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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Mileny Magdaleny Kotewicz

pt. ,, Wplyw urolityn na strukture i funkcje podocytéw kebuszka nerkowego

w warunkach cukrzycy”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska opisuje badania dotyczace poszukiwania
nowych skutecznych terapii chronigcych nerki w podocytopatii cukrzycowej. Celem pracy
jest okreslenie wptywu urolityn na strukture i funkcje podocytow w warunkach imitujacych
cukrzyce in vitro. Glownym obiektem badan Pani Mileny Magdaleny Kotowicz sg komorki

podocytarne stanowigce najwazniejszy element klebuszkowej bariery filtracyjne;j.

Nefropatia cukrzycowa jest jednym z najczesciej wystepujacych i najpowazniejszych
powiklain cukrzycy, prowadzacym az u okolo 30-50% chorych do przewleklej
niewydolnosci nerek, co wiaze si¢ z bardzo kosztownag dializoterapia, a nawet
z koniecznoscig przeszczepu. Nasza wiedza o przyczynach i mechanizmach tej postaci
nefropatii jest wcigz bardzo niewielka. Wyniki badan z ostatnich lat wskazujg, ze kluczows
role w patomechanizmie glomerulopatii cukrzycowej odgrywa uszkodzenie struktury
i zaburzenia funkcji komoérek podocytarnych kigbuszka, ktore odpowiadajg za
mechaniczne wzmocnienie bariery filtracyjnej klebuszkow, synteze i rozbudowe ich blony
podstawnej oraz za koncows regulacje filtracji klebuszkowej. Wszystkie te procesy w
cukrzycy sg zaburzone, a strukturalne uszkodzenia podocytow i blony podstawnej sg
pierwszymi widocznymi przejawami rozwijajacej si¢ glomerulopatii. Szereg badan
klinicznych 1 eksperymentalnych wskazujg na istnienie Scislego zwigzku pomiedzy
stopniem uszkodzenia podocytow a dynamika klinicznego przebiegu choroby
i laboratoryjng oceng funkcji nerek. Niestety, naszej dobrej juz wiedzy o zmianach
strukturalnych w kiebuszkach, jakie zachodza w cukrzycy, nie towarzyszy rozumienie
zaburzen funkcji i metabolizmu komorek kigbuszka. Dotyczy to szczegdlnie komorek
podocytarnych. Stad tez tematyka rozprawy doktorskiej jest bardzo wazna i otrzymane

wyniki stanowig istotny wklad w zrozumienie mechanizméw dzigki ktorym badane



urolityny moglyby zapobiega¢ lub spowolni¢ nieodwracalne zmiany jakie obserwujemy w

komorkach klebuszka w cukrzycy.

Prezentowane przez Doktorantke wyniki zostaly opublikowane w dwoch pracach

naukowych:

1) Kotewicz M, Lewko B. Urolithins and their possible implications for diabetic
kidney. Eur J Transl Clin Med 2022 (vol. 5), 1: 53-63.

2) Kotewicz M, Krauze-Baranowska M, Daca A, Ploska A, Godlewska S, Kalinowski
L, Lewko B. Urolithins Modulate the Viability, Autophagy, Apoptosis, and
Nephrin Turnover in Podocytes Exposed to High Glucose. Cells. 2022,

Zardwno z pozycji nazwiska Doktorantki jak i faktu bycia w jednej pracy autorka
korespondujacg wynika jasno jej wiodgca rola w obu pracach. Natomiast nie zostato to
poparte odpowiednimi oswiadczeniami, ktére jednoznacznie wskazujg jaki byt udziat
wspdtautoréw i Kandydatki w powstanie tych publikacji. Brak tych oswiadczen w pracy
wieloautorskiej utrudnia jednoznaczne oszacowanie udziatu Doktorantki w realizowanych

badaniach. Prosze o komentarz.

Praca doktorska powstala w oparciu o zbidér powigzanych tematycznie artykutdw
naukowych (publikacja przegladowa 1 publikacja oryginalna) oraz czgéei
nieopublikowanych jeszcze wynikéw badan, ktére wg informacji zawartej w pracy
doktorskiej sg przedmiotem przygotowanej obecnie publikacji. Przedstawiony do oceny
tekst zostal przygotowany bardzo starannie pod wzgledem edycyjnym. Podzielony zostat
na rozdzialy: Wykaz prac Naukowych, Inne osiggniecia naukowe, Wykaz uzywanych
skr6tow, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wprowadzenie, Hipoteza i cel badan,
Materiaty i zastosowane metody badawcze, Wyniki, Podsumowanie, PiSmiennictwo oraz
kopie prac wchodzacych w skiad zbioru. Biorac pod uwage cato$é materiatu
przedstawionego do oceny, nie mam watpliwosci, ze Pani Milena Magdalena Kotowicz
wykazala si¢ samodzielng umiejetnoscig planowania eksperymentdw, ich wykonania
w czgsci eksperymentalnej, odpowiednig analizg otrzymanych wynikéw, a takze
przygotowaniem tekstu naukowego. Wskazuje na to przedstawiona w bardzo spdjny
ilogiczny sposdb czes¢ pracy dotyczaca wprowadzenia merytorycznego do tematyki
rozprawy, metod i opisujaca otrzymane wyniki. Prace czytalam z przyjemnoscig.
Doktorantka syntetycznie opisuje wstgp teoretyczny, ktéry w sposob spojny i logiczny



doprowadza do postawionej hipotezy. Udowadniana w ten sposéb doskonalg znajomosé
podstaw teoretycznych tematyki, ktorg sie zajmuje. Potwierdzeniem znajomosci tematyki
badan jest rowniez dolgczony do cyklu artykul przegladowy. Nie mam watpliwosci, ze
realizowana tematyka jest oryginalna a zbadanie wplywu urolityn na funkcje podocytow
jest podejsciem nowatorskim. Niezwykle ciekawa jest rowniez selekcja urolityn
wybranych do badan. W ostatnich latach co raz wigcej jest doniesien o roli naszej
mikroflory jelitowej w kontekscie naszego zdrowia 1 zapobiegania chorobom
cywilizacyjnym. Stad tez wybér zwigzkow powstajacych w wyniku metabolizmu
elagotanin i kwasu elagowego poprzez bakterie dystalnej czgsci jelit uwazam za temat
bardzo wazny i aktualny. W kontekscie tej tematyki wazne rowniez wydaje si¢ wyjasnienie,
czy co$ wiadomo odnosnie konkretnych szczepoéw bakteryjnych odpowiedzialnych za
powstawanie urolityn w naszym organizmie oraz czy w cukrzycy mogg zmieniac si¢ ilosci

powstajacych urolityn w zaleznosci od sktadu naszego mikrobiomu.

Oceniajac osiagniecie merytoryczne Doktorantki nalezy podkreslic, ze zastosowala
wlasciwe podejscie metodyczne do rozwiazania postawionego w pracy celu naukowego.
Badania zostaly przeprowadzone na uniesmiertelnionej linii SVI podocytéw mysich
w warunkach imitujgcych hiperglikemie in vitro. Zastosowata rowniez szereg metod, ktore
zostaty dobrane w odpowiedni sposob i obejmowaly migdzy innym: analizg biatek western
blot, analize zawarto§ci mRNA technika PCR w czasie rzeczywistym, liczne techniki
mikroskopowe, wysokosprawng chromatografie cieczowa sprze¢zong ze spektrometrig mas,
itd. Chciatabym tutaj podkresli¢ réznorodnos¢ zastosowanych przez Doktorantke metod co
stanowi podstawe do dalszego rozwoju naukowego oraz wskazuje na mozliwosé

prowadzenia nowych zaawansowanych projektow naukowych w przysztosci.

W pierwszej czesci badan eksperymentalnych Doktorantka syntetycznie i logicznie opisuje
efekty wywierane przez urolityny na procesy odpowiedzialne za przezywalnosé
i podstawowe funkcje podocytow w warunkach odpowiadajacych hiperglikemii. Ta czgsé
badan zostala przedstawiona w pracy oryginalne] w recenzowanym czasopisSmie
naukowym. W mojej ocenie jest to spdjna logicznie catos¢. Przedstawione wyniki badan
wniosty wazny wkiad w zrozumienie protekcyjnego wplywu urolityn na funkcje komoérek
podocytarnych w cukrzycy. Doktorantka wykazala jednoznacznie, ze urolityna A jest
odpowiedzialna za korzystniejsze efekty biologiczne w podocytach w poréwnaniu do

urolityny B. Udowodnita protekcyjne dziatanie urolityny A na przezywalnos¢ komorek



podocytamych poprzez hamowanie apoptozy i stymulowanie autofagii w cukrzycy. Wazng
obserwacja bylo rowniez wykazanie protekcyjnego dziatania urolityna A na wazne biatko
blony szczelinowej, ktorym jest nefryna. Praca ta inspiruje do wielu kolejnych pytan.
Jednym z nich jest wyjasénienie réznic w dziataniu urolityny A 1 B. W przedstawionej pracy
nie ma informacji czy urolityna B, ktéra nie wykazala dziatania protekcyjnego na
zywotno$¢ komoérek w cukrzycy, wplywala na apoptoze, autofagie czy tez ekspresje

nefryny. Czy moze co$ na ten temat wiadomo?

W drugiej czgsci pracy eksperymentalnej Doktorantka przedstawia czes¢ wynikow jeszcze
nieopublikowanych. Zaprezentowane wyniki dotycza wyjasnienia roli wrolityny A
w modulowaniu aktywnosci TGFB w podocytach. Doktorantka wykazala, ze urolityna A
chroni komérki podocytamne przed niekorzystnym dzialaniem TGFp, ktory jest jednym
z gtéwnych czynnikéw odpowiedzialnym za zaburzenia prawidlowego funkcjonowania
filtru klgbuszkowego w cukrzycy. Do najwazniejszych obserwacji nalezy wykazanie
protekcyjnego dzialania na ekspresje bialek blony szczelinowej, zmniejszenie zdolnosci
podocytow do migracji czy tez hamowanie przemiany nablonkowo-mezenchymalnej
podocytow. Sg to bardzo wazne obserwacje z racji kluczowej roli komorek podocytarnych
w tworzeniu struktury kigbuszkowej bariery filtracyjnej. Ponadto Doktorantka wykazata,
na poziomie molekularnym, w jaki sposob urolityna A wplywa protekcyjnie na efekty
wywierane przez TGFf. Stwierdzita, ze urolityna A oddziatywuje na ekspresj¢ receptorow
tego bialka oraz aktywnos¢ szlaku sygnalizacyjnego zaleznego od SNAD. Na tej podstawie
postawita hipotezg, ze urolityna A moze stanowi¢ ochrone komérek podocytarnych przed
czynnikami niszczacymi je w trakcie rozwijajacej si¢ cukrzycy. Ta cze$¢ wynikow nie
zostala jeszcze opublikowana wiec prositabym o uzupehienie kilku informacji. Na Rycinie
14. brakuje zdjg¢ z mikroskopu fluorescencyjnego dla samej nefryny. Na zbiorczych
zdjgciach razem z B-aktyng i wybarwionym jadrem trudno jest oceni¢ roztozenie
komorkowe nefryny. Podobna prosba dotyczy podocyny, dla ktorej Doktorantka
przedstawia zebrane wyniki na Rycinie 15. Czy byla moze zastosowana inna metoda
potwierdzajaca wzrost ilosci podocyny w komoérkach eksponowanych na wysokie stezenie
glukozy i TGFB? Podobnie na Rycinie 17. prosba o przedstawienie przyktadowych zdjeé
integryny-pB3 na podstawie ktorych byly liczone intensywnosci fluorescencji. Analiza
komoérkowej dystrybucji analizowanych biatek jest waznym elementem prowadzonych
eksperymentéw wiec istotng czgscig prezentowanych figur powinny byé przyktadowe

zdjecia. Prositabym rédwniez o przedstawienie sekwencji primerdw, wielkosci uzyskanych



produktow wraz z przyktadowymi zelami przy badaniu poziomu ekspresji fibronektyny
i receptorow dla TGFp.

Podsumowujgc prace Pani Mileny Magdaleny Kotewicz oceniam wysoko. Uwazam, ze
whniosta ona oryginalny i wazny wkiad w badaniach nad poszukiwaniem nowych substancji
o dziataniu protekcyjnym na klebuszkowsg barier¢ filtracyjng w cukrzycy.
W przedstawionej pracy wykazala, ze potrafi rozwigzywac problemy naukowe poprzez
odpowiednie zaplanowanie badan oraz wlasciwg ich interpretacje. W zwiazku
z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wymogi ustawowe
stawiane rozprawie doktorskiej i dlatego wnosze do Rady Nauk Farmaceutycznych
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani Mileny Magdaleny Kotewicz
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto biorac pod uwage wysoka wartosé
naukows otrzymanych wynikdéw, duzy zakres wykonanych prac, bardzo dobre
zaplanowanie doswiadczen a takze publikacje otrzymanych wynikéw, wnoszg o stosowne

wyrdznienie tej rozprawy doktorskie;j.
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