w wewnatrzkomérkowej lokalizacji aktyny oraz aktywnosci biatek modulujgcych
cytoszkielet aktynowy. Zastosowanie metforminy skutkowato odwrdceniem zmian
zwigzanych z organizacjg witdkien aktynowych.

4, W doswiadczeniach na izolowanych ktebuszkach nerkowych i podocytach stwierdzono
wzrost przepuszczalnosci dla albuminy w warunkach hiperglikemii oraz jej znaczny spadek w
obecnosci metforminy, co potwierdza protekcyjne dziatanie metforminy na kiebuszkowg
bariere filtracyjng w hiperglikemii.

5. Wykazano, ze aktywacja receptoréw nukleotydowych w komodrkach podocytarnych
wplywa na rownowage metaboliczng poprzez zwiekszenie poziomu fosforylacji AMPK, a
takze réwnowage oksydoredukcyjng poprzez zahamowanie produkcji reaktywnych form
tlenu.

6. Stymulacja purynergiczna wptywata na wielkos¢ syntezy cyklicznych nukleotydéw (cAMP i
cGMP) regulujgcych skurcz naczyn krwionosnych.

7. Aktywacja receptoréw P2, a w szczegdlnosci receptora P2Y4, prowadzita do przebudowy
cytoszkieletu aktynowego, czemu towarzyszyt spadek aktywnosci biatka RhoA oraz wzrost
przepuszczalnosci dla albuminy przez warstwe podocytdw. Proces ten wydaje sie byé
sprzezony z dziataniem kinazy biatkowej A, ktérej hamowanie aktywnosci zapobiegato
zmianom indukowanym przez stymulacje purynergiczna.
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Badania te majg fundamentalne znaczenie poznawcze wyjasniajgc szereg szczegdtow
dotyczacych regulacji funkcji nerki. W szczegélnosci majg tez znaczenie praktyczne wykazujac
ze bardzo wazinym celem terapii przeciwcukrzycowej powinno by¢ zabezpieczenie funkcji
nerek przez ochrone funkcji podocytéw. Wiele nowych terapii przeciwcukrzycowych
powinno by¢ badane w tym kontekscie.

Praca doktorska inspiruje wiele pytan. Jednym jest wptyw wprowadzonych z sukcesem do
leczenia cukrzycy inhibitoréw kotransportera glukozowo-sodowego 2 (SGLT2) na aspekty
funkcji podocytéw badane w niniejszej pracy. Interesujgca tez jest rola deaminazy AMP w
podocytach. Zmiany aktywnosci tego enzymu mogg mie¢ wptyw zaréwno na aktywnos$é
AMPK poprzez modulacje stezenia AMP jak i zewnatrzkomorkowa sygnalizacje purynergiczng
poprzez regulacje puli nukleotydéw w komorce. Réwniez analiza zmian aktywnosci enzymow
zewnatrzkomérkowej kaskady degradacji ATP do adenozyny i dalej do inozyny pod wptywem
wysokiego stezenia glukozy byta by bardzo ciekawa. Zmiany aktywnosci tego szlaku
modyfikowaty by efekty purynergiczne badane w niniejszej pracy doktorskiej

Praca przygotowana jest bardzo starannie i stanowi bardzo istotny wktad w zrozumienie
mechanizmdéw patologicznych przyczyniajgcych sie do dysfunkcji nerki w cukrzycy. Badania
te moga pomdc w opracowaniu nowych terapii i przyczynié¢ sie do lepszego zrozumienia
dziatania lekdéw juz stosowanych. Trudno jest wnie$¢ jakiekolwiek uwagi, w sytuacji gdy
badania zostaty przeprowadzone w tak dobrym osrodku i pod tak dobrg opiekg, a publikacje
stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej poddane byly recenzji w redakcjach bardzo
wymagajacych czasopism. Trudno oczekiwa¢ odpowiedzi na wszystkie pytania w ramach
pracy doktorskiej ktdra i tak jest bardzo obszerna, ale wyzwaniem zawsze pozostaje kwestia
odniesienia uzyskanych wynikdéw do sytuacji in vivo i czy wyniki te majg odniesienie do nerki
cztowieka. Na pewno cennym by byta szersza dyskusja w pracy doktorskiej dotyczaca
wnioskow praktycznych. Jak badania przeprowadzone w ramach pracy mogg pomoc w
lepszej diagnostyce i terapii cukrzycy i choréb nerek.

Oceniana praca speftnia z nawigzka wszystkie wymagania stawiane rozprawie doktorskiej
dlatego wnosze do Komisji ds. Przewoddéw i Postepowan Doktorskich Rady Naukowej MDK
im. M. Mossakowskiego PAN o dopuszczenie mgr Marii Szrejder do dalszych etapdw
przewodu doktorskiego. Ponadto, biorgc pod uwage wysoka warto$é naukowg wynikdéw
uzyskanych z zastosowaniem unikalnych i bardzo wymagajgcych modeli eksperymentalnych,
a takze publikacje tych wynikéw w bardzo dobrych czasopismach sktadam dodatkowy
whniosek o wyréznienie.

Z powazaniem gatedry i
Gdasiskiego UpiY



