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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Dgbrowskiej-Hulki
pt.: ,Rola mitochondrialnego kanafu BKca w fizjologii i uszkodzeniach
komérek nabtonka oddechowego wywotanych przez pyly miejskie”

Oceniana praca zostala wykonana w Katedrze Fizyki i Biofizyki, Instytutu Biologii, Szkoty Gtéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Promotorem niniejszej pracy jest prof. dr hab. Piotr

Bednarczyk, natomiast dr Agnieszka tukasik petni funkcje promotora pomocniczego.

Prowadzone od wielu lat badania statystyczne i analizy meta statystyczne wykazuja istotny wplyw
réznych czynnikéw Srodowiskowych na zdrowie i jakos¢ zycia analizowanych populacji. Wéréd tych
czynnikdw dieta oraz zanieczyszczenie $rodowiska wydajy sie najbardziej istotne. Przyczyny
zanieczyszczeri Srodowiska naturalnego moga miec podioie naturalne ale takie antropogeniczne.
Naturalne, takie jak erupcje wulkanéw, trzesienia ziemi, naturaine pozary, tsunami czy uderzenia
meteorytéw s w zasadzie w duiym stopniu poza moziiwoscia kontroli ludzi. Natomiast
antropogeniczne, takie jak zanieczyszczenia wod, powietrza, gleby, niszczenie siedlisk i krajobrazu,
wprowadzanie gatunkdow inwazyjnych i wiele innych sg skutkiem dziatalnoéci ludzkiej: nieustajgcej
urbanizacji, rozwoju przemystu i monokulturowego rolnictwa, czy tez rabunkowej eksploataciji
zasobow naturalnych. Skutki dziatania populacji ludzkiej staty sie juz globalnym problemem, a jednym
z najbardziej istotnych wydaje sie zanieczyszczenie powietrza. Produkty spalania paliw, dymy
przemystowe, pyly powstajgce podczas transportu czy dziatalnosci budowlanej powodujg powstanie
czastek zawieszonych w powietrzu o réznej $rednicy sktadajacych sie na pyly miejskie (PM). Te z kolei
w interakcji z wodg czesto tworzg smog miejski, szczegblnie nasilajgcy sie w sezonie grzewczym.
Problem ten dotyka wielu, jesli nie zdecydowanej wiekszosci, duzych miast polskich. Ale, co ciekawe,
nie tylko tych najwiekszych miast, ale tez zurbanizowanych ,obwarzankéw” miejskich, czy tez czesto
matych, samodzielnych oérodkéw miejskich. Jaskrawym przyktadem takiej sytuacji jest metropolia
krakowska, gdzie pomimo ogromnych wysitkow i nakladéw finansowych w samym Krakowie sytuacja
smogowa poprawia sie bardzo powoli, wiasnie na skutek wptywu generowanych zanieczyszczen
powietrza przez oérodki podmiejskie wchodzace w skiad ,,obwarzanka” miejskiego. W zaleznosci od

$rednicy pyly miejskie mozna sklasyfikowac jako gruboziarniste - PM10, drobnoziarniste — PM2,5 oraz
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ultra drobne — PM0,1, na ktore sktadajg sie czgstki o srednicy ponizej 100 nm. W zaleznosci od swojej
$rednicy czastki PM moga osiada¢ w réznych odcinkach uktadu oddechowego. Tendencja jest taka, ze
te najwigksze osadzajq sig najwyzej, gtéwnie w nosie, gardle i tchawicy, natomiast te mniejsze trafiajg
gtéwnie do oskrzeli, oskrzelikéw oraz do pecherzykéw ptucnych. Ekspozycja poszczegdinych odcinkow
uktadu oddechowego na PM moie prowadzi¢, i niestety zazwyczaj prowadzi, do nasilenia sie
negatywnych objawdw takich jak kaszel, podrainienie drég oddechowych czy tez nasilenia chjawow
astmy. Dtugotrwata ekspozycja na PM moie powodowaé dalej idgce niekorzystne dla zdrowia
konsekwencje, jak uszkodzenia organéw uktadu oddechowego, rozwoju miazdiycy, zawatéw serca czy
nawet uszkodzeri wielonarzadowych. Istotnym celem czgstek PM, ale tez pierwszg waing barierg
chronigcg przed ich dziataniem sg komérki nabtonka oddechowego. Po ekspozycji na PM sg one
narazone na zaburzenia gospodarki jonowej, stres oksydacyjny, co w konsekwencji prowadzi¢ moie do
rozwiniecia stanu zapalnego i uszkodzen komdérek. W samych komérkach najbardziej narazone na stres
oksydacyjny sg mitochondria. | witasnie mitochondrialne kanaly potasowe o duzym przewodnictwie
aktywowane przez waph (BKca) oraz ich potencjalna rola w fizjologii i przy uszkodzeniach komorek
nabtonka oddechowego wywotanych przez PM, jak i modulowanie ich aktywnosci przez wybrane
zwigzki biologicznie czynne stanowig gidwne cele badani przedstawionych w niniejszym opracowaniu.
Prezentowana rozprawa doktorska ma typowy ukfad dla tego rodzaju publikacji. Sktada sig¢ z
nastepujacych gtéwnych dziatow: ,Wstep”, ,Cel pracy”, ,Materialy i metody”, ,Wyniki”, ,Dyskusja”,
~Whnioski”, ,Spis publikacji naukowych i wskaZniki naukometryczne” i ,Bibliografia”. Cafos¢
poprzedzona jest ,Streszczeniem” w jezyku polskim i angielskim oraz ,,Indeksem skrétow”— niezwykle
pomocnym w trakcie czytania pracy. Praca zajmuje 162 strony formatu A4,

Liczacy 40 stron ,Wstep” podzielony jest na 5 giownych dziatow, ktdre z kolei podzielone sg na
szczegbtowe podrozdzialy. W pierwszej czesci szczegétowo zostaty opisane PM, ich charakterystyka i
wptyw na uktad oddechowy cztowieka, oraz wywolywane przez nie uszkodzenia komorek. Nastepnie
Autorka szczegdtowo opisuje budowe i funkcje nabfonka oddechowego, po czym plynnie przechodzi
do szczegdtowego opisu mitochondriéw, ich budowy i funkcji, oraz ich uszkodzen powodowanych
przez PM. Nastepnie znajdujemy w pracy szczegbétowo opisane kanaly jonowe ze szczegblnym
uwzglednieniem BKca. Bardzo ciekawym podrozdziatem tej czeéci pracy jest ,Cytoprotekceja”, w ktérym
Doktorantka opisuje rézne klasy zwigzkéw pochodzenia naturalnego posiadajace zdelnoéci ochrony
komdérek przed rdéinymi czynnikami, a szczeg6lnie skutkami stresu oksydacyjnego. Nie mniej jednak
Autorka skupifa sie na bardzo szczegélowym opisie naturalnie wystepujacych w réznych roélinach
polifenoli: kwercetyny i izoramnetyny. Te dwa zwigzki, ktGre majg zblizong strukture chemiczng, od lat
znane s3 ze swej aktywnosci biologicznej, ktdrej rezultatem jest redukcja stanéw zapalnych poprzez,
miedzy innymi, ich dziatanie antyoksydacyjne. Ostatnim akcentem ,Wstepu” jest opis roli kanatu

mitoBKca w potencjalnej cytoprotekcji réinych typow komdrek. W mojej ocenie cafosé tego
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interesujgcego rozdziatu napisana jest szczegétowo, a przy tym w sposdb przystepny i jasny nakreéla
aktualng problematyke badawcza oraz podstawy do rozwigzania niektérych watkow badawczych w
niniejszej rozprawie doktorskiej.

»Cel pracy” - kolejny dziat tej dysertacji doktorskiej - zawiera hipotezy badawcze oraz ogdiny, a potem
niezwykle szczegblowy opis przedsiewzie¢ badawczych majgcych na celu weryfikacje postawionych
hipotez. Co prawda, pierwsza z hipotez méwigca o waine] roli kanatu BKca w fizjologii komarek
nabtonka oddechowego jest szeroka i do$¢ lakoniczna. Druga cze$é hipotezy badawczej jest juz bardziej
precyzyjna. Nie mniej jednak w powigzaniu z opisem ogélnym, a potem bardzo szczegétowym
poszczegdlnych celéw czastkowych, sytuacja zostaje w pefni wyjasniona i czytelnik doktadnie i
precyzyjnie zostaje poinformowany o celach podjetych badan.

17 stronicowy dziat ,Materialy i metody” zawiera bardzo szczegdlowy opis zastosowanych w
badaniach materiatéw, instrumentéw oraz metod badawczych. Niezwykle pomocna w ich ocenie jest
zawarta dokumentacja fotograficzna | graficzna, ktdéra pozwala na precyzyiny oglad zastosowanych
metod. Nie ulega watpliwosci, e ten szczegétowy opis jest na tyle precyzyjny, e moiliwy do
powtdrzenia w innych specjalistycznych laboratoriach badawczych. Jedyne watpliwosci moze mie¢
czytelnik po przeczytaniu podrozdziatu ,Analiza statystyczna”, w ktérej jest doéé malo precyzyjny opis
metodyki mowigcy o zastosowaniu jednoczynnikowej statystyki ANOVA dla grup o réinej wariancji.
Stad prosty wniosek, Ze zastosowana zostata statystyka nieparametryczna. Pytanie: dokfadnie jaka i
jakie testy Past-Hoc zostaly wykorzystane do tych analiz?

~Wyniki” to najbardziej obszerny, 42 stronicowy rozdziat niniejszej pracy. Przedstawione sg w
kolejnosci postawionych szczegdtowych celéw czastkowych tej dysertacji w rozdziale ,Cel pracy”.
Stanowi to bardzo logiczne rozwigzanie, poniewaz czytelnik moze zestawiac kazdy czastkowy cel pracy
oraz wyniki weryfikujace jego osiggniecie. Nie mniej jednak, poczatkowo dla biofizyka mogtoby
wydawac sie szalenie nielogiczne dlaczego Autorka zaczyna od bardzo szczegdtowych i precyzyjnych
badan nie znajac ich skutku koticowego — wplywu na Zzywotnos¢ badanych komdrek. Ale ta watpliwoé¢
zostata rozwiana na stronie 108 pracy, gdzie Autorka wyjadnita, ze wiasnie na poczatku swoich badar
w ramach przygotowania pracy doktorskiej przeprowadzita testy Zywotnosci komdrek, ktore byly
podstawa podjecia kolejnych szczegdtowych badafi biofizycznych. Diatego tez najpierw zostaly
przedstawione wyniki wptywu wybranych inhibitorow i blokeréw kanatu BKca w komdrkach nabtonka
oskrzelowego linii HBE WT. Wyniki wskazujg tez na wplyw dwoch wybranych i podobnych strukturalnie
palifenoli, kwercetyny i izoramnetyny, na aktywnos¢ tych kanatéw. Okazato sie, ze pierwszy z nich jest
aktywatorem mitoBKcs, hatomiast drugi zwigzek nie ma wplywu na aktywnosé tych kanatdw. Wyniki
kolejnego cyklu eksperymentdw wskazuja, ze kwercetyna wzmaga zuzycie tlenu przez komarki linii HBE
WT, natomiast nie zauwaiono takiego wptywu podobnej strukturalnie izoramnetyny. Zastosowanie

kontroli z syntetycznym aktywatorem mitoBKcs (NS11021) potwierdzito prawidlowg interpretacje
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uzyskanych wynikéw. Nastepne przedstawione wyniki wskazaty bezsprzecznie na role kwercetyny w
depolaryzacji wewnetrznej btony mitochondrialnej w przeciwiefstwie do izoramnetyny. Potwierdzito
to po raz kolejny role kwercetyny w aktywacji mitoBKcea. Kolejnym etapem pracy bylo sprawdzenia
wplywu czastek PM na komdérki nabtonka oddechowego. W tym celu Doktorantka wybrata czastki o
$rednicy ok. 4 pm. Eksperymentalnie dobrany tez zostat 24h czas ekspozycji komédrek na PM. Po tym
czasie ekspozycji okazato sie, ze PM obnizajg poziom oddychania komdrek HBE WT o ponad 60%.
Kwercetyna o stezeniu 1 i 3 pM nie powodowata odwrdcenia tego zjawiska. Autorka probowata tei
zastosowal kwercetyne o wyiszym stezeniu ale bez oczekiwanych rezultatéw. Prositbym o wigcej
szczegotdw dotyczacych niepowodzenia przy zastosowaniu 10 pM kwercetyny. Kolejnym etapem
badar byto sprawdzenie poziomu reaktywnych form tlenu {RFT) w komérkach oraz mitochondriach po
ekspozycji na PM. Okazalo sie, ze PM wplywajq na generowanie wyiszego stezenia RFT w komdrkach
linii HBE WT. Kwercetyna i izoramnetyna natomiast dziatajg antyoksydacyjnie na poziomie
komérkowym, natomiast jedynie kwercetyna obniza poziom RFT w mitochondriach. Te odkrycia
dokonane przez Doktorantke zapewne skfonily jg do rozszerzenia swoich badan na poziom tkanki.
Wykorzystujac pomiary przeznabtonkowego oporu elektrycznego (TEER) wykazata, ze kwercetyna w
przeciwiensiwie do izoramnetyny zwieksza poziom TEER, a o za tym idzie szczelno$é monowarstwy
komdrek nabtonka oddechowego. Co wiece], stosujac syntetyczny aktywator kanatu mitoBKea
{NS11021) oraz jego inhibitor (penitrem A) w inteligentnie dobranych sekwencjach dodawania
badanych substancji bezsprzecznie wykazata, ze wilasnie kanaly mitoBKca s3 odpowiedzialne za
uszczelnienie nabtonka eddechowego w wyniku ich aktywacji przez kwercetyne.

W celu potwierdzenia istotnej roli kanatdéw mitoBKca w ochronie komdrek nabtonka oskrzelowego
przed uszkodzeniami wywotanymi przez PM Doktorantka przeprowadzifa lustrzany cykl doswiadczen
opisanych wczesniej na komérkach linii HBE WT wykorzystujgc nowoopracowang linie komorek
nabfonka *oddechowego HBE AaBK pozbawionych kanatéw mitoBKca. Autorka wykonata serie
eksperymentéw, ktérych wyniki jednoznacznie wskazaly na brak kanatow mitoBKca w blonie
plazmatycznej oraz wewnetrznej mitochondrialnej komérek linii HBE AxBK, natomiast ciekawym
spostrzezeniem bylo zarejestrowanie ,duiych pragdéw o niskiej kinetyce” w ok 7% analizowanych
mitoplastéw. Te badania nie byly jednak kontynuowane. Prositbym Doktorantke o wyjasnienie
dlaczego odstgpita od dalszych badan tego fenomenu i w jaki sposéb moze zinterpretowaé
zaobserwowane zmiany w przypadku mitoplastow. Kolejne wyniki wskazaly jednak, Ze analizowane
komorki linii HBE AaBK nie zuzywajg wiecej tlenu nawet jesli stosuje sie kwercetyne w szerckim
zakresie stezei lub syntetyczny aktywator kanatéw mitoBKc. — NS11021. Bardzo ciekawe s3g natomiast
analizy catkowitego poziomu RFT w komdrkach linii HBE AaBK. Okazato sig, ze zaréwno kwercetyna jak
i izoramnetyna nieznacznie obnizaja poziom RTF w tych komérkach, co wskazuje na istnienie innego

mechanizmu aktywnosci antyoksydacyjnej tych zwigzkéw niezwigzanego z kanatami mitoBKca. Obydwa
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analizowane polifenole wykazaty rowniez aktywno$¢ antyoksydacyjng manifestujgca sig¢ obnizeniem
mitochondrialnego poziomu RFT wywotfanego przez PM, zaréwno w komérkach linii HBE WT, jak i HBE
AaBK. To réwniez potwierdzatoby inny, alternatywny mechanizm ich aktywnosci antyoksydacyjnej.
Badania dotyczace przezywalnoéci komdrek w obecnosci PM i wptywu badanych polifenoli na réine
istotne parametry Zyciowe komdérek obu testowanych linii bylo ostatnim etapem prezentacji
uzyskanych wynikéw. Doktorantka wykazata w tescie apoptoza — nekroza, ze kwercetyna wptywa na
obnizenie poziomu apoptozy spowodowanej przez PM w komdrkach HBE WT. Nie znalaztem jednak
wynikéw podobnego eksperymentu dla linii HBE AaBK. Dlaczego? Autorka wykonata natomiast takg
analize badajgc poziom dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w obydwu liniach komérkowych, ktéra nie
wykazata jednak istotnych statystycznie réznic. W tescie przeiywalnosci mierzonej za pomocy
barwienia Trypan Blue wplyw kwercetyny na obnizenie aktywnoéci oksydacyjne] wywotanej przez PM
byt zauwazalny, ale nieistotny statystycznie. Nie zaobserwowano natomiast takich wtasciwosci
antyoksydacyjnych izoramnetyny w tym teécie. Pomiary elektrycznego oporu przeznabionkowego
(TEER) wykazaly réznice pomiedzy badanymi liniami komérkowymi na korzys$é linii HBE WT, co
wskazuje na istotno$é kanatéw mitoBKca w utrzymaniu ,szczelnosci” nablonka oddechowego.
Istotnoé¢ tych kanatéw dla utrzymania poziomu oddychania komdrkowego wykazata Autorka
poréwnujac wyniki obu linii komérkowych. Na to zjawisko wptywu nie miat mierzony potencijat btony
mitochondrialnej, natomiast spore réznice Autorka wykazata w pomiarach aktywnosci kompleksu IV
faricucha oddechowego na korzyé¢ komérek linii HBE WT. Nastepnie Doktorantka udowodnita
do$wiadczalnie, ze na poziom oddychania komdrkowego nie wplywa réinica w liczebnosci
mitochondriéw — w komérkach obydwu linii byta poréwnywalna. Istotne réznice zauwazyta jednak w
poziomie biatek komplekséw faricucha oddechowego, co mogloby wskazywac na wyiszy poziom
oddychania komérkowego w komérkach linii HBE WT w poréwnaniu do linii HBE AaBK z delecjg
kanatéw jonowych.

Przedstawione wyniki tej dysertacji doktorskie] wskazuja na wysokg jakos¢ badan naukowych
prowadzonych w grupie prof. dr hab. Piotra Bednarczyka. Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobrg
znajomoscia réznych technik badawczych, poczynajac od typowych dla biofizyki kanatéw jonowych a
konczac na testach typowych w badaniach z zakresu biologii molekularnej. To wskazuje na
interdyscyplinarnoéé prowadzonych studidw. Eksperymenty zostaly zaprojektowane bardzo
inteligentnie a przedstawione tutaj wyniki nie budza zadnych watpliwosci. Jednakze piszacy te sfowa
widziatby nieco inny uktad tej czeéci pracy jako bardziej logiczny w postaci zestawienia wynikéw dla
badane] linii komdrek nabfonka oskrzelowego HBE WT z wynikami dla linii HBE AaBK. Mysle, ze dla
czytelnika takie zestawienie bytoby korzystniejsze dla zrozumienia trudnej problematyki badawczej,

ktérej podjeta sie Doktorantka.
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Kolejnym etapem analizowanej dysertacji doktorskiej jest Dyskusja. Autorka pracy zestawia uzyskane
wyniki z dostepng literaturg $wiatowa, podkresla dokonane przez siebie odkrycia naukowe ale tez
bardzo krytycznie analizuje swoje wyniki. Swiadczy to o sporej dojrzatosci naukowej Doktorantki. | o ile
zestawienie wynikéw pracy z literaturg nie budzi Zadnych moich watpliwosci, o tyle mam niedosyt w
kwestii analizy wptywu PM na komdrki nablonka oddechowego i roli badanych polifenoli. Rozumiem,
2e Autorka nie chciata ulec pokusie mozliwej nadinterpretacji swoich wynikéw, jednak cczekiwatbym
nieco glebszych rozwazai hipotetycznych. One w peini moglyby pokazaé potencjat niniejsze] pracy.
Dlatego prositbym aby Autorka dokonata takiej hipotetycznej analizy roli badanych polifenoli na
niekorzystne skutki dziatania PM. Prositbym o wskazanie moiliwych mechanizméow wplywu
kwercetyny | izoramnetyny na obnizenie bezsprzecznie negatywnego wplywu PM na nabfonek
oddechowy oraz ewentualng aplikacyjnoé¢ przeprowadzonych badan.

Podsumowaniem ocenianej pracy s3 Wnioski. Zaprezentowane s3 w nich odpowiedzi na szczegdtowo
przedstawione cele pracy. To ulatwia recenzentowi sprawdzenie weryfikacji postawionych celéw
studidow, co przyznaje, Autorka uzyskata w 100%.

Nastepnie Doktorantka przedstawita Spis publikacji naukowych i wskaZniki naukometryczne.
Whykazata tam, ze jest autorka 4 wieloautorskich prac o zasiggu miedzynarodowym. W jednej z tych
prac petni funkcje pierwszego autora. Szkoda tylko, ze nie przedstawita szczegéfowo swojego udziatu
w poszczegéinych publikacjach naukowych. Doktorantka wykazata réwniez swojy aktywnosé w
uczestnictwie na konferencjach, kursach i szkoleniach, oraz seminariach. Swiadczy to u duzym
zaangazowaniu na tym etapie pracy naukowej.

Bibliografia zawiera niemal 270 pozycji literaturowych. Swiadczy to o bardzo dobrej znajomosci
literatury z dziedziny prowadzonych przez Doktorantke badan.

Reasumujac, recenzowana rozprawa doktorska stoi na bardzo wysokim poziomie naukowym. Opis
wszystkich doswiadczer, wynikéw, ktére ztozyly sie na nowe odkrycia naukowe jest rzetelny. Ich
interpretacja jak najbardziej wtasciwa, cho¢ brakuje nieco spekulacji naukowej. Nie obniza to jednak w

zaden sposéb poziomu naukowego niniejszej pracy.

Dlatego tei stwierdzam ze oceniana praca doktorska spetnia wszystkie wymogi, zaréwno art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (tekst jednolity: Dz.U.2024.1571
z pHiniejszymi zmianami), jak réwniez wymogi zwyczajowe stawiane tego rodzaju opracowaniom.
Whioskuje do Wysokie] Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoty Giéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr Adrianny Dabrowskiej-Hulki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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